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EFEITO DE EXTRATOS DE Allamanda blanchetti NO CONTROLE DE Alternaria
brassicicola EM MUDAS DE COUVE-MANTEIGA!

JULIANA DE SOUZA GRANJA BARROS?", ERBS CINTRA DE SOUZA GOMES?,
LEONARDO SOUSA CAVALCANTI?

RESUMO — O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do extrato de uma planta nativa da caatinga
(Allamanda blanchetti) no controle do fungo Alternaria brassicicola quanto a indugdo de mecanismos de resis-
téncia em mudas de couve-manteiga e agdo fungitdxica direta. Em condi¢des de casa de vegetagdo, as mudas
de couve-manteiga foram pulverizadas com os extratos de 4. blanchetti extraidos a quente ¢ a frio, nas concen-
tragdes 0, 100, 500 e 1000 ppm. Avaliacdes da severidade da doenga foram realizadas a 5, 6, 7, 8, 9 ¢ 10 dias
apos a inoculagdo. Peroxidases foram analisadas em cinco tempos, quais sejam, 0, 24, 72, 120 ¢ 168 horas apds
a pulverizacdo das mudas com os extratos. Além disso, fora avaliado também a capacidade dos extratos a quen-
te e a frio a 0, 100, 500 ¢ 1000 ppm em inibir a germinag¢do dos esporos de A. brassicicola. As concentragdes
de 1000 ppm dos extratos a quente ¢ a frio foram as mais eficientes no controle da doenca. O extrato de A.
blanchetti induziu aumento da atividade de peroxidase as 24 horas apods a aplica¢do dos tratamentos e promo-
veu inibicdo da germinag@o dos esporos de A. brassicicola. Estes resultados indicam o potencial de 4. blan-
chetti no controle de A. brassicicola, tanto pela acdo direta quanto pela ativagdo de mecanismos de defesa.

Palavras-chave: Resisténcia induzida. Peroxidases. Atividade antimicrobiana. Brassica oleracea L.

EFFECT OF THE Allamanda blanchetti EXTRACTS ON THE CONTROL OF Alternaria
brassicola IN SEEDLINGS OF KALE

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effect of the extract from a native plant from
caatinga (Allamanda blanchetti) in the control of the fungus Alternaria brassicicola, concerning to induction of
resistance mechanisms in seedlings of kale and direct fungitoxic action. Under greenhouse conditions, the
seedlings of kale were sprayed with extracts from A. blanchetti extracted at hot and at cold at concentrations of
0; 100; 500 to 1000 ppm. Analysis of disease severity were performed at 5; 6; 7; 8; 9:10 days after inoculation.
Peroxidases were analyzed five times 0; 24; 72; 120, and 168 hours after spraying the seedlings with the
extracts. Furthermore, the capacity of the hot and cold extracts was also evaluated at 0; 100; 500, and 1000 ppm
to inhibit the germination of spores of A. brassicicola. The concentrations of 1000 ppm of the hot and cold
extracts were more effective in controlling the disease. The extract of 4. blanchetti induced an increase in the
peroxidase activity at 24 hours after treatment application and promote inhibition of germination of spores of
A. brassicicola. These results indicate the potential from A. blanchetti to control 4. brassicicola, both by direct
action and the activation of defense mechanisms.

Keywords: Induced resistance. Peroxidases. Antimicrobial activity. Brassica oleracea L.
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INTRODUCAO

A couve-manteiga (Brassica oleracea L. var.
acephala) é uma hortaliga arbustiva anual ou bienal,
da familia Brassicaceae, de grande importancia na
tradigdo culinaria brasileira, pois possui alto valor
nutritivo e € rica em sais minerais e vitaminas essen-
ciais a saide humana (LEFSRUD et al., 2007; SIL-
VA et al., 2007; 2012; NOVO et al., 2010). Além
disso, destaca-se pela sua expressdo econdmica.
Dentre as variedades de brassicas, a couve-manteiga
¢ a quarta mais cultivada no Brasil, com uma produ-
¢do de 93.551 t, envolvendo 33.337 produtores em
todo o pais (IBGE, 2006).

Esta hortali¢a, apesar de ser bem adaptada as
condigdes edafoclimaticas do Brasil, pode ter sua
produtividade comprometida devido a ocorréncia de
doengas, com destaque para a alternariose, causada
pelo fungo Alternaria brassicicola (Schwn.) Wilt.
(MICHEREEFF et al., 2003). O controle da alternari-
ose ¢ realizado, em geral, por meio de pulverizacdes
com fungicidas a base de chlorothalonil, iprodione
ou mancozeb, antes ou apos 0s primeiros sintomas
(AZEVEDO; MICHEREFF; MARIANO, 2000).

O uso indiscriminado de defensivos quimicos
no controle de doencgas em plantas pode provocar a
sele¢do de microrganismos resistentes. Tais substan-
cias, além de apresentarem alto custo ndo sempre
atingem a eficiéncia desejada. De acordo com Mo-
reira et al. (2002), a ampla utilizagdo desses produ-
tos, o desconhecimento dos riscos associados a sua
utilizagdo, o consequente desrespeito as normas basi-
cas de seguranga, a livre comercializag¢do, a grande
pressdo comercial por parte das empresas distribui-
doras e produtoras e os problemas sociais encontra-
dos no meio rural constituem importantes causas que
levam ao agravamento dos quadros de contaminagio
humana e ambiental observados no Brasil.

A reducdo da aplicacdo de agrotdxicos so-
mente serd possivel se houver disponibilidade de
outros compostos que apresentem menores impactos
ambientais e riscos a saude humana. Substancias
bioativas presentes em extratos vegetais representam
uma importante fonte de compostos capazes de con-
trolar doengas em plantas, tanto pela agdo antimicro-
biana direta quanto pela ativagdo de mecanismos de
defesa das plantas tratada com esses compostos
(BALBI-PENA et al., 2006).

Dentre os métodos alternativos de controle de
patogenos em plantas a indugdo de resisténcia tem
apresentado grande potencial. Neste método, o indu-
tor ndo atua diretamente sobre o patégeno, mas esti-
mula a planta a ativar seus mecanismos de defesa em
resposta a presenga do agente patogénico. Esses me-
canismos podem envolver enzimas como peroxidase,
B-1, 3-glucanase, quitinase, fenilalanina amonia-liase
e polifenoloxidase (CAVALCANTI; BRUNELLI;
STANGARLIN, 2005).

Os extratos vegetais que possuem substancias
bioativas podem apresentar a capacidade de atuar

como indutor de resisténcia (SANTOS et al.; 2007).
Existem varios relatos do potencial de extratos de
plantas nativas no controle de doengas em plantas
(MASUDUZZAMAN; MEAH; RASHID, 2008;
DOMINGUES et al., 2009; GOMES, 2011). As
plantas da flora brasileira apresentam grande poten-
cial como fonte de substincias bioativas para o con-
trole de doencas de plantas. Diante da vasta biodiver-
sidade da caatinga e da necessidade da descoberta de
novos compostos bioativos ¢ de fundamental impor-
tancia o estudo da flora dessa regido, ainda pouco
estudada sobre esse aspecto (NOVALIS et al. 2003).

Portanto, o presente trabalho teve como obje-
tivo estudar o potencial dos extratos de Allamanda
blanchetti, obtidos a quente e a frio, no controle do
fungo Alternaria brassicicola como indutor de me-
canismos de resisténcia em couve-manteiga ¢ como
fungicida natural, buscando reduzir o uso de agroto-
xicos nesta cultura.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa
de vegetacdo e em laboratorio de bioquimica, locali-
zados no Campus da Universidade Federal do Vale
do Séo Francisco (UNIVASF), em Juazeiro (BA), no
periodo de janeiro a maio de 2011.

Obtencao dos extratos de Allamanda blanchetti

Folhas de A. blanchetti foram coletadas no
povoado de Caboclo, municipio de Afrinio (PE),
situado a 8°47°88”S e 40°93°79”W. Apos a coleta as
folhas foram armazenadas em sacos plasticos e leva-
das para o Centro de Referéncia para Recuperagio
de Areas Degradadas da Caatinga (CRAD), da Uni-
versidade Federal Vale do Sao Francisco
(UNIVASF), em Juazeiro (BA), para processamento.

O material foi etiquetado, submetido a seca-
gem em estufa a uma temperatura de 40 °C por 72 h
e posteriormente triturado em moinho de faca para a
obtencdo de um po fino e uniforme. Para a prepara-
¢do dos extratos de A. blanchetti foram utilizados
dois métodos de extragdo: a quente e a frio. Na extra-
¢do a quente utilizou-se um extrator Soxhlet, no qual
fora processado 150 g do p6 das folhas em 150 mL
de solvente etanol absoluto. No processo a frio fora
utilizado 150 g do p6 das folhas de A4. blanchetti,
imerso em 150 mL de etanol absoluto durante 72 h.
Apbs o procedimento os extratos (a quente e a frio)
foram reduzidos em evaporador rotativo por 2 h a 78
°C (BEZERRA-SILVA et al., 2010; GOMES, 2011)
e armazenados a temperatura ambiente.

Obtencio do isolado e determinacio da concen-
traciio de esporos

O isolado de A. brassicicola foi obtido de
folhas de couve-manteiga com sintomas de alternari-
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ose. O método de isolamento utilizado foi o descrito
por Alfenas et al. (2007). Apos a obtengdo do isolado
este foi multiplicado colocando-se pequenas quanti-
dades de conidios em placas Petri contendo meio de
cultura BDA esterilizado. As placas foram mantidas
a 25 °C por um periodo de sete dias. Apos esse perio-
do, o patogeno foi inoculado com suspensdo de espo-
ros na concentragdo de 1x10° esporos mL™" em plan-
tas sadias de couve-manteiga, sendo reisolado apos o
surgimento dos primeiros sintomas da doenca.

Para o calculo da concentragdo de esporos 20
mL de agua destilada esterilizada foram adicionadas
em placas contendo o in6culo e efetuada a raspagem
das coldnias e filtragem em camada dupla de gaze
esterilizada. Em seguida, foi determinada a concen-
tracdo de esporos a partir da contagem em camara de
Neubauer.

Influéncia dos extratos de A. blanchetti na severi-
dade da alternariose da couve-manteiga

As sementes de couve-manteiga foram semea-
das em vasos plasticos contendo 195 g de areia e
esterco bovino, na propor¢do 2:1. O experimento foi
conduzido em casa de vegetagdo, localizada no Cam-
pus de Juazeiro, Bahia, da Universidade Federal do
Vale do Sdo Francisco. Sete dias apos a semeadura
foi realizado o desbaste, mantendo-se uma muda por
vaso. As regas foram efetuadas uma vez por dia. Aos
60 dias apos a germinag@o deu-se inicio a aplicacdo
dos seguintes tratamentos: (1) pulverizacdo com
agua destilada esterilizada (concentracao 0); (2) pul-
verizagdo com extrato bruto de A. blanchetti, extrai-
do a quente, na concentragao de 100 ppm; (3) pulve-
rizagdo com extrato bruto, extraido a quente, na con-

centracao de 500 ppm; (4) pulverizagdo com extrato
bruto, extraido a quente, na concentragao de 1000
ppm; (5) pulverizagdo com extrato bruto, extraido a
frio, na concentragao de 100 ppm; (6) pulverizagdo
com extrato bruto, extraido a frio, na concentracao
de 500 ppm; (7) pulverizagdo com extrato bruto,
extraido a frio, na concentracao de 1000 ppm. A
pulverizagdo das mudas foi efetuada com 40 mL de
extrato.

Apbs 24 h foi realizada a pulverizacdo das
mudas com a suspensdo de esporos de A. brassicico-
la a uma concentragio de 1x10° esporos mL™. Os
dois procedimentos foram efetuados ao final da tar-
de, quando ocorre a abertura dos estomatos. Nas
solucdes dos tratamentos e na suspensdo de esporos
foram adicionadas 1,5 mL de espalhante adesivo
Tween 80 para permitir uma aplicagdo mais unifor-
me. As mudas, ap6és serem inoculadas, foram manti-
das em cdmara imida durante 48 h.

As avaliagdes da severidade da doenga foram
efetuadas todos os dias, iniciando-se com o surgi-
mento dos sintomas, cinco dias apds a inoculacao, e
estendendo-se até a estabilizagdo dos sintomas, ou
seja, quando ndo houve mais evolu¢do da doenca, o
qual ocorreu ao décimo dia apds a inoculagdo, totali-
zando seis dias de avaliagdo.

A severidade da doenga foi estimada com o
auxilio de escala diagramatica indicando notas de 0 a
50 (CONN; TEWARI; AWASTHI, 1990), com a
nota 0 indicando auséncia de sintomas ¢ 50 para se-
veridade maxima. Os dados foram transformados em
porcentagem utilizando a equagéo do indice de infec-
¢do de Mckinney (1923).

Figura 1. Escala diagramatica de notas de alternariose em couve (CONN; TEWARI, J. P.; AWASTHI, 1990)

A area abaixo da curva de progresso da doen-
¢a (AACPD) de cada repeticdo (cinco mudas por
tratamento) foi calculada utilizando-se os valores do
indice de infecgdo.

O delineamento experimental utilizado foi o
fatorial 2 x 4, com dois métodos de extracdo (quente
e frio) x quatro concentra¢des (0; 100; 500 e 1000
ppm), com cinco repeticdes por tratamento, sendo
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cada repeticdo constituida por uma muda. Os dados
da AACPD foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Havendo significincia na ANOVA
(P<0,05), o fator qualitativo (métodos de extragdo)
foi analisado por meio de teste de comparacao de
médias de Scott-Knott (P<0,05) e o fator quantitativo
(concentracdes) foi submetido a analise de regressao.
As analises foram realizadas através do software
Assistat (ASSISTAT, 2010).

Determinacfio da atividade de Peroxidase em mu-
das de couve-manteiga tratadas com extratos de
A. blanchetti

Amostras de 0,5 g de folhas na posi¢do medi-
ana das plantas de couve-manteiga foram coletadas
as 0, 24, 72, 120 e 168 h apds a aplicacdo dos trata-
mentos. Os tempos de coletas das folhas foram adap-
tados da metodologia adotada por Pereira et al.
(2009) e por Gomes (2011). As amostras das folhas
foram coletadas conforme o seguinte esquema: 0 h =
antes da aplicagdo dos tratamentos ¢ da inoculagéo;
24 h = coletadas 24 h apés a aplicagdo dos tratamen-
tos e antes da inoculagdo; 72 h = coletadas 72 h apods
a aplicagdo dos tratamentos e 48 h apos a inocula-
¢do; 120 h = coletadas 120 h apds a aplicagdo dos
tratamentos e 96 h apds a inoculagdo; e 168 h = cole-
tadas 168 h apds a aplicacdo dos tratamentos e 144 h
apos a inoculagio.

As amostras foram armazenadas em fireezer a
— 20 °C. Oito dias ap0s a primeira coleta as amostras
de folhas foram pesadas ¢ maceradas na presenca de
nitrogénio liquido, usando almofariz e pistilo e, em
seguida, homogeneizadas com 5 mL de tampéo ace-
tato de so6dio a 100 mM (com EDTA a | mM, PVP a
1% da solug@o tampdo e pH 5,0). A solugdo resultan-
te foi transferida para microtubos de 1,5 ml e centri-
fugada a 20000 g durante 25 minutos a 4 °C
(COUTO et al., 2009). Uma vez centrifugada, a solu-
¢do sobrenadante, considerada como extrato enzima-
tico, foi transferida para novos tubos e armazenada
novamente em fieezer a -20 °C.

A determinagdo da atividade de peroxidase
foi baseada na metodologia utilizada por Couto et al.
(2009), utilizando-se 25 pL de guaiacol a 20 mM e
1,0 mL de tampao acetato de sdédio a 100 mM;
pHS5,0. Apds adicdo de 0,25 mL de peroxido de hi-
drogénio a 380 mM a mistura foi agitada manual-
mente e utilizada como branco na analise espectrofo-
tométrica dos tratamentos. Para comparagdo com o
branco fora acrescentado 0,5 mL do extrato enzima-
tico, sendo esta solu¢do rapidamente submetida a
leitura no comprimento de onda de 470 nm por 60
segundos.

Os resultados foram divididos pelo peso das
amostras de folhas das mudas de couve-manteiga. A
atividade de peroxidase foi expressa em unidade de

absorbancia min” g de peso fresco. E os dados ana-
lisados por meio de estatistica descritiva, através do
software Assistat (ASSISTAT, 2010).

Influéncia dos extratos de A. blanchetti na inibi-
¢do da germinacio dos esporos de A. brassicicola

As avaliacdes do efeito de agdo direta dos
dois extratos de A. blanchetii (a quente ¢ a frio) so-
bre o fungo A. brassicicola foram efetuadas com
base na metodologia adotada por Bonaldo et al.
(2004). Foram utilizadas aliquotas preparadas pela
mistura de 40 puL da suspensdo de esporos (1 x 10°
esporos mL™) e 40 uL de cada concentragdo do ex-
trato: 0; 100; 500; e 1000 ppm. Cada aliquota foi
colocada em um dos 96 pocos de placas de microti-
tulagdo descartavel com 96 pogos, fundo chato, sem
tampa e estéril. As placas foram incubadas em BOD
durante 20 horas, sob iluminagdo constante e tempe-
ratura de 25 °C. Ao término desse tempo, a germina-
¢do foi paralisada pela adi¢do de 20 puL do corante
azul de lactofenol.

As avaliacdes foram realizadas em microsco-
pio optico, com aumento de 400 vezes. As aliquotas
de cada pogo foram transferidas para a camara de
Neubauer, sendo realizada a contagem média dos
esporos nos dois campos da cimara, germinados e
ndo germinados, obtendo-se a porcentagem de espo-
ros germinados, em oito repetigdes por tratamento.
Foram considerados como esporos germinados aque-
les que apresentavam tubo germinativo de tamanho
igual ou superior ao comprimento do esporo.

O delineamento experimental utilizado foi o
fatorial 2 x 4, com dois métodos de extragdo (quente
e frio), quatro concentra¢des (0, 100, 500 e 1000
ppm) e oito repetigdes, sendo cada repeti¢do consti-
tuida por uma aliquota. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA). Havendo significan-
cia na ANOVA (P<0,05) o fator qualitativo (métodos
de extrag@o) foi analisado por meio de teste de com-
paragdo de médias de Scott-Knott (P<0,05) e o fator
quantitativo (concentragdes) submetido a andlise de
regressdo. As analises foram realizadas através do
software Assistat (ASSISTAT, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia dos extratos de A. blanchetti na severi-
dade da alternariose da couve-manteiga

Nao houve diferenga significativa entre os
métodos de extracdo (quente e frio) e entre a intera-
¢do métodos de extracdo x concentragdes (P>0,05).
No entanto, o efeito principal das concentragdes foi
significativo (P<0,05) (Tabela 1). O mesmo foi sub-
metido a andlise de regressao (Figura 2).
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Tabela 1. Analise de varidncia dos dados de Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD).

Fator de Variagdo GL SQ QM F
Meétodos de extragdo 1 4202,5 4202,5 0,4034 ns
Concentragdes 3 121514,5 40504,8 3,888 *
Meétodos de extragdo x Concentragdes 3 3339,7 111323 0,1069 ns

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, de acordo com o teste F.

Através da andlise de regressao (Figura 2)
verifica-se que a AACPD apresentou uma tendéncia
linear decrescente em relagdo as concentra¢des do
extrato de A. blanchetti. Isso indica que a severidade

400
350
300
250
200 -
150 +
100 ~
50 +

0 T T T T

AACPD

da doenca em mudas de couve-manteiga reduziu
com o aumento da concentragdo dos extratos
(a quente ¢ a frio).

y =-0,1354x+354.4
R2=0,9352%%*

0 100 200 300 400

500 600 700 800 900

1.000

Concentracoes (ppm)

Figura 2. Curva de regressdo dos dados de area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) ajustada para as concen-
tragdes 0, 100, 500 e 1000 ppm do extrato de A. blanchetti. **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. A concentra-

¢do 0 ppm representa a testemunha agua (CV % = 34).

As concentragdes mais elevadas dos extratos
de A. blanchetti (1000 ppm a quente ¢ a frio) foram
mais eficientes no controle do patégeno, proporcio-
nando maior reducdo da severidade da doenga, com
indices de protecdo de 30,0 e 40,4%, respectivamen-
te (Figura 3). O nivel de protecdo observado neste
estudo para o extrato a 1000 ppm a frio foi seme-
lhante ao obtido por Souza et al. (2015), que ao ava-
liarem o efeito de extrato vegetal de Momordica
charantia no controle da podriddo negra em abacaxi
causada por |Chalara paradoxa L. obteve nivel de
protecdo de 42,59% para a maior concentragdo do
extrato avaliada (1000 ppm).

Os resultados apresentados na Tabela 1 e Fi-
gura 2 demonstram que o aumento das concentra-
¢oes dos extratos foi o fator determinante para o con-
trole da Alternariose causada pelo fungo A. brassici-
cola em mudas de couve-manteiga. Resultado seme-
lhante também foi observado por Arafijo et al.
(2013), os quais verificaram que o extrato de A.
blanchetti reduziu a incidéncia do fungo Aspergillus
niger em sementes de Enterolobium contortisiliquum
na maior concentragdo estudada (1000 ppm). Medei-
ros et al. (2012) obtiveram redu¢do significativa na
incidéncia de Cladosporium sp., Aspergillus sp.,
Rhizopus sp., Penicillium sp., Nigrospora sp. e Pes-
talotia sp. em sementes de Caesalpinia pulcherrima
L., com extratos a 1000 ppm de A. cathartica. E

Souza et al. (2015) também verificaram menor inci-
déncia da podriddo negra no abacaxi com o aumento
da concentragdo do extrato de Momordica charantia.

No entanto, apesar do método de extragdo nao
ter apresentado efeito significativo, o extrato a frio a
1000 ppm conferiu indice de prote¢do numericamen-
te maior em mudas de couve em relagdo ao extrato a
quente da mesma concentragdo (40,4% e 30%, res-
pectivamente). Este resultado corrobora com o en-
contrado por Gomes (2011), que ao estudar o efeito
do extrato a quente e a frio de A. blanchetti no con-
trole de Uncinula necator em plantas de videira
(Superior Seedless) também verificou maior controle
da doenga nos extratos a quente e a frio a 1000 ppm,
com maior nivel de prote¢do obtido pelo extrato a
frio (55% de protecdo no extrato a quente e 62,1% de
protegdo no extrato a frio).

A redugdo da incidéncia da doenga observada
nas concentragdes mais elevadas dos extratos indica
que as mesmas possuem maior concentragdo de
substancias elicitoras, o que possibilita a sinalizagdo
de respostas de defesas mais eficientes nas plantas
tratadas, promovendo a ativagdo de genes relaciona-
dos com a sintese de proteinas-PR, enzimas integran-
tes de rotas de fitoalexinas e mecanismos de defesa
estruturais como, por exemplo, a enzima peroxidase
(CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN,
2005).
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Figura 3. Severidade da doenca causada por A. brassicicola em mudas de couve-manteiga tratadas com extrato de 4. blan-
chetti extraido a quente(q) e a frio (f), nas concentragdes de 100, 500 e 1000 ppm. A testemunha foi obtida pela aplicacdo

de agua destilada esterilizada.

Atividade de peroxidase em mudas de cou-
ve-manteiga tratadas com extratos de A. blanchet-
ti

Um pico de atividade da peroxidase do extra-
to a frio ocorreu 24 h apos a aplicagdo dos tratamen-

tos nas concentragdes de 500 ¢ 1000 ppm, antes da
inoculacdo, diferindo da testemunha agua (Figura
4B). Na concentragdo de 100 ppm a frio ocorreu um
pico de peroxidase 120 h apo6s a aplicacdo do extrato.
No entanto ndo houve reducdo da severidade da do-
enca para esta concentragio.
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Quanto ao extrato a quente, apesar de ndo ter
apresentado diferenca estatistica entre os tratamentos
houve maior atividade da concentragdo de 1000 ppm
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em relacdo as demais concentragdes, 24 h apos a
aplicagdo dos tratamentos (antes da inoculagdo)
(Figura 4A).

=100 ppm quente
—8—500 ppm quente
—&— 1000 ppm quente
—&—0 ppm quente

96 144 168

Horas apos a indugio

72

=—>&100 ppm frio
—&— 500 ppm frio
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—8—0 ppm frio
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Figura 4. Atividade de peroxidases para os extratos de 4. blanchetti a quente (A) e a frio (B) em mudas de couve-manteiga,
as 0, 24, 72, 120 e 168 horas apds a indugdo. A inoculagdo com o fungo A. brassicicola ocorreu 24 horas apos a indugdo. 0
hora apds a indugdo representa as mudas na condig@o inicial (sem extrato e sem patdgeno). E as barras de erro indicam

desvio-padrao das médias.

Este resultado sugere que o extrato a frio a
1000 ppm promoveu maior controle da doenga nas
mudas de couve (40,4%) devido a ativacdo da pero-
xidase antes da inoculagdo do patdgeno, inibindo a
penetragdo do fungo através do estabelecimento de
barreiras fisicas na parede celular das folhas. As pe-
roxidases catalisam a oxida¢do de alcoois fendlicos a
lignina promovendo modifica¢des na parede celular,
conferindo-a maior resisténcia a ataques de enzimas
hidroliticas e aumentando a resisténcia das paredes
contra a difusdo de toxinas liberadas pelos patdogenos
(CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN,
2005; RESENDE et al., 2007).

De acordo com Bonaldo, Pascholati ¢ Romei-
ro (2005), quanto mais rapido a planta reconhece a
presenga da molécula elicitora maior sera a protegao
da mesma ao patdgeno. Pereira et al. (2008) também
verificaram relacdo entre a reducao da severidade de
murcha-de-verticilio em cacaueiro e aumento na
atividade de peroxidases, no qual os tratamentos que
obtiveram maior controle desta doenga, ASM e fil-
trado de micélio de Rhizopus sp. também apresenta-
ram picos de atividade de peroxidases superiores ao
tratamento controle.

Cavalcanti, Resende e Oliveira (2007), ao
estudarem o extrato aquoso a frio de Crinipellis per-
niciosa obtido de Solanum lycocarpum, verificaram
reducdo significativa de 42,5% do progresso da man-
cha foliar bacteriana (Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria), quando previamente pulverizado em
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folhas de tomateiro, e constataram que as fragdes
obtidas deste extrato por precipitacdo salina e croma-
tografia de troca i6nica foram capazes de elicitar a
atividade de peroxidase 14 horas apds a pulverizagdo
das plantas. Gomes (2011) verificou que o extrato
etandlico de A. blanchetti obtido a frio na concentra-
¢do de 1000 ppm promoveu o aumento na atividade
das enzimas fenilalanina amoénia-liase, peroxidase e
B-1,3-glucanase. No entanto, ndo houve relagido entre
os niveis de controle de Uncinula necator em videira
e aumento na atividade de peroxidases promovido
pelos extratos a quente e a frio de A. blanchetti.
Alguns autores relatam que as peroxidases
ndo podem ser utilizadas como marcador de resistén-
cia para alguns patossistemas por ndo apresentarem
relagdo direta com o estabelecimento da indugdo de
resisténcia, mas afirmam também que a alteracdo na
sua atividade é um indicio de metabolismo alterado,
como formagdo de lignina e alteragdo de outras enzi-
mas presentes na mesma rota metabdlica (BOAVA
et al., 2010). Para Stangarlin et al. (2011), a ativagao
de peroxidases ¢ um indicio de indugdo de resistén-
cia, haja vista que estas enzimas atuam na agao pre-
ventiva contra a penetragdo de patdogenos por acdo
oxidativa de componentes da parede celular vegetal.

Influéncia de extratos de A. blanchetti na germi-
nacao dos esporos de A. brassicicola
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Quanto a acdo direta dos extratos sobre o
patdégeno (Tabela 2), a interacdo métodos de extra-
¢do x concentracdes foi significativa (P<0,01). Os
resultados mostraram que os dois métodos de extra-
¢do promoveram inibi¢do da germinacdo dos esporos
do fungo A. brassicicola com diferenca significativa

entre os extratos a quente e a frio nas concentragdes
de 100, 500 e 1000 ppm. O extrato a quente apresen-
tou os maiores indices de inibigdo da germinagdo,
atingindo 98,23% de inibi¢do para a concentracdo de
1000 ppm.

Tabela 2. Inibigdo da germinagdo dos esporos de 4. brassicicola (%) promovida pelos extratos, obtidos a quente e a frio, de

A. blanchetti.

Meétodo de extragdo

Concentragdes (ppm)

0@ 100 500 1000
Extrato a quente 4,62 al 50,05 a 87,11 a 98,23 a
Extrato a frio 4,62 a 27,00 b 45,87b 70,61 b

() Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para cada concentragdo, nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %
de probabilidade (CV % = 12,97). @ A concentragio zero se refere a testemunha agua destilada esterilizada.

As curvas ajustadas demonstram que ha uma
tendéncia linear crescente entre as concentragdes dos
extratos a quente ¢ a frio e a inibi¢do da germinag@o
dos esporos (Figura 5 A ¢ B). Desta forma, o aumen-
to da concentracdo dos extratos promoveu aumento
da porcentagem de esporos ndo germinados. Este

A

2

resultado também foi observado por Itako et al.
(2008) para diferentes concentragdes de extrato
aquoso de Artemisia camphorata, Achillea millefo-
lium, Cymbopogon citratus € Rosmarinus officinalis
na germinacdo de conidios de Alternaria solani.

+*
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Figura 5. Curvas de regressdo dos extratos de A. blanchetti extraido a quente (A) e a frio (B) em fungdo das concentragdes
de 0, 100, 500 e 1000 ppm. A concentragdo 0 ppm representa a testemunha agua destilada esterilizada. ** Significativo ao

nivel de 1 % de probabilidade.
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Os resultados apresentados na Tabela 2 ¢ Fi-
gura 5 sugerem que o método de extragdo causou
alteracdo na composicdo de substincias com acdo
fungitoéxica nos extratos de A. blanchetti. Nota-se
que o extrato a frio ndo extraiu de forma eficiente as
substancias que inibiram a germinac¢do dos esporos,
sendo necessario uma concentracdo maior desse ex-
trato para atingir grau completo de inibicdo. Longhi-
ni et al. (2007) também verificaram efeito do método
de extragdo com diferentes liquidos extratores
(etanol e propilenoglicol) na agdo antifungica dos
extratos de propolis e no teor de flavonodides. Balbi-
Pena et al. (2006) verificaram diferenca da acdo fun-
gitdxica entre os extratos autoclavados e ndo auto-
clavados de circuma e de curcumina.

Substancias com agdo antifingica foram iden-
tificadas em algumas espécies de Allamanda. Graeb-
ner (2003), ao avaliar os constituintes quimicos de
plantas medicinais, isolou substancias com atividade
antifingica denominadas de iridéides das espécies de
Allamanda cathartica e Allamanda schottii.

Estudos também tém demonstrado o potencial
de extratos de Allamanda spp. no controle de patoge-
nos vegetais. Medeiros et al. (2013), ao avaliarem o
efeito de extrato vegetais na microflora de sementes
de Clitoria fairchildiana, verificaram que o extrato
de Allamanda blanchetti reduziu significativamente
o crescimento do fungo Rhizopus stolonifer. Niveis
significativos de controle de patdgenos com o uso de
extratos de Allamanda spp. também foram observa-
dos. Ahmed, Meah e Yasmin (2012) verificaram que
extratos de Allamanda cathartica inibiram em 100%
o crescimento micelial de Phomopsis vexans. Em
trabalho desenvolvido por Masuduzzaman, Meah e
Rashid (2008), no qual fora avaliado o efeito das
concentragdes 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 de extrato aquoso
de Allamanda, observaram que algumas destas con-
centra¢des foram eficientes no controle de fitopato-
genos, inibindo completamente o crescimento mice-
lial de alguns fitopatdgenos, como Phomopsis ve-
xans, Rhizoctonia solani (todas as concentragdes),
Sclerotium rolfsii e Phytophthora capsici. Domin-
gues et al. (2009) verificaram inibi¢do total do cres-
cimento micelial de Colletotrichum acutatum pelo
extrato de A. cathartica, mostrando sua atividade
fungitéxica sobre este patogeno.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que os extratos de A.
blanchetti sao capazes de atuar na reducgdo da severi-
dade dos sintomas da alternariose em mudas de cou-
ve-manteiga, podendo atuar tanto na ativacdo de
mecanismos de defesa como pela acdo antimicrobia-
na direta sobre o patdogeno.
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