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I - INTRODUCAO:

A vassoura de bruxa é uma doenga endémica e originiria da bacia da
Amazdnia. O agente causador é o basidiomiceto Crinipellis perniciosa, da ordem
agaricales, que foi observado pela primeira vez em 1895 no Suriname (Evans, 1978).
Atualmente a doenga encontra-se em todos paises produtores de cacau, seja da
América do Sul (Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Guiana, Peru, Suriname e
Venezuela), paises da América Central (México, Panamd ) ou Ilhas do Caribe
(Trinidad-Tobago e Granada).

Os sintomas caracteristicos da doenga sdo hipertrofia dos meristemas apicais, e
posteriormente conformagGes de ramificagGes vegetativas em excesso, seguido de
secamento. As almofadas florais infectadas desenvolvem brotacdes vegetativas e
agrupamento de flores hipertrofiada que sio abortadas. Geralmente os frutos
proveniente de flores infectadas apresentam formas de cenoura ou morango € nédo
completam o deu desenvolvimento. Quando o nivel de infecgdo torna-se alto (90%
dos lancamentos infectados) os frutos jia desenvolvidos provenientes de flores

normais apresentam manchas amarelas (quando verdes) e manchas escuras e duras



(nos frutos maduros) com seu interior em ambos os casos apodrecidos ou endurecido

e petrificado.

As perdas geradas pela vassoura de bruxa podem atingir até 90% da producéo,
o que desestimulou os produtores se cacau, que a busca de alternativas de
sobrevivéncia estdo derrubando as matas que antes serviam para sombreamento do

cacau . Com isto, os prejuizos ecolégicos sdo elevados.

O fungo C. perniciosa tem como hospedeiros em ambiente natural as espécies
de Teobroma cacao, Teobroma bicolor Humb Bompl e Herrania nitida (Poepp)
Schuler. No Pard ocorre vassoura de bruxa em Urucum (Bixa orellana ). Nos
plantios comerciais de cacau isolados de C.perniciosa infectam plantas invasoras das
espécies, Solanum rugosum Dun e Solanum lasiantherum V. Hewrek, porém nio

induzem sintomas em variedades de cacau susceptiveis a doenga (ICS-39).

O trabatho tem por objetivo familiarizar o estagidrio com as préticas de
microscopia eletronica de transmissdo. Aproveitando a oportunidade para otimizar as
técnicas de preparo de amostras para hifas do fungo Crinipellis perniciosa e

observar estruturas celulares das hifas.



II - MATERIAIS E METODOS

1 - PREPARO DAS AMOSTRAS.

O material didatico foi hifas do fungo Crinipellis perniciosa crescido em meio
de batata, dextrose 2% e agar a 2%. O material foi crescido por 7 dias a 28 °C. Foram
coletadas hifas de 3 isolados (CP-STIG, CP-30 e CP-104 isolados que infectam
diferentes hospedeiros)

As hifas foram coletadas junto com pedagos de agar na forma de retingulo.
Também foram colocados no meio pequenos pedagos de papel filtro esterilizados
para que a hifas desenvolvessem na superficie e pudesse ser retirado do meio com
maior facilidade e sem levar junto com a amostra pedagos de meio onde foram
crescidos.

As amostras antes de serem analisadas no microscopio eletrénico foram
fixadas, pré - fixadas, desidratadas, incluidas e emblocadas com resina. No bloco
com amostras foram feitas toalete para melhor expor o material. Apds a toalete dos

blocos foram feitos cortes semi finos ¢ ultra finos. Os cortes ultra finos foram
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colocados em suportes (grades cobertas com Colodio) que foram fixados e estudados

em microscopio de transmissao.

2 - FIXACAO.

Os pedagos de material com hifas do fungo foram colocados no fixador
Glutataldeido 2% por 1 hora e meia a de 4 °C. Apds a fixagdo o material foi lavado
por 3 vezes com tampdo de Cacodilato 0,1M cada lavagem durante 15 minutos e sob

agitacdo.

3 - POS FIXACAO

No final das lavagens segue a pos fixacdo que € realizada com Tetradxido de
Osmio 1% a temperatura de 4 °C por 1 hora e meia. Passado o tempo da pés fixagdo
o material e lavado 3 vezes com solugdo salina (0,9 %), sendo que cada lavagem leva
o tempo de 5 minutos. Caso ndo possa ser necessrio realizar a desidratagdo no
mesmo dia pode se deixar as amostra em acetato de Uranila 2% a 4 °C por uma

noite.

4 - DESIDRATACAO.

A desidratacio do material € necessario para que durante a visualizagdo no

vacuo do microscépio ndo haja vaporizagdo da dgua presente na amostras rompendo

estruturas do espécimen. A presenga de vapores de dgua no vacuo do microscopio



faz com que elétrons sejam desviados do alvo e prejudique o resultado final. A
desidratagdo e gradativa evitando a saida rapida da agua para ndo danificar
estruturas durante esse processo. A agua da amostra é trocada de forma gradativa e
essa troca € feita por acetona.

A desidratacdo foi realizada em 5 etapas. A primeira, segunda e terceira sdo
realizadas com acetona nas diluicdes de desidratagio 25% , 50% , 75%
respaectivamente sendo que cada etapa leva o tempo de 5 minutos. A quarta
desidratacdo ¢ realizada duas vezes com tempo de 10 minutos cada e com acetona a
95%, se for preciso interromper o processo deve ser feito nessa etapa e podendo
continuar em outro momento. Por final segue 3 desidratacGes de 20 minutos com

acetona pura

5 - INCLUSAO.

A inclusdo € realizada com resinas do tipo SPURR, EPPON ou ARALDITE. A
resina tem por finalidade penetrar no tecido ocupar o lugar da pouca dgua que ainda
existe no material e manter a estrutura firme dos tecidos da amostra para que nfo seja
danificado durante o cortes no microtomo.

A inclusio também é progressiva como a desidratacdio para se realize uma
melhor substituicio da agua pela resina. A inclusio ¢é realizada em 3 etapas. A
primeira inclusdo € feita com mistura de 1 parte de resina com 1 parte de acetona e
leva o tempo de 2 horas a 37 °C. Na Segunda faz se a mistura de 2 partes de resina
par 1 de acetona por 3 horas a 37 °C. A ultima e realizada com resina pura € 0

tempo de duragio sfo doze horas ("over night") a 4 °C . Na inclusdo existe um passo



intermediério entre o segundo e o terceiro que pode ser opcional, a mistura utilizada
é de 3 partes de resina para 1 de acetona com o tempo de 3 horas a 37 °C.

Apbés a inclusio com resina pura, o material € posto em formas para
polimerizar a resina, porém quando retirar o material da geladeira deve-se esperar
por 10 minutos antes de enformar o material. Se for preciso completa-se o volume da
forma com resina pura. As amostras devem ser identificadas com pequenas etiqueta
que sdo postas no bloco na extremidade oposta da amostra antes da houver a
polimerizacdo. Os bloquinhos de resina conferem estrutura as amostras para melhor
manuseio na toaletes e corte no microtomo

Apos a identificagio o material ¢ levado para uma estufa por 6 horas a
temperatura de 37 °C, depois segue para uma a 45 °C por 18 horas e por final foi

transferida para uma estufa a 24 °C por 24 horas ("over night")

6 - TOALETE DOS BLOCOS.

A toalete tem por finalidade expor as amostra emblocadas para os cortes. O
material emblocado quando ndo se faz toalete fornecerd cortes sem tecido que se
deseja estudar . Assim a toalete tem por finalidade retirar os excessos de resina sobre
a superficie do amostra e obter cortes com material desejado.

A primeira toalete & grosseira e é realizada com um pequeno pedaco de lixa
para parede. Conseguinte, faz-se uma toalete mais delicada sendo utilizado lamina de
barbear € o processo € visualizada com uma lente de aumento para que durante a
toalete o material ndo seja esrirpado do bloco junto com a resina. Danificando assim

a amostra. Durante a toalete com lamina de barbear € necessério que se esculpe uma



forma trapezoidal na topo do bloco, essa configuragdo ird facilitar a orientagdes

futura para melhor precisdo de cortes.

7 - CORTES SEMI FINOS E ULTRA FINOS

Os cortes sdo realizados no microtomo e sdo utilizadas navalhas de vibro. As
navalhas podem ser de vidro ou diamante, as de diamantes sdo mais caras mais
conferem melhor qualidades aos cortes. As navalhas de vidro (figura 1) sdo de
qualidade inferior e sdo descartdveis, apresentam um formato triangular e sdo
preparadas em um aparelho denominado "Knifer Maker", as boas navalhas de vidro
devem apresentar uma superficie de corte lisa e quando posta contra luz apresentar
uma area curva de reflexdo da luz. Defeitos nas navathar prejudicam a qualidade dos
cortes, apresentado laminas estriadas e com sulcos. Nas navalhas sdo feitas pequenos
reservatorios de dgua, chamadas de barquinhas, com fita adesiva ("crepe") e vedadas
com parafina para evitar vazamentos. S30 nesses reservatérios que serdo depositados

0s cortes .

Figura 1 - Esquema de uma navatha de vidro
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Os cortes semi finos apresentam espessura de lum sdo coletados das
barquinhas por uma pequena alga de platina e posta em uma lamina de vidro, muitas
vezes apresentam enrugadas e sdo esticados com uma pincelada leve com xilol. Os
cortes posto em laminas de vidro sdo secos e corados com Azul de Toluidina 1%. O
corante também é evaporado e depois a lamina é visualizado em microscépio optico.
A visualizagdo no microscopio optico serve para o observar a qualidade da amostra e
onde se localiza no corte a regido do tecido a ser melhor estudado. A orientagdo da
localizagdio do tecido desejado para andlise tem como referéncias as bases e laterais
da figura geométrica esculpida durante a toalete. Assim poderemos realizar uma
terceira toalete para cortes ultra finos direcionado a retirada da resina deixando
apenas a area do bloco que se deseja ter os cortes.

Apds a terceira toalete o material € novamente cortado em espessuras menores
e sdo coletados e pequenas grades cobertas com colodium de 200 meshes. O
colodium tem por finalidade fixar os pequenos cortes nas grade.

As grades com amostras sdo guardadas em recipientes apropriados e coradas.

8 - CORACAO DAS GRADES

As grades sdo coradas com Acetato de Uranila 2,5% e Citrato de Chumbo.
Primeiramente coloca-se uma gota para cada grade de Acetato de Uranila em uma
superficie limpa e lisa. Em cada gota coloca-se a grade com a parte das amostras
(superficie mais brilhante) em contato com o Acetato € cubra com uma tampa para

que fique no escuro. Depois de 15 por grade de coracdo faz-se a lavagem de cada
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uma com 4gua deionizada e destilada e depois secar com papel filtros.
Posteriormente coloque para corar em uma gota de Citrato de Chumbo para néo
haver precipitagior deve ter ao lado uma pastilha de hidréxido de chumbo. A parte
da grade com amostras deve ficar em contato com a solugdo de Citrato de Chumbo

corando por 5 minutos em ambiente escuro.

9 - REVELACAO DE CHAPAS FOTOGRAFICAS

Quando o material foi analisado no microscépio eletrdnico de transmisséo.
Foram retiradas chapas fotograficas dos campos focalizados mais interessantes para
estudos posteriores.

A revelagio das chapas foram feitas em ambiente escuro apenas na presenga de
luzes amarela e vermelha, possibilitando assim o minimo de luz para se trabalhar no
local. As chapas foram dispostas em suportes e imersas em solugdo reveladora a 21 0
C por 4 minutos. Depois da reagdo com revelador foi estabilizada imergindo o
suportes com as chapas em solugdo de Acido Acético por alguns segundos e
passados por seguinte na dgua, também por alguns segundos. Apds a lavagem em
dgua o material e posto em um solugfo fixadora permanecendo por 8 minutos.

Depois a chapas sdo lavadas em agua corrente por meia hora e posta para secar .
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10 - REVELACAO POR CONTATO

Na revelacdo foi utilizada luzes vermelhas e amarela. As chapas reveladas
sdoforam colocadas sobre papel fotografico branco e preto no amplificador. Antes de
realizar a revelagdo foram acertados o foco, abertura do diafragma e tempo de
exposigio a luz. O teste foi realizado com pequenas tiras de papel fotografico
exposto na chapas reveladas com os fatores de variagdo acertados. Para saber se a
modificagdes foram satisfatérias faz se a revelagdo do pedago do papel fotogréfico e
observa-se a nitidez, velocidade da revelagio e contraste da foto.

Quando foram retiradas as fotos colocou-se na solugéo reveladora até que toda
fique visivel e nitida. E recomenddvel que manuseei a foto com pinga de pldstico
sempre movimentando o papel e tirando do contato com a solugdo partes ja revelada
evitando na revelagio falta de homogeneidade. Com a foto revelada paralisou-se a
reagdo imergindo em solugio de Acido Acético por alguns segundos e deixando por

meia hora em solucdo fixadora e depois lavando por meia hora e por para secar.

11 - SOLUCOES UTILIZADAS

Fixador -Glutaraldeido 0,4 ml

P.E.A. 4% (no total) 2,5 ml
CaCl, 5 mM 0,5 ml
T. Cacodilato 0,1 M 6,6 ml

Total 10,00 ml
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Glutaraldeido S%

Agua deionizada 6,0 ml
Tampao Fosfato 0,2 M 3,00 ml
Glutaraldeido 50% 1,00ml
Glutaraldeido 3%

Agua deionizada 6,0 ml
Tampdo Fosfato 0,2 M 3,4 ml
Glutaraldeido 50% 0,6 ml

Tampio Cacodilato De Sédio 0.2 M

Cacodilato de Sédio 4,28g

Agua 100,00 ml

Tetroxido de Osmio

Utilizar 1 ampola de tetroxido de 6smi. Lavar a ampola com detergente secar
utilizando luvas.Colocar 50 ml de agua deionizada dentro de um frasco, quebrar a
ampola dentro do frasco. Deixar na geladeira por 24 hs e depois armazenar em

freezer.
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Acetato de Uranila

Acetato de Uranila 0,624g
Agua 2,5 ml

Armazenar em frasco escuro na geladeira.

Resina - Eppon 812.

Mistura A

Embed 812 10,00 ml
DDSA 15,5 ml
Mistura B

Embed 812 10,00 ml
NMA 8,5 ml

Juntar as misturas A e B e acrescentar o volume DMP-30 referente a 20% do
volume da mistura. Depois fazer as mistura com acetona segundo a

necessidade(1:1,2:1 e 3:1).

Colodio 1,5%

Acetato de Amila 2,00 ml
Colddio 3,00 ml
Colocar em proveta de 5 ml o Acetato de Amila e a seguir o Colédio. Agitar

bem e Armazenar em frasco escuro.
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Azul de Toluidina 1%
Borax 0,25 g
Azul de Toluidina 0,25¢g

Dissolver o Borédx em 25 ml de 4gua deionizada colocar Azul de Toluidina e

sempre que for usar filtrar par eliminar precipitados.

Citrato de Chumbo
Pb(NOs) 0,266 g
Na3(C6H507). 2 Hzo 0,325 g

Dissolver o nitrato de Chumbo em 6 ml de agua bidestilada. Em seguida
colocar o citrato de sédio. Deixar agitar durante 15 minutos vedar o becker com
papel aluminio. Adicionar 1,6 ml de NaOH IN. Adicionar 2,4 ml de é&gua

bidestilada. Armazenar em frasco escuro na geladeira.

Tampio Fosfato 0,15 M

1° Preparar Tampdo de Sédio e Potéssio0,2 M da seguinte maneira.
Fosfato de Sodio 51572 g
Fosfato de Potéssio 0,7621 g
Dissolver em 4gua deionizada e completar a volume para 100,00 ml.

2° Preparar Tampdo de Fosfato 0,15M propriamente dito.

Utilizar o Tampao 0,2 M e diluir
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Tampdo 0,2 M 37,2 ml
Agua 12,4 ml
Azul de Metileno

Azul de Metileno 1,5¢g
Fenol Fundido 50g
Alcool 95% 10,00ml

Completar o volume para 100 ml de d4gua destilada

Revelador Fotografico para Chapas

Utilizar solucdo reveladora D-19. Diluir 1:2 somente na hora em que for

utiliza. Deixar a 21 °C. Revelar durante 4 minutos utilizando somente luz vermelha.

Agua destilada 50 °C
Metol 2,2¢g
Sulfito de Sédio 96,00g
Hidroquinona 8,8 ¢g
Carbamato de Sédio 56,00 g
Brometo de Potéssio 500¢g

Completar para 1000 ml e armazenar em frasco escuro.
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Acido Acético

Diluir 15 ml de Acido Acético em 1000 ml de 4gua destilada e armazenar em

frasco escuro.

Fixador F5 para Chapas

Hipossulfito de Sodio 240 g
Sulfito de Sodio 15g
Acido Bérido 758
Alumém de Potassio 15¢g
Acido Acetico 15 ml

Aquecer a 4gua destilada a 50 °C e dissolver lentamente na ordem acima.

Armazenar em frasco escuro. Fixar durante 8 minutos

Revelador Fotogrifico para Papel

Utilizar revelador Dektol da Kodak. Preparar solugdes do pacote (para 3 1),

armazenar em frasco escuro, diluir par 2:1 em dgua destilada.

Fixador Fotografico para Papel

Utilizar fixador Kodak. Dissolver o conteido (segundo instrucGes do

fabricante) em 1000 ml de dgua destilada. Armazenar em frasco escuro.
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III - RESULTADOS

Ambas as metodologias de coleta das hifas como as praticas de fixagdo e
inclusdo em resina EPPON demonstraram bons resultados podendo esta metodologia
ser aplicada futuramente em trabalhos cientificos. Sendo as figuras 2, 3, 4, 5 do
isolado CP-STIG, as figuras 6, 7, 8 , 9 sdo o isolado CP-104 e as fotos 10, 11, 12 ¢
13 do isolado CP-30.

As fotografias apresentam boa visualizagdo podendo ver partes integrantes da
células da hifas demonstrando grande valor didatico, cumprido com a finalidade de
aprendizado. Porém diferencas marcantes entre isolados ndo foram percebidas , deve
ser salientar que os envolvido no trabalho ndo estdo familiarizados com as estruturas
que foram utilizadas como material didatico para estudo académico.

As técnicas de microscopia eletronica de transmissdo se estd toda adequada

para utliza¢do no fungos da espécie Crinipellis perniciosa



19

Figura 2 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-STIG (aumento
7.000x, barra = 1,1 um.), hifas coletadas do meio de cultura.

Figura 3 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-STIG (aumento
12.000x, barra = 0,6 um.), hifas coletadas do meio de cultura.

Figura 4 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-STIG (aumento
12.000x, barra = 0,6 um.), hifas coletadas do meio de cultura.

Figura 5 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-STIG (aumento
7.000x, barra = 1,1 pm.)



Figura 6 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-104 (aumento
12.000x, barra = 0,6 pm.) hifas coletadas do meio de cultura.

Figura 7 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-104 (aumento
7.000x, barra = 1,1 um.) hifas coletadas do meio de cultura.

Figura 8 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-104 (aumento
7.000x, barra =1,1um.), hifas coletadas do meio de cultura.

Figura 9 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-104 (aumento
20.000x, barra = 0,4 um.) hifas coletadas do meio de cultura.

20



Figura 10 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-30 (aumento
7.000x, barra = 1,1 pm.,), material hifas coletadas de papel filtro.

Figura 11 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-30 (aumento
12.000x, barra = 0,6 um.), material hifas coletadas de papel filtro.

Figura 12 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-30 (aumento
7.000x, barra =1,1um.), material hifas coletadas de papel filtro.

Figura 13 ) Electromicrografia de hifas de Crinipellis pernicisa, isolado CP-30 (aumento
4.400x, barra = 1,7 um.), material hifas coletadas de papel filtro.

21
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RESUMO

A Vassoura de Bruxa é uma doenga endémica origindria da bacia da
Amazonia. O agente causador Crinipellis perniciosa, basidiomiceto da ordem
Agaricales, foi observado pela primeira vez em 1985 no Suriname por Stahel.
Hoje é encontrado em todos paises produtores de cacau da América do Sul
(Bolivia, Brasil, Colombia, Equador, Guiana, Peru, Suriname ¢ Venezuela),
paises da América Central (México, Panamd ) e Ilhas do Caribe (Trinidad
Tobago e Granada).O primeiro relato da ocorréncia de Vassoura-de-Bruxa no
sul da Bahia ocorreu no ano de 1989 na cidade de Uruguca ( Perreira, Almeida
e Figueredo, 1989).

Este trabalho teve por objetivo a obtencdo de soro policlonal para a
identificacdo e caracterizagdo do Crinipellis perniciosa, isolado patogénico
comparando-o a isolados de C. perniciosa patbgeno de outras espécies para a
avaliacio da reacfio cruzada. Para este trabalho, uma fémea de coelho da raga
Nova Zelandia com 2 meses de idade recebeu quatro imunizag¢des da suspensdo
do antigeno a intervalos de 20 dias.

A titulacdo dos soros foi feita através da retirada do sangue através de
corte na orelha do animai. O sangue foi coagulado e o soro coletado e testado
em ELISA indireto.

Os resultados mostram que o soro foi capaz de identificar isolados de C.

perniciosa, diferenciando-os quanto & patogenicidade.



1 INTRODUCAO

O cacaueiro é uma planta da familia Sterculidceae, nativa de florestas
quentes ¢ imidas das terras baixas do México e América Central, ¢ das bacias
do rio Amazonas e Orinoco. E uma planta que pode atingir até dez metros de
altura e apresentar folhas grandes, oblongas e membraniceas. Suas pequenas
flores de inserem sobre o tronco e ramos, onde também surgem os frutos
grandes, longos, que medem de 10 a 25 cm. Os frutos podem pesar ate 1 kg, e
contém uma polpa doce, acidulada e de sabor agradavel. As sementes em
namero de 15 a 56 por fruto , com o teor de 42 a 50% de lipideos conhecido
industrialmente como manteiga de cacau, servem depois de torradas como
principal matéria-prima na industria de chocolate. O cacaueiro pertence a
familia Sterculiaceae que apresenta trés géneros: Theobroma, Herrania e
Guanzuma. O género do cacau é o Theobroma que engloba 23 espécies sendo
apenas o cacau utilizado economicamente pelo homem. Atualmente
Theobroma bicolor, ocupuagu, esta sendo explorada para extragdo de sulco da
polpa, costume este ja observado em tribos indigenas da regido amazonica.

Inicialmente o cacau foi identificado por Charles de L’Ecluse como
Cacao fructus. Linneus no ano de 1737 reclassificou como Theobroma fructus
sendo modificado finalmente como Theobroma cacao (1753).

O cacaueiro produz na latitude de 8° Sul a 8° Norte com regime de

pluviosidade entre 1250 mm a 2300 anuais e altitude maxima de 1000 metros.



Existem cultivos até 1300 préximo a linha do equador sendo a altitude
compensada pela latitude. A planta estabiliza o crescimento a temperatura de
10 °C e quando proximas de 5 °C a planta morre. A faixa ideal de temperatura
para o cacaueiro entre 18° C a 32°C de temperatura com umidade relativa do
ar acima de 80%.

A planta do cacaueiro apresenta sistema radicular pivotante que varia de
1 a 2 metros de profundidade dependendo do tipo de textura do solo onde se
encontra tendo a fungfo de fixagdo da planta no solo. Da raiz pivotante
nascem raizes secundérias que situam-se proximas a superficie e sdo
responséveis pela absorcdo de nutrientes.

O caule da planta apresenta coloragdo verde até o segundo ano tornando
cinza escuro com superficie irregular a partir do terceiro ano. Quando o ramo
ortotrépico (perpendicular ao solo) atinge de 0,6 a 2,0 metros de altura emite
3-5 ramos plagiotropicos (ramos laterais) em palma que irdo formar a copa da
planta.

As folhas quando novas apresentam coloragio réseo-bronzeado,
tornando verde e rigidas posteriormente. Nos ramos laterais as folhas estdo
dispostas espacialmente de forma alternada e opostas e nos ramos verticais
alternadas porém em espiral.

Nos ramos lenhosos encontramos as flores que sdo completas e dispostas
em inflorescéncia conhecidas como almofadas florais. Apesar de ser uma flor
perfeita apresentam incompatibilidade, sendo necessdria a polinizagdo

cruzada. A polinizagdo do cacaueiro acontece logo apés periodos chuvosos



quando ocorre a emissdo de flores pela planta. Sendo efetuada por pequenas
moscas do género Forcipomyia.

Os frutos sdo do tipo capsula com cinco 16culos contendo entre 20 a 30
sementes. A superficie apresenta de cinco a dez sulcos longitudinais
pronunciados. A coloragdo do fruto imaturo € verde e adquire coloragdo
amarela ou vermelha.

O produto comercial do cacaueiro s3o as améndoas fermentadas e secas.
As améndoas sdo comercializadas em sacas de 60 kg. Na industria
Chocolateira a améndoas sdo torradas e prensadas para obtencdo de manteiga
de cacau e a massa de cacau, matérias primas para fabricacdo de chocolate.

No Brasil o estado da Bahia era responsavel por 79,4 % da producido
nacional, o Para por 10 %, o Espirito Santo 5,14 % e Roraima por 4,25 %.
Estes sdo os estados com produtividade nacional expressiva ficando Amazonas
e 0 Mato Grosso com parcelas menores que 1% de produtividade do ano de
1997. A produgdo mundial no ano de 1997 foi de 2660,2 mil toneladas sendo
que aproximadamente 64% da produgdo sdo dos paises da Africa (Costa do
Marfim, Gana, Camardes e Nigéria). A Costa do Marfim no ano de 1997
produziu 1050 mil toneladas. Em segundo lugar o Gana com 390 mil ton.,
seguida pela Indonésia com 280 mil. O quarto lugar com 198 mil ton. fica o
Brasil e a Malédsia com o quinto produzindo 120 ton. mil toneladas (Fonte:
USDA - Departamento de Agricultura dos E.U.A., Agrianual, 1998)

O Brasil nos ultimos anos tem diminuindo a produtividade devido crise
financeira dos fazendeiros e incidéncia da doenca Vassoura-de-Bruxa na Bahia

desde 1987. A doenca até o ano de 1996 gerou perdas na produtividade



fazendo com que o Brasil perdesse o segundo lugar para a Gana no ano de
1992 e posteriormente o terceiro lugar para a Indonésia.

A doenga Vassoura-de-Bruxa ¢ endémica e origindria da bacia
Amazonica sendo descoberta em 1895, no Suriname. Ocorre em todos paises
produtores de cacau das Américas (Evans, 1978) e também foi primeiramente
identificada no municipio de Uruguca, BA (Pereira et al, 1989). Sua
importancia se deve pois pode gerar perdas de até 90% nas lavouras infestadas
(Evans,1981)

A infeccdo do patégeno ocorre via os basidiésporos do fungo Crinipellis
perniciosa que penetram nos tecido meristematicos, penetrando de forma
passiva através dos ferimentos ou aberturas naturais da planta (estdmatos).Os
sintomas ocorrem nos brotos vegetativos, almofadas florais e frutos (Lawrence,
Campélo e Figueredo,1991).

O periodo de incubagfio apés a infecgdo ¢ de 3 a 4 semanas. Posterior a
esse espago de tempo os brotos vegetativos comegam a apresentar uma
hiperplasia caracterizada pelo aumento do didmetro dos ramos e conseguinte
hipertrofia com brotamentos de ramos laterais com entre nés curtos ¢ folhas
grandes retorcidas, podendo apresentar os pulvinos inchados. Essa
conformacdo dos galhos é chamado de vassoura verde € apds 4 a 6 essas
vassouras secam devido a morte dos tecidos e passa a apresentar colora¢do
castanha escura e sdo denominadas de vassoura seca, (Bastos, 1990 e
Lawrence, Campélo e Figueredo,1991).

As almofadas florais infectadas desenvolvem cachos com flores anormais

hipertrofiadas com pedicelos grandes e inchados. Os frutos originados destas



flores sdo anormais e morrem prematuramente(Bastos, 1990 e Lawrence,
Campélo e Figueredo,1991).

Frutos provenientes de flores normais e que séo infectados, apresentam
sintomas variados dependendo do estdgio de desenvolvimento apresentado pelo
fruto no momento da infec¢do. A infecgdo pode ser indireta ocorrida por
micélio que se encontra na flor infectada ou direta que ocotre através dos
esporos. A infeccdo indireta proporciona uma méd formagdo do fruto
paralisando o crescimento e o tornando negro e petrificado. A infecgdo direta
ocorre nos frutos em qualquer fase de desenvolvimento: os mais novos (1 cm
de comprimento) tornam-se alongados e paralisam o crescimento; os frutos
mais desenvolvidos aparecem com uma mancha negra, dura e irregular ¢ as
améndoas ficam aderidas uma as outra sendo portanto inaproveitaveis ; para os
frutos em inicio de maturagio as améndoas geralmente ndo sdo afetadas
podendo ser aproveitadas para comercializagio mas nunca para o plantio. A
doen¢a ndo provoca a morte da planta mas a torna bastante debilitada e
improdutivas.(Evans, 1978, Bastos, 1990 e Lawrence, Campélo e
Figueredo,1991).

O fungo Crinipellis perniciosa ¢ um basidiomiceto da ordem Agaricales
e da familia Agaricaceae responsavel por causar a doenca Vassoura-de-Bruxa
em cacaueiro, Theobroma cacao L., (Pigler, 1978) e infecta outras espécies da
familia Sterculiaceae como Theobroma bicolor Humb, Theobroma
grandiflorum, Theobroma obovatum Klotz ex Born, Theobroma microcarpum
Mart, Theobroma subinatum Mart, Theobroma speciosum Wild, Herrania

albiflora Gudot, Herrania nitida Poepp, Herrania purpurea Pitter e Sterculia



speciosa Schum, sendo especializado para membros da familia Sterculiaceae
(Evans, 1978). Também infecta as espécies Bixa orellana (Urucum) (Bastos e
Anderbhran, 1986), Solanum rugosum Dun e S. lasiantherum v Heurck,
(Bastos e Evans ,1985), Athanaea aff pagogena Moric, (Bastos et al.,1991),
Entata gigas (L.) Falk e Rendle (Evans,1978) e Solanum paniculatum (Silva
et al., 1992)..

Durante o ciclo de vida, o fungo C. perniciosa apresenta dois estigios de
vida: um biotrofico ou parasitico e o estagio saprofitico ou necrotréfico. O
primeiro estdgio é o que infecta os tecidos vivos e desenvolve os sintomas de
Vassoura-de-Bruxa. Apos a paralisagio dos processos fisiologicos da planta o
fungo desenvolve o segundo estigio invadindo e matando as células dos
hospedeiros (Lawrence, Campélo e Figueredo,1991).

Na fase saprofitica o patégeno desenvolve corpo de frutificacdo ,
basidiocarpo, onde s3o produzidos os basididsporos responsaveis pela processo
infeccioso. O tamanho do pileo do corpo de frutificagdo ¢ de 5 a 20 mm ¢ o
estirpe variando de 2 al0 mm.

Os trés variantes morfolégicos do fungo sdo classificado segundo a
coloracdo do pileo. Sendo o variante pernicosa o primeiro a ser identificado €
apresenta o pileo de coloragdo vermelho escuro; isolados com basidiocarpo
grande e de coloragdo vermelho claro € caracteristico do variante ecuadorensis
e isolados com pileo de coloragdo amarela caracterizam os isolados do variante
citriniceps, ambos coletados do Equador (Pegler, 1978). As diferencas

morfolégicas ndo interferem na patogenicidade do fungo.



As condiges favordveis para o desenvolvimento da doenga sdo alta
umidade relativa do ar e incidéncia constante de chuvas, ndo sendo a altitude
fator limitante para o seu desenvolvimento. A intensidade e a periodicidade
das chuvas sdo fatores importantes para a indugfo da frutificagdo, liberagéo,
germinacio dos basididsporos e a infecgdo. O desenvolvimento Gtimo da
doenca ocorre em regimes pluviométricos de 1.500 mm a 2.300 mm
distribuidos uniformemente durante o ano. A liberacdo dos basidiosporos
ocorre com umidade relativa do ar acima de 90% sendo que o efeito de
temperatura é pouco conhecido (Bastos, 1990 e Lawrence, Campélo e
Figueredo,1991).

A disseminacdo acontece ap6s a liberacio dos basidiésporos na
atmosfera no periodo da noite com a queda de temperatura ¢ aumento da
umidade relativa do ar. O transporte dos esporos € realizada por correntes de
venta sendo vidveis por uma hora ja que sdo sensiveis a desidratagdo que
sofrem na atmosfera, assim o espectro de dissemina¢do dos esporos para
grandes distancias € restrito. O basidiocarpo tem a duracdo de 3 dias apos
atingir a maturidade em condi¢des favoraveis porém um ramo infectado pode
gerar em média 30 basidiocarpos por semana. (Almeida, Bastos e
Ferreira,1995). A doenga também pode ser disseminada por sementes de frutos
infectados principalmente, fruto com leves sintomas internos, pois a sementes
infectadas ndio mostram sinais da infec¢do. Essas sementes infectadas sdo
vidveis e produzem plintulas também infectadas sendo responsiveis pela
disseminacio da doenga a longa distincia (Lawrence, Camp€lo e

Figueredo,1991)



O controle da doenga com produtos quimico é de dificil viabilidade pelo
fato do basidiésporo infectar regides da planta com crescimento ativo, sendo
dificil manter uma cobertura protetora adequada de fungicidas. Os uso de
principios ativos de fungicidas sistémicos tem dado resultados em testes "in
vitro" (Bastos,1989). O método de controle mais eficiente € a remogéo dos
ramos infectados das plantas e a destruicdo destes, evitando assim o inoculo na
4rea infestada. Geralmente as podas sdo realizadas nos periodos de seca para
diminuir a incidéncia de esporos na atmosfera que possam infectar os
ferimentos causados pela poda e trato cultural. Os ramos infectados podem
permanecer na lavoura desde que sejam picado O seu Processo de
decomposicio acelerado evitando que o fungo desenvolva sobre o substrato,
(Bastos, 1990 e Lawrence, Campélo e Figueredo,1991). O controle bioldgico ¢
uma das solugdes estudadas para o controle bioldgico da doenga tendo enfoque
os microrganismo Thricoderma viridi, Cladabotryum amazonense, Verticillium
lamellicola, (Bastos, 1988; Bastos, 1990 ¢ Lawrence, Campélo ¢
Figueredo,1991). Outra medida de controle ¢ uso de variedades resistentes a
C. perniciosa (Fonseca, 1990). Recentemente para as lavouras de cacau a

CEPLAC obteve varios clones com tolerancia a doenca. (Ver Artigo).



2 REVISAO

O fungo C. perniciosa possui grande variabilidade de hospedeiros e
permite a diferenciagdo dos isolados em quatro grupos de biétipos de acordo
com o hospedeiros que infectam. Sendo biétipos de cacau (C-biotipo) isolados
que infectam Theobroma spp € Herrania spp, biotipo de Solandcea (S-biotipo)
isolados que infectam membros da espécie solandcea, biotipo de Liana (L-
biotipo) isolados que sdo predominante saprofitico e que colonizam um grande
nimero de substratos e o biotipo de Bixa (B-biotipo) isolados que infectam
Bixa orrelana, (Hedger, Pikering e Aragundi, 1987). Dos quatro grupos, o C-
biotipo que é 0 que tem maior importdncia econdmica pois € 0 que causa
perdas nas lavoura de cacau tendo grande importancia o estudo deste bi6tipo.

Varias metodologias tém sido aplicadas para classificar diferentes
grupos, como caracteristicas morfolégica dos isolados, caracteristicas de
crescimento em meio de cultura, compatibilidade vegetativa, reagdes
bioquimicas, degradagdo de lignina e indugfo de sintomas em plantulas em
cultivares de Theobroma cacao e outras Theobroma spp, Bastos et al. (1988),
Wheller e Mepsted (1988), McGeary ¢ Wheller (1988) ¢ Andebhram e Furtek
(1994).

Bastos et al. (1988) classificaram os isolados de C. perniciosa de acordo
com os hospedeiros e através de reagles cruzada de patogenicidade.
Distribuindo os isolados em grupos como altamente patogénicos ao cacau ¢

algumas espécies de Theobroma; isolados moderadamente patogé€nicos ao



cacau ¢ altamente patogénico a algumas espécies de Theobroma € Theobroma
grandiflorum (cupuagu); e isolados de fraca patogenicidade a espécies de
Theobroma, mas altamente patogénicos a Herrania spp e solanaceas. Wheller
e Mepsted (1988) avaliaram isolados de cacau da regido Amazdnica com teste
de patogenicidade e os distribuiu em um grupo os isolados do Equador, Bolivia
e Colombia, € em outro grupo, os isolados do Brasil, Trinidad-Tobago e
Venezuela, sendo o primeiro grupo mais agressivo que o segundo. McGeary e
Wheller (1988) por teste de compatibilidade somética reuniu 87 isolados da
América do Sul e Caribe de C.perniciosa em 6 grupos e os resultados foram
semelhantes aos teste de patogenicidade.

Usando marcadores moleculares do tipo RAPD, Andebhram e Furtek
(1994) separaram os isolados de Solanum rugosum em um tnico grupo. Os
isolados de Theobroma cacao suscetiveis a Vassoura-de-Bruxa agruparam-se
com os isolados de Bixa orrelana € em outro grupo, reuniram-se os isolados de
Theobroma spp, Herrania € Theobroma cacao resistente a doenga, concluindo
que a proximidade genética ¢ mais importante que espécies de hospedeiros
para determinar rela¢Ses entre isolados de C.perniciosa.

O uso testes serologicos para identificagdo e caracterizagdo de patogenos
de plantas tem se aplicado com grande &xito, tanto para teste de diagnose de
forma répida e eficiente como para estudos académicos de identificagdo e
classificagdo de patogenos.

Rondeau, Malandri ¢ Samsom (1996) diferenciaram patovares de
Pseudomonas syrygae com os anticorpos policlonais contra proteinas de

flagelo, denominados de H1 e H2. Nas rea¢des de imunofluorescéncia com os



isolados de vérios patovares de P. syrygae e outras Pseudomonas spp, foram
classificados em dois grupos: um grupo que reagiu com o soro tipo H1 (P.
syrygae pv aptata, P. syrygae pv belianthi, P.syrygae pv pisi, P. syrygae pv
syringae) e outro grupo reagindo com o soro tipo H2 ( P.cichori, P.syrygae pv
delphini, P.syrygae pv glicynea, P.syrygae pv lacrimans, P.syrygae pv
phaseolicola, P. syrygaepv tabaci, P. syrygae pv tomato e P. viridiflava). Os
resultados obtidos foram confirmados com a nova classificagdo de espécie, por
homologia de DNA, para o género realizado por Garrdan et al (1994) e Shaffik
(1994) demonstrando que os serotipos H1/H2 podem distinguir os grupos
taxindmicos.

Teste de ELISA de Sclerospora graminicola (Sacc) Schoet associado a
géis de proteina (Kumar Shishupala e Shetty, 1993), evidenciaram e
identificaram as racas 1, 2, 3 e 4 destes patdgeno. O soro policlonal contra as
proteinas reagiram somente com bandas no gel presente para as ragas 1 € 2, e
ndo apresentou reagdo em proteinas da raga 4. Para a raga 3 houve reagdo
cruzada porém a quantificacdo da proteina demonstrou concentragdes
inferiores aos do isolados 1 e 2. Realizando teste de patogenicidade na
variedade HB3, foi demonstrada que as racas 1 e 2 sdo patogénicas, a raca 3
apresenta sintomas atenuados e a raca 4 nfo expressou sintomas nessa
variedade, concluindo que a patogenicidade e pode estar ligada a presenca da
proteina identificada por serologia.

Matthew e Brooke (1991) diferenciaram os grupos AG 8 de Rhizoctonia
solani dos grupos AG 2-1, AG 3 e AG 4 com rea¢do de anticorpo policlonal

contra proteinas secretadas por cada grupo. O padrdo de reagdo para proteinas



nos géis foi diferente para cada grupo, sendo que cada um apresentava um
padrio préprio que pode ser utilizado para comparagdo entre isolados
desconhecidos. Como teste de campo, esse procedimento ndo pdde ser aplicado
pois a reagdo do soro policlonal ndo foi especifica para um inico grupo.
Roberts ¢ Ambler (1988) com uso de anticorpo monoclonal e hibridacio
de DNA confirmaram resultados anteriores obtidos com soro policlonal que
apontavam proximidade genética entre as espécies da bactéria Pseudomonas
solanacearum como a bactéria causadora da doenca "Sumatra" , em Syzigium
aromaticum, diferente dos resultados obtidos através de testes microbiolégicos
como colora¢do Gram, velocidade de crescimento, tolerdncia a temperatura e
concentrac¢do de NaCl, que os caracterizavam como espécies distintas.
Baharuddin, Ruldolphh e Niepold (1994) diferenciaram o patdgeno
causador da "Blood Disease Bacterium" (BDB) em bananeiras de
Pseudomonas solanacearum, causadora do "Moko", que apresentam sintomas
semelhantes da BDB. O soro policlonal produzido contra células em suspensdo
da bactéria causadora da BDB foram testados para bactérias dos géneros
Xanthomonas, Pseudomonas ¢ isolados de BDB em bananeira infectadas. A
reagio foi realizada em gel de corrida de proteinas das bactérias havendo
reagdo cruzada apenas para uma tUnica banda de proteina da bactéria P.
solanacearum. Posteriormente obteve-se soro policlonal monoespecifico para a
proteina identificada que nos novos testes ndo reagiram com o padrio proteico
da P. solanacearum. Extratos coletados de bananeira inoculados com P.

solanacearum desenvolveram coldonias em meio de cultura, porém o soro



monoespecifico ndo apresentou reagdo de imunofluorescéncia para colonias
desenvolvidas a partir do extrato.

O soro policlonal pode ser aplicado para obtengdo de teste de diagnéstico
a campo pois sdo mais rapidos que as praticas convencionais.

O diagnéstico com simulagdo de infecgdo e isolamento do patogeno em
cultura pura, observando de caracteristica morfologicas ou fisiologicas que
identifique o patégeno avaliado, pode ser demorado e esse prazo de tempo
pode ser crucial para defini¢io das estratégias de controle do patogeno ou
dificultar a comercializa¢cdo de mudas ou sementes que devem apresentar
certificacio de fitossanidade. Como por exemplo, o diagnostico de "pox”,
causado por Streptomyces ipomoea, em batata doce (I[pomoea batatas (L.)
Lam), pode demorar até 4 semanas, pois o procedimento requer isolamento do
patégeno em cultura pura e realizagdo de teste patogenicidade do isolado.
Assim Moyer e Echandi (1986) obtiveram soro policlonal contra células da
bactéria, Streptomyces ipomoea, que nio produziu reagdo cruzada para outras

ragas de Streptomyces ipomoea e outras espécies.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 isolados

Os isolados de C. pernicosa sdo provenientes da micoteca da Secc¢do de
Fitopatologia do Centro de Pesquisa do Cacau (CEPEC), em fIhéus, BA e os
isolados de Verticillium fungicola, Alternaria solani e Fusarium oxysporum
foram cedidos pela Clinica Fitopatologica da ESALQ/USP. A relagdo dos

isolados e os codigos usados neste trabalho seguem na tabela 1.

Imunizacio dos coelhos

Um coelho fémea da raca Nova Zelandia com 2 meses de idade foi
imunizado com suspensdo de micélio (0,1 g de micélio do isolado CP-85 de C.
perniciosa) em PBS a intervalos de 15 dias, sendo a primeira imunizagéo com
adjuvante Completo de Freund na propor¢do de 1:1 ¢ as imunizagGes
subsequentes apenas com o patogeno diluido em PBS. Antes de cada
imunizacgo, uma aliquota do sangue foi retirada da orelha para obtengdo do
soro e titulacdo. Passado 15 dias apGs a quarta imunizacdo, o coelho foi

sacrificado e sangrado. O sangue coletado foi centrifugado apés descanso por

uma hora a 37 ©C para obtencio do soro policlonal .



3.2 Ensaio imunoenzimatico

A titulagio dos soros de coelho foram feitas numa primeira etapa, através
de ensaio imunoenzimitico. Resumidamente, as placas de polivinil de 96

orificios foram sensibilizadas com suspensio de micélio em diferentes

dilui¢Ges colocando-se 50ul por pogo, sendo incubadas por 1 hora a 37 ©C.
Apbs a sensibilizagdo, os sitios ativos remanescentes do plastico foram

bloqueados com 200 ul de tampdo de bloqueio (PBS e 1% BSA) por pogo, por

mais uma hora a 37 9C, batendo-se a placa apds este periodo para descarte do
Hquido em excesso. Em seguida diluigdes dos soros de coelho contra C.

perniciosa (a serem testados), foram adicionados as placas, nas diluicGes pré-

estabelecidas, em duplicatas, e incubados por uma hora a 37 9C.
Os orificios foram entdo lavados com 200ul de PBS-T-G por 3 vezes. A

placa foi séca batendo-se em papel absorvente até que o excesso de liquido

fosse eliminado. A seguir, fez-se a incubacdo, uma hora a 37 9C, com
conjugado anti-IgG de coetho marcado com peroxidase ("blotting grade
affinity purified goat anti-rabbit IgG (H+L) human IgG adsorbed horseradish
peroxidase conjugate” - Bio Rad). Apds mais 3 lavagens com PBS-T-G, como
descrito anteriormente, a reagdo foi revelada com orto-fenilenodiamina (OPD)

contendo H»O», diluido em tampdo de OPD, no escuro por 2 a 3 minutos,

quando foi bloqueada com solucdo "stopper "de OPD, procedendo-se a leitura
em leitor de placa de ELISA, a 492 nm. Os ensaios foram realizados com o

suspensdo de micélio de Verticillium fungicola, Alternaria solani ¢ Fusarium



oxysporum, da mesma forma descrita acima, para se testar o nivel de reagdes
cruzadas que os soros apresentam.

Para se obter a quantidade ideal de antigeno a ser colocado, bem como a
dilui¢do mais apropriada dos soros a serem testados, foram realizados diversos
ELISAs, partindo de concentragdes de 4 a 20 pg/ml do soro purificado,
variando a dilui¢do do soro bruto de 1:200. 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200 para
se chegar a quantidade ideal de soro que melhor reage no ensao estabelecido. A
quantidade de anti-IgG de coelho marcado com peroxidase foi também

estabelecida para 1: 2000.

3.3 Purificagao de soro de coelho anti C. perniciosa em Proteina A

O soro de coelho foi purificado em uma coluna de sefarose-proteina A
(Affi-gel protein A agarose, Bio-Rad, cat. no. 153-6153) segundo o
procedimento abaixo (OI & HEZENBERG, 1980): a coluna, preparada com 5
cm, foi lavada com 100 ml de uma solucdo de Tris-HCI, pulsionada por bomba
peristéltica. O soro foi preparado, antes de passar na coluna, adicionando-se
para cada 1,5 ml de soro, 4 ml da solucdo de Tris-NaCl e filtrado em
membrana millipore de 0,22um.

Em sistema fechado, 5,5 ml da solug@o contendo o soro foi passado, por

duas horas pela bomba peristaltica. Apods este periodo, a coluna foi lavada com



100 ml de tampdo Tris-NaCl para a remogdo das impurezas contidas no soro,
ficando retidos na coluna, apenas imunoglobulinas do tipo IgG.

O eluato foi entdo recolhido passando-se em tampdo Glicina-NaCl, em
aliquotas de 2 ml em 10 tubos contendo 50 ul do tampdo Tris-HCL O tubo
controle recebeu 50 pl do tampao Tris-HCI mais 2 ml de tampdo Glicina.

De cada tubo foi retirada uma aliquota de 20ul para realizag@o do teste de
quantificacdo proteica (BRADFORD, 1978), utilizado como indicador, ou seja,
como um teste qualitativo. Este teste foi realizado colocando-se os 20 ul de
cada tubo mais 200 pl do reagente Coomassie-blue em placa de 96 orificios.
Os tubos correspondentes as amostras dos orificios que adquiriram coloragdo

azul, foram separadas utilizados para os teste em ELISA.

3.4 Solugdes utilizadas

PBS
- 8 gde NaCl

-0,2 gde KCl

- 1,15 g de NapHPO4

- 0,2 g de KHyPOy

O volume foi completado para 1 litro com &dgua destilada, e o pH

acertado para 7,36.

Tampéo de Blogueio - TB1




- PBS

- 1% de BSA ( Soro Albumina Bovina)

Tampéo PBS-T-G

- PBS
- 0,05 % de Tween 20

- 0,25 % de gelatina

Tampéo de OPD

- 12,15 ml de acido citrico 0,4 M

- 25,7 ml de NapPO4 0,4 M

- 300 ul de Hy Oy 30 vol.

O volume foi completado para 200 ml com 4gua destilada e o pH foi

acertado para 5,3, ficando armazenado no escuro a 50C.

"STOPPER" para OPD

- HpSO4 4N

- 0,5 % de NapSO3

Tampé&o Tris-NaCl




- Trizma Base 0,05 M
-NaCl0,15M

Acertado o pH para §,2.

Tampéo Tris-HCI

- Trizma Base 1 M

Acertado o pH para 9,0 com HClL.

Tampéo Glicina

- Glicina 50 mM
-NaCl 0,15 M

Acertado o pH para 3,0.



4 RESULTADOS

Na Figura 1, foram exemplificadas as curvas de Densidade Otica a 492
nm, dos soros coletados ao longo do tempo do coelho. Por esta Figura,
podemos observar que a curva acompanha as diluigdes de soro de maneira

suave.

O soro bruto coletado foi utilizado em ensaios imunoenzimaticos nas
diluices de 1:800, 1:1600 e 1:3200. Foram realizados os teste para os isolados
de cacau (tabela 1) e contra isolados das espécies de Alternaria solani,
Fusarium oxysporum e Verticillium fungicola, denominados de teste negativo.
As reagdes em relagdo as diluigGes avaliadas apresentaram um padrio
constante de resposta porém em alguns casos o aumento da diluicdo ndo
resultou em menor reatividade do soro com a suspensdo de micélio ou ndo
houve alteracfio consideravel da resposta entre diluigSes para cada isolado. As
diluigdes 1:1600 e 1:3200 ndo reagiram com os teste negativos apenas a
diluicdo 1:800. A diluigdo 1:800 apresentou reagio cruzado com o isolado de
Fusarium oxysporum caracterizando uma falta de especificidade para o soro

policlonal.



O soro bruto foi purificado, quantificado e testado novamente contra os
isolados de cacau e contraos teste negativos. As concentragdes testadas foram
de 10, 15 e 20 pg de IgG / ml. As reposta imunoenzimaticas foram reduzidas
com a diminui¢do da concentragdo de IgG do soro mas em alguns casos nao
ocotreu alteragio na resposta entre as diluicdes para um isolado ou ocorreu um
aumneto da reagdo imunoenzimatica (Grafico 2). Os resultados dos testes
ELISA do soro purificado ndo apresentou nenhuma reagdo cruzada com os
teste negativos, demonstrando maior especificidade do soro purificado e
concentragdo escolhida para estudo foi 10ug de IgG/ ml.

A classificacdio dos isolados foi feita através de agrupamento do isolados
que tinha reposta nos intervalos de a cada variagdo de 0,2 na leitura D.O.
iniciando da leitura zero. O agrupamento ndo seguio nenhum pardmetro
estatistico e apenas foi utilizado para fins didatico. A distribui¢do dos isolados
no grupo segue um comportamento aleatorio sendo que isolados de bi6tipos
diferentes apresentavam respostas imunoenzimaticas proximas ou semelhantes.
Na formagdo dos grupos, isolados de um mesmo biotipo foram distribuidos em
todos espectros de leitura que variavam 0.2, principalmente os biotipos de

Cacau que foram representados em maior nimero .



5 DISCUSSAO

O soro bruto foi disconsiderado para identificagdo e classificagdo dos
isolado de C.pernciosa por apresentar reposta cruzado com um dos teste
negativos. Assim foi considerado os resultados do teste ELISA para o soro
purificado (grafico 3).

A avaliando o grafico ndo foi obtido nenhum grupo definido que
agrupa-se os isolados do mesmo biotipo, tendo isolados do biotipo Cacau em
grupos com diferentes respostas ao soro contra C. perniciosa. Também isolados
de diferentes biotipo apresentaram reagio semelhante ou préximas para o0 soro
contra C. perniciosa.

A grande importancia da dispersdo aleatorio dos isolados do biotipo de
cacau € que podemos de alguma forma poder detectar diferengas entre isolados
do biotipo cacau. Os diferentes niveis de reposta pode estar relacionado a
grande variabilidade patogénica presente neste grupo. Assim utilizando
meodologias aplicadas por (Kumar Shishupala e Shetty, 1993), associando
géis de corrida de proteina com Teste ELISA podemos identificar uma
proteina especifica responsdvel por tal processo e obten¢do de um soro
policlonal monoespecifico (Baharuddin, Ruldolphh e Niepold,1994) e podendo
aplicar uma tecnologia mais cara e amplamente utilizada que ¢ a obtengdo de
anticorpo monoclonal porém com previo estudo que grupos ou isolados

pretende se identificar.



O soro policlonal pode ser aplicado para teste de diandstico ra'pido pois
apresenta especificidade para com o fungo C. perniciosa e apresenta um grande
espectro rea¢do para os isolados do biotipo cacau.

6 CONCLUSAO

Os ratos produziram soro que identifica e classifica os isolados de C.
perniciosa.

O soro bruto ndo é especifico para C. perniciosa, j4 que teve reagio
cruzada com Verticillium fungicola.

O soro purificado é especifico para vassoura-de-bruxa e diferencia
isolados de C. perniciosa e ndo reage com 0s teste negativo.

O soro purificado apresenta diferentes reagdes para os isolado de C.
perniciosa porém a formagdo de grupo ndo respeita nenhum padrdo, como por
exemplo o soro ndo reage semelhante mente para isolados de um mesmo
biotipo ou espécie de hospedeiro. Para patogenicidade podemos apenas supor

e realizar novos estudo tendo com foco esse pardmetro.



TABELAS

Legenda Isolado Hospedeiro
1 CP-12 Cacau (Theobroma cacao)
2 CP-6 Cacau (Theobroma cacao)
3 Cp-22% Cacau (Theobroma cacao)
4 CP-106 Cacau (Theobroma cacao)
5 CP-21 * Cacau (Theobroma cacao)
6 Cp-37 Jurubeba (Solanum
paniculatum)
7 Verticilium
8 CP-85 Cacau (Theobroma cacao)
9 Alternaria
solani
10 CP-38 Jurubeba (Solanum
paniculatum)
11 CP-93 Cacau (Theobroma cacao)
12 CP-23%* Cacau (Theobroma cacao)
13 CP-24* Cacau (Theobroma cacao)
14 Fusarium
oxysporum
15 CP-102 Cacau (Theobroma cacao)
16 CP-20 Solanacea
17 CP-27* Cacau (Theobroma cacao)
18 CP-30 Cacau (Theobroma cacao)
19 CP-36 Cacau (Theobroma cacao)
22 CP-80 Cacau (Theobroma cacao)
23 CP-83 Herrania nitida
24 CP-98 Cacau (Theobroma cacao)
25 CP-104 Pimenta malagucta
(Capsicum frutescens)
26 CP-108 Caigara
27 CP-114 JURUBEBA (Solanum
paniculatum)
28 CP-Cam CACAU (Theobroma cacao)

Isolados da regido Amazonica

TABELA1



Titulagbes das Coletas do Soro de Coelho

1,8

1,6

1,4

1,2

$=SORO 1

= SORO 2
i SORO 3
SORO 4

D.O. 492 nm

0,8

0,6

0,4

0,2

GRAFICO 1

1/200 1/400 1/800 1/1600

Concentragdes



0,8

0,6

D.0. 492 nm

0,2

Teste ELISA com Soro Purificado em Trés Concentracoes

GRAFICO 2

7 9 14 17 26 18 19 3 5 2 4 10

‘_mwm‘_m‘_mmwmnm‘:m.\‘_m‘_wmmwm
Isolados Testados

@10
H15
[120



D.O. 492 nm

Teste ELISA com Soro Bruto em Trés Diluigdes

0.8

0.6

0,4

0,2 1

7 9
GRAFICO 3

14

17

6 13 25 28



Soro Bruto Dil. 1/800

D.0. 492 nm

GRAFICO 4

Isolados




¢ ODIVED

P

sopejos|

D.0O> 492 nm

o o
=Y (=]

80

Bn o} opesylind olog



BIBLIOGRAFIA

ALMEIDA, L. C.; BASTOS, C. N.; FERREIRA, N. P. Producdo de
basidiocarpos de Crinipellis perniciosa em dois sistemas de cultivo
do cacaueiro. Fitopatologia Brasileira, 20, 1, 60-64, 1995.

ANDERBHRAN, T., FURTEK, D. B. Random amplified polymorphic
DNA (RAPD) anlyses of Crinipellis perniciosa isolates from
different host. Plant Patology, 43, 1020-1027, 1994..

BAHARUDDIN, B.; RUDOLPH, K. and NIEPLOD, F. Production of
monospecifc antiserum against the boold disease bacterium affecting
banana and plantain. Phytophatology, 84, 6, 570-575,1994.

BASTOS , C. N,, EVANS, H. C. A New pathotype of Crinipellis
perniciosa (witche’s broom disease) on solonaceous hosts. Plant
Pathology, 34, 306-312, 1985.

BASTOS , C. N., ANDERBHRAN, T. Urucum (Bixa orellana):nova
espécie da Vassoura de Bruxa (Crinipellis perniciosa) do Cacaueiro.
Fitopatologia Brasileira, 13, 3, 963-965, 1986..

BASTOS, C. N. Resultados preliminares sobre a eficicia de Tricoderma
viride no controle da vassoura-de-bruxa (Crinipellis perniciosa) do
cacueiro. Fitopatologia Brasileira, 13, 4, 340-343, 1988.

BASTOS, C. N.; ANDERBRHAN,T.; ALMEIDA, L.C. Comparagdo
morfolégica de isolados de Crinipellis perniciosa. TFitopatologia

Brasileira, 13, 3, 202-206, 1988.



BASTOS, C. N. Avaliagdo de fungicidas sistémicos no controle da
vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Agrotrépica, 1,2, 128-132, 1989.

BASTOS,C. N. Patogenicidade e caracterizagdo do isolado de Crinipellis
perniciosa procedente de Uruguca, Bahia. Fitopatologia Brasileira,
15, 4. 344-346, 1990.

BASTOS, C. N. Epifitologia, hospedeiros e controle da vassoura-de-
bruxa (Crinipellis perniciosa) (Stahel) Singer). Ilhéus,
Ttabuna.Brasil, CEPALC/CEPEC. Boletim Técmico n.° 168, 21,
1990.

BASTOS, C. N, SILVA, S. D. V. S,; ALMEIDA, O. C. de. 1991.
Ocorréncia de vassoura de bruxa em solanaceas silvestre na regido
produtora de cacau da Bahia. Agrotrdpica 3 (2): 109-110.

EVANS, H. C. 1978. Witche's Broom disease of cocoa (Crinipellis
perniciosa) in Ecuador: 1.the fungus. Annals of Aplied Biology,
89: 185-92.

FONSECA, S. E. A. Avaliagao da resisténcia a Crinipellis pernicosa em
novos clones de Theobroma cacao. Agrotropica, 2,3, 137-
143,1990.

GRIFFITH, G. W.; HEDGER, J. N. The bredding biology of biotypes of
the Witches' broom pathogen of cocoa, Crinipellis perniciosa.
Heredity, 72, 278-289, 1994.

GUILLORIT-RONDEAU,C.; LAURENCE, M. and SAMSON,R.

Identificationof serologicalflagellar types ( Hl and H2) i



pseudomonas syringae pathovare. European journal of plant
pathology ,102: 99-100, 1996.

HEDGER, J. N.; PICKERING, V., and ARAGUNDI, J. N. Variabilit of
population of the Witches broom disease of cocoa ( Crinipellis
perniciosa). Transact. Britsh Mycological Socity,88,533-
546,1987.

DUARTE, K. R.

KUMAR, V. U.; SHISHUPALA, S. and SHETY, H. S. Serologycal for
the occurence of races in Sclerospora graminicola and identification
of race-specific surface protein in involved in host reconition.
Canadian Journal Botanic, 71:11, pg 1467-1471, 1993.

LAWRENCE, J. S.; CAMPELO, A. M. F. L,FIGUEIREDO, J. M.
Enferrmidades do cacaueiro. II-doengas fingicas que ocorrem anas
folhas, ramos e tronco. Agrotrépica,3, 1, 1-14, 1991.

MATTHEW, J. S.; BROOKER, J. D. The isolationand characterization
of polyclonal and monoclonal antibodies to anatomosis group 8 of
thizoctonia solani. Plant Pathology,40,67-77,1991.

McGEARY, F.M. and WHELLER, E. J. Growph rates of and mycelial
interation beteewn, isolates of Crinipellis perniciosa from cocoa.
Plant Pathology,37,489-498, 1988.

MOYER, J. W. and ECHANDI, E. Serologycal detection and
identification of Streptomyces ipomoea. Plant Disease, 70, 6, 516-

518,1986.



NOGAMLI, O. Cacau : o fruto de ouro. Universitirio de Agronomia, 2,
7, 4-7, 1991

Ol, V. T. & HERZENBERG, L. A. Antibody purification: protein A-
sepharose column chromatography. In: MISHELL, B.B. & SHIIGI,
S. M. Selected methods in cellular immunology. lo. ed., San
Francisco, Freeman, 1980. p. 368-70.

PEREIRA, J. L.; RAM, A.; FIGUEREDO, JM.; DE ALMEIDA, L. C.
C. Primeira ocorréncia de vassoura de bruxa na principal regido
produtora de cacau do Brasil. Agrotrdpica,l,1, 79-81. 1985.

ROBERTS, S. J. and AMBLER, D. J. Progress with identification
methods for a fastidious xilem-limeted bacterium which causes
sumatra of cloves in indonésia. Acta Horticulturae,225,103-
107,1988.

SILVA, S. D. V. S.; GRAMACHO, KP.; ALMEIDA, O. C. de.
Solanum paniculatum Hospedeiro de Crinipellis perniciosa na regido
sul da Bahia. Agrotropica, 4,1, 17-20, 1992.

WELHER, B. E. J, MEPSTED, R.. Pathogenic variabilit amongst
isolates of Crinipellis perniciosa from cocoa (Teobroma cacao).

Plant Pathology, 37,: 475-488, 1988.



BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

Cacau, Manjar dos Deuses. Secretaria de Agricultura do Estado da Bahia.
Instituto do Cacau da Bahia. Comissdo do Comércio do Cacau, 33 p.
Dezembro(1953).

GRAMACHO. 1 da C. P,, MAGNO, A. E. S., MANDARINO, E. P. e
MATOS, O. Cultivo e beneficiamento do cacau na Bahia. IThéus ,

CEPLAC. 124 p.

MENEZES, J. A. de S. A moderniza¢io do agrobusiness cacau.
Fundacdo Cargill, 1991. 223p.

HARAY, F. Manual del Cacao, cap 24 pg 333-357, Turrialba; Costa Rica (1961).



Universidade de Sao Paulo

Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Fitoplasmas:
Agente Etiologico de Certas Doengas de Plantas.

Aluna: Juliana Abreu Giacomeli
Prof. Orientador: Ivan P. Bedendo



1.Introducao:

Micoplasmas sdo microorganismos causadores de doengas de plantas do tipo PPLO
(=pleuropneumonia - “like organisms”) em bovinos e caprinos.

Micoplasma em planta, foi descoberto em 1967, por um grupo de pesquisadores
japoneses da Universidade de Toquio. Eles obtiveram evidéncias de que certas doengas de
plantas, conhecidas por amarelos, até entdo consideradas de etiologia viral, eram causadas
por microorganismos semelhantes aos micoplasmas encontrados em animais, denominados
MLOs.

Apés anos de estudo, esses microorganismos, presentes no floema de plantas,
passaram a ser chamados de fitoplasmas (1994). Sdo organismos unicelulares, procariotos e
ndo possuem parede celular, apresentando assim, um alto grau de pleomorfismo.

As doengas atribuidas aos fitoplasmas sdo caracterizadas por uma série de
anormalidades relacionadas com o crescimento ¢ desenvolvimento da planta, sugerindo a
ocorréncia de profundos distirbios no balango hormonal, atingindo uma enorme gama de
espécies de hospedeiros naturais e insetos vetores.

2.Deteccao e Identificacio:

A observagio cuidadosa dos sintomas continuard sendo uma etapa preliminar
importante para detecgdo e identificacfio de fitoplasmas, porém a existéncia de hospedeiros
que ndo exibem sintomas, a presenca de infecgdo provocada por mais de um fitoplasma em
mico hospedeiro e a ocorréncia de insetos vetores ainda desconhecidos, enfatizam a
necessidade de métodos sensiveis, rapidos e seguros que permitam a detecgdo de
fitoplasmas.

A detecgio em plantas visa evidenciar a natureza do possivel agente etiolégico
associado a um determinado quadro sintomatoldgico exibido pela planta doente.

Virios métodos e testes tém sido empregados na tentativa de se detectar a presenca
de fitoplasmas em plantas. Entre eles, podem ser citados a coloragio DAPI, secgoes
ultrafinas em microscopia eletronica, a serologia, as técnicas moleculares utilizando DNA,
os métodos biologicos de transmissio por enxertia e por insetos vetores € o uso de
antibidticos visando a remissdo da doenga.

O uso recente de PCR (Reagio em cadeia por Polimerase) para deteccdo de
fitoplasma, combina as vantagens da serologia com a alta sensitividade do PCR baseado no
DNA.

A identificagdo permite diferenciar ou reunir em grupos os fitoplasmas com
caracteristicas divergentes ou comuns, envolvendo o uso de metodologias mais complexas
e sensiveis como a serologia e as técnicas de homologia de DNA (PCR; RFLP).



3.Sintomatologia:

Os sintomas mais comumente associados aos fitoplasmas manifestam-se na forma
de clorose, reducgdo do tamanho das folhas, superbrotamento ou proliferacdo de brotacdes
(vassoura-de-bruxa), deformacfo de drgdos florais, como gigantismo do calice e redugdo do
tamanho das flores, esterelidade de flores, enfezamento da planta, necrose do floema e
declinio generalizado.

Dois sintomas em particular estdo associados aos fitoplasmas: a virescéncia
(desenvolvimento de cloroplastos nas pétalas resultando em flores verdes) e a filodia
(transformacdo de 6rgdos florais em estruturas foliares), resultante de distirbios hormonais
causados pelos fitoplasmas.

Até o momento ndo foi possivel cultivar fitoplasmas em meio de cultura,
implicando na impossibilidade de conduzir testes de patogenicidade para provar que estes
microorganismos sdo agentes causais de doencas. Mesmo assim, sdo constantemente
detectados em plantas sadias (da mesma espécie das doentes).

4.Suscetibilidade dos fitoplasmas a agentes inibidores:

Fitoplasmas tém sido resistentes a sulfa, penicilina e acetato de télio. Por outro lado,
fitoplasmas sdo sensfveis a numerosas substincias relativamente indcuas a outros
micrrorganismos como agua destilada, solugio fisiologica, ions metalicos, detergentes,
agua oxigenada (provavelmente por causa da auséncia da catalase), etc.

Alguns compostos arseniacaisorginicos tém propriedades terapéuticas. Um estudo
extensivo dos efeitos dos diferentes antibiticos sobre os fitoplasmas, mostraram que a
tetraciclina foi a mais eficiente em inibir o crescimento das colonias de fitoplasmas.



5.Conclusoes:

A associacdo de corpuisculos do tipo fitoplasma, tanto em material vegetal como no
inseto vetor com doengas do tipo amarelo, determinada pela microscopia eletrdnica e a
sensibilidade do agente causal, a tetraciclina, t&ém sido verificada literalmente em todo o
mundo.

A aceitagdo do fitoplasma como agente etioldgico de numerosas doengas de plantas,
até entdo tidas como virais, deverdio alterar certos conceitos estabelecidos em virologia
vegetal.

A sensibilidade comprovada de algumas moléstias do grupo amarelo a antibi6ticos
do grupo tetraciclina, oferece uma possibilidade de controle ainda ndo extensiva a doencas
verdadeiramente virais.
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1. Introdugéo

Micorrizas s&@o associagdes simbibticas estabelecidas entre raizes da maioria
das plantas terrestres e certos fungos do solo. As micorrizas arbusculares constituem-se na
mais disseminada destas associagdes, ocorrendo em cerca de 80% das espécies de plantas
(Cardoso et al, 1992).

As micorrizas arbusculares tém importancia fundamental nos sistemas
agricolas tropicais, sendo uma alternativa viavel para o desenvolvimento de uma agricultura
auto-sustentavel e de baixo custo. Essa importancia se deve ao fato de ocorrer um aumento
na absorgdo de fosforo pela planta, sendo este um elemento dos mais limitantes para a
produgéo vegetal em solos tropicais, além de ter uma mobilidade muito baixa na solucéo do
solo (Lambais, 1995).

Apesar disso, as alteragbes bioquimicas e moleculares que ocorrem durante
esta interagdo ainda n&o sdo bem compreendidas.

Ditt (1997), em sua dissertagéo de Mestrado entitulado: “Clonagem molecular
de genes com expressdo diferencial em raizes de fumo infectadas com Glomus
intraradices”, obteve através da técnica “Display” Diferencial, dois clones de cDNA, NtGi2 e
NtGi3, expressos somente em raizes de fumo micorrizadas com o fungo Glomus
intraradices.



2. Objetivos

O presente trabalho objetivou determinar a origem dos referidos clones,
identificando se pertencem ao fungo ou a planta, e confirmar sua expresséo diferencial.

3. Materiais e métodos

Para a confirmagdo da expressdo diferencial do gene, quando da
micorrizagdo, bem como a identificagéo da origem, foi utilizada a técnica de PCR utilizando
primers internos especificos (FO3 e F04, sintetizados pela Gibco).

Na reagdo de PCR utilizou-se 20 ng de DNA, 1 unidade da enzima Taq
Polimerase e tampé&o da reagéo 1x, 4 mM MgCl,, 0,3 mM DNTPs, e primers FO3 e F04 (1
1M cada). A ciclagem utilizada foi a seguinte: um ciclo a 94°C, por 3 minutos, 29 ciclos a
94°C, por 1 minuto, a 55°C, por 1 minuto, e 72°C, por 3 minutos e um ciclo a 72°C, por 10
minutos.

Os resultados das reagdes foram visualizados em gel de agarose 0,8%,
corados com brometo de etideo, ap0s eletroforese a 55 V, por 2 horas.

4, Resultados e discusséao

Com pode ser visto na figura 1, ocorreu a amplificagdo do fragmento de
tamanho esperado (469 pb) nas amostras da planta ndo micorrizada e nao micorrizada, néo
ocorrendo com o DNA do esporo do fungo micorrizico.

Para confirmar a viabilidade do DNA do esporo do fungo micorrizico,
amplificou-se o0 mesmo com o primer aleatério OPB10.

Figura 1

Canaleta 1: Marcador 1 Kb
Canaleta 2: Controle negativo (H,0)

Canaleta 3: Controle positivo (Clone NtGi3)

Canaleta 4: em branco

Canaleta 5: DNA planta ndo micorrizada

Canaleta 6: DNA planta micorrizada

Canaleta 7: DNA esporo fungo micorrizico (primers FO3 e
F04)

Canaleta 8: DNA esporo de fungo micorrizico (primer OPB10)




5. Concluséao

Através da figura e dos dados apresentados, podemos concluir que os clones

identificados pertencem a planta e ndo ao fungo micorrizico.
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1. Introdugao

As micorrizas arbusculares (MAs) sdo associagdes mutualisticas de grande
importancia na natureza, sendo disseminadas na maioria dos habitats naturais.
Cerca de 80% das plantas superiores associam-se com fungos da ordem Glomales,
formando MAs.

O fungo micorrizico arbuscular favorece a absorgdo de nutrientes,
especiaimente o fosforo, sendo de fundamental importancia para a nutrigdo mineral
das plantas. As plantas, por sua vez, fornecem fotossintatos ao fungo.

Nos ecossistemas tropicais, as MAs representam uma alternativa viavel para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel e de baixo custo, devido ao fato do
fosforo ser um dos elementos mais limitantes em solos tropicais.

Apesar disso, as bases bioquimicas e moleculares que regem esta associagédo
ndo sdo bem conhecidas. O presente trabaiho vem de encontro a necessidade de se
obter maiores informagdes sobre a associagéo, pois tem como objetivo investigar a
expressdo génica diferencial em raizes de fumo (Nicotiana tabacum) colonizadas
pelo fungo Glomus intraradices.

Para tal, utilizou-se a técnica do DDRT-PCR ("Differential Display of Reverse
Transcripts — Polimerase Chain Reaction"), modificada por Ditt (1997). Como
resultado, um cDNA de aproximadamente 1,1kb, com expressao suprimida durante a
simbiose, foi identificado.



2. Revisao de Literatura

2.1. Micorrizas arbusculares

As micorrizas s&o associagdes mutualisticas, nas quais as raizes das plantas
vasculares sdo invadidas por fungos especificos, ocorrendo perfeita integracdo
morfolégica e funcional entre os simbiontes. Os fungos formadores de micorrizas sao
habitantes comuns do solo e, ao colonizar as raizes, estabelecem uma série de inter-
relagdes biotréficas: a planta fornece substrato energético ao fungo, e este, através da
rede de hifas externas, absorve nutrientes da solugdo do solo e os transfere a planta
hospedeira. Deste modo, na maioria dos casos, a micorriza estimula o crescimento
vegetal, favorecendo a nutrigdo mineral da planta, principaimente com relagéo a
absorcéo de fosforo (Silveira, 1992).

Nas micorrizas arbusculares (MAs), os fungos da ordem Glomales colonizam
tanto o espaco intercelular como o intracelular do tecido cortical. Hifas intracelulares
da camada mais interna do cortex podem sofrer repetidas divisbes dicotomicas,
formando sistemas complexos de hifas ramificadas, chamados de arbusculos
(Bonfante-Fasolo, 1984).

Os arbusculos sdo estruturas efémeras, de ciclo curto (4-5 dias), responsaveis
pela troca bidirecional de nutrientes entre os simbiontes, e definem a funcionalidade da
simbiose. As hifas também podem diferenciar-se em vesiculas, estruturas globosas e
ricas em lipidios, com aparente fungédo de reserva (Lambais, 1996). Estas estruturas
s3o ilustradas na Figura 1.

O micélio externo desempenha um papel importante no sistema, uma vez que
constitui uma estrutura adicional de absorgdo, capacitando a planta para obter
nutrientes que, de outra forma, n&o Ihe estariam disponiveis (Silveira, 1992).

2.2. Interagdes planta - fungo micorrizico

Durante a colonizagéo das raizes pelo fungo micorrizico, ocorrem profundas
alteragdes morfologicas e bioquimicas tanto no fungo quanto no hospedeiro. Segundo
Gianinazzi-Pearson (1996), as células que contém arbisculos sofrem uma série de
modificacdes, tais como a diminuigdo do tamanho do vacuolo, o aumento do volume
citoplasmatico, proliferagdo das organelas e principalmente aumento da sintese de
mambrana plasmatica.



Figura 1: Aspectos morfolégicos de micorrizas arbusculares em raizes de feijdo
colonizadas por Glomus clarum. A: seta superior, vesicula; seta inferior, hifa. B: seta
superior, hifa; seta inferior, arbisculo (Rios Ruiz, 1998).



O desenvolvimento e a funcionalidade das MAs séo resuitado da interagéo de
produtos de varios genes que apresentam expresséo diferencial em ambos os
simbiontes durante o processo.

Tagu et al. (1993) estimam que cerca de 50% da populacdo de RNA
mensageiro (RNAm) do fungo é regulada pelo desenvolvimento da simbiose, tendo
isolado muitos cDNAs com expresséo diferencial. Estes autores afirmam também que
a abundéncia de um RNAm em particular n&o reflete necessariamente a quantidade
de proteina por ele codificada, ja que para alguns genes pode ocorrer regulagéo pos-
transcricéo.

A troca de sinais e o reconhecimento entre o hospedeiro e o fungo iniciam-se
antes do contato fisico, por exemplo com a liberagdo de exudatos pela planta, que
estimulam a germinagéo de esporos do fungo micorrizico (Gianinazzi-Pearson et al.,
1996).

A diferenciagdo de hifas em apressérios é uma etapa critica para o
estabelecimento da simbiose. Dados obtidos por varios autores sugerem que em
plantas n&o hospedeiras, algum fator essencial para a completa diferenciagéo de
apressorios funcionais néo esté presente. O nivel de fosfato na planta parece também
afetar esta diferenciagdo, sendo que em altos niveis de P, a sintese do fator
responsavel pela indugdo da formagédo de apressoérios € inibida ou esse fator é
inativado (Lambais, 1993).

O processo de penetragdo € pouco danoso aos tecidos vegetais, pois os
fungos micorrizicos produzem baixas concentragfes de enzimas capazes de degradar
a parede celular vegetal, quando comparados com fungos patogénicos necrotroficos.
Essa baixa atividade enzimatica provavelmente resguarda a integridade do tecido
hospedeiro e evita a ativacdo do sistema de defesa vegetal, possibilitando o
desenvolvimento de uma intera¢do plenamente compativel (Lambais, 1996).

A exemplo do que ocorre nas interagdes leguminosas-(Brady)Rhizobium, n&o
ha desenvolvimento de sintomas de resposta de hipersensibilidade (acumulo de
fitoalexinas e morte das células microbianas e do hospedeiro em MAs (Lambais,
1996). Os microssimbiontes sdo reconhecidos pelo hospedeiro, de modo a formarem
interagbes compativeis de longa duragdo. A complexa intercomunicagéo que ocorre
entre fungo e hospedeiro deve envolver sinais moleculares reconhecidos ao nivel de
membrana plasmatica e transmitidos até sitios de transcricdo génica, regulando o
processo de sintese ou a estabilidade de transcritos (RNAm). Esta troca de sinais
deve regular todas as etapas do processo: pré-infecgéo, infecgdo e colonizagéo.
Acredita-se que compostos fendlicos estejam envolvidos nessa sinalizagéo, assim



como ocorre nas interagbes dicotileddneas-Agrobacterium e leguminosas-
(Brady)Rhizobium (Lambais, 1996).

O processo de colonizagdo das raizes é aparentemente controlado pela planta
hospedeira, ja que a proliferagéo do fungo no tecido epidérmico e hipodérmico &€ muito
restrita e a hifa nunca penetra no cilindro central ou meristema (Gianinazzi-Pearson,
1996). Esse "crescimento controlado" pode envolver o sistema de defesa vegetal.

Lambais & Mehdy (1993), investigando a possibilidade de um aumento na
expressé@o de genes de defesa vegetal, como endoquitinase, p-1,3-endoglucanase e
genes codificando enzimas para a sintese de fitoalexinas, que contribuiria para a
inibicdo do crescimento intrarradicular do fungo sob altas concentragbes de P,
concluiram que ocorre uma supressdo geral das respostas de defesa da planta
durante o desenvolvimento de MAs. Concluiram, ainda, que a supressé&o da atividade
de endoquitinase é atenuada sob altas concentracbes de P, e que sob baixo P, a
maxima supress&o ocorre durante o periodo de méxima taxa de crescimento do fungo.

Um estudo com Glomus intraradices e soja mostrou que a expresséo de genes
de defesa em MAs ¢é afetada pela infectividade do fungo. Detectou-se a supresséo das
atividades de endoquitinase nas raizes colonizadas pelo isolado mais infectivo (26),
comparado com o isolado menos infectivo (25) (Lambais & Mehdy, 1996).

Essa expressédo diferencial de genes de defesa pode ser causada por
alteragbes no balango de fitormonios nas raizes e pela sintese de elicitores /
supressores especificos.

Os estudos sobre os mecanismos reguladores da simbiose sdo limitados em
virtude da dificuldade de cultivar tanto o fungo micorrizico quanto as MAs in vitro. Uma
contribuicdo de grande importancia para o entendimento dos mecanismos que
controlam o desenvolvimento da simbiose, seria o isolamento de genes
preferencialmente modulados (induzidos ou suprimidos) durante o desenvolvimento
das MAs (Lambais, 1996).

2.3. Métodos para o estudo de expressio génica diferencial

Os organismos superiores possuem aproximadamente 100.000 genes
diferentes, dos quais apenas uma pequena fragdo, cerca de 15%, S80 expressos
individualmente em cada célula (Liang & Pardee, 1992).

A expresséo génica de uma célula reflete todos os processos metabélicos que
ocorrem na mesma. Portanto, o estudo de genes com expressédo diferencial é de
grande importancia, pois permite identificar quais genes sdo ativados ou desativados



em determinada condigdo e, consequentemente, quais os reflexos no metabolismo da
celula.

Os métodos tradicionais para a identificagdo de genes com expresséo
diferencial s&o a hibridizacdo diferencial e a hibridizag&o subtrativa.

A hibridizag&o diferencial ou “screening” diferencial envolve a construgéo de
dois bancos de cDNA, ou seja, do tecido onde o gene esta sendo expresso e do tecido
onde n&o estd sendo expresso. Extrai-se RNA total ou RNAm e, a partir deste,
sintetizam-se sondas de cDNA. Estas sondas s&o hibridizadas com réplicas dos dois
bancos. Os clones que hibridizam com as sondas de ambos os bancos ndo sio
diferenciais, enquanto aqueles que hibridizam com sondas de apenas um banco,
representam genes diferencialmente expressos. Trata-se de um método trabalhoso e
que permite a identificacdo de genes expressos em abundancia. (Sambrook et al.,
1989).

Utilizando hibridizagdo diferencial, foi isolado um gene que codifica uma H*-
ATPase vegetal, com expressdo diferencial em raizes de Hordeum vulgare
colonizadas por Glomus intraradices, sendo que dois clones, BMR6 e BMR78,
apresentaram niveis mais altos de expressdo em raizes micorrizadas (Murphy et
al.,1997).

Liu et al. (1998) identificaram dois clones de cDNA (MtPT1 e MtPT2) que
codificam transportadores de fosfato de uma biblioteca de cDNA de raizes
micorrizadas (Medicago truncatula / Glomus versiforme). Ambos os clones sdo
transcritos em raizes, sendo que o nivel de transcricdo aumenta em resposta a
deficiéncia de fosfato e decresce significativamente durante a colonizagéo das raizes
pelo fungo G. versiforme.

Na hibridizagéo subtrativa, a partir do RNA total ou RNAm, sintetizam-se
sondas de cDNA do tecido de interesse, ou seja, onde 0 gene esta sendo expresso.
Estas sondas s&o ent&o hibridizadas com RNA total ou RNAm do tecido onde o gene
nao esta sendo expresso. Os genes expressos nas duas situagbes formam hibridos
RNA:DNA, e séo separados, através da cromatografia em colunas de hidroxiapatita,
das fitas Unicas de cDNA. Estas Ultimas representam os genes com expresséo
diferencial, e servem de molde para a sintese de sondas subtrativas que sdo utilizadas
na selegéo de clones em uma biblioteca de cDNA. Apesar de ser um método muito
trabalhoso, permite a identificacdo de genes expressos em menor abundéancia.
(Sambrook et al., 1989).

Atraveés da hibridizag&o subtrativa, Harrison & van Buuren (1995) clonaram um
transportador de fosfato com expresséo diferencial em hifas internas e externas de
Glomus versiforme.



Ambos os meétodos descritos requerem grandes quantidades de RNA (nem
sempre disponivel), e demandam um tempo prolongado.

2.4. A técnica do "display" diferencial

A técnica do "display diferencial" (DD), apresenta muitas vantagens quando
comparada com hibridizacédo diferencial e subtrativa. E muito mais rapida, permite
detecgdo simuitdnea de genes induzidos e suprimidos. Trata-se de um método
simples, baseado em PCR e separagdo de amplicons em gel de poliacrilamida, duas
técnicas muitas usadas em biologia molecular, encontrando muitas aplicagdes (Liang
& Pardee, 1992).

A estratégia geral da técnica é amplificar seqliéncias parciais de cDNA de
subgrupos de RNAms através de transcrigéo reversa e reagdo da polimerase em
cadeia (PCR). Para ftal, utiliza conjuntos de oligonucleotideos iniciadores
diferenciados, um baseado na seqliéncia poliadenilica dos RNAms eucariéticos
(ancorados ao poliA) e outro de seqliéncia aleatéria, para definir segmentos de cDNA
de tamanhos distintos, os quais sdo amplificados por PCR e separados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida. A Figura 2 traz uma ilustragéo da técnica.

Um iniciador ancorado como por exemplo 5-T+;CA permite pareamento com
RNAms que apresentem UG como as duas Ultimas bases antes do poliA. Assim, este
iniciador ira reconhecer 1/12 da populagdo total de RNAms, uma vez que ha 12
possiveis combina¢des para as duas bases da extremidade 3', omitindo-se T como
pendlitima base. Liang et al. (1993), em estudos para o refinamento da técnica,
relataram que o numero de iniciadores oligo-dT ancorados pode ser reduzido de 12
para 4, em virtude da degeneragdo da penultima base da extremidade 3’, durante o
pareamento na transcrigéo reversa.

Segundo Liang et al. (1994), os maiores obstaculos para a utilizagéo do método
sao a redundéancia e a sub-representacdo de certas espécies de RNAm, além do alto
numero de falsos positivos, que néo se confirmam pela andlise de Northen blot. No
trabalho citado, o uso de trés iniciadores oligo-dT com uma base ancorada permitiu
excelente seletividade, subdividindo os RNAms em 3 populagdes.

Diversos trabalhos na literatura, como Végeli-Lange et al. (1996) e Poirier et al.
(1997), sugerem métodos para selegdo rapida e classificacdo de clones falsos
positivos. Porém, € necessario o uso de radioatividade, o que dificulta sua utilizac&o
em nossas condi¢gdes de trabalho.
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Bertioli et al. (1995) dizem que a pequena sensibilidade para RNAms raros
merece especial atengao, ja que a maioria das espécies de RNAm, aproximadamente
90%, séo raras, cada uma representando aproximadamente 0,004% do mRNA total.
Ressaltam ainda a competi¢do durante a reagdo de PCR é mais severa do que em
PCR regular, tendo grande importancia a baixa concentragdo de dNTPs e o fato de
que os decameros n&o sao iniciadores eficientes para PCR.

Wilkinson et al. (1995) obtiveram bons resultados na identificacdo de RNAms
com expressao induzida durante o amadurecimento de morango usando a técnica do
DDRT-PCR. Foram identificados 5§ RNAms com expresséo induzida, sendo 3 deles
aparentemente fruto-especificos, com expressdo muito baixa ou nula em tecidos
vegetativos.

Sharma & Davis (1995) usaram a técnica do DDRT-PCR para isolar cDNAs
correspondentes aos transcritos induzidos em resposta a exposicdo a 0zbnio em
Arabidopsis thaliana, obtendo o clone AtOZI1, que representa uma nova proteina
relacionada a estresse, acumulada em resposta a produgdo de espécies ativas de
oxigénio.

Niebel et al. (1998), usando a técnica do DDRT-PCR, isolaram o gene MtAnn1,
que codifica uma proteina homéloga a anexinas, a qual € induzida durante a simbiose
entre Medicago truncatula e Rhizobium meliloti. Trata-se de um novo gene marcador
da zona de pré-infecgdo, sendo que sua expressao durante a nodulagdo requer fatores
Nod biologicamente ativos e ndo depende do processo de infecgéo.

Ditt (1997) modificou a técnica do DDRT-PCR, usando apenas um iniciador
aleatério na amplificacdo do cDNA. Deste modo, obtém-se um menor nimero de
fragmentos e estes possuem massa molecular relativamente mais elevada, permitindo
a separacgéo por eletroforese em gel de agarose e coloragdo com brometo de etideo. A
utilizagdo de géis de agarose apresenta as vantagens de facilidade de preparagéo e
manuseio, tempo reduzido para obtencdo dos resultados e facil documentacéo,
fotografando-se o gel sob luz ultravioleta.

Utilizando essa técnica modificada, clones representando RNAms induzidos
durante a formagéo de MAs foram isolados e sequenciados. As seqiiéncias génicas
foram comparadas com seqliéncias de genes conhecidos, e mostraram alto grau de
homologia com genes que codificam proteinas acessorias da urease (UreG).
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3. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo identificar e clonar genes com
expresséo diferencial durante a interagéo Nicotiana tabacum - Glomus intraradices, os
quais poderao servir de marcadores nos estudos dos mecanismos que regulam a
simbiose.

4. Materiais e métodos

4.1. Experimento em casa-de-vegetagdo

As sementes de fumo (Nicotiana fabacum cv Petit Havana SR1) foram
germinadas em bandejas de isopor, tendo como substrato uma mistura de
areia:vermiculita (2:1) esterilizada. As mudas foram irrigadas com solugdo de
Hoagland semanalmente.

Apo6s um periodo de 50 dias, as plantulas foram transplantadas para vasos
contendo 3kg do substrato acima descrito. A adubacgéo basica consistiu em 20mg de
Pkg' de substrato, 80mg de Nkg” (parcelados em 2 aplicagbes de 40mgkg™,
separadas de 15 dias), 100mg Kkg™, 40mg Cakg™, 20mg Mgkg™, 1ml de solugéo de
Fe-EDTA e 1ml de solug&o de micronutrientes de Hoagland por vaso.

Foram aplicados trés tratamentos aos vasos: controle (plantas n&o-inoculadas),
plantas inoculadas com Glomus infraradices e plantas inoculadas com Glomus clarum,
sendo que a inoculagéo foi realizada no momento do transplantio das mudas. O
delineamento foi totalmente casualizado, com 10 repeti¢cdes de cada tratamento.

A colheita foi feita apés 8 semanas de cuitivo. A parte aérea foi separada do
sistema radicular, e seca em estufa & 60°C para a determinagdo da massa da matéria
seca. O sistema radicular foi lavado em agua corrente, eliminando-se a umidade
excessiva com papel absorvente. Determinou-se o0 peso fresco, separou-se uma
amostra de aproximadamente 0,5g para determinagdo do nivel de colonizagdo pelo
fungo micorrizico, e o restante foi congelado com nitrogénio liquido e mantido a -80°C.
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4.2. Avaliacéao da porcentagem de colonizagéao

As amostras para a determinag&o da colonizag&o pelo fungo micorrizico foram
conservadas em AFA (acido acético glacial 2%, formaldeido 2%, alcool etilico 45%).

Para a determinagéo do nivel de colonizagdo, procedeu-se da seguinte
maneira: as raizes foram lavadas em agua e aquecidas a 90°C em KOH 10% por 50
minutos. Foram lavadas novamente em &agua, e posteriormente em HCI 5% por 5
minutos. A coloragdo foi feita com azul-de-tripano em lactoglicerol a 90°C por 4
minutos, e as raizes coloridas foram mantidas em lactoglicerol (Phillips & Hayman,
1970). A porcentagem de colonizagdo foi determinada através da contagem de pontos
de infecgdo sob microscopio esteroscopico, segundo Giovanetti & Mosse (1980).

4.3. Extragdo de RNA total de raizes

A extragdo de RNA total das raizes foi realizada segundo Mehdy & Lamb
(1987). Para a inativagdo das RNAses, toda a vidraria foi esterilizada & 160°C por 4
horas, e as solugbes foram elaboradas com &agua destilada tratada com dietil-
pirocarbonato (DEPC) e posteriormente autoclavadas.

A extragdo foi feita a partir de amostras compostas de 5g (0,69 de cada
repeticao), as quais foram trituradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em
tampéo TLE (Tris 200mM, cloreto de litio 100mM, EDTA 5mM, pH 8,3) e fenol
saturado em TLE. A extragéo do RNA foi feita duas vezes em fenol saturado em TLE,
uma vez em uma mistura de fenol saturado em TLE e cloroférmio (1:1, vol/vol) e uma
vez em cloroformio. O RNA foi precipitado em etanol 100% a —20°C e ressuspendido
em agua tratada com DEPC. Foi realizada uma precipitagéo em acetato de sodio 3M e
centrifugagdo em NaCl 300mM para a remogdo dos polissacarideos. O
sobredanadante foi recolhido e o RNA foi precipitado em etanol 100%, e dissolvido em
agua tratada com DEPC.

A concentracdo do RNA total foi determinada por espectrofotometria a 260nm,
(OD2e0 = 40ug de RNAmL™"). Em seguida, a integridade do RNA foi verificada através
de eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1,2% (Sambrook et al., 1989).

4.4, Tratamento do RNA com DNAse

E conveniente usar amostras de RNA livres de DNA, para evitar a amplificagdo
de fragmentos de DNA gendmico (Liang et al., 1993). Isto posto, € importante fazer o
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tratamento do RNA total com DNAse para eliminar o DNA cromossémico. Assim, 50ug
de RNA total foram tratadas com 40 unidades (U) de inibidor de RNAse (Stratagene),
10U de DNAse livre de RNAse (Gibco BRL), Tris-HCI 5mM pH 8,3, KCI 26mM e MgCl.
750uM. As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C e, ap6s este periodo, o0 RNA
total foi extraido com um volume de fenol:cloroférmio (3:1, vol/vol), precipitado com
acetato de sodio 300mM e 3 volumes de etanol 100% a -80°C por 1 hora. Apos
centrifugagdo a 4°C, por 10 minutos em microcentrifuga & velocidade maxima,
descartou-se o sobrenadante e o pélete foi lavado em etanol 70% (diluido em agua
tratada com DEPC). O RNA foi ressuspendido em 20uL de agua tratada com DEPC. A
quantificagéo e a checagem da integridade do RNA foram realizadas como descrito no
item 4.3.

4.5. Sintese de primeira fita de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita com o kit SUPERSCRIPT™
Preamplification System for First Strand cDNA synthesis da Gibco-BRL, conforme as
instrugdes do fabricante. Partiu-se de 2ug de RNA total, 0,5ug do iniciador ancorado
AP1 (5'T13VC3', onde V=C, G ou A) e 10uL de agua tratada com DEPC. Esta mistura
foi aquecida a 70°C por 10 minutos e resfriada em gelo por 1 minuto. Adicionou-se,
entdo, solugéo tampao PCR 1X, MgCl, 2,5mM, dNTPs 500uM e DTT 10mM. As
amostras foram incubadas por 5 minutos a 42°C e, em seguida, adicionou-se 200U
SuperScript Il transcritase reversa. Incubou-se & 42°C por 50 minutos e, em seguida,
as enzimas foram inativadas & 70°C por 15 minutos. Foram adicionadas 2U de RNAse
H as reagdes e incubou-se a 37°C por 20 minutos, para a degradacéo dos RNAs de

fita simples. As reacdes foram armazenadas a -20°C até a amplificagéo por PCR.

4.6. Amplificagdo do cDNA por PCR com primers aleatorios

Foram utilizados 1/10 do volume da reacédo de primeira fita de cDNA (2ulL) em
reacdes de 25uL, contendo solugdo tampédo PCR 1X (Pharmacia), dNTPs (Gibco-BRL)
100uM, iniciadores aleatorios AW01 a AW10 (0,2uM) do Kit Operon e 0,5U de DNA
polimerase Tag (Pharmacia). A amplificagéo foi realizada em 45 ciclos de 1 minuto a
94°C, 1 minuto a 42°C e 2 minutos a 72°C, seguidos de um periodo de extenséo de 5
minutos a 72°C (Ditt, 1997).
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4.7. Isolamento dos fragmentos diferenciais

Aliquotas de 10uL da reagdo de amplificagéo foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose 2% em TBE 0,5X, a 70V por 2 horas. O gel foi corado com brometo
de etideo (0,5pg/mL) e fotografado sob luz ultravioleta. As bandas diferenciais foram
removidas do gel e purificadas com o kit Geneclean il (BIO 101).

Em um tubo contendo as bandas removidas, adicionou-se 4,5 volumes de
iodeto de sodio (Nal) e 0,5 volume de uma solugdo modificadora de TBE (TBE
modifier) e incubou-se a 55°C por 5 minutos para derreter a agarose. Em seguida,
adicionou-se 5uL Glassmilk, incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente,
agitando sempre para o DNA entrar em contato com a silica. A amostra foi
centrifugada rapidamente, removendo-se o sobrenadante. O pélete foi lavado 3 vezes
com solucdo New Wash e seco a temperatura ambiente. O DNA foi eluido da silica
adicionando-se 15uL de agua milli-Q e incubando-se por 5 minutos a 55°C.

A quantificacdo do DNA eluido foi realizada através de eletroforese com
marcador de massa molecular ("Low DNA mass ladder" - Gibco-BRL).

4.8. Clonagem e sequenciamento dos fragmentos diferenciais

4.8.1. Clonagem com o kit pCR-Script™ SK(+) Stratagene

Primeiramente, a clonagem do fragmento isolado do gel e purificado, foi feita

com o kit de clonagem pCR-Script™

SK(+) Stratagene, conforme instru¢cdes do
fabricante. O fragmento de interesse (200ng) foi ligado a 10ng do vetor pCR-Script na
presenca de tampdo de reagao pCR-Script 1X, rATP 500uM, 5U da enzima de
restricdo Sl e 4U da enzima T4 DNA ligase, num total de 10uL, por 3 horas a
temperatura ambiente. As enzimas foram inativadas pela incubagéo por 10 minutos a
65°C.

Uma aliquota de 4pL da reagado de ligagdo foi utilizada para a transformacéo
das 200uL células competentes de E. coli ADH-5c.. O tubo contendo a reacéo foi
mantido em gelo por 30 minutos e, em seguida, procedeu-se o choque térmico por
exatos 90 segundos. Adicionou-se 500puL de meio LB liquido (NaCl 1%, triptona 1% e
extrato de levedura 0,5%) e incubou-se a 37°C por 1 hora. Foram plaqueadas
aliquotas de 50, 100 e 150pL da reagédo em meio LB-agar (1,5%), contendo ampicilina
75ugmL™, X-Gal (40pL/placa de uma solugdo 20mgmL"™" em dimetilformamida) e IPTG

(4uL/placa de uma solugdo 200mgmL~" em &gua). Apds aproximadamente 15 horas de
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incubagdo a 37°C, as colbnias brancas foram identificadas, coletadas com palitos
estéreis e inoculadas em meio LB liquido contendo ampicilina 75ugmL™" e incubadas &
37°C sob agitagéo.

Nesta primeira tentativa, obteve-se muitas coldnias, todas brancas. Fez-se,
entdo, uma reagdo de PCR com os iniciadores (T3 e T7) especificos do plasmideo
utilizado, contendo tampao de PCR 1X (Pharmacia), dNTPs (Gibco-BRL) 300pM,
primers T3 e T7 1uM e 1U de DNA polimerase Taq (Pharmacia), num volume total de
25uL.. A amplificagédo foi realizada através da separagdo das fitas por 3 minutos &
94°C, seguida de 29 ciclos de 1 minuto & 94°C, 1 minuto a 50°C e 3 minutos a 72°C, e
de um periodo de extensao de 10 minutos & 72°C. Esta reagdo resultou num
fragmento clonado de aproximadamente 800 pares de bases (pb).

Em seguida, utilizou-se uma aliquota de 1,5mL da cultura para a extragao de
DNA plasmidial. Este volume foi transferido para microtubos e centrifugado a 15000
rpm por 5 minutos a 4°C. O meio foi descartado, adicionou-se 100uL da solugédo 1
gelada (Tris-HCI 26mM pH 8,0, EDTA 10mM pH 8,0, glicose 50mM) e agitou-se
vigorosamente. Em seguida, 200uL da solugéo 2 (SDS 1%, NaOH 0,2N) foi adicionado
e misturado por invers&o. Os tubos foram mantidos no gelo por 10 minutos, e entéo foi
adicionado 150uL da solugéo 3 (acetato de potassio 3M, acido acético glacial 10%),
misturando-se por inversdo. Manteve-se os tubos em gelo por 10 minutos e, apos este
periodo, centrifugou-se a 15000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para tubos novos, adicionou-se 15ug de RNAse A, e incubou-se a 37°C por
20 minutos. O DNA foi precipitado com etanol 100% gelado e mantido no gelo por 5
minutos. Centrifugou-se a 15000 rpm por 20 minutos & 4°C, e lavou-se o pélete em
etanol 70% gelado. O pélete foi entédo seco e ressuspendido em 30pL de agua milli-Q.

4.8.2. Clonagem no vetor pUC18

Em virtude de problemas ocorridos na clonagem do item acima, o experimento
foi repetido, alterando-se alguns passos. A reagéo de ligacéo foi feita utilizando-se
60ng do fragmento e 20ng do vetor pUC18 tratado com a enzima de restrigdo Sma,
linearizado e desfosforilado (Gibco - BRL), na presenga de tampé&o de reagéo 1X, 1U
da enzima T4 DNA ligase, num total de 10pL. A reagdo foi mantida a 15°C por
aproximadamente 10 horas.

O volume total da reagéo de ligagdo foi utilizado para a transformacéo de
100uL de células competentes de E. coli ADH-5a.. A reagédo foi mantida em gelo por 30
minutos e, em seguida, procedeu-se 0 choque térmico por exatos 45 segundos. Foram
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adicionados 900uL de meio LB liquido (NaCl 1%, triptona 1% e extrato de levedura
0,5%) e incubou-se & 37°C por 1 hora. Plaqueou-se aliquotas de 100, 150 e 200uL da
reacdo em meio LB-agar (1,5%), contendo ampicilina 100ugmL™" e 100uL de uma
solugdo 10mg X-Gal mL™" e 2,4mg IPTG mL™" em dimetilformamida. As placas foram
incubadas por aproximadamente 15 horas a 37°C.

4.8.3. Sequenciamento

Apesar de néo ter o tamanho do fragmento de cDNA inicial, o inserto obtido
com a clonagem descrita no item 4.8.1 foi sequenciado para efeito de treinamento e
para verificar se era uma sequéncia de E. coli. Utilizou-se o método de terminacéo de
cadeia por didesoxinucleotideos (Sanger et al., 1977).

Um total de 200ng de DNA foi utilizado para as duas reagées de PCR com o
DNA Sequencing Kit - Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE
Applied Biossystems), conforme instru¢des do fabricante. Adicionou-se 3uL do tampéo
de reagéo (Tris-HCI 200mM pH 9,0 e 5mM MgCl),1uL de mix do kit e 3,2uM dos
iniciadores T3 (reac¢éo 1) e T7 (reagdo 2), num volume total de 10uL. A amplificag&o foi
realizada pela desnaturacdo do DNA a 96°C por 3 minutos, seguida de 25 ciclos de 10
segundos a 96°C, 50 segundos & 50°C e 4 minutos & 60°C.

O produto do PCR foi purificado através de precipitagdo com isopropanol 75%
a temperatura ambiente por 20 minutos. Centrifugou-se a 15000 rpm por 20 minutos e
lavou-se o pélete com etanol 70%. Em seguida secou-se o pélete, adicionou-se
tamp&o de corrida com formamida. O DNA foi desnaturado & 95°C por 5 minutos e
analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida no sequenciador automatico ABI
Prism.

4.9. Analise de homologia e alinhamento de seqiiéncias

Apenas para treinamento, uma seqiiéncia-teste foi utilizada para comparagdo
com sequéncias em banco de dados através do programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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5. Resultados e discussao

5.1. Massas da parte aérea e do sistema radicular e colonizagéo radicular

Na tabela 1 sé&o apresentados os dados referentes a massa da matéria seca da
parte aérea, massa da matéria fresca do sistema radicular e porcentagem de
colonizagéo das raizes pelo fungo micorrizico. Nao houve diferengas significativas
entre as massas dos trés tratamentos, havendo uma certa homogeneidade entre as
plantas. Os niveis de colonizagédo do sistema radicular pelo fungo Glomus intraradices
foram satisfatorios, o0 mesmo n&o ocorrendo com Glomus clarum, para o qual obteve-
se colonizacdo muito baixa. Este fato deve ter ocorrido devido a problemas com o
inéculo utilizado.

Desta forma, as analises posteriores foram realizadas apenas com as plantas
controle e com as inoculadas com Glomus intraradices.

Tabela 1: Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), massa da matéria
fresca do sistema radicular (MFSR) e porcentagem de colonizagdo de raizes de
Nicotiana tabacum n&o-inoculadas e inoculadas com Glomus clarum e Glomus
intraradices.

N&o inoculado 15,8+0,7 16,4+1,0
Glomus clarum 15,1+0,3 17,9841,1 7+4
Glomus intraradices 14,8+0,6 17,35+0,8 4246

5.2. Extragéo e purificagdo de RNA total

A extracdo de RNA total apresentou um bom rendimento: 71ug de RNA total/g
de raizes para as plantas controle, e 82ug de RNA total/g de raizes para o tratamento
com G. intraradices. A andlise do RNA em gel de agarose-formaldeido mostrou que o
mesmo estava de boa qualidade, fato evidenciado pelas bandas representativas dos
RNAs 28S e 18S, como pode ser visto na Figura 3A.

A Figura 3B mostra que apoés o tratamento com DNAse, o RNA total manteve a
mesma qualidade.
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Figura 3: RNA total (3ug) extraido de raizes de fumo n&o-inoculadas (Ni) e inoculadas
com Glomus intraradices (Gi). A: RNA total; B: RNA total apds tratamento com
DNAse; MM: Marcador molecular ("RNA ladder" - Gibco - BRL).
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5.3. Analise dos cDNAs amplificados

A amplificagdo da primeira fita de ¢cDNA com os iniciadores aleatérios sé foi
eficiente com OPAW1. As reagdes com os iniciadores OPAW02 a OPAW10 néo
produziram amplicons.

Um fragmento diferencial de aproximadamente 1,1kb foi identificado na
amostra controle ndo inoculado (Ni) ndo estando presente na amostra inoculada (Gi),
como pode ser visto na Figura 4. Foram feitas réplicas das reacdes de PCR, as quais
confirmaram estes dados.

5.4. Purificacao dos fragmentos isolados

Ap6s a purificagéo do fragmento diferencial como citado no item 4.7, o DNA foi
quantificado em gel de agarose através de comparacdo com o marcador de massa
molecular ("Low DNA mass ladder" - Gibco-BRL), como mostra a Figura 5.

5.5. Clonagem dos cDNAs diferenciais

A clonagem descrita no item 4.8.1 apresentou muitos problemas. Como ja
descrito do citado item, obteve-se a partir de PCR com os iniciadores especificos do
plasmideo utilizado (T3 e T7), um fragmento de 800pb (figura ndo apresentada).

Porém, a extragdo rapida mostrou que as bactérias clonadas n&o continham
plasmideo, apesar de serem resistentes a8 ampicilina e apresentarem em seu material
genético seqiliéncias homologas as do plasmideo, ja que ocorreu amplificagéo na
reagdo de PCR com os iniciadores especificos.

Uma hipotese para explicar tal fato € a integragéo do plasmideo ou parte dele
no DNA gendmico da bactéria através de recombinacao.

Ja na clonagem descrita no item 4.8.2, néo foram obtidas colbnias brancas, ou
seja, contendo o plasmideo recombinante. O fato de se tratar de um produto de
amplificagéo por PCR provavelmente dificuitou a ligagdo do mesmo com o vetor. Isto
ocorre porque fragmentos amplificados por PCR possuem extremidades com
terminacédo abrupta. Além disso, algumas DNA polimerases adicionam uma base a
mais em uma das fitas, geralmente timina (T) ou adenosina (A), dificultando a reagéo
de ligagao.

O fragmento de cDNA devera ser tratado com exonuclease para remover
eventuais bases sem complementacgdo, e posteriormente ligado ao vetor (pUC 18).
Apds a transformagéo de células de E. coli competentes, a amplificagéo e purificagéo
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Figura 4: Produtos da amplificagdo da primeira fita de cDNA de amostras de RNA
extraidas de raizes ndo-inoculadas (Ni) e inoculadas com Glomus intraradices (Gi). A
primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir do primer AP1 e amplificada com o primer
aleatdrio AWO1. O fragmento diferencial esté indicado pela seta. MM: Marcador de
massa molecular ("100bp Molecular Marker" - Gibco - BRL)
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Figura 5: cDNA diferencial isolado do gel de agarose e purificado com o kit Geneclean
[l. MM: Marcador de massa molecular ("Low DNA mass ladder" - Gibco - BRL)
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do plasmideo contendo o inserto devera ser feita. Esse material devera ser utilizado
em novas reag¢des de sequenciamento.

5.6. Sequenciamento

O sequenciamento descrito no item 4.8.3 nao foi bem sucedido, provavelmente
devida a baixa concentracdo de DNA da amostra. Normalmente, a quantidade usada
de DNA na reagéo de PCR para sequenciamento € de 300 a 400ng, e neste caso foi
usado somente 100ng, pelo baixo rendimento de purificagdo do inserto.

5.7. Analise de homologia e alinhamento de seqiiéncias

O resultado obtido na analise de homologia e alinhamento da sequéncia-teste
encontra-se em anexo.

Esta sequéncia apresenta alta homologia com DNA gendmico de cloroplasto de
tabaco (97%), bem como com DNA gendémico de cloroplastos de outras plantas
superiores. Apresenta, ainda, homologia com DNA de vérios vetores de clonagem.

6. Conclusoes

Obteve-se, a partir da técnica do DDRT-PCR, modificada por Ditt (1997), um
fragmento de ¢cDNA de 1,1kb com expressdo suprimida durante a simbiose Nicotiana
tabacum - Glomus intraradices. Isto mostra a eficacia da técnica do DDRT-PCR na
detecgdo de tais genes. As tentativas de clonagem desse amplicon em pCR-Script e
pUC18 ndo foram bem sucedidas, inviabilizando o sequenciamento do cDNA e a
confirmacgéo de sua expresséo diferencial.

As préximas etapas a serem realizadas sdo a clonagem do fragmento obtido, e
a confirmagdo da expressdo diferencial, através da analise por RT-PCR ou
hibridizagdo em Northen blots.

A sequéncia usada para analise de homologia em banco de dados apresentou
alta homologia com DNA gendmico de cloroplasto de tabaco (97%), bem como de
outras plantas superiores.
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1) Introducao

O milho cultivado (Zea mays) é uma planta anual, robusta,
monocotileddnea, utilizada preferencialmente como fonte alimentar. Apresenta
grande importancia s6cio-econdmica mundial, nfo s6 pela grande érea de
producdio que ocupa, mas por ser matéria prima de produtos industrializados,
movimentando grandes complexos industriais responsdveis por milhares de
empregos e contribuindo como uma das principais fontes de carboidratos. Tem
origem no continente americano e difundiu-se ao Velho Mundo através de
Colombo, ao retornar para a Espanha em novembro de 1493.

O grdo do milho é um fruto do tipo cariopse de coloragdo varidvel sendo
cada fruto portador de uma unica semente. O desenvolvimento da semente se
completa ap6s 50 a 55 dias da fertilizagdo. A origem do milho € tropical, ou seja,
em seu ciclo vegetativo necessita de calor e umidade para se desenvolver e
produzir. O milho é cultivado entre as latitudes de 58° a 40° sul e em diversas
altitudes. Ndo se recomenda o plantio de milho onde a temperatura média didria
seja inferior a 19°C e a noturna inferior a 12,8°C. Existem viérios cultivares, cada
qual com caracteristicas distintas: cultivares de ciclo curto (zona temperada),
ciclo médio (zona tropical e subtropical) e ciclo longo (zonas tropicais imidas).

Atualmente s3o mais de 50 empresas produzindo, distribuindo e
comercializando sementes de milho, das quais aproximadamente 35% com
pesquisa propria. Essas empresas plantam aproximadamente 85 mil hectares de
campo de produgdo de sementes desde o Rio Grande do Sul até o cerrado

brasileiro, visando um mercado que movimenta aproximadamente 235 milhdes de



reais por ano. J4 para produgdo de grios, a drea explorada é de 13,7 milhdes de
hectares, com producdo total de 32 milhdes de toneladas de graos colhidas.

A cultura do milho estd espalhada também pelo estado de S3o Paulo,
contudo, ela sofre uma série de entraves com relagdo a sua produgio. Para sua
estabilizagdio, torna-se necesséario racionalizd-la o méximo possivel, caso
contrario cederd lugar a outras culturas devido ao desinteresse por parte dos
agricultores. A produtividade média brasileira é de 2500 kg/ha e estd muito
aquém da produtividade média dos 22 principais paises produtores deste cereal
que é de 3840 kg/ha. Os principais pontos de estrangulamento desta cultura séo:
conservacdio e preparo do solo, semeadura correta (época de semeadura,
regulagem da semeadora e espagamento), adubagédo, cultivos corretos (€poca,
modo e ntimero), controle de pragas, doengas e ervas daninhas, colheita e
preservaciio do produto. Também é fundamental para obten¢do do “stand”, o uso
de sementes melhoradas e tratadas.

Em 1985, a 4rea plantada na safrinha (periodo de cultivo fora do usual)
representava cerca de 2% da érea total de milho plantado no pais, porém nos
tltimos anos esta 4rea tem apresentado grande crescimento, alcangando no ano de
1997 18%. Isto possibilitou que doengas que antes ndo eram importantes, como ¢
o caso da ferrugem polysora, passassem a causar perdas na produgdo. Um dos
métodos mais utilizados para o controle desta doenga ¢ a resisténcia genetica,
uma vez que o controle quimico somente ¢ utilizado em culturas de valor
estratégico, como por exemplo campo de sementes ou de linhagens. A resisténcia
pode ser do tipo monogénica, ou do tipo “slow-rusting”, aumentando o periodo
latente, diminuindo o tamanho da lesdo, possibilitando assim o retardamento da
infec¢do e instalagdo da epidemia.

O desenvolvimento de variedades e hibridos resistentes tem sido
favorecido quando se tem pardmetros para sua execugdo, como o conhecimento

do modo de heranca genética e a magnitude da agio génica envolvida. Outra



ferramenta utilizada para o melhoramento é o uso de mapas genéticos, tanto
citolégicos como moleculares. Estes mapas auxiliam no estudo das variantes
genéticas existentes para as caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas ou processo
de desenvolvimento. O naimero de genes envolvidos nestas caracteristicas
também pode ser determinado por esta técnica, assim como seus efeitos de
varia¢do e dosagens influenciando o fenétipo. Programas de retrocruzamento t€ém
sido favorecidos pelo uso de marcadores, possibilitando a reducéo de até duas
geragdes nos programas. O presente trabalho teve como objetivos obter
estimativas do modo de heranga da resisténcia a Puccinia polysora e a magnitude
da agdo génica envolvida, além de determinar o coeficiente de herdabilidade dos

caracteres e analisar possivel ligagdo entre loci marcadores e genes de resisténcia.



2) Revisao de literatura

2.1) Etiologia e sintomatologia da ferrugem de P. polysora

A ferrugem polysora ¢ a mais agressiva doenga da cultura do milho no
Brasil. Foi relatada pela primeira vez em 1986 por Underwood numa espécie de
Tripsacum dactyloides L., coletada e herbarizada em 1891 no Alabama. Altitudes
acima de 1200m s3o desfavoraveis para a doenga, sendo abaixo de 900m mais
favoravel (Shurtleff, 1973). Porém, Silva (1997) destaca que para as condig¢Oes
brasileiras, P. polysora tem sido mais problematica em altitudes inferiores a
700m e plantios tardios. Culturas instaladas fora da época podem servir de
in6culo inicial. Futrell (1975) destaca que no vale do rio Mississipi, além deste
indculo inicial, a doenca & agravada pela estreita base genética dos materiais
plantados.

P. polysora diferencia-se de P. sorghi pelo tamanho e cor de lesdes,
sendo pequenas, circulares e elipticas, de cor alaranjada. Seus uredosporos sdo
amarelo - dourados com forma elipsoidal a ovéide, medindo de 20-29 x 29-40um,
equinados com 4 ou 5 poros equatoriais e teliésporos com paredes menos
espessas e pedicelos mais curtos. As pustulas podem afetar o limbo foliar
principalmente na face superior, bainhas, bracteas e até o penddo. Outra
importante diferenga é que P. polysora pode matar a planta, j4 P. Sorghi
raramente o faz.

Como fator de disseminagdo destaca-se o vento, podendo os uredosporos
serem transportados por longas distdncias, como possivelmente ocorreu no Sul
dos EUA em 1973, quando ndo se detectou a fonte de indculo, podendo esta ser o
Caribe (Futrell, 1975).



O periodo latente de P. polysora é de 12-14 dias e a epidemia se dé tdo
mais rapido e intensa quanto mais préxima do inéculo, atacando primeiramente €
sendo mais severa nas folhas de baixo (Raid, 1998). Ap6s 1 a 3 dias da infecgéo
das folhas de baixo é que a doenga inicia a infec¢do nas folhas superiores. King
(1982) sugere que ndo ha diferenga entre a intensidade da doenca em diferentes
estadios fenolégicos, sendo estas diferengas baseadas no clima.

Uredosporos germinam melhor em temperaturas compreendidas entre 12-
20 °C ¢ umidade relativa de 65%, porém seu periodo de germinagdo se mantém
vidvel até 28 dias. Temperaturas abaixo de 8 e acima de 28 °C prejudicam muito a
germinagdo. Umidades entre 15 e 35% viabilizam a infectividade dos uredosporos
por até 56 dias. A infectividade ¢ diretamente ligada com a germinagéo (Hallier,
1985). O principal hospedeiro de P. polysora ¢ o milho, mas Robert (1962) cita
ainda Euchlaena mexicana, Tripsacum dactyloides, T. loxum e Erianthus
alopecuroides como hospedeiros alternativos.

Ryland & Storey identificaram duas racas fisiolégicas de P. polysora no
leste da Africa denominadas de EA1 ¢ EA2. No Quénia, Storey & Howland,
(1961 e 1962) encontraram uma terceira raga chamada de EA3. Robert (1962)
descreveu entdio mais seis racas, sugerindo que fossem identificadas como PP.3,
PP.4, PP.5, PP.6, PP.7, PP.8. Ullstrup (1965) identificou mais uma raga sugerindo
o nome de PP9.

Perdas causadas pela ferrugem polysora variam de acordo com o in6culo
inicial, proximidade do inéculo e posigdo das folhas e idade da cultura (Raid,
1988). Rodriguez-Ardon (1980), em condigdes de campo e com trés plantios
bissemanais, estimou 4, 23 ¢ 45% de perdas. Melching (1975) havia relatado
perdas de 37% em um teste de campo e 50% em condi¢des de casa de vegetagdo.
Raid (1988) relatou perdas que variaram entre 18 a 39% na Pennsylvania. King
(1982) estudou a diferenga da incidéncia da doen¢a em diferentes estadios da

planta, ndo observando diferengas significativas na epoca, somente na posicdo das



folhas, sendo as de baixo mais afetadas que as de cima. Atribuiu este fato a uma
explicagdo ambiental e ndo genética, devido ao posicionamento da folha e ao
tempo para infec¢do que as folhas mais novas teriam para o desenvolvimento da

doenga.

2.2) Genética da resisténcia no patossistema P. polysora—

miltho

A resisténcia a doengas pode ser resultado de diversos fatores, que vdo
desde o estado nutricional da planta, passando por condi¢es climaticas, estresse
hidrico e chegando até fatores genéticos. Estes por sua vez podem retardar a
penetragdo do patéogeno no tecido hospedeiro, reduzir sua frequéncia de
penetragdo, diminuir o nimero de pustulas, nimero e tamanho de esporos
produzidos. Estudos mostram que o tipo de infec¢do € governado por interagdo
entre genes correspondentes para reagdo no hospedeiro e genes de patogenicidade
no patogeno (Hooker, 1967). Pode ser encontrado ainda em patossitemas a
tolerancia, que € a habilidade de uma variedade de suportar severidades elevadas
sem danos qualitativos ou perdas severas. Assim, o melhoramento busca a melhor
maneira possivel de agrupar estas caracteristicas para geragdo de hibridos
comerciais.

A resisténcia a patogenos pode ser do tipo monogénica. Monogenes
dominantes de resisténcia a P. polysora foram identificados por Ullstrup (1965),
Futrell (1975), Storey(1954) e Storey (1957). Estes genes de resisténcia sdo
chamados de Rpp relativos a raga de P. polysora que conferem resisténcia, tendo

sido identificados na literatura varios deles como Rppl, Rpp2 (Storey 1957) e



Rpp9 (Ullstrup 1965). Os genes Rppl e Rpp2 estdo ligados (Storey 1959), ao
passo que o gene Rpp9 esta ligado ao gene resisténcia a P. sorghi (Rpl).

A utilizagdo de base genética estreita devido a busca de alta
produtividade, tem propiciado o aumento da importéncia de doengas na cultura do
milho por resultar em campos geneticamente semelhantes, favorecendo o
surgimento de novas ragas dos patdégenos. Em 1970, por exemplo, 50% das
sementes de milho dos EUA eram produzidas por trés linhagens, sendo todas
suscetiveis a polysora. Neste ano houve o maior prejuizo causado por doengas da
historia, quando 50% do milho plantado nos EUA foi destruido pela raga T de
Helminthosporium turcicum, pois as linhagens utilizadas na produgédo de hibridos
tinham estreita base genética para macho — esterilidade citoplasmética do tipo T e
eram suscetiveis a H. turcicum.

Outra modalidade de resisténcia ¢ a chamada quantitativa, caracterizada
pela distribuigdo continua em graus de resisténcia em populagdes segregantes,
diferindo das outras modalidades de resisténcia como a hipersensibilidade, que
forma classes distintas e nunca continuas. Este tipo de resisténcia é resultado
entre combinagdes de diversos fatores ambientais, idade das plantas e poligenes
que podem aumentar o periodo latente, o nimero de lesdes € o tamanho e nimero
de esporos, caracterizando a resisténcia do tipo “slow—rusting” (Parlevliet, 1979).
Pouca informacdo existe acerca da heranga deste tipo de resisténcia, sendo

necessarios mais estudos para a estimativa de suas bases genéticas.



2.3) Marcadores moleculares micro-satélites

Organismos eucariotos possuem sequéncias de DNA repetidas em
tandem aleatoriamente distribuidas pelo genoma (Charlesworth, 1994; Hearne
1996), chamadas de satélites, quando possuem de 5 a 100 pares de base (pb), e
estio localizadas na heterocromatina. Quando possuem cerca de 15 pb e
localizam-se na eucromatina s3o chamados de minissatélites. Podem ainda
ocorrer na eucromatina repeticdes de 2-5 pb recebendo entdo a denominagdo de
micro-satélites (ou SSR, Single Sequence Repeats). O DNA repetitivo € definido
por sua répida taxa de renaturagfo. Genomas de mamiferos podem possuir ate
cerca de 10% de DNA repetitivo, enquanto que Drosophilla virilis pode ter
aproximadamente 50%.

Repeticdes em tandem s3o sujeitas a desalinhamentos durante o
pareamento cromossoémico, o que leva aos agrupamentos em tandem a serem
altamente polimérficos, com grandes variagdes entre individuos (Lewing, 1997).
Estas repetigdes sdo flanqueadas por sequéncias normais de DNA conservadas,
ndo repetidas (Yu,1994). Desta forma, pode-se identificar variagdes entre o
tamanho dos fragmento que contém as repetigdes se forem utilizados primers (de
cerca de 20 a 30 pb) especificos que tenham homologia com estas regides de
sequéncia tnica que flanqueiam esta repetigdo. A diferenca no tamanho desta
repeticdo entre individuos pode ser detectada através de resolugdo de fragmentos
alélicos amplificados em gel de agarose especial em concentragdes de 3 ou 4%,
ou ainda poliacrilamida, que permitem alta resolugdo (Chin et al., 1996). Este tipo
de marcador é codominante, o que permite a amplificagdo de todos alelos do
locus, possibilitando o estudo de genética de populagdes, estimativas de

variabilidade e mapeamentos (Ferreira e Grattapaglia, 1995).



Vegetais como sorgo, soja, arroz, uva, cevada, Brassica e algumas
espécies arboreas ja possuem documentados a presenca de locus micro-satélites.
Em milho, os primeiros estudos foram realizados por Chin et al. (1996), que
demonstraram a existéncia de polimorfismo em locus micro-satélites. Analises de
cosegregacdo podem facilmente identificar praticamente qualquer sitio genémico,
permitindo a selegdio assistida por marcadores e facilitando o melhoramento

genético (Vogel, 1997).
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3) Material e Métodos

3.1) Material Vegetal

As linhagens utilizadas neste estudo pertencem ao programa de
melhoramento da Zeneca Sementes, estdo em avangado grau de endogamia (auto-
polinizagOes sucessivas durante oito geragdes) e foram previamente avaliadas em
condi¢des de campo para resisténcia/suscetibilidade. A linhagem P1 foi
classificada como resistente, com severidade média de 3,0. A linhagem P2 foi
classificada como suscetivel, apresentando severidade média de 8,5, avaliadas em
escala diagramdtica que vai de 1 a 9, sendo 1 extremamente resistente e 9
extremamente suscetivel. As demais geragdes também foram previamente obtidas
na estagdo, sendo F1 o cruzamento entre as duas linhagens, RCP1 o cruzamento
entre F1 e o pai resistente, RCP2 o cruzamento entre F1 e pai suscetivel e F2

autopolinizagdo de F1.

3.2) Avaliacio da resisténcia a ferrugem polysora em campo

O experimento foi instalado na estacdo experimental da Companhia
Zeneca Sementes Ltda, em Cravinhos (S.P.), localizado em altitude de 820 metros
latitude 23°, no Nordeste do Estado de Sdo Paulo, sob o regime de plantio direto
na palhada de aveia preta.

Foram realizados dois plantios com trés repeticdes cada. O
primeiro plantio foi realizado em 10 de dezembro de 1997 € o outro em 10 de
janeiro de 1998, sendo que a bordadura composta por um hibrido comercial

altamente suscetivel foi plantada com 30 dias de antecedéncia para servir como
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fonte de indculo natural. A parcela experimental consistiu de uma linha de 5
metros com 5 plantas/m para as geragdes P1, P2 e F1, duas linhas para as
geragdes RCP1 e RCP2 e quatro linhas para a geragdo F2. No campo, as geragdes
P1 e P2 receberam bordaduras de linhagens resistentes, as geragdes F1, RCPI,
RCP2 e F2, bordaduras de hibridos também resistentes para que ndo ocorresse
nas parcelas competigdo entre hibridos e linhagens que seriam avaliadas.

As adubagdes foram de 400 Kg/ha de 10-20-20 no plantio e cobertura
com 200 Kg/ha de uréia 35 dias apés o plantio. Entre 10 e 45 dias apds o plantio,
houve aplicagdes semanais de lambdacialothrina, produto comercial Karaté, para
controle de pragas.

O patogeno foi inoculado na bordadura com uredosporos coletados em
trés locais distintos (Guaira, Monte Limpo e Cravinhos) de forma a assegurar a
ocorréncia da doenga e possibilitar inoculagdo natural no experimento.

A severidade da doenga foi avaliada no estddios fenologicos 5, segundo
Fancelli & Silveira Neto (1997). A severidade média da doenga no tecido foliar da
planta inteira foi avaliada através de uma escala diagramética, atribuindo notas de
1 a 9 que correspondem aos niveis de 0; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 e acima de 75%

da 4rea foliar atacada, respectivamente (Anexo).

3.3 Analises estatisticas

A andlise das médias das geragdes foi realizada através do modelo
matemético Y=m + a;d + a;h de Mather e Jinks (1971), na qual Y é a média de
uma dada geragdo, m a média geral, d o agrupamento do efeito genético aditivo,
h o agrupamento do efeito genético dominante e a; ¢ a, as relativas contribui¢bes
destes efeitos para cada média da geragdo.

Para a andlise da varidncia da média das geracdes, os dados expressos
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como notas e porcentagem foram transformados conforme recomendagio de
Steel & Torrie (1960). O teste de significancia dos efeitos genéticos e desvios do
modelo foram avaliados mediante o teste F na andlise da varidncia das médias
das geragdes. O valor da heterose foi determinado através da férmula
Heterose=F;- MP, na qual MP é a média das linhagens parentais. Estimativa da
herdabilidade no sentido amplo, foi calculada pela féormula (6°F2 - 6%) / &° F2,
na qual 6°F2 ¢ a varidncia fenotipica dos individuos na geragdo F2 e o’c é a
variancia ambiental entre individuos do mesmo genétipo, estimada através do
agrupamento da soma de quadrados e dos graus de liberdade das linhagens
parentais e da geragio F1. Estimativas do nimero minimo de fatores efetivos
(K,) foram calculados de acordo com a férmula de Castle - Wright (Castle, 1921
e Wright, 1921 ), sendo K; = D’/ 8 (6°F2 - 0°F1), na qual D ¢ a diferenga entre
as médias das linhagens parentais, cF1 é o desvio padrdo da média da geragéo F1

e oF2 é o desvio padrdo do da média da geragdo F2.

3.2) Extracio de acidos nucléicos

Apés a avaliagdo, 10 plantas de cada repetigéo pertencendo aos extremos
de suscetibilidade e resisténcia foram selecionadas dentro da progénie F,. Colheu-
se um pedago de folha de cada planta, dos parentais e F1 para extragdo de acidos
nucléicos. As plantas foram identificadas de acordo com sua parcela, nimero
individual e caracteristica resistente (r) ou suscetivel (s). As folhas foram
coletadas e transportadas em isopor até o Depto. de Fitopatologia da ESALQ
onde foram armazenadas em ultra freezer 3 —80°C. A extragéo foi realizada de
acordo com Hoisington et al.(1994). O tecido vegetal foi macerado em cadinhos

de porcelana com o auxilio de nitrogénio Hquido e transferido para tubos de 50
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ml, aonde foi adicionado 10 ml de solucdo de extragdo ( 0,1g de CTAB, 1,0 ml de
IM Tris pH 7,5, 1,0 ml de 0,5 M EDTA pH 7,0,1,4 ml de 5SM NaCl e 0,1 ml de B-
mercaptoetanol e 6,5 ml de dgua destilada deionizada). Seguiu-se uma incubagdo
por 60 minutos a 65°C. Em seguida, foi realizada uma extragdo com 10 ml de
24:1 cloroférmio:alcool isoamilico, invertendo-se o tubo gentilmente durante
alguns minutos e seguindo-se uma centrifugacdo a 3470 rpm durante 10 minutos.
Foi retirado o sobrenadante e o passo anterior foi repetido. Novamente retirou-se
o sobrenadante e adicionou-se 10 ml de dlcool etilico absoluto, invertendo
gentilmente os tubos. Nova centrifugacdo foi realizada nas mesmas condigoes.
Em seguida, lavou-se os pellets durante 10 minutos com alcool etilico 75%, 90%
e 20 minutos com dalcool etilico absoluto (99,8%), ressuspendeu-se em seguida
em 500ul de TE, transferindo entdo o material para tubos “eppendorf™.

Para purificagdo do DNA, fez-se um digestdo utilizando 1mg/ml de
RNAse por amostra durante 2 horas a 37°C. Em seguida, adicionou-se 500ul de
fenol saturado invertendo-se gentilmente durante alguns minutos e centrifugando
a 12.000 rpm durante 10 minutos, repetindo esta operagdo. Transferiu-se entdo o
sobrenadante para outro tubo e foi adicionado 60ul de SM NaCl e 250ul de etanol
absoluto realizando-se nova centrifugacdo nas mesmas condi¢Ges. Apos a
secagem do pellet, este foi lavado com solugdo WASH 1 ( 76ml etanol absoluto,
20ml de 1M KOACc e 4ml de 4gua destilada deionizada) durante 15 minutos € em
seguida rinsado com solugdo WASH 2 ( 76 ml etanol absoluto, 100ul NH,OAc e
23,9 ml de 4gua destilada deionizada). ApoOs secos, foram ressuspendidos em
250ul de TE e quantificados em fluorémetro.

Apés a quantificagdo, foram realizadas diluicGes de cada amostra para
concentracao final de 5ng/ul. Para andlise utilizando marcadores, foi realizado o
agrupamento entre amostras de DNA de plantas resistentes e suscetiveis,

transferindo-se 5 pl de cada diluicdo das amostras resistentes para novo tubo,
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constituindo assim o “bulk” resistente e realizando o mesmo procedimento para a
composicio do “bulk” suscetivel. Esta técnica € interessante por diminuir o
nimero de reagbes de PCR a serem realizadas (Michelmore, 1991), reduzindo
significativamente os custos e o tempo despendido. Assim, somente marcadores

ligados a genes de resisténcia a P. polysora revelardo polimorfismos entre os
“bulks”.

3.3)Amplificaciio de locus micro-satélites e resolucio em

géis de agarose

Para a reagdo de polimerase em cadeia (PCR) foram utilizados 10ng de
DNA por amostra, sendo pai resistente (R), pai suscetivel (S), F1, “bulk”
resistente (BR) e “bulk” suscetivel (BS). A reagdo de amplificagdo, com volume
final de 30 pl, foi otimizada a partir do protocolo desenvolvido por Chin et al.
(1996), sendo constituida por 2 ul de DNA Sng/ul, 3ul de Tampéo da Tag 10X,
0,3ul cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0,5 ul “forward primer”, “0,5ul
reverse primer”, 1ul Tag DNA polimerase e 21,8 pl de dgua MILLI Q. Deste
modo, as concentragdes ficaram 1X tampdo da Tagq, 0,3 mM dNTP, 0,33mM
Primer e 1 unidade de Taq por reagio. Primeiro colocou-se 0 DNA nos tubos, fez-
se entdo o Mix, suficiente para 5,5 reagdes (R, S, F1, BR, BS e 0,5 reagéo a
mais), adicionou-se entdo ao tubo com DNA 28 pl do mix, agitou-se levemente,
pulsou-se rapidamente em microcentrifuga a 13.000 rpm e adicionou-se uma gota
de 6leo mineral para evitar a evaporagdo durante a reagdo. As reagbes foram
efetuadas em termociclador PTC-100 (MJ. Reserch Inc.) Foram utilizados 6
primers ( bngl 469, bngl 125, bngl 381, bngl 121, phi 083, bngl 420) do grupo de
ligagdio 2 por jé terem sido identificados locus de resisténcia a P. polysora e

outras doengas e pragas (McMullen & Sincox, 1995) neste cromossomo.
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O programa utilizado foi de 94°C 3 min, 94°C 1 min (denaturagéo), 65°C 1
min, 72°C 2 min(polimerizagéo), repetindo dois ciclos e abaixando a temperatura
de anelamento 1°C até atingir 55°C, entdo repetindo 19 vezes este ciclo,
terminando com 5 min a 72°C para polimeriza¢do final. Os primers utilizados
foram adquiridos de Reserch Genetics Inc., EUA.

Depois da amplificagdo, cada amostra recebeu 4 pl de tampdo de corrida
(EDTA 0,5M pH 8,0, + glicerol 99% + bromofenol blue). Foram tomados entdo
17 ul da amostra e carregados em gel de agarose 3% (1/4 agarose Tipo 1, 3/4
agarose Amplisize, 10% TBE (Tris 0,5 M pH 8,0 + é4cido bérico + EDTA 0,5 M
pH 8,0) € 90% 4gua destilada deionizada) corado com brometo de etideo. A
resolugdo foi feita por corrida das amostras em tampdo TBE 1X durante 3 horas a
70 V. Apés a corrida, os géis foram fotografados em cémera polaroide e
analisados verificando o polimorfismo entre as bandas dos pais, a presenga destas
em F1 e a presenga de polimorfismo de bandas ou de intensidade de bandas entre
os “bulks”.
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4) Resultados e discussao

4.1) Resisténcia a polysora

O clima no local do ensaio favoreceu a ferrugem polysora somente a partir
da segunda quinzena de janeiro, resultando maior severidade na segunda época de
plantio. As bordaduras, sendo suscetiveis ¢ mais velhas, serviram para aumentar o
in6culo inicial, resultando assim nas diferencas visiveis entre plantas resistentes e
suscetiveis. A linhagem parental resistente, parental suscetivel, hibrido, F2, RcP1
e RcP2 apresentaram severidades médias na primeira época de 1.3, 4.6, 1.8, 2.1,
1.8 e 3.7, respectivamente, sendo que na segunda época apresentaram severidades
médias de 2.4, 5.7, 3.0, 3.3, 3.0, 4.33, na mesma ordem. As heteroses calculadas
para primeira e segunda época foram de —1.15 € —0.98, ambas sendo significativas

ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t. (Tabela 1).

Tabela 1. Média das reagdes a P. polysora avaliadas segundo escala de severidade

da doenga na planta inteira e valor da heterose

Geracdes
Heterose
P1 P2 F1 F2 RcP1 ReP2  pi-mp?
1* Epoca 1.3 4.6 1.8 2.1 1.8 3.7 -1.15

2 Epoca 233 5.67 3.02 33 3.03 4.33 0,98
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Tabela 2.Estimativa da herdabilidade (h2) e do nimero de fatores efetivos (K1)

envolvidos na resisténcia a P. polysora

Herdabilidade (h2)* Fatores efetivos (K)”

e ]

1* Epoca 81.5% 2.36
2* Epoca 74.7% 3.60

a. Herdabilidade estimada pela formula : h*=[5°F2 -8’)/ 8°F2] x 100
b. Numero de fatores efetivos (K1) pela férmula : K1 = D?/8(5°F2 - 8°F1)

A distribuicio das notas mostra a continuidade entre os graus de
resisténcia nas geragdes F2, RcP1 e RcP2, caracterizando a resisténcia como
quantitativa (Fig. 1 e 2). As herdabilidades calculadas para primeira e segunda
época foram respectivamente de 81.5% e 74.7%. O miimero estimado de fatores
efetivos para primeira época foi de 2.36 e para segunda época foi de 3.6 (Tabela
2). As variagdes observadas nas progénies calculadas pelo modelo aditivo -
dominante foram, para os efeitos aditivo, dominante e desvio de 61.0%, 35.6% e
3.4% (Tabela 3), respectivamente. Para segunda época, as variagOes aditiva,
dominante e desvio foram de 60.1%, 35.9% e 4.0%, respectivamente. A andlise
da variancia para as médias da severidade das reagdes mostra que os efeitos
aditivos e dominantes foram significativos ao nivel de 1% de probabilidade pelo
teste F (Tabela 4).
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Figura 1. Distribui¢do das notas em relagéo a severidade da doenca avaliada na

primeira época nas geragdes F2, RcP1 e RcP2.



19

60 -

Frequéncia (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 °
Notas com relagfio 4 severidade da doenga

60 ~
&
SR
S £ 40 -
~ =
4 @
3 s 307
E £ 20
£ 10 -
v B2 % < 0 T ¥ i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Nota com relaciio a severidade da doenga Nota com relagiio a severidade da doenga

Figura 2. Distribui¢do das notas em relagdo a severidade da doenga avaliada na

segunda época nas geragdes F2, RcP1 e RcP2.
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Tabela 3. Porcentagem de variagdes das reagdes a P. polysora entre as médias das
geragdes, calculada para os efeitos genéticos aditivos, dominantes e

desvios do modelo aditivo - dominante

Efeitos
Aditivo Dominante Desvios
e ]
1* Epoca 61.0% 35.6% 3.4%

2* Epoca 60.1% 35.9% 4.0%

Tabela 4. Anélise da variancia para as médias das reagdes a P. polysora

Causas de Variacio

Repeticoes  Aditivo  Dominante Residuo Desvios
M
4 e S R YL VYV ST T
1? Epoca® 0.113 0.514 0.301 0.009 ns 0.012

2* Epoca 0.049 0.192 0.115 0.004 0.07

a. Quadrado médio
(*, ns) Indicam significativo ao nivel de 1% de probabilidade e ndo significativo
pelo teste F, respectivamente
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Outro pardmetro utilizado foi o calculo da é4rea abaixo da curva de
progresso da doenga (AUPDC)(Fig.3), que serviu para demonstrar o efeito
fenotipico global de todos os genes de resisténcia envolvidos durante o ensaio,
evitando que ocorra a resisténcia governada por genes que estejam sendo
expressos somente num determinado estddio em que as plantas foram avaliadas.
A AUPDC para a linhagem resistente, suscetivel e hibrido foi de 203.46, 391.62 ¢

283.40 respectivamente.

9,0 4 /
o 8,0
< f =
2870
g O 6.0 )
E % [} WM r’//‘/
o 50 —&— Hibrido
§ g 4.0 / / —gi— Parental Resistente
© ’ ]
‘E ™ / / g~ Parental Suscetivel
o g 3,0
=
® 2,0
1,0 , i

12 Aval 22 Aval 32 Aval 42 Aval
Avaliagao

Figura 2. Curva de progresso da doenca de Puccinia polysora em milho

A média das plantas selecionadas foi de 1.6 para plantas resistentes e 2.6
para plantas suscetiveis. A AUPDC das plantas selecionadas foi de 32.2 para as

plantas resistentes e 68.6 para plantas suscetiveis.
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4.2) Amplificacio de Locus micro-satélites

As reacdes realizadas mostraram que para os primers testados, bngl 469,
bngl 125, bngl 381, bngl 121, phi 083, bngl 420, com localizagdo 2.01, 2.02, 2.03,
2.03, 2.04, 2.04 e 2.06, respectivamente, ndo revelaram polimorfismos entre os
“bulks”. No caso dos primers bngl 125, bngl 469 bngl 108 e bngl 381, pode-se
identificar polimorfismo entre os pais, porém ndo entre os “bulks”, ndo
caracterizando ligacdo entre estes marcadores € o gene de resisténcia a Puccinia
polysora.

A figura 4 mostra um gel de agarose com as bandas caracteristicas obtidas

a partir da reagdo de PCR utilizando os primers especificos.

Figura 4. Amplifica¢Ges de locus micro-satélites. Da direita para esquerda: bngl
420 bngl 469, bngl 381. Embaixo no mesmo sentido: bngl 108, bngl 180.
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5) Conclusoes

A resisténcia a Puccinia polysora é governada por vdrios genes, com cerca
de 60% de efeitos aditivos e 35 % de efeitos dominantes. A herdabilidade do
caracter é alta, o que possibilita a obtengdo de hibridos com resisténcia elevada
através do cruzamento entre linhagens resistentes e suscetiveis. E possivel
também predizer o grau de resisténcia deste hibrido, desde que se conhega o grau
de resisténcia das linhagens parentais.

A resisténcia quantitativa leva a importante redugdo da AUPDC,
demonstrando que a doenga é consideravelmente reduzida quando comparadas
com a sua ocorréncia em materiais suscetiveis.

N3o foi identificado locus de resisténcia no entre as regides 2.01 a 2.06 do

cromossomo 2.
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INTRODUCAO:

O virus do mosaico do do Tomateiro (ToMV) infecta tomateiros comprometendo a produgéo. Este
virus foi identificado recentemente no Brasil, havendo assim, da mesma forma que em outros paises,

uma preocupacéo quanto a diagnose e ao controle desta virose.

O ToMV, identificado e caracterizado no municipio de Conchal, SP, teve seu primeiro relato em
duas regiées produtoras de tomate, localizadas na Zona da Mata e no Tridngulo Mineiro, no estado de

Minas Gerais, sendo constatada sua ocorréncia em 73% das amostras coletadas.

O ToMV constitui-se em uma virose que em potencial pode se tornar economicamente
importante, pois resulta em grandes perdas na produgdo de tomates, especificamente na Europa. Os
sintomas no tomateiro sdo mosaicos de dreas verde claro e escuro na folhas; o enrolamento, a redugéo

e afilamento de foliolos, além de apresentar aspecto bolhoso nas folhas e aspermia nos frutos.

Como caracteristicas gerais do ToMV, este virus faz parte do grupo dos Tobamovirus, contém
RNA de fita simples como material genético; possui tamanho de 300 por 18 nm e representa um dos

virus mais persistentes e infecciosos que se tem conhecimento.

Sua transmiss&o pode se dar através de ferramentas e pelo manuseio humano, assim como por
sementes, 0 que o torna mais problematico que o TMV (Virus do Mosaico do Tomateiro), cuja
transmisséo ndo se da através de sementes. O virus pode permanecer ativo por anos, sendo bastante
sensivel a umidade do solo (em solos secos, chega a permanecer latente por dois anos e em solos

umidos, por apenas um més), tendo-se o cuidado de eliminar os restos culturais de forma a ndo serem



fontes de indculo para o solo. A ocorréncia de insetos vetores na transmissdo desses virus é
desconhecida.

Apesar do ToMV causar prejuizos no tomateiro, existe uma gama bastante grande de
hospedeiros intermedidrios, nos quais ele se aloja, sendo mais comuns as plantas das familias

Aizoaceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Scrophulariaceae e Solanaceae.

No Brasil, o conirole dessa virose resume-se no uso de sementes sadias, fuga de éareas
contaminadas, rotacéo de culturas, e, finalmente, um manejo adequado jao plantio de qualquer cultura.
O tratamento térmico para sementes secas de tomate, utilizando ar quente a 70 - 76 °C por 1 a 3 dias,
embora ndo erradique o virus do embrido da semente, também é sugerido como tratamento. Na
Europa, faz-se mencdo do fratamento de sementes utilizando uma solugdo de fosfato trissédico

(NazPO4) a 10% por pelo menos 15 ou entdo o tratamento térmico para sementes secas, contudo, estes

tratamentos ainda estdo em fase de pesquisa.

PRINCIPAIS SINTOMAS:

Fonte: Manual de Fitopatologia, Vol. Il



OBJETIVO:

Este trabalho teve como objetivo obter fotos de microscopia eletronica de transmisséo de plantas
de N. tabacum sadias e contaminadas com o virus ToMV. Estas fotos, apds serem obtidas, serao

comparadas mostrando os sintomas causados pela presenga do virus, e se possivel, o préprio virus.

PREPARO DAS FOLHAS CONTAMINADAS PARA CORTES EM MICROSCOPIA
ELETRONICA:

Devido a baixa densidade eletrénica dos materiais bioldgicos, as imagens produzidas ao M. E.
sdo pouco nitidas. Ha necessidade de melhorar o contraste para se obter melhor nitidez das imagens e

informagdes precisas. Para isso, é necessario contrastar o material ou metaliza-lo.

Contrastagao negativa:

A contrastagdo negativa ou colaragdo negativa é uma técnica utlizada para examinar ao
microscopio eletrnico de transmissdo, pequenas particulas em suspenséo, no caso virus. Consiste no
envolvimento destes elementos por um meio mais denso que eles, de modo que suas imagens
apresentam-se como um negativo, isto é, o elemento fica mais transparente aos elétrons do que a
solucdo contendo o metal de alto nimero atdmico, aparecendo portanto, mais claro sobre o fundo
escuro.

Os eletrodensos ou contrastantes sdo solucdes de metais pesados e de fina granulagdo. O
sucesso da obtencdo de uma boa imagem vai depender da limpeza das suspensoes, do seu pH e da

——

5



solugédo contrastante, bem como da afinidade entre as suspensdes e as solugbes contrastantes. Os
principais agentes contrastantes s&o: Acido fosfo-tungstico (PTA); Acetato de Uranila; Citrato de

Uranila; Molibdato de aménia; Silico-tungstato de Sédio (SST).

TECNICAS HISTOLOGICAS:

As técnicas histolégicas ao nivel de M. E., ndo diferem basicamente daquelas empregadas em

microscopia foténica, cosntituindo-se da fixagao, incluséo, seccionamento e exame.

Fixagéo:

E o processo pelo qual se obtem a morte celular, e a estabilizagdo dos seus componentes
celulares e intercelulares de tal modo que o minimo de deslocagdo, movimentag&o, eliminagdo de

substancias soltiveis ocorra durante os processos subseqtientes de desidratagdo e inclusao.

O fixador utilizado nete trabatho foi o tetréxido de ésmio (OsO4) tamponado com pH proximo de
7. Apesar de sua penetragdo nédo ser nem muito facil, nem muito uniforme, ele preserva bem as
estruturas finas, inclusive os ribossomos. Além disso, o ésmio, por ser um elemento de alto nimero
atémico, confere contraste ao especimen.

As solucdes utilizadas na fixagéo foram:

Glutaraldeido 2% 0.20 ml
Paraformaldeido (PFA) 4% 1.25 ml
CaClz 5mM 0.25ml
Tampao CacodilatopH 7.2 0.2 M 3.30 mi



Os cortes foliares foram mergulhados nessas solugdes, em trés frascos diferentes, contendo
cortes de planta sadia (3314), cortes de plantas com sintomas inicias de ataque do virus(3315), e
plantas com sintomas agudos de ataque (3316), e colocados no vacuo por aproximadamente 15

minutos. Apds este tempo, os frascos foram levados a geladeira por 45 minutos.

Decorrido este tempo, os cortes foram lavados com tamp&o Cacodilato 0.1 M, trés vezes, com
duracdo de 10 minutos cada lavagem. Em seguida, foram acrescentados o Osmio 1%, durante 1 hora,

em tampé&o Cacodilato 0.2 M.

Apos este tempo, os cortes foram lavados com solugdo salina 0.9%, trés vezes, cada uma delas
com duragdo de cinco minutos. E, apés este periodo, acondicionados em Acetato de Uranila durante

toda a noite.

Desidratacao:

Apés a fixagdo, o material foi lavado com tampédo e em seguida, desidratado por banhos
sucessivos de concentragdes crescentes de acetona (agente que substitui a 4gua e a elimina do

espécime). As concentragdes foram as seguintes:

Acetona 25% 5 min
Acetona 50% 5 min
Acetona 75% 5 min
Acetona 90% 2 x 10 min
Acetona 100% 3 x 30 min
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Incluséo:

Apds a desidratagéo, os cortes foram acondicionados em uma mistura de resina e acetona, na
proporgdo 1:1, e deixadas na geladeira por 3 horas, para a substituicdo da acetona pela resina. A resina
utilizada foi a resina EPON, por ser produzir blocos melhores para cortes de tecido vegetal infectado
com virus.

Depois de decorrido o tempo, a solugéo foi trocada, e também alterada, passando a ter 2 partes
de resina para uma parte de acetona, e foram incubadas durante tada a noite. Apds este periodo, a

mistura foi substituida por resina pura, e deixada na geladeira por mais 2 horas.

Emblocagem:

Terminada a inclusao, os cortes foram acondicionados em uma forma para que fossem formados
os blocos de resina EPON que recobririam o material a ser observado. Nesta forma foram
acondicionados todos os cortes e colocada a resina liquida, pura, e levada a estufa de 60 °C durante 24
horas, para que a resina se polimerize. Apds a polimerizagdo os blocos estdo prontos para serem

cortados.

ULTRAMICROTOMIA:

Preparo De Blocos para corte:

Com uma gilete, sao feitos cortes na resina de maneira que o material a ser examinado esteja a
mostra. Apos este trabalho, vocé deve recortar a resina ao redor do material, na forma de um trapézio,
anotando o lado em que a base maior esta. O tamanho deste trapézio ird variar de acordo com o tipo

dos cortes que irdo ser realizados. Estes podem ser semi-finos e ultra-finos. Os cortes de M.E. séo

&
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cortes ultra-finos, terdo 60 micrémetros de espessura, e os cortes semi-finos, que sao realizados para

M. Optica, tem espessura variavel entre 180 a 200 micrometros.

Preparo de Navalha de Vidro:

Elas devem ser feitas pouco tempo antes de serem utilizadas, a partir de barras de vidro especial
(semicristal) 5-6 mm de espessura, com fio constituido por um angulo de 40 a 50 "Este fio deve ser

perfeito (sem estrias) na intersegéo entre a linha de fratura curvada e o lado esquerdo do fio.

Execucdao dos Cortes:

Quando os blocos estdo prontos, apds a "toalette", estes sdo cortados, e se a "toalette” foi bem
realizada, os cortes irdo formar uma fita continua, na superficie de agua deionizada, e serao
recuperadas com o auxilio de uma alga, e colocados sobre grades previamente preparadas, onde

sofrerdo coloragdo dupla positiva, para serem observados ao M. E..

Os cortes podem ser realizados com navalhas de vidro, ou entdo com navalhas de diamante, que
produzem um corte de melhor qualidade (nés utilizamos esta em nossos cortes), porém os riscos na

navalha de diamante podem causar a sua inutilizagéo para esta funcéo.

Coloragao Dupla Positiva:

Em nosso trabalho, utilizamos este tipo de coloragdo dupla positiva, composta de Acetato de
uranila 2.5 %, e Citrato de Chumbo. Colocou-se as grades com os cortes voltados sobre uma gota

previamente depositada sobre um filme plastico, devidamente protegida da poeira ambiental. Deixar 30



minutos, apds este tempo, as grades devem ser lavadas em trés seqiliéncias de agua deionizada,

merguihando-se 20 vezes em cada frasco.

ApGs a lavagem, as grades sdo colocadas em outra gota previamente colocada, agora de Citrato
de Chumbo, e novamente sdo esperados 30 minutos, e repetem-se os processos de lavagem das

mesmas. Apos este procedimento, estdo prontos os cortes para serem levados ao M. E.

OBSERVAGCAO AO MICROSCOPIO ELETRONICO DE TRANSMISSAO

Com os cortes prontos, foram observados ao M.E. as grades de plantas sadias e contaminadas,
nestas grades foram observadas estruturas celulares que foram fotografadas com aumentos variando

de 12000 a 20000 vezes.

Infelizmente na camada de células contaminadas que nés cortamos ndo foram encontradas
particulas virais, porém foram encontradas sintomas que serdo comentadas e mostradas no decorrer

deste frabalho.

REVELACAO DAS FOTOGRAFIAS:

Para a revelacédo dos negativos obtidos, foram utilizados as seguintes solu¢des: REVELADOR
D76 (composto por Agua, Elon (metol), Sulfito de Na Anidro, Hidroquimona, Borax, Acido Bérico); Acido
Acético como "stop" da reacdo; Fixador LS (Agua, Tiossulfato, Sulfito de Na anidro, Acido Acético,

Acido Bérico (Cristais) Alimem de k), nesta seqiiéncia, no escuro.
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Os negativos devem ficar mergulhados no revelador durante aproximadamente 10 minutos, apos
este tempo, devem ser mergulhados na solugdo de acido acético bem diluido, para paralizar a reagao.
~Isto deve demorar alguns segundos. ApOs a lavagem, eles devem ser fixados na solugdo LS por

' aproximadamente 8 minutos, e depois lavados em agua corrente.

Ap6s a lavagem, devem ser secos ao ar, tomando-se cuidado para ndo deixar que um negativo

- encoste em outro, o que causaria a perda dos mesmos.

Revelacdo das Ampliagoes:

Para se revelar as ampliagdes, foram expostas as imagens dos negativos em papel fotografico
por durante 7 a 9 segundos, e apds a exposicado, foram reveladas no revelador D76, paralisadas com
acido acético, e depois fixadas com fixador LS, e posteriormente foram lavadas em &agua corrente

durante 20 minutos, e depois secas ao ar durante a noite.

CONCLUSOES A PARTIR DAS FOTOGRAFIAS CONSEGUIDAS:

Infelizmente os virus ndo foram localizados no tecido estudado, porém seus efeitos podem ser
observados comparando as fotos dos nucleos sadios (fotos 4633, 4637) e dos nucleos contaminados
(4639, 4640, 4641 e 4642). Nestes, nota-se que a deterioracdo de eucromatina e evidente, e que

apenas o nucléolo resiste inicialmente ao ataque do virus.
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Os cloroplastos também sado atacados pelo ToMV, onde notamos a formagéo de envaginagdes
da membrana citoplasmatica, e a formacéo de vesiculas, onde segundo FRANCKI et al, serdo formadas
as particulas virais, que posteriormente sairdo para o citoplasma e nele ganhardo a capa proteica para

que possam infectar outras células (fotos 4643, 4644, 4645, 4647 e 4648).

Uma futura exploragdo do material coletado pode levar a localizagdo das particulas virais dento

do citoplasma, evidenciando assim a presencga do virus na planta N. tabacum.
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INTRODUGAO:

Todos os professores devem estar cientes de como seus alunos aprendem, como
gostam de aprender e também em que fase do desenvolvimento intelectual estao. Este
trabalho foi realizado com o intuito de mostrar um pouco desta realidade aos alunos da
disciplina Psicologia da Adolescéncia, que certamente serdo, ou professores ou
extencionistas, e terdo pessoas sobre seus cuidados.

Neste trabalho realizamos também uma pesquisa com alunos da escola Professora
Benedita Ferreira da Costa, da rede publica de ensino de primeiro e segundo graus de
Piracicaba. Os alunos entrevistados foram da sétima série do primeiro grau, periodo
diurno, com idades variando de 13 a 16 anos.

DESENVOLVIMENTO:

Para conhecermos como nossos alunos aprendem, precisamos conhecer um
pouco sobre o desenvolvimento mental da crianga, sua fase de aprendizagem e tambeém
como os individuos dessa faixa de desenvolvimento organizam seus pensamentos, para
que possam estabelecer relagdes.

Segundo Piaget, as idades mentais (ou fases) vao desde a fase do concreto (idade
escolar), onde a crianga sé consegue aprender e raciocinar sobre coisas concretas, que
podem ser tocadas ou lembradas por ela no momento da solugéo dos problemas.

Apos essa idade, que pode durar até os dez ou doze anos, a crianga se desenvolve
e passa a conseguir estabelecer relagdes abstratas, podendo imaginar objetos nunca
vistos ou entdo relacionar o concreto e o abstrato. A légica também a ser uma realidade
mental para o individuo, por isso ele questiona todo e qualquer ato que n&o lhe seja
explicado.

COMO A CRIANCA APRENDE:

Baseada na fase de desenvolvimento, cada grupo de criangas aprende de uma
maneira diferente, e o educador deve estar atento a estas mudangas, pois sua didatica
deve estar de acordo com a capacidade de assimilagéo da crianga.



Se a crianga ainda esta na fase de desenvolvimento onde ela s6 consegue
aprender coisas concretas, as aulas & elas ministradas nunca devem ser baseadas em
pensamento abstratos, pois elas ndo conseguiram aprender.

Os desafios apresentados aos alunos também devem ser de um grau de
dificuldade que estimule o aluno a pensar e tentar resolver, e que ele seja dificil o
suficiente para que ele nao consiga resolver facilmente, mas n&o tao dificil a ponto da
crianga ndo conseguir resolver.

ESTIMULAGAO

Pesquisas realizadas por cientistas americanos mostram que as criancas
aprendem muito mais quando estdo diante de um desfio, isto €, quando o problema
apresento é de solugdo complicada, e estimula o raciocinio.

Jogos, competigbes, trabalhos em grupo também estimulam os alunos a se
relacionarem e se desenvolverem muito mais rapidamente, e o melhor, ajudando a seus
colegas menos desenvolvidos a melhorarem seus ritmo de aprendizagem.

Tendo um conhecimento dos jogos que as criangas gostam, o educador tem como
relacionar o contetido tedrico do programa de ensino com estes jogos, estimulando assim
a aprendizagem de conhecimentos antes julgados sem aplicabilidade pelos proprios
alunos.

Alguns pesquisadores afirmam que toda matéria pode ser ensinada a qualquer
idade, desde que a forma de apresentagéo do contetido seja feita de forma adequada ao
estagio mental do aluno.

Se o educador se atentar a estes fatos, muitos problemas que acontecem nas
salas de aula serdo amenizados, e o aproveitamento dos alunos sera muito melhor.

Alunos problemas muitas vezes s&o aqueles que tem um grau de desenvolvimento
superior ao da média dos alunos, e conseguem aprender mais rapidamente o que lhe foi
apresentado, e como ja entendeu e é uma crianga, vai comegar a fazer barulho, a
conversar, atrapalhando os outros alunos, e sendo considerado bagunceiro, e
desinteressado.

Ou entdo, os alunos que ndo conseguem acompanhar os outros, e por isso
acabam seus exercicios depois dos outros, puxando o ritmo da aula da classe para baixo.



Talvez a saida para estes problemas esteja no trabalho em grupo, onde o aluno
mais adiantado, ao invés de terminar o seu trabatho e conversar, terd que ajudar todo o
grupo, pois o trabalho é coletivo, e 0 mais lento ird comegar a se desenvolver mais
rapidamente, alcan¢ando a média do grupo.

PESQUISA EM COLEGIO PUBLICO:

Realizamos no més de junho de (998 uma pesquisa junto a alunos da sétima série
do primeiro grau de uma escola da rede publica de ensino de Piracicaba. Foram
entrevistados 31 alunos, sendo a entrevista:

1) Quanto a professora passa um exercicio, vocé?
a) E o primeiro a terminar;
b) Termina junto com o Grupo;

¢) Termina por ultimo, quando a professora esta corrigindo o problema;

2) Quando vocé termina, vocé:
a) Ajuda seu colega ao lado;
b)
c) Conversa com seu colega ao lado;
d)

Espera em siléncio a corregao;
Vocé soé termina com a corregao

3) Qual seu esporte preferido?
a) Jogos coletivos tipo Futebol;
b) Jogos de estratégia, tipo WAR;
c)
d)

e) Outros

Jogos de vidio game de Luta;
Xadrez

4) Qual sua matéria preferida?
a) Ciéncias;

Matematica;

Portugués;
Geografia/Histdria;
Educacao Fisica;

Qutra
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5) Vocé se considera um aluno:
a) Excelente;
b) Bom;
¢) Regular;
d) Ruim
e) Outra

Os resultados obtidos na entrevista estdo expressos no quadro abaixo:

1) a)-9-29.03% 2)  a)8-258%
b) - 18- 58.07% b) 7 - 22.5%
c)-4-12.9% c) 15 - 48.4%
d)0-0%
3) a) 19 - 63.4% 4)  a)3-9.7%
b) 1 -3.4% b) 6 - 16.3%
c) 7 - 23.4% c) 2 - 6.5%
d)1 -3.4% d)2-6.5%
)14 - 45.1%
f)1-3.2%

5)a) 3 - 9.6%
b) 19 - 61.3%
c) 9 - 29%
d)0-0%

Com base nestes resultados e na conversa com a Professora Jaqueline, que é
professora desta escola e leciona portugués, ndés podemos tirar algumas conclusées e
experiéncias para nossos futuros trabalhos.

Caso nos estivéssemos diante de uma classe com este perfil, nds deveriamos nos
atentar para trabathos que visassem movimentagdo, pois € uma classe que gosta de



esportes de movimentagéo, Educagao fisica, e também terminam, a maioria, ou na média
ou acima dela (rapidez de raciocinio).

Estimular a cooperacéo entre estes alunos, talvez com competigées entre turmas
ou grupo, e estar sempre em sintonia com o que os alunos gostam de trabalhar.

BIBLIOGRAFIA:
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Cultura da Macadamia
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A Cultura da Macadamia.

1. Introducio

A Macadamia, também conhecida com noz australiana, é natural da Australia, onde
é encontrada em florestas naturais, como a ladeira sudeste do Great Dividing Range, a
qual se estende para a costa entre 23 €30 graus de latitude sul.hd muito tempo a tras era
utilizada pelos aborigenes deste pais como alimento (usualmente consumida crua) €
ornamento (através da extracdo de um Oleo empregado como base para unguento,
cosmético e produto para decoracdo de corpos € faces).

A descoberta da Macaddmia é atribuida ao herborizador alemdo Ludwig Leichardt
que coletou por volta de 1843. Entretanto, os primeiros plantios ocorreram nas Australia
em 1870 em Alstonville.

A industria de améndoas de Macadimia torradas e salgadas foi implantada por John
Buckell Waldron, um campedo de box, em 1907; Hoje encontra em ascensdo em seu
proprio pais de origem.

Na Universidade de Califérnia, o professor W. B. Storey ealizou um trabalho que
estabelece uma cronologia desde da descoberta da Macaddmia. Assim, considera-se
que em 1878 a Macaddmia intergrifolia foi introduzida na Havai; em 1890 foram
plantadas2504rvores em Rous Mill, destinadas & producdo para consumo familiar; em
1894 a Macaddmia tetraphilla foi plantada em Monte Tantalus, No Havai.

Dois episédios importantes foram notificados: as primeiras plantagdes realizadas
com a finalidade de produzir nozes comercialmente — em 1922, e a primeira garfagem
da Macadimia, ocorrida no Havai em 1926.

A ocorréncia da Segunda Guerra Mundial propicio a difusdo do conhecimento da
noz Macaddmia entre milhares de pessoas da forcas armadas americanas. Este fato
promoveu a Macaddmia e substituicio de culturas abacateiras infestadas pela

Phitiphtora.



Em 1953 foi fundada a Califérnia Macadidmia Society, que juntamente com a
Universidade da Califérnia comercialmente no préprio territério da California. Desta
forma, a cultura e a inddstria da Macadamia foi responsavel por 42 introducdes de
espécies de Macadamia (passiveis de ser cultivadas) e assim comegou seu processo de
desenvolvimento.

Por volta de 1950., a Macadimia foi plantada na regido subtropical. No México,
Guatemala, Costa Rica, Panama e Jamaica existem, atualmente, pequenas plantagdes.
H4 ainda propostas de plantio em Porto Rico, em substitui¢do a cultura do café.

No brasil as primeiras trés arvores de noz Macadamia foram plantadas na Fazenda
Citra em Limeira em 1931. O instituto agrondmico de Campinas mostrou interesse pela
noz em 1948, quando plantou a primeira muda responsével pelo fornecimento de nozes
para plantios posteriores.

Em 1958, esse mesmo instituto importa da Califénia “garfos” de 17 variedades das
selecdes do Havai e Australia. Assim obtém-se o pegamento do enxerto de treze
variedades. A produgdo ultrapassa 100 Kg em 1963. A obtengdo de “garfos” das
selecdes facilitou a distribuicdo dessa noz pelo territério nacional, tendo esse processo a
contribuicdo fundamental da empresa Dierberger Agricola S/A e a empresa mineira de
florestamento Ltda.

No entanto, o projeto fracassou, pois foi conduzido tecnicamente como silvicultura,
ndo havendo manutengdo das facilidades concedidas pelos incentivos fiscais abatidos
do imposto de renda e ndo ocorreu continuidade do projeto apés o afastamento de
alguns coordenadores.

Durante a década de 1980, a Macadamia foi plantada na Bahia, Minas Gerais e Rio

de Janeiro.

2. Classificacio Botinica

Pertencente a familia Proteaceae é dividida nas seguintes espécies: Macaddmia

tetraphilla € Macaddmia integrifolia.



Macaddmia tetraphilla

Possui arvores grandes e esparramadas. As ramificagdes sdo geralmente de colorido
escuro. As folhas jovens, na nova vegetacdo, sdo coradas de vermelho ou rosa.
Ocasionalmente, as folhas carecem desta pigmentacdo vermetha e tém folhas palidas
ou verde-amareladas. As folhas t&ém as margens dentadas e aparecem em numero de
quatro por né. As flores sdo de cor rosada.

A casca da noz é rugosa e produz noz de boa qualidade, adocicada, porém ndo
desejavel para cozimento e torragdo por tornarem-se escuras.

As variedades originarias da espécie tetraphilla tende a produzir seus frutos nas
extremidades dos ramos.

Esta espécie frutifica uma vez ao ano e se adapta melhor as regides subtropicais.

Macaddmia Integrifolia

As boas caracteristicas dessa espécie estdo relacionadas a alta qualidade danoz ¢ a
tolerdncia das 4rvores a influéncia desagradavel da umidade pouco intensa e
temperaturas altas. Seus requisitos nutricionais sdo menores que os exigidos pela
espécie tetraphilla.

E mais agradavel de ser trabalhada nos servicos de podas e propagagdo devido a
auséncia de serrilhas espinhosas nas folhas.

Apresenta frutos lisos, esféricos ou quase arredondados. As folhas quando novas sdo
lisas, de coloracio bronzeada e surgem no minimo de trés por nd. As flores séo
brancas. Os frutos dessa espécie tende a produzir no interior das arvores

Esta espécie se adapta melhor as regides de temperatura mais elevada e frutifica

duas vezes por ano.

2.1Caracteristicas gerais

As Macadamias sdo arvores de porte baixo a alto, atingindo de 4 a 15 m. As folhas

sdo espatuladas, finas, porém rigidas, com 18 a 40 cm de comprimento por 3 a 8 cm de



largura. Os bordos das folhas sdo marcadamente ondulados, com espinhos, ou lisos,
segundo a espécie. A parte ventral ou superior é de cor verde-escuro e brilhante. As
flores surgem em paniculas apresentando del00 a 300 flores, em grupos de duas a
quatro por axila.

A flor apresenta um pedunculo curto e piloso € o perianto formado pelo célice, em
forma de tubos, quatro sépalas, quatro estames e o pistilo assentado sobre um disco
com parte terminal volumosa.

O fruto é um foliculo mais ou menos esférico de 2.5 a 5.0 cm de comprimento, com
0 apice duro e curto. O pericarpo € carnoso € verde, com uma noz ¢ raramente com
duas noz.

A noz apresenta uma semente, na qual os cotilédones ocupam a maior parte, € um
embrido pequeno. A noz ¢é liberada quando o pericarpo se abre por duas linhas de
sutura.

As flores de uma panicula se abrem da para o apice e a flor, ao se abrir, apresenta o
pistilo com grdo de polen, indicando que ocorre freqilentemente a autopolinizacdo.
Porém, as plantas apresentam Incompatibilidade em diferentes graus. Assim, a

panicula ndo fixa mais que vinte frutos.

2.2 Variedades

As seguintes variedades estdo relacionadas as plantas do Havai, ja que estas podem
ser consideradas como principal fonte de informagdo para o estudo da Macadamia.

KEAUHOU — Arvore de vigor mediano; possui boa producdo. Sua noz é uniforme.
Frutifica onde o teor de umidade € alto e a precipitag@o atinge 1.800mm.

IKAIKA - E resistente e vigorosa, produzindo bem menos em regides em condi¢des
ambientais pouco favoraveis. No entanto a porcentagem de améndoas € inferior as
demais variedades. E bastante rustica.

WAILUA — Suas nozes sdo de casca delgada; sua produgdo € mais precoce; requer

fertilizacdo abundante.



KAKEA — E variedade resistente ¢ de produgdo abundante. As arvores jovens,
possuem a tendéncia de formar copas pesadas, sendo necessarias amarra-las a estacas
ou reduzi-las.

Outra variedades se destacam no Havai: NUUANU, KOHALA e PAHAU.
Recentemente foram selecionadas mais duas variedades: PAHALA e PURVIS, ambas
com qualidades desejéaveis.

KEAUDO, KAKEDI, WAIADO KEAURE, KEAUMI, KEAUFA’KAKERE,
WAIARE.

A Macadamia se adapta melhor em climas tropicais. Tolera temperaturas acima de
43° s, desde que por pouco tempo e abaixo de .0.2° . Na época de dorméncia e com as
folhas podadas, podem suportar temperaturas inferiores a 6.5° negativos, por curtos
periodos. O minimo de agua exigido € de 250mm de chuvas bem distribuidas.

Essa nogueira se desenvolve bem em solos argilosos férteis, soltos e frescos para
permitir a penetragdo das raizes até uma profundidade de, pelo menos, 75 cm. Néo ha
meio de crescimento em terrenos rasos, de pouca drenagem, excessivamente arenoso
ou lavados.

Todo os terrenos favoraveis ao cultivo da goiabeira, do abacaxi, do café, da cana-de-
aclicar sdo igualmente bons para o plantio da Macaddmia. J& em solos alcalinos, ela
apresenta clorose.

Os ventos prejudicam severamente a nogueira, por isso aconselha-se a instalagdo de
quebra-ventos bem planejados. Todos os lados daplantagdo devem ser protegidos pelo
quebra-ventos. Deve constituir-se de 2 ou 3 espécies arboreas de crescimento rapido
nas fileiras exteriores, e mais alta e frondosa nas fileiras proximas a plantac@o.

As arvores mais apropriadas para essa fungdo sdo:

- Bambuza vulgaris — Bambu comum,;

- Aleurites moluccana — Nogueira de Iguape;

- Eucaliptus sp. — eucalipto;

- Tristania conferta — Tristania

- Cupressus lusitanica — Cedrinho ou Pinheirinho;

- Cryptomeria japonica — Criptoméria. Arvore de Natal;

- Acacia spp. — Acécia;



- Cuallitris robusta — semelhante ao Cedrinho;
- Casuarina equisitifolia — Casuarina.

As Macadimias tendem a produzir melhor em altitudes inferiores a 750 m.

3. Propagacio

A propagacdo pode ser realizadas por sementes ou enxertia. Qualquer processo de
formacgdo de mudas é realizado através de sementes, tanto para pé-franco como para porta-
enxerto. As sementes sdo retiradas de 4arvores vigorosas, simétricas, de produgdo e
crescimento rapido. Para apressa a germinagdo retira-se a améndoa da noz, pois ele sO

germinara ap0s a separagao.

3.1 Semeadura

Pode ser dividida em direta no viveiro ou em alfarrobe.

Direta no viveiro

E a mais onerosa, no entanto produz em menor tempo mudas mais vigorosas. A
semeadura € fita no viveiro em linhas de 1,00 — 1,20 por 0,20 — 0,50m. a germinag¢do ocorre
depois de 40 a 120dias. O desbaste é indicado quando 0,10 — 0,15m de altura. Exige
constantes irriga¢des e controle de ervas daninhas.

Alfarrobe

E semeado em alfarrobe contendo apenas areia, sendo o espagamento 0,10m entre
si. A germinacgdo, quando apresentar de 3 a 5 folhas, estard pronta para ser replicada ao

viveiro. O espagamento no viveiro € de 0,40 por 1,00m.

3.2 Enxertia

O tipo mais comum de enxertia realizada na Macadamia ¢ a de garfagem, podendo

ser de meia fenda, fenda encurtada, fenda cheia e garfagem lateral. Em todos os tipos de



garfagem deve-se deixar uma haste do cavalo para melhorar o pegamento. Na garfagem
lateral faz-se uma incisdo obliqua a haste, sendo o garfo cortado em bisel e encaixado na
incisdo e, entdo amarra-se bem firme. Quando o garfo apresentar brotagSes, elimina-se a
parte apical do cavalo. A enxertia deve ser realizada no perfodo de paralisagéo da planta.
Para boa reproducdo a enxertia é obrigatéria, ocorrem grandes segregacdes quando
as plantas ndo sdo enxertadas, tais como:
a. Desigualdade das arvores. Uma das copas cOnicas, outras abertas, outras
desgalhadas, folhagens dos mais diferentes tipos.
b. Rara e até nula fixagdo dos frutos. Algumas arvores florescem e fixam poucos
frutos ou até nenhum. Outras nem chegam a florescer.
c. Apresentacdo de casca muito grossa e améndoas pequenas. Algumas de casca
mole e outras de casca muito dura, mesmo para serem rompidas mecanicamente.
d. Varios outros inconvenientes, como o sistema radicular ndo eficiente.

Por essas razdes deve-se plantar variedade selecionadas, enxertadas e envasadas.

4. Transplantio

A execucdo do transplantio deve variar conforme a regido, composi¢do do solo e
condigdes climéaticas. No entanto a experiéncia indica alguns passos gerais.

O terreno deve ser convenientemente preparado e estaqueado, em seguida faz-se as
covas para o plantio. Estas devem ser suficientemente amplas para permitirem o
acomodamento das raizes, sem necessidade de cortd-las ou dobré-las. Indica-se covas
de 40-50cm de didmetro por 40cm de profundidade. Em caso de solos duros,
recomenda-se colocar uma quantidade de terra da superficie ardvel, no fundo da cova,
j& que as raizes da Macaddmia raras vezes penetram nas camadas muito argilosas do
subsolo.

Nio se deve plantar demasiadamente fundo. Se possivel, € aconselhdvel manter a
profundidade em que se achava no viveiro. A muda necessita ficar ereta, se o solo ndo
for demasiadamente pegajoso, deve-se pressionar bem a terra ao redor das mudas para

que fique firme.



As mudas requerem 4gua, portanto convém deixar uma depressdo ao redos das
mesmas para que a dgua se direcione para essa regido. Apos o transplantio deve-se
regar as mudas somente uma vez se for periodo de chuvas; caso contrario deve-se
aplicar logo em seguida uns 201 de 4gua e manter a rega.

A produgdo de brotos ocorre geralmente 2meses apés o transplantio. Sugere-se a
aplicacdo de fertilizante: cerca de 200g da férmula de NPK 6-6-6 ou 8-8-8.

As plantas daninhas devem ser mantidas sob controle, assim como as brotagdes que
surgem do porta-enxerto, propriamente chamados de “galhos ladroes™.

Depois do plantio a muda deve ser amarrada a uma pequena estaca de bambu.

5.Plantio e Adubacio

O plantio da Macaddmia pode ser realizado em qualquer época do ano, embora a
nogueira seja sensivel ao ressecamento. Ndo sdo indicadas areas em que a umidade do ar
possa cair a menos que 40%. A melhor ocasidio parar a plantagdo estd compreendida entre
os meses de margo a abril, além da estagdo de inverno, pois a dgua das irrigagQes
permanece por mais tempo a disposi¢do da planta nova.

Nas estacdes de outono e inverno, os dias sdo mais curtos, o sol ndo € forte o com a
aplicagdo do mulch, o pegamento se revela seguro.

A preparagio correta das covas € imprescindivel para o desenvolvimento da
nogueira. Elas devem ser adubadas unicamente com super fosfato simples ou duplo (600 a
800g). Ao abrir a cova deve-se deixar 50% da terra de lado - terra de superficie — € o
restante de outro lado. Na terra de superficie € adicionado o fertilizante. A cova deve ser
preenchida primeiramente com esta por¢io de terra, ou seja, € indicada uma inverséo: aterra
que estava em baixo fica em cima, € vice-versa.

Para protegdo do sistema radicular da muda, aconselha-se a utilizagdo de mudas
com torrdes. Portanto, o transporte das mesmas deve ser cuidadoso. O plantio € conveniente

ap0s 8 oul0 dias a partir da data de recebimento no local.



Nio convém o emprego de esterco de origem animal. A Macadamia aceita bem a
aplica¢do de torta de mamona rica em azoto de liberacdo lenta, desde que seja uma dose de
no maximo 20kg e eu esteja bem misturada a terra.

Os estudos revelaram que o emprego de nitrato-nitrogénio provocaram clorose. Isto
ocorreu porque essas substancias impedem a absorgio e translocagdo de ferro. A situagdo se
torna mais delicada quando ocorrem associagdes de nitrato-nitrogénio com acumulagdes de
manganés provocando elevacdo do pH da seiva. Sugere-se que ministre a Macadamia a
maior parte dos adubos nitrogenados em forma de sais de amdnia, nitrato de amonia e
uréia.

O nitrogénio é favoravel ao crescimento da planta e aumenta o tamanho das nozes.
O potassio é importante para o desenvolvimento das améndoas, além de aumentar o
conteido de 6leo. O fosforo facilita a transmissdo de energia produzida dentro da planta
durante o processo de respiracdo, relacionando-se com o crescimento e a formacdo de 6leo
nas Macadédmias.

Os especialistas sugerem a aplicacdo de 350g de fertilizante para cada 2,5cm de
didmetro do tronco, além de nitrogénio adicional para aumentar afixacdo dos frutos.

As adubacgdes sdo recomendadas apds 6 meses, tendo como base a data do
transplantio. Constituem-se de aplicagGes de formulas balanceadas (como as utilizadas para
citros) duas vezes ao ano (na primavera ¢ no verdo). Em geral admite-se a proporgdo de
NPK 10-10-15.

Se for empregado o sistema de gotejamento, o adubo deve ser liquido e adicionado a
agua de irrigacfo; se for por aspersdo, o adubo deverd ser esparramado na saia das plantas e
deve ser efetuada adubagdo em seguida.

A cobertura morta (mulch), acima citada é particularmente indicada até que as
Macadamias formem copas e projetem sombra sobre o solo. Admite-se que esta seja uma
camada de residuos vegetais colocada sobre a superficie do solo. Sua importancia estéd no
auxilio da manutencdo da umidade, controle da temperatura e preven¢do a compactagdo e
erosdo. Ela torna mais ficil a estabilidade da estrutura da terra além de contribuir para o
controle das ervas daninhas. Os materiais comumente usados incluem folhas decompostas,
serragem, cepilho, palhas, bagaco de cana-de-agucar, fibras de coco, de cacau e

semelhantes.



Os microorganismos do solo causam a decomposi¢do da cobertura morta, formando
a matéria orgdnica, que melhora as condi¢des fisicas do solo. A matéria orgénica em
decomposi¢do produz substancias que ajudam aglutinar particulas do solo, formando
agregados estaveis. No entanto as bactérias necessitam de nitrogénio, por isso coloca-se
cerca de 2% de fertilizante nitrogenado sobre o peso do mulch.

Durante os dois primeiros anos apds o plantio ¢ desejdvel a aplicagdo da poda
corretiva o poda d formagdo cujo o propésito é proporcionar a 4rvore uma estrutura forte e
bem equilibrada para seu desenvolvimento.

Sobre espagamento, a recomendagdo de dez em dez metros ndo € a Unica aceitavel.
Por ser menos, contanto que, posteriormente, cortem-se as arvores excedentes. Neste caso o
periodo de produgdo é curto. Os cortes também respeitam a necessidade da nogueira
receber muita luz para a formacdo de carboidratos.

Nido podem ser esquecida a condicdo de serem plantadas pelo menos duas
variedades para fins de polinizagdo cruzada, embora a Macaddmia seja fértil ¢ produza
quando plantada isoladamente.

Quando houver interesse se plantagdes de culturas intercaladas o espacamento deve
ser estudado segundo a variedade a ser cultivada. Por exemplo, uma rua de citros, entre as
fileiras de Macaddmia as distdncias de seis, sete ou oito metros, poderd ser eliminada
quando as nogueiras tiverem doze anos aproximadamente e estiverem quase totalmente
desenvolvidas, dando espago para as Macadamia.

Esse plantio intercalar pode ser realizado com tangerinas, goiabas, figo, maracuja,
café, cereais e culturas anuais ndo esgotantes. Representa uma fonte de renda durante os
ano improdutivo da Macadamia, isto é, a época que antecede a reproducdo remunerada de
nozes. Além disso, as referidas plantas protegem o solo contra os ventos € fazem o
sombreamento parcial do mesmo.

Quando se emprega o cafeeiro como cultura intercalar aproveita a colheita durante
pelo menos dez safras.

Os cereais sdo interessantes por serem uma alternativa ao consumo local e por
contribuirem no enriquecimento do solo em razio dos residuos e matéria orgénica que sdo
incorporados ao solo. Outra boa sugestdo pode estar relacionada com as leguminosas, que

também podem ser consumidas no local e que promovem a adubagdo verde ( sdo



produzidas grandes quantidades de matéria orgénica que beneficiardo a culturas perenes),
além da fixacGo de nitrogénio ao solo (ocorre quando o corte é efetuado na época de
florescimento das leguminosas).

E importante frisar que nenhuma cultura intercalar deve ser cnservada quando a
Macaddmia comecar produzir colheita s abundantes ou quando for observado o
adensamento da mesma. Essas culturas ndo podem concorrer com as nogueiras e nem

podem provocar sombreamento €Xcessivo.

6. Combate as pragas e moléstias

a utilizacdo de herbicidas nfo podem atingir as Macadamias. E recomendavel o
rebaixamento do mato ou até mesmo a eliminagdo do mesmo com o emprego de uma
segadeira durante varias vezes ao ano.

Os estudos indicam que pode ocorre um tipo ndo comum de Pytophthora nas
Macadimias. Este tipo nfio se localiza nas raizes. E sim nos troncos e ramos, podendo ser
eliminadas com a aplicagdo de cupricos.

A Antracnose causada por Colletotrichum spp., é particularmente presentes em
plantagdes de pé de franco em regides com grande umidade. Trata-se de uma doenca
fungosa que ataca frutiferas tropicais e subtropicais. Nas Macaddmias ela atinge as folhas e
as nozes. Os tecidos ficam escurecidos e descoloridos e com o tempo acaba se alastrando
por toda a superficie dos frutos e folhas.

Quando as nozes verdes s3o atacadas, elas nfo caem. As folhas desenvolvem partes
irregulares de tecido seco, morto, ao longo da margem das folhas. Por esta razdo novamente
é advertido ndo plantar Macaddmias de pé de franco, apenas sementes de variedades
selecionadas e enxertadas. Nogueiras desse tipo sdo resistentes a Antractose.

Na Austrélia ocorre um perfurador de nozes denominado Arotrophora ambrodella
sua atuagdo causa a perfuragdo das nozes ainda verdes e posterior deterioragdo das
améndoas que servem de alimento para essa praga. A infestacdo ¢ mais severa durante a
época da colheita, por isso recomenda-se que ndo seja deixada no solo nenhuma noz e que

também sejam retiradas as nozes que eventualmente permanecam entre as bifurcagbes do



tronco ou da ramagem ( estes sdo locais ideais para a proliferacdo do inseto). O controle
desta praga nio deve ser realizado com substancias quimicas.

No Brasil, ocorre a broca do fruto — Lophopoeum timbouvae. Trata-se de um
besouro de aproximadamente 10mm de comprimento, de coloragdo pardo- acizentado, com
manchas esbranquicadas nos élitros. Apresentam antenas alongadas de cor marrom. Suas
larvas sdo brancas e dpodas. A atuagdo dessa praga também é evidenciada com a
perfuragdo das nozes; as larvas sdo responsdveis pela destruigdo das améndoas. Néo ha
notificacdo de controle.

A lagarta do fruto — Gymnandrosoma aurantianum — ja causou a inutilizagdo de
frutos na Brasil. O ciclo dessa praga envolve a postura de ovos ( nos frutos) por mariposas
cinzas de cabecas alaranjadas. Apés alguns dias, nascem as lagartas que atacam os frutos
verdes e maduros praticando galerias internas e se alimentando das améndoas.

Quando estd completamente desenvolvida a lagarta mede 18mm de comprimento e
tem coloragio marrom claro. Normalmente, as folhas, o solo, ou detritos secos s&o
utilizados como abrigo para a transi¢do da lagarta em pupa. O controle € efetuado com a
pulverizagio de inseticidas clorofosforados, fosforados ou clorados apds a colheita, ndo so
sobre as arvores, como também sobre o solo e proximidades. Ainda a utilizagdo de controle
biolégico através da bactéria Bacillus thuringiensis.

O inseto que mais causa danos as Macaddmias no Brasil ¢ a popularmente
conhecida “abelha-cachorro”. Seu nome cientifico € Melipona ruficus Latr. E provoca
estragos nas jovens nogueiras, pois ataca folhas e inflorescéncias. Isto ocorre porque ela
utiliza filamentos fibrosos vegetais com elementos aglutinantes como secre¢des resinosas e
latex vegetais na construcdo de ninhos. Essas substincias sio fundamentais para essas
abelhas manterem a impermeabilidade dos ninhos, e s6 sdo utilizadas quando secas. Para
combater aconselha-se pulverizar os brotos com uma solugo de arseniato de chumbo a 1%
ou com a seguinte solugdo arseniato adocicado na época em que esse hymenoptero se
manifestar:

Arseniato de chumbo — 500g

Agucar mascavo — 7kg

Agua - 100L



Existem outras medidas: a eliminacdo direta dos ninhos que se localizam entre os
galhos das 4rvores. Normalmente despeja-se ¢leo diesel sobre o ninho e ateia-se fogo com

o cuidado de nfo atingir a arvore.

7. Colheita, Descascamento e Secagem

As nozes devem ser recolhidas quando estdo maduras, ou seja, quando caem no
chdo.

A Macaddmia integrifolia amadurece na Australia de margo a junho; no Havai de
julho a novembro; na Califérnia de novembro a margo; e no Brasil de mar¢o a junho.
Contudo, algumas nogueiras conseguem produzir durante todo amo. Ja a Macaddmia
tetraphilla amadurece de margo até junho na Australia, de maio a setembro no Havai , de
setembro a janeiro na Califérnia e de fevereiro a junho no Brasil.

Antes dessa época o solo precisa ser devidamente limpo.

Durante as chuvas as nozes nio podem permanecer no chdo, pois neste caso
amolecem, mofam e podem até germinar. O unico meio de ser realizada a colheita de modo
eficiente & manter varios trabalhadores percorrendo diariamente as plantagSes. Desta forma
elimina-se a oportunidade das nozes serem comidas por roedore, ratos, pacas, cotias, preas.

A catagio baseia-se na colocagdo dos frutos maduros em baldes metalicos, de arame
ou de pléstico e, posteriormente, em sacos de juta para serem estocados. A conservagio do
produto por mais de um ano é obtida com o processo de secagem das nozes apds a retirada
dos pericarpos.

Deve-se evitar o contato das nozes com os materiais ou elementos que podem
transmitir odores, impregnando-as.

Quando as nozes caem elas estdo envoltas no pericarpo que deve ser retirado
manualmente. Em caso de grande produgdo recorre-se a descascadores. Esta fase deve ser
efetuada no méximo dentre de trés dias; caso contririo os pericarpos endurecerdo e
dificultardo o processo.

A secagem a sombra promove a permanéncia de no méximo 3.5% de umidade das

nozes. Quando o descascamento for tardio convém esparramar em camadas delgadas os



produtos colhidos, assim promove-se a secagem, preferencialmente em um galpéo seco e
ventilado.

O sol ou os secadores artificiais nfo sdo vidveis por estimularem a abertura das
nozes pela linha de sutura.

A finalizagdio desta fase possibilita o congelamento das améndoas a temperatura

média de O°C por tempo indeterminado.

8. Valor Nutricional

Em cada 100g de porgdo comestivel de Macaddmia encontra-se:
Calcio: 53,4mg (considera-se razoavel o nivel de 30mg);
Fosforo: 240,8mg (considera-se bom o nivel de 40mg);
Ferro: 1,99mg (o nivel 6timo estimado € de 1mg);
Tiamina: 0,21 mg (raras sdo as frutas com valor superior a 0,2mg por 100g);
Riboflavina: 0,11mg (o nivel normal pertence a faixa de 0,1 a 0,2mg por
100g de fruto);

Niacina: 1,60mg (supera a maioria dos frutos).

0 6leo de Macadamia mostrou os seguintes valores, quando analisado pelo Instituto
de Tecnologia de Alimentos de Campinas:
Acido miristico: 1,28%;
Acido palmitico: 14,67%;
Acido palmitoléico: 20,82%;
Acido esteriatico: 4,65%;
Acido ol€ico: 49,27%;
Acido linoléico: 1,57%;
Acido araquidico: 4,50%;

Acido icosendico: 3,21%.

Ainda, foram evidenciados os teores de:

Umidade: 1,40%;



Extrato etérico: 76,95%;
Acucares redutores: 0,04%;
Todina: 80,90%;

Matérias graxas: 0,44%;
Amino-nitrogénio: 0,04%.

Estes numeros favorecem a indicacdo do éleo da Macaddmia como um substitutivo
do 6leo de oliva (importado). Sua utilizagdo como blend (mistura) para outros 6leos — soja,
milho, gergelim...também € vidvel.

Os estudos revelaram ainda que da casca da Macaddmia ¢ possivel ser retirado outro
6leo aproveitavel ndo s6 para a industria de nutrigio como também para a farmacopéia e de
cosméticos. Atualmente, esse material é usado por uma grande empresa nacional conhecida
popularmente por sua qualidade, a Natura.

Das cascas da Macadamia foram obtidos os seguintes resultados:

Acido miristico: 0,49;
Acido palmitico: 9,44;
Acido palmitoléico: 20,81;
Acido esteriatico: 1,50;
Acido oléico: 55,40;
Acido linoléico: 4,38;
Acido araquidico: 1,57;
Acido linolénico: 4,50;
Acido beénico: 0,53;
Acido erucico: 0,53;
Acido linocérico: 0,47.

9. Consumo
A utiliza¢do da noz da Macaddmia na alimentacdo ¢ ampla:

pode-se comé-la crua, ao natural;

torrada e salgada;



frita em 6leo de coco e salgada em seguida;;

na confecc¢do de bolos e confettos;

na confeccio de marzipan,

conservada em congeladores, pode ser consumida nas festas do fim de ano;
em sorvetes;

no preparo de “caipirinha”;

em diversos doces como améndoas cobertas por chocolate. Neste caso, a

Macadamia é excelente porque ndo torna-se rangosa e nem absorve umidade.

10. Custo e Comercializacio

Os custos da Macaddmia estdo intimamente relacionados com o plantio de
variedades selecionadas e com a aceitago crescente dos produtos que podem ser obtidos a
partir das nozes como 6leo e améndoas, no mercado internacional.

Existem algumas considera¢des quanto a dificuldade em se quebrar a semente, fator
solucionado com a ado¢do de quebra-nozes especiais — nut cracker — que elevam os custos.
Estes sdo amortizados parcialmente a partir do sexto ano do plantio. A partir do 12° ano, a
amortizacdo é total. J4 foi mencionado neste trabalho uma forma de minimizar os custos: o
desenvolvimento de culturas intercalares, seja de plantas permanentes erradicadas entre o 8°
e 0 12° ano, seja de cereais ou até flores.

Para arvores selecionadas (com 12 anos) ja se obteve uma média de 90 a 100kg de
nozes com os pericarpos por ano. No entanto, para célculos, admite-se uma produgéo
razoavel de 37 a 60kg por arvore e por ano.

Nio pode ser esquecido que a cada quatro ou cinco quilos de nozes proporcionardo
a quantidade de um quilo de améndoas apds a extragdo dos pericarpos.

A seguir estdo os dados da producdo de uma arvore enxertada e selecionada de

Macadimia (nozes com casca), conforme o tempo de plantio.



Anos a partir do plantio Producio (kg)
No 5° ano 5,0
No 6° ano 12.5
No 7° ano 12.5
No 8° ano 26.0
No 9° ano 42.0
No 10° ano 48.0
No 11° ano 70.0
No 12° ano 75.0
No 13° ano 75.0
No 14° ano 67.0
No 15° ano 71.0
No 16° ano 80.0
No 17° ano 100.0

A cotagiio da Macaddmia no mercado internacional & quase o dobro da castanha de
caju. Um quilo do produto industrializado est4 valendo cerca de US$10, enquanto o prego
da noz em casca alcancga o valor de USS$1.

O cultivo esta restrito a poucos paises do mundo, sendo a maior parte destas
plantagdes formadas por variedades consideradas antigas, as quais ndo tem rentabilidade
nem produtividade ideais. A produgio mundial gira em torno de 74 mil toneladas de
produto “in natura” para aproximadamente 20 mil toneladas do produto industrializado.
Este volume ¢é considerado insuficiente para atender a demanda mundial.

Dentre os maiores produtores destacam-se: Estados Unidos, Australia, Costa Ricae
Africa do Sul. Em menos de 40 anos essa cultura passou a ocupar o terceiro lugar entre ass
produgdes agricolas no Havai, que € o maior produtor mundial, destinando-se aos mercados
europeus, japonés € norte americano.

Os principais consumidores desta noz sdo Estados Unidos, Japfo, Alemanha e

Inglaterra.




O custo de produgdo no Brasil é inferior ao do Havai, aproximadamente a metade,
pois o prego da terra é mais baixo, a mio-de-obra é mais barata, as condigdes climaticas sdo
equivalentes e ndo hé restri¢do de drea disponivel.

O potencial do mercado seguramente compensa o alto custo de formagio da cultura.
Pesquisadores da FEALQ-USP, apresentam um estudo em que se admite uma relagdo de
beneficio/custo igual a 3.39, ou seja, para cada délar investido haverd um retorno de 3.39
no periodo.

O prego da muda é o item mais oneroso no investimento inicial, correspondendo a
26% do total de custo no primeiro ano.

A colheita é uma das mais dispendiosas operacdes no nogueiral. Consequentemente,
o plantil de variedades que apresentam curta duragdo de colheita, influenciard na
contratagdo de um menor niimero de apanhadores. A escolha da variedade também deve
considerar algumas caracteristicas que possam minimizar os custos tais como: copa
arredondadas ou cOnicas — sdo mais resistentes ao vento e possuem grande superficie de
frutificagio, copas nunca muito abertas e densas — estas formagGes tendem a ocupar muito

espaco e s3o mais sujeitas a quebras quando expostas aos ventos fortes



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

ESCOLA SUPERIOR DE AGRICULTURA "Luiz de Queiroz"

PET BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

Bacterioses em Citros

Dezembro de 1998
Bolsista: Rodrigo Mendes



BACTERIOSES EM CITROS

CANCRO CITRICO

O cancro citrico é uma das mais importantes bacterioses de citros. Esta doenga €
causada pela bactéria gram negativa Xanthomonas campestris pv. citri., a origem dessa
doenca é tio remota que deve coincidir com a origem dos citros, entretanto, o mais antigo
material com sintomas de cancro citrico conhecido, data do ano de 1827.

Nos ultimos anos houve um significativo crescimento do cancro citrico devido a agéo
da Larva Minadora dos Citros (Phyllocnistis citrela), jA que a inspecdo que era feita
antigamente nos pomares foi deixada de lado e interrompida, devido, talvez, & preocupagédo
com a Clorose Variegada do Citros.

Sdo conhecidos quatro tipos de cancrose causadas por diferentes estirpes ou
patotipos de X. c. pv. citri.

e Cancrose “A” , ou asidtica, foi a primeira a ser constatada, afeta todas as espécies e
variedades de Citus e esta disseminada por quase todos os continentes.
Cancrose “B” , ou sul-americana, afeta apenas a laranja azeda.
Cancrose “C” , atinge apenas o limdo galego e foi constatada no estado de Sdo Paulo na
década de 60.

o Cancrose dos Viveiros, constatada em 1984 na Flérida (EUA), ataca apenas plantas
jovens de viveiros.

SINTOMAS

Os sintomas da doenca, sdo observados nas faces superior e inferior das folhas,
ramos e frutos das plantas afetadas. Estes sintomas, inicialmente, séio caracterizados por um
halo amarelo em torno de pontuagdes de cor castanha clara que evolui para lesdes corticosas
de coloragdo castanha. A medida que a lesdo envelhece, uma faixa de aspecto aquoso junto
a lesdo corticosa torna-se escura quase preta, em estigio avangado, no fruto, as lesdes
rompem a casca por onde entram microrganismos, acelerando o apodrecimento. Entretanto
pequenas variagGes nesta sintomatologia podem ser observadas, dependendo do cultivar ou
variedade afetada do patdtipo ou estirpe bacteriana, ou ainda, das condi¢des ambientais.

CONTROLE

Existem varios métodos para controlar o avango do cancro citrico, como, por
exemplo, o arraquio, poda drastica e desfolha, mas com o surgimento da Larva Minadora,
deve-se optar pelo método mais eficiente e seguro, que é a erradicacdo das arvores
contaminadas e das arvores que estdo num raio de trinta metros. Mesmo depois do
arranquio das arvores, as bactérias podem continuar sobrevivendo no local por um certo
tempo, dependendo do ambiente. Em solo nu, sobrevivem por volta de 40-60 dias, na
presenca de ervas daninhas, de 60-70 dias e nos restos de cultura de citros de 6-7 meses.



DISSEMINACAO

A disseminagdo do cancro citrico entre plantas de um mesmo pomar ocorre com
auxilio da chuva, principalmente acompanhada de ventos fortes. Determinados tratos
culturais também podem auxiliar na disseminagio da doenga. Portanto, o diagndstico
precoce da doenca e cuidados durante o trato cultural evitam a disseminag@o do cancro
citrico no pomar e também em regides proximas.

PREVENCAO

Ao comprar mudas certifique-se que o viveiro toma todas as medidas preventivas
contra a doenca. Deve-se ter o proprio material de colheita, se vier de outro pomar deve-se
fazer a desinfeccdo das escadas, sacolas e caixas com quaterndrio de amonia a 1 litro para
1000 litros de 4gua. Para entrada de veiculos deve-se utilizar o arco rodolivio, fazendo a
pulverizacdo com o bactericida, ou adotar pulverizador manual. O plantio de arvores de
grande porte, como quebra-vento nas fronteiras da propriedade ¢ uma boa medida de
prevencdo, como jamboldo, grevilha, robusta, etc. O controle da Larva Minadora € muito
importante, pois a ferida provocada no fruto facilita a contaminagio e o desenvolvimento
da bactéria na planta. E essencial fazer inspegdes quinzenais no pomar, pois elas sdo uma
das formas mais eficientes de prevencdo ao Cancro Citrico.

CLOROSE VARIEGADA DOS CITROS (CVC)

A clorose variegada dos citros ou “amarelinho” foi detectada em 1987 em pomares
de Minas Gerais e S#o Paulo e vem se alastrando para os estados de Goids, Rio de Janeiro,
Paran4, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Argentina, onde é conhecida como pecosita.

Inicialmente, imaginava-se que a CVC era causada por Spiroplasma citri, agente
causal do “greening”, mas, observagdes por meio de microscopia eletronica indicaram
grandes quantidades de bactérias no interior do xilema de plantas infectadas, enquanto que
S. citri afeta o floema. Essas bactérias do xilema s3o semelhantes & bactéria gram negativa
Xyllela fastidiosa, que causa a doenga de Pierce em videiras, escaldadura da ameixeira € a
“phony peach” em pessegueiros. Anteriormente ja se havia verificado infec¢do cruzada em
citros utilizando X. fastidiosa de videiras com a doenga de Pierce. Portanto, este e outros
resultados confirmaram as suspeitas existentes de que X. fastidiosa é o agente causal do
CVC.

Intimeros isolados de X. fastidiosa podem viver no xilema da planta assintomatica,
mas quando o hospedeiro encontra-se estrssado, principalmente por fatores ambientais, os
sintomas podem se desenvolver. Por essa caracteristica, sugere-se que esta bactéria seja um
patégeno fraco e oportunista.

SINTOMAS



Os sintomas do CVC se assemelham a sintomas de deficiéncia de zinco e potassio e
toxidade a boro. A clorose variegada das folhas mais desenvolvidas é observada inicialmente
na parte mediana e superior da copa, mas, em casos severos da doenga pode tomar toda a
copa. Os frutos podem tornar-se pequenos e endurecidos, ou seja, imprestaveis para o
comércio.

DISSEMINACAO

Este patégeno pode ser transmitido por Oncometopia nigricans Walker. Sabe-se
ainda que as Xyllela sdo facilmente transmitidas por cigarrinhas da familia Cicadelideos as
quais ocorrem abundantemete em pomares citricolas ou por meio de enxertia. A
disseminagfo a distancia se da através do plantio de mudas infectadas.

PREVENCAO

Para se evitar a disseminagdo da doenga deve se tomar medidas basicas como
eliminagfio do vetor, poda dos ramos afetados e a utilizagio de mudas provenientes de
pomares sem a clorose variegada dos citros.
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