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RESUMO

O submédio do Vale do S&o Francisco tem na cultura da videira uma das grandes
responsaveis pelo desenvolvimento regional e consolidacdo do polo fruticola em
nivel internacional. No entanto, a regido vem enfrentando sérios problemas de
ordem fitossanitéria, com destaque para o alto nivel de incidéncia de Uncinula
necator. Dentre os principais métodos alternativos de controle, o uso de indutores de
resisténcia apresenta-se como alternativa promissora ho manejo de doencas, assim
também como use de extrato vegetal. Neste sentido, iniciou-se estudos sobre o
desenvolvimento de tecnologias alternativas ao controle quimico no manejo de oidio
da videira a partir da utilizacdo de extratos de Allamanda blanchetti a quente com
extracdo em aparelho Soxhlet e a frio. Em laboratério sementes de sorgo ‘Brandes’
foram testadas para avaliar a capacidade elicitora dos extratos nas concentracdes
10, 100, 500 e 1000 ppm em induzir a formacéo de fitoalexinas em mesocoétilos de
sorgo. Em campo plantas de videira foram pulverizadas com extrato de A. blanchetti
nas concentracfes 10, 100, 500 e 1000 ppm nos diferentes métodos de extracédo e
acibenzolar-S-metil (200 mg.L™). Decorridas 96h da primeira pulverizacéo, folhas de
videira ‘Superior Seedless’ foram coletadas, identificadas por tratamento,
acondicionadas em caixas isotérmicas e levadas ao Laboratério de Bioquimica
Vegetal da UNIVASF para avaliar os niveis de defesa elicitados. Apos a
desinfestacédo, cinco discos de folhas de = 3,0 mm de didmetros foram retirados com
auxilio de um perfurador manual, depositados em placas de Petri contendo papel de
germinacgdo e umedecidos com agua destilada. Posteriormente, os discos de folhas
receberam uma suspensdo de esporos de U. necator na concentracdo de 1x10°
con/mL. Apés a inoculacdo as placas foram mantidas em temperatura ambiente
(25°C + 5) por 14 dias determinando-se a severidade da doenca ao final do periodo.
Os resultados indicam que acumulo de fitoalexinas 3-deoxiantocianidinas foi maior
nas concentracées 1000 ppm a quente, 10, 100, 500 e 1000 ppm a frio e no indutor
comercial acibenzolar-S-metil (200 g.L™).Em discos de folhas, o extrato a frio 1000
ppm e ASM conferiram maior capacidade de defesa de plantas de videira ‘S.
Seedless’ a U. necator.

Palavras-chave: Fisiologia vegetal, inducao de resisténcia, oidio, extratos vegetais
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1 INTRODUCAO

No Brasil, foram produzidas, em 2012, cerca de 1.500.000 t de uvas,
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Bahia e Pernambuco. Aproximadamente 600.000 t, ou seja, 40% foram destinadas
ao consumo in natura (BELING, 2013; MELLO, 2013b). O cultivo de uvas apirénicas
esta concentrado no polo exportador Petrolina-Juazeiro, no Vale do Submédio Sao
Francisco, que é responsavel por 95% do total embarcado para exportacao pelo pais
(MENDES, 2012).

A cultura da videira reveste-se de especial importancia econémica e social no
Submédio do Vale do S&o Francisco, ha medida em que envolve um grande volume
anual de negocios voltados para os mercados interno e externo, e se destaca entre
as culturas irrigadas da regido, como a que apresenta o maior coeficiente de

geracdo de empregos diretos e indiretos.

No Vale do Submédio S&do Francisco um dos principais problemas
fitossanitarios que acometem a cultura da videira ‘Superior Seedless’ é o oidio
(Uncinula necator SCHWEIN; BURR). O patégeno representa uma sé€ria ameaca aos
viticultores em nivel mundial, uma vez que os danos causados em todas as fases
fenologicas resultam em perda de produtividade, e/ou consequente queda de

qualidade do produto, inviabilizando sua comercializagao.

O uso de substancias extraidas de vegetais que podem atuar na inibicdo de
fungos fitopatogénicos podera constituir-se numa opgéo promissora no controle de
doencas em campo (COUTINHO, 1999). Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto
ou Oleo essencial de plantas medicinais e aromaticas, obtidos a partir da flora nativa,
tém indicado o potencial de controle de fitopatdogenos, tanto pela acéo fungitoxica
direta, como pela inducéo de fitoalexinas indicando a presenca de compostos com
caracteristicas de elicitores (BASTO; ALBUQUERQUE, 2004).



Algumas espécies de plantas pertencentes ao género Allamanda relatadas no
nordeste do Brasil (SOUZA-SILVA; RAPINI, 2009) apresentam metabdlitos
secundarios com expressiva atividade farmacoldgica como os iridoides, flavonadides,

cumarinas e terpendides.

N&o obstante a realidade das principais regides produtoras de frutas do
mundo, o submédio do vale do S&o Francisco enfrenta sérios problemas de ordem
fitossanitaria que acometem diretamente a cultura da videira (Vitis labrusca L.).
Dentre os varios patdégenos de importancia econémica para a videira, destaca-se o
oidio (Uncinula necator). Neste sentido, tendo em vista que extratos vegetais

apresentam potencial de induzir respostas de defesa em plantas contra patdgenos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A CULTURA DA VIDEIRA

A videira € uma planta perene, lenhosa, caducifélia e sarmentosa, provida de
orgaos de sustentacdo chamados gavinhas. Pertence a familia Vitaceae e ao género
Vitis. Entre as espécies de maior interesse econdmico pertencentes a este género,
tem-se as videiras americanas (Vitis labrusca L. e outras espécies) e européias (V.
vinifera L.). Dentro de cada espécie e hibrido existem cultivares, podendo haver
ainda, dentro destas, clones com caracteristicas agronémicas e/ou comerciais de
maior interesse (KISHINO, 2007).

No Brasil a area destinada a producéo de uvas atingiu 81.677 hectares em
2009. A regido Sul destacou-se ocupando 72,5% das areas destinadas ao cultivo de
videiras no pais, seguida da regido Sudeste com 14,8% e da regido Nordeste com
12,1%. Quanto a producéo brasileira de uvas em 2009, foram registrados 1.365.491
toneladas. A regido Sul foi responsavel por 66,4% da producdo, seguida da regido
Nordeste com 18,6% e da regido Sudeste com 14,5%. Quanto aos dados de
produtividade em 2009, os maiores valores foram observados para a regiao
Nordeste com 25,58 t.ha™, seguidos da regido Sudeste com 16,39 t.ha™ e da regigo
Sul com 15,37 t.ha™ (IBGE, 2011).

Na regidao Nordeste do Brasil, o Vale do Submédio S&o Francisco apresenta-
se como a principal regidao produtora de uvas de mesa, consagrando-se, segundo
Grangeiro; Le&o; Soares (2002) como polo produtor e exportador de uvas de mesa
de alta qualidade, com destaque para o alto padréo tecnolégico adotado nos
sistemas de cultivo.

Em 2009 a é&rea ocupada pelo cultivo de videiras nos Estados de

Pernambuco e Bahia correspondia a 9.727 hectares, 11,95% da area nacional.



Pernambuco possuia 7,37% (6.003 ha) deste total, enquanto a Bahia 4,57% (3.724
ha). Somadas as producdes dos dois estados em 2009, obteve-se uma producédo de
249.025 t. Pernambuco foi responsavel por 63,65% desta producdo, com
produtividade média de 26,4 t.ha™ e a Bahia atingiu 36,35% do total produzido, com
produtividade média de 24,3 t.ha™ (IBGE, 2011).

Segundo Silva e Correia (2011), a especificidade da viticultura na regido
semiarida do Nordeste do Brasil ocorre em virtude da adaptacdo e do
comportamento diferenciado das plantas nas condi¢cdes climaticas presentes na
regido. Em consequéncia destas particularidades regionais, 0S processos
fisiologicos das plantas sdo acelerados, a propagacdo é rapida e em cerca de um
ano e meio apos o plantio, inicia-se a primeira safra. Outra particularidade regional é
a reducdo do ciclo da cultura em virtude das alteracdes dos processos fisiologicos
das plantas. Mediante 0 manejo da irrigacéo e a realizacdo de podas programadas,
pode-se obter até duas safras e meia por ano, considerando um ciclo médio da
cultura de aproximadamente 120 dias.

N&o obstante a realidade das principais regides produtoras de uvas no
mundo, a regido do Vale do submédio S&o Francisco enfrenta sérios problemas de
ordem fitossanitaria, gerando prejuizos significativos a cultura da videira (GOMES;
PEREZ; BARBOSA, 2009). Ha relatos de prejuizos causados por diferentes agentes
fitopatogénicos, principalmente levando-se em conta a sazonalidade em que se
registra o pico de incidéncia (TAVARES; LIMA; MELO 2000; GOMES et al., 2007;
GOMES; PEREZ; BARBOSA, 2009; CAMARGO et al., 2011).

Dentre os principais agentes patogénicos, o oidio (Uncinula necator) e o
mildio [(Plasmopara viticola) (BERK; CURTIS) Berl. e De Toni] destacam-se por
causar grandes prejuizos a cultura na regido do Vale do Submédio Sdo Francisco
(TAVARES; LIMA; MELO, 2000).

2.2 OIDIO DA VIDEIRA [(Uncinula necator) (SCHWEIN; BURR)]

Perdas significativas de produtividade séo relatadas na maioria das espécies
agricolas, principalmente devido ao ataque de doencas fungicas (WANI, 2010)
responsaveis por mais de 70% de todas as doencas citadas na agricultura (AGRIOS,
2005).
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Dentre os principais fitopatdégenos da videira (Vitis sp.), U. necator causa o
oidio, a doenca de maior importancia econémica em nivel mundial (GODFREY,
ABLE; DRY, 2007). O patogeno é um parasita biotrofico que invade as células
epidérmicas do hospedeiro, causando infec¢cdo nos tecidos, caracterizada por uma
sequéncia de eventos distintos em um espaco de tempo determinado (LEINHOS et
al., 1997). No processo de germinacdo, emerge do conidio um unico tubo
germinativo, que apoés elongado, diferencia-se para formar apressorios e o peg de
penetracéo, iniciando assim, as tentativas de penetracdo das células epidérmicas do
hospedeiro (HEINTZ; BLAICH, 1990). Se a penetracdo é bem sucedida, ocorrera a
formacé&o do haustoério assegurando a nutricdo do patégeno.

Uncinula necator infecta toda a parte aérea da videira, incluindo
folhas, caules, inflorescéncias e frutos. Os sintomas variam ao longo do ciclo da
cultura em decorréncia das diferentes fases fenoldgicas. No inicio do ciclo, todos os
tecidos em crescimento sdo altamente susceptiveis a infeccdo. As primeiras lesdes
sdo pequenas, inicialmente descoloridas, seguidas pelo aparecimento de uma fina
camada branca sobre as folhas (FALACY et al., 2007).

A capacidade de infeccdo por oidio em parreirais evolui rapidamente de
infeccdo primaria a secundaria em decorréncia das condicfes epidemioldgicas.
Apesar de todas as partes da videira apresentarem susceptibilidade, a infeccdo de
alguns 6rgéos apresenta variacOes significativas ao longo do ciclo. As flores e as
bagas séo altamente susceptiveis a infec¢do desde a sua formacao, frutificacdo, até

as bagas atingirem um teor de soélidos solluveis igual a oito (GADOURY et al., 2003).

O oidio é uma doenca policiclica e os principais agentes dispersantes dos
conidios sdo as aguas das chuvas e o vento (WILLOCQUET; CLERJEAU, 1998).
Folhas jovens e em expansao sdo mais susceptiveis a infec¢cdo do que as folhas
maduras, ou totalmente expandidas. No entanto, a raquis e o pedicelo, o peciolo e
0os brotos sdo susceptiveis ao ataque do oidio durante todo o ciclo da cultura
(GADOURY et al., 2003).

2.3 EXTRATOS VEGETAIS NO MANEJO DE DOENCAS DE PLANTAS

O uso de produtos derivados da indastria quimica no manejo de doengas na

agricultura moderna tem sido alvo de constantes questionamentos pela sociedade.
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Isso ocorre principalmente em fungdo dos efeitos adversos causados por estes
(PAULA JUNIOR et al., 2006) e expressos através do surgimento de resisténcia de
patdgenos a principios ativos. Para Garrido; S6nego; Valdebenito-Sanhueza (2004),
a intensificacdo do controle quimico no manejo de fitopatdgenos provoca seérias
perturbacdes no ecossistema e no agroecossistema. Dentre os principais efeitos
adversos desta interacdo, Carson (2010) destaca os riscos de contaminacdo do

homem e do meio ambiente e o surgimento de individuos resistentes.

Na agricultura o nimero elevado de pulverizagdes com agroquimicos tem
como objetivo reduzir e/ou controlar os indices de infeccdo no campo gerando uma
colheita de “qualidade” com elevados indices de produtividade. No entanto, para
Garrido; S6nego; Valdebenito-Sanhueza (2004), o uso continuo de fungicidas para o
controle de doencas da videira traduz um completo desequilibrio do Sistema de

Producdo Convencional.

Na busca de alternativas menos agressivas para o manejo de doencas de
plantas, 0 uso de extratos vegetais apresenta-se como pratica promissora (SILVA et
al., 2006). De acordo com Cruz et al. (2005) o uso de extratos de Azadirachta indica
e extrato citrico apresentaram atividade biol6gica antimicrobiana (2,0 e 4,0%) no
controle de Colletotrichum musae em bananas na pdés-colheita. Resende et al.
(2007) utlizando extratos elaborados a partir de ramos de lobeira (Solanum
grandiflorum R. P.) infectados por Crinipelis perniciosa observaram a capacidade
dos extratos em induzir respostas de defesa em mudas de cacaueiro (Theobroma
cacao L.) contra 0 mesmo patégeno. Carvalho et al. (2000) utilizando extrato aquoso
da casca de barbatimao (Stryphnodendron barbatiman L.) observaram uma reducéo
significativa na incidéncia da fusariose (Fusarium gutiforme) em abacaxizeiro
(Ananas comosus L.), com a aplicacdo do extrato em substituicdo aos fungicidas

durante o periodo de abertura das flores.

Atualmente, a busca por substancias bioativas a partir de extratos vegetais
com reconhecida atividade antimicrobiana ou antifingica norteiam as pesquisas
atuais. Em 1971, os pesquisadores Whittaker e Fenny destacaram que uma das
principais fungcbes das substancias que compdem os extratos vegetais (metabdlitos
secundarios) € fornecer protecdo as plantas contra o ataque de fitopatdgenos. Para

Schwan-Estrada e Stangarlin (2005) a rigueza das plantas medicinais que possuem
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principios ativos microbicidas estd na capacidade de utilizagdo destas fontes no
manejo de fitopatdégenos, tanto pela atividade antimicrobiana quanto pela promocéo

de respostas de defesa em plantas a fitopatégenos.

2.4 Allamanda blanchetti A. DC.

No Nordeste do Brasil a vegetacdo de caatinga do semiarido brasileiro
constitui um bioma com altos niveis de ameaca de extincdo a sua fauna e flora.
Segundo Albuquerque e Andrade (2002), este bioma ainda é pouco estudado.
Monteiro et al. (2006) afirmaram que esta situagéo tende a evoluir lentamente com a
adocdo de préaticas modernas de investigacdo etnobotdnica desenvolvidas por
pesquisadores na regido. Segundo Araujo; Castro; Albuguerque (2007), a caréncia
de estudos detalhados sobre os recursos botanicos e 0s impactos que 0 Uuso
intensivo destes recursos pode ter na sua disponibilidade natural sdo importantes
ferramentas para sustentabilidade das pesquisas.

Bezerra et al. (2011) concordam que embora a vegetacdo do semiarido
apresente grande potencial botanico, existe pouco conhecimento a respeito dos

constituintes quimicos de potencial terapéutico dos seus vegetais.

Dentre as principais familias de plantas em estudo, a familia Apocynaceae
destaca-se pelo grande numero de géneros. Foram catalogadas cerca de 250
géneros e 2000 espécies de arvores tropicais, arbustos e trepadeiras. Uma
caracteristica da familia Apocynaceae é que todas as espécies produzem seiva
leitosa. As folhas sdo simples e opostas, com flores grandes e coloridas. Na
medicina tradicional, as espécies de Apocynaceae sdo usadas para tratar doencas

gastrointestinais, febre, maléria, dor e diabetes (WIART, 2006).

Essas plantas apresentam crescimento moderado, adaptam-se a todos os
estados brasileiros, desenvolvendo-se plenamente em temperaturas mais elevadas
com maior insolacdo. A propagacdo da-se principalmente por estaquia de caule,
apresentando altas taxas de regeneracéo sob sistema de nebulizacdo, mesmo sem
0 uso de indutores adequados de enraizamento. Porém, o processo para formagéo

de mudas com dimensfes adequadas a maior demanda do mercado € lento
(LORENZI; SOUZA, 2001).
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No Brasil, o género Allamanda compreende 10 espécies (JOLY, 1975), que
séo reconhecidas pela producdo de principios ativos, dentre 0os quais se destacam
os iridéides (ANDERSON; CHANG; McLAUGNLIN, 1988). Para Coppen (1983)
plantas do género Allamanda apresentam uma vasta atividade bioldgica, inclusive
contra algas. Estudos com extratos de plantas de Allamanda registraram compostos
antifangicos (TIWARI; PANDEY; DUBEY, 2002) e atividade antitumoral sobre células
em cultura (KUPCHAN et al., 1974; ANDERSON; CHANG; McLAUGNLIN, 1988;
NAVARRO SCHMIDT et al., 2006).

Algumas espécies, incluindo A. cathartica, A. blanchetti e A. schotti foram
estudadas quanto a sua composicdo quimica e propriedades farmacoldgicas. A.
cathartica tem sido utilizada na medicina tradicional para diferentes fins, incluindo, o
tratamento de tumores hepaticos (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Outras
espécies produzem metabdlitos secundarios que apresentam expressiva atividade
farmacoldgica como os iridéides, flavonoides, cumarinas e terpendides (NAVARRO
SCHMIDT et al., 2006).

2.5 RESISTENCIA INDUZIDA EM PLANTAS A PATOGENOS

A resisténcia induzida em plantas a patdgenos pode ser definida como um
aumento da capacidade de defesa das plantas, a fim de mobilizar respostas de
defesa antes ou ap6s o ataque de patégenos (BAKKER; PIETERSE; VAN LOON,
2007). Sob o aspecto fisiolégico, trata-se da capacidade da planta em atrasar ou
evitar a entrada e/ou subsequente atividade dos patdégenos em seus tecidos
(GOODMAN; KIRALY; WOOD, 1986).

Barreiras fisicas e bioquimicas pré-formadas representam a primeira linha de
defesa contra a maioria dos fitopatégenos. Todavia, ao superar essas defesas, 0s
patdogenos encontram mais um obstaculo, pois o reconhecimento do microrganismo
pelos receptores presentes na parede celular dos vegetais € responsavel pela
ativacdo de uma cascata de respostas contra a invasdo dos agentes patogénicos
(DAVID et al., 2010).

A regulacdo da ativagdo dos mecanismos de defesa induzida ocorre de

maneira coordenada a partir de uma matriz elaborada de transducéo de sinais. Os
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hormonios vegetais acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) e etileno (ET), atuam
como moléculas chave desse processo (LORENZO; SOLANO, 2005; GRANT,;
LAMB, 2006; BRUCE et al., 2007).

Em resposta ao ataque de patdégenos, as plantas podem produzir
compostos de defesa altamente especificos, resultando na ativacdo de diferentes
conjuntos de genes relacionados com os mecanismos de defesa (KOORNNEEF,;
PIETERSE, 2008; BARI; JONES, 2009). Assim, a sinalizacdo é variavel em
guantidade, tempo e composicdo das respostas de acordo com 0 patossistema em
estudo.

A chegada do patégeno desempenha um papel fundamental na ativagdo de
rotas de defesa de plantas, consolidando a natureza especifica das respostas
acionadas (ROJO; SOLANO; SANCHEZ-SERRANO, 2003; DE VOS et al., 2005;
MUR et al., 2006). Estas, por sua vez, sao resultantes de uma complexa rede de
interagfes bioquimicas que conectam os caminhos individuais e permite a promogéo
de respostas especificas (GRANT; JONES, 2009; PIETERSE et al., 2009).

Com os avancos cientificos, observou-se que a sensibilizacdo dos
mecanismos moleculares estd associada a biossintese pré-infeccional e/ou pos-
transducional de componentes celulares. A acumulacdo e a modificacdo destes
componentes, por si sO, ndo ativariam a maioria das respostas de defesa das
plantas. No entanto, devido ao estado condicional, as células pré-estimuladas estao
preparadas para responder (amplificar os sinais de repostas) potencializando a
expressao dos sinais de defesa das plantas (CONRATH et al., 2006).

Segundo Prusky (1996), estudos sobre o processo de infeccdo em frutos
imaturos demonstram que dentre outros fatores, a presenca de mecanismos de
defesa pré-formados, estimulados por estresses biéticos ou abidticos, resultou na
suspensao temporaria dos processos de infeccdo pelo acimulo de compostos
antimicrobianos (fitoalexinas). Estes, por sua vez, apresentam baixo peso molecular
e estdo presentes nas plantas antes mesmo da chegada do patégeno, podendo
ainda, serem sintetizados a partir de componentes pré-existentes.

O papel dos compostos antifungicos na resisténcia natural das plantas as
doencas tem sido relatado extensivamente em muitas culturas horticolas (TERRY et
al., 2004). Entretanto, a elucidacdo de rotas cuja atuacdo sinérgica seja

verdadeiramente comprovada ainda necessita de estudos.
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Como ha diferencas entre os niveis de resisténcia e susceptibilidade,
geralmente as respostas de defesa sdo amplamente dependentes da associacao de
fatores como o tempo e a amplitude dessas defesas (POLESANI et al., 2010). A
investigacdo de uma interacdo compativel reflete na disponibilidade dos
mecanismos de defesa promovendo o desenvolvimento de novas estratégias de
manejo levando a identificacdo de fatores correlatos entre o agente patogénico e a
progressdo da doenca. Investigar a base molecular da interacdo planta-patdégeno
possibilitara a descoberta de novos aspectos da biologia celular das plantas e os
mecanismos de sinalizacao existentes (LEGAY et al., 2010).

Ha casos em que indutores de resisténcia podem determinar niveis muito
elevados de controle da doenca superiores a 70% (GOMES et al., 2007; GOMES;
PEREZ; BARBOSA, 2009) . No entanto, h4 muito mais exemplos de resisténcia
induzida fornecendo niveis mais baixos de controle de doencas (MILES;
WILLINGHAM; COOKE, 2004).

Para Si-Ammour; Mauch-Mani; Mauch (2003), o uso de acibenzolar-S-metil
(ASM) nao induziu respostas de defesa nos patossistemas Phytophthora brassicae x
Arabidopsis e P.infestans x Solanum tuberosum L. Mais recentemente, em uma
avaliacdo dos efeitos de diferentes agentes no controle de Xanthomonas axonopodis
pv. citrumelo e X. axonopodis pv. citri de laranja doce, ASM e a proteina harpina
(Messenger®) ndo promoveram um controle significativo da doenca (GRAHAM;
LEITE, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de extrato etanélico de Allamanda. blanchetti A. DC. na promocéao
de respostas de defesa em plantas de videira (Vitis...) contra Uncinula necator SCHWEIN;
BURR.

3.20bjetivos especificos

Caracterizar os niveis de producdo de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench), em resposta a utilizagcdo do extrato etandlico de A. blanchetti a
partir do método de extracdo a quente (em aparelho Soxhlet) e a frio (p6 seco imerso em

etanol absoluto por 72h).

Determinar a melhor concentragdo do extrato etandlico de A. blanchetti a partir do
método de extracdo a quente e a frio, para reduzir a incidéncia do oidio (U. necator) em

videiras ‘Superior Seedless’.

Contribuir para a formacéo de novos profissionais na area de manejo agroecolégico

de doencas.
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4 MATERIAL E METODOS

Folhas de A. blanchetti foram coletadas em plantas nativas da area rural do
distrito de Caboclo, situado a 8°47°88”S e 40°93’'79"W, municipio de Afranio, PE. Em
seguida transportadas ao Laboratério de Quimica Organica e Bioquimica Vegetal da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF). O material vegetal
coletado para preparacdo dos extratos foi seco em estufa a temperatura constante
de 40°C até a obtencédo de peso continuo (= 72h). Posteriomente, as folhas foram
trituradas em moinho de faca e o p6 armazenado a temperatura ambiente (25 °C +
5).

4.1 PREPARO E OBTENCAO DO EXTRATO DE FOLHAS DE Allamanda
blanchetti A. DC.

Para a obtencao dos compostos foram utilizados dois métodos de extracéo:
a guente (em aparelho Soxhlet) (Abq) e a frio (p6 seco em contato com o solvente
por 72 h) (Ab). No método de extragdo a quente, uma porgéo de = 30 g do pd seco
de A. blanchetti foi submetida a extracdo com solvente etanol absoluto, em um
procedimento ciclico durante 36 h a temperatura ambiente 25 °C + 5. Para a
extracdo a frio, utilizou-se uma porgao de = 150 g de pd seco imerso em etanol
absoluto por 72h a temperatura ambiente 25 °C + 5. Para a utilizagdo dos compostos
obtidos, o etanol absoluto foi extraido por meio de evaporador rotativo por 2h a 78
°C.

A utilizacdo dos extratos deu-se de forma separada, a partir do método de
extracdo: a quente e a frio. As concentragdes utilizadas foram 10, 100, 500 e 1000

ppm. Como testemunhas foram utilizadas agua destilada e esterilizada e o ativador
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de defesas em plantas acibenzolar-S-metil (ASM) (200 mg . L™) (OSSWALD et al.,
2004).

4.2 BIOENSAIOS PARA PRODUCAO DE FITOALEXINAS EM MESOCOTILOS DE
SORGO

Sementes de sorgo cv. Brandes foram desisfestadas em hipoclorito de sédio
1% por 15 min e lavadas em agua destilada. Apos esse periodo foram enroladas em
papel de germinacdo umedecido e incubadas em escuro total a 25 °C + 5 por quatro
dias. Em seguida as plantulas formadas foram incialmente expostas a luz por quatro
horas para paralisar a elongacdo dos mesocotilos. Para o teste de producédo de
fitoalexinas, os mesocotilos foram excisados 0,5 cm acima do nd escutelar e
colocados em tubos de ensaio (um mesocdétilo por tubo), contendo uma aliquota de 1
mL de cada concentracdo/tratamento. Os tubos de ensaio abertos foram mantidos
em camara Umida a 25 °C + 5 sob luz fluorescente (WULFF; PASCHOLATI, 1999).
Apo6s 60 h, 5 mm basais de cada mesocétilo foram excisados e descartados. A
porcdo superior (excetuando-se as folhas) foi pesada, cortada em pequenos
segmentos e colocada em eppendorfs contendo 1,4 mL de metanol 80% acidificado
(0,1% HCI; v/v). Os mesocatilos cortados foram mantidos a 4° C em metanol por 96
h para extracdo dos pigmentos e a absorbancia determinada em espectrofotdmetro
a 480 nm (NICHOLSON et al., 1988).

O delineamento experimental foi interiamente casualizado com 10
tratamentos (T1 - Abg 10 ppm; T2 - Abg 100 ppm; T3 - Abqg 500 ppm; T4 - Abqg 1000
ppm; T5 Ab - 10 ppm; T6 - Ab 500 ppm; T7 - Ab 500 ppm; T8 - Ab 1000 ppm; T9 -
ASM (200 mg . L™); T10 - testemunha negativa (Agua destilada) e 10 repeticdes (um
tubo de ensaio por repeticdo). Os dados observados foram submetidos a analise de
variancia e analise de regressdo. As médias dos tratamentos comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade (FERREIRA, 2000).
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4.3 DISCOS DE FOLHAS E EVOLUCAO DA DOENCA

Decorridas 96 horas da primeira pulverizacédo, folhas de videira ‘Superior
Seedless’ foram coletadas, identificadas por tratamento, acondicionadas em caixas
isotérmicas e levadas ao Laboratério de Bioquimica Vegetal da UNIVASF. Para
desinfestacdo, as folhas foram pulverizadas em solucdo de hipoclorito de sédio a
5%, e posteriormente lavadas em agua destilada. Cinco discos de folhas de = 3,0
mm de diametros foram retirados com auxilio de um perfurador manual, depositados
em placas de Petri contendo papel de germinacdo e umedecidos com &gua
destilada.Posteriormente, os discos de folhas receberam uma suspenséo de esporos
de U. necator na concentracdo de 1x10™ con/mL. Apés a inoculacéo as placas foram
mantidas em temperatura ambiente (25°C * 5) por 14 dias com alternancia luminosa
de 12h de claro e escuro.

A severidade da doenca foi avaliada ao final do periodo de 14 dias,
avaliando-se o tamanho das lesdes presentes na superficie foliar de cada disco de
folha. Os dados observados foram transformados para porcentagem de doenca. O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso, composto por 11 tratamentos e
cinco repeti¢cdes (cinco placas com cinco discos de folhas).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BIOENSAIOS PARA PRODUCAO DE FITOALEXINAS EM MESOCOTILOS DE
SORGO

A partir das concentracfes e dos métodos de extracdo de A. blanchetti ea
guente e a frio, os resultados observados apresentam significancia do teste F, em
nivel de 1% de probabilidade para a capacidade de inducdo de producdo de
fitoalexinas em sorgo. Independente da concentracdo e do método de extracdo (a
guente ou a frio), observou-se a producéo de fitoalexinas 3-deoxiantocianidinas em

mesocotilo de sorgo (Figura 1) diferindo da testemunha negativa.

20 +

oIIlII II

Testemunha Abq10 Abq 100 Abq500 Abq 1000 Ab10 Ab100 Ab500 Ab1000 ASM

*Tratamentos

= =
") N o
L

Absorbéancia 480 nm
grama por folha

IN

Figura 1. Producdo de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo submetidos aos tratamentos com extrato
etanolico de Allamanda blanchetti. extraido a quente e a frio; acibenzolar-S-metil (ASM - 200 mg . Lt
). *Tratamentos: Abq - Extrato de A. blanchetti a quente; Ab - A. blanchetti a frio; Testemunha - 4gua
destilada e esterilizada; Concentragbes dos extratos: 10, 100, 500 e 1000 ppm. Teste F, a 1% de

probabilidade.

Esse efeito foi caracterizado pelo aumento da atividade de fitoalexinas
observado nas concentracbes dose dependente tanto para a extracdo a quente

como para a extracdo a frio. Nas concentracdes avaliadas, apenas a concentracao
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1000 ppm extraida em a quente apresentou resultados semelhantes as
concentracoes de extrato a frio e ao acibenzolar-S-metil.

Houve diferencas entre as concentragdes comparando-se o método de
extracdo. Nas concentracfes 10, 100 e 500 ppm extraidas a quente, o acumulo de
3-deoxiantocianidinas foi = 3 vezes inferior as mesmas concentracdes extraidas a
frio, e sempre maior do que a testemunha negativa. Houve um pico de acumulo de
fitoalexinas na concentracdo 1000 ppm a quente com resultados semelhantes as
concentracbes a frio (10, 100, 500 e 1000 ppm) e ao produto comercial ASM. A
capacidade de extracdo dos metabdlitos pelos diferentes métodos € indicativo de
gue as substancias elicitoras de inducdo presentes no extrato estdo relacionadas
com a maior concentracdo dessas substancias. BONALDO et al., (2004) utilizando
diferentes concentracdes de extrato de eucalipto, demonstraram que a producao de
fitoalexinas 3-deoxiantocianidinas em mesocotilos de sorgo foi mais expressiva nas

concentracfes acima de 10%.

Para Maul (1999) os métodos convencionais de extracdo a baixa pressao
como a hidrodestilagdo ou a extracdo em aparelho Soxhlet mostram-se eficazes. No
entanto, apresentam desvantagens como o grande volume de solvente organico
utilizado, o tempo de processo e a contaminacdo do extrato por residuos do
solvente. Outro fator negativo € a possibilidade de degradacéo térmica dos extratos

com perda de substancias.

Segundo Souza (2004), quando o tempo em que o extrato passa em contato
com as temperaturas elevadas é pequeno, aumenta-se a capacidade de utilizacdo
de substancias sensiveis ao calor. Isso demonstra que, possivelmente, para as
concentracfes 10, 100 e 500 ppm extraidos a quente, ocorreram maiores perdas de

substancias sensiveis ao calor.

5.1 EVOLUCAO DO OIDIO EM DISCOS DE FOLHAS E PERCENTUAL DE
CONTROLE

Plantas de videira ‘Superior Seedless’ pulverizadas com concentracbes de
extrato etandlico de A. blanchetti a quente e a frio, 96h antes da inucolagdo com U.

necator, apresentaram niveis significativos de reducéo da superficie foliar lesionada
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(Tabela 1). O pré-tratamento com extrato de Abg 1000ppm, induziu a uma reducéo
de = 30 vezes a infecgdo por U. necator comparada a testemunha negativa

(pulverizada com agua destilada).

Tabela 1. Protecédo de videiras ‘Superior Seedless’ em resposta a aplicacdo de extrato etandlico de
Allamanda blanchetti A. DC. vs Uncinula necator Schwein e Burr. Petrolina, PE. 2010.

Tratamentos? Area lesionada (%)*
Abqg 10 ppm 4401 b
Abg 100 ppm 4,28 ¢
Abg 500 ppm 49,58 b
Abqg 1000 ppm 2,37c
Ab 10 ppm 45,68 b
Ab 100 ppm 40,44 b
Ab 500 ppm 10,51 c
Ab 1000 ppm 10,68 ¢
Acibenzolar-S-metil 33,12 b
Testemunha negativa (dgua destilada) 69,27 a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%). tAbq - Extrato
etanodlico de Allamanda blanchetti a quente (extraido em aparelho Soxhlet por 36h); Ab - Extrato
etanodlico de A. blanchetti a frio (pé seco em contato com o solvente por 72h); produto comercial
acibenzolar-S-metil (ASM - 200 mg.L™). Concentracdes utilizadas: 10, 100, 500 e 1000ppm.

Os resultados observados em discos de folhas indicam a existéncia de um
pré-condicionamento como componente da resisténcia sistémica induzida em
resposta a utilizacdo de extrato de A. blanchetti e ao posterior desafio com o
patogeno. Este fendmeno esta associado ao aumento da capacidade para uma
rapida e efetiva ativacdo das respostas de defesa celular, as quais sao induzidas
somente apdés o contato com o patdgeno desafiante (CONRATH; PIETERSE;

MAUCH-MANI, 2002), resultando em diferentes niveis de controle da infeccao foliar.
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Em discos de folhas pré-condicionados, os resultados observados indicam
que o fendmeno ndo é explicado unicamente pela expressdao dos mecanismos de
defesa observados, e sim pelo aumento da sensibilidade da planta em perceber a

chegada de um patégeno em potencial.
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6 CONCLUSAO

Extrato de Allamanda blanchetti nas concentragdes 10, 100, 500 e 1000ppm
extraido em aparelho sohxlet e a frio, etanol absoluto, induz a producdo de

fitoalexinas 3-deoxiantocianidinas em mesocotilos de sorgo.

Em discos de folhas, extratos de A. blanchetti 100 e 1000ppm a quente, e
500 e 1000ppm a frio promoveram os maiores percentuais de controle de oidio da
videira, constituindo-se nestes, indicativos da presenca de substancias bioativas
com capacidade de induzir respostas de defesa em videiras contra 0 ataque de

patdgenos.
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ANEXOS

Experimento com discos de folhas

Foto (esquerda): Placas com discos de folhas.

Foto (direita): Inoculagdo com suspensao de esporos de oidio (Uncinula necator).
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Evolugcédo do oidio (Uncinula necator) em discos de folhas 96 h ap6s aplicacdo de

elicitores.
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Figura A - Testemunha negativa (dgua destilada).
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Figura B - Extrato etandlico de Allamanda blanchetti a quente (Abq) (extraido em aparelho Soxhlet

por 36h) 10 ppm.

C

C1
c2

c3

2
N
09000 ¢

c5

Figura C - Abg 100 ppm.
Figura D - Abg 500 ppm.
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Figura F - Extrato etandlico de Allamanda blanchetti a frio (Ab) 10 ppm.

Figura E - Abg 1000 ppm.

R5

R4

R3

R2

R1

R5

R4

R3

R2

R1

G - ~ m < un
Qo o o o o

H00400

(-4
1 BN N Y
~N
90000
-
90000

R3

R5

® 1 ® a4y,
N X PY
® 000¢
Q0000

R2 R3 R4

Foto G - Ab 100 ppm.
Foto H - Ab 500 ppm
R1

11
12
13
14
I5

S-metil (200 g.L™)

Figura | - Ab 1000 ppm.
Figura J - Acibenzolar-



Foto (esquerda): Teste de fitoalexinas em mesocétilo de sorgo.
Foto (direita): Producgéo de fitolexina em mesocétilo de sorgo.

Foto (direita): Leitura de absorbancia em espectrofotémetro a 480 nm.
Foto (esquerda): Leitura de absorbancia em espectrofotbmetro a 480 nm.

Foto (direita): Extracdo em aparelho Soxhlet.
Foto (esquerda): Extracdo em aparelho Soxhlet.
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