Universidade Federal Rural do Semi-Arido ISSN 0100-316X (impresso)
Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagéo ISSN 1983-2125 (online)
http://periodicos.ufersa.edu.br/index.php/sistema

EXTRATOS DE JUREMA PRETA NO CONTROLE DE MANCHA-DE-
ALTERNARIA EM MELANCIA !

IVANILDO VIANA BORGES?, ANA ROSA PEIXOTG, LEONARDO SOUSA CAVALCANTF, MERIDIANA
ARAUJO GONCALVES LIMA2, MATHEUS SILVA E SILVA?

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo avaliar a acdexdmtos aquosos (EAC), etandlicos (EEC) e
decécto (EDC) das cascasMéemosa tenuiflora e aquoso de raizes (EAR), no controle da manctatelmaria
em melancia, assim como avaliar o modo de aca@slestratos, seja por apresentar toxidez ao paiGgen
capacidade desses em alterar o metabolismo do deigpativando enzimas de protecdo. Os extratdsl.de
cucumerina, in vitro. Em ambiente controladon(vivo), as plantas foram pulverizadas com 0s quatratsr
em trés concentracdes (0,5; 4,0 e 10 mg)mM8 horas antes da inoculacdo. As avaliacdes faf@tuadas
com base na severidade da doenca e determinagdividade enzimatica. Em campo os quatro extratct
pulverizados em duas concentracdes (4,0 e 10 mb,malvaliado-se a severidade da doenca com auxlio d
escala descritiva. O EAC inibiu 100% da germinagfiescimento micelial e esporulag&ovitro. O EAC in-
duziu sintese dB-1,3 glucanase e peroxidase, reduzindo 97% da doemcambiente controlado e 31% em
campo, sendo superior aos demais extratos e aggiflas comerciais: oxicloreto de cobre que contral9%

e 21% para ambiente controlado e campo respectiviame o tebuconazol + trifloxistrobina que cordrol
15% em campo. Esses extratos apresentaram potpacéab controle de mancha-de-alternaria seja ndasa
toxidez ao patdgeno ou através da inducdo deé&asiat

Palavras-chave Mimosa tenuiflora. Alternaria cucumerina. Peroxidasef-1,3 glucanase.

JUREMA PRETA EXTRACTS IN CONTROL OF ALTERNARIA LEAF  SPOT WATER-
MELON

ABSTRACT - This study had the objective to evaluate the aatibaqueous (EAC), ethanolic (EEC) and de-
coction (EDC) extracts of juremapreta batkmosa tenuifloraand aqueousroot extract (EAR) on the control of
alternaria black spot on watermelon, as well aduatimg the mode of action of these extracts, eithepre-
senting toxicity to the pathogen and the abilityateer the metabolism of the host by activatingt@ctve en-
zymes.M.tenuiflora extracts were tested for inhibition of germinationycelial growth and sporulation of
A.cucumerina in vitro. Under controlled conditionsn(vivo), the plants were sprayed with the four extraats i
three concentrations (05, 4.0 and 10 mgn&8 hours before inoculation. The evaluations vexsed on dis-
ease severity and determination of enzymatic agtitn the field the four extracts were sprayetinat concen-
trations (4.0 and 10 mg.rl), evaluating the severity of the disease with lieép of descriptive scale. The
EAC inhibited 100% germination, mycelial growth ambrulation ofA.cucumerinain vitro. The EAC induced
synthesis 0f-1,3 glucanase and peroxidase, reducing 97% dlifease, in a controlled environment and 31%
in the field, being superior to the other extraatel commercial fungicides: copper oxychloride whici-
trolled 79% and 21% for environmental controlledl dield respectively, and tebuconazole + trifloxgsin
which controlled 15% in the field. These extradiswsed potential to control alternaria leaf spotasised tox-
icity to the pathogen or by inducing resistance.

Keywords: Mimosa tenuiflora. Alternaria cucumerina. Peroxidasep-1,3 glucanase
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INTRODUQAO (UNIVASF) Campus Juazeiro-BA e Laboratério de
Fitopatologia e campo experimental de olericolas da
A producdo de melanciaCitrulluslanatus Universidade do Estado da Bahia, Departamento de

(Thunb.) Matsumura&Nakai) é limitada pela ocor- Tecnologia e Ciéncias Sociais (UNEB-DTCS) Cam-
réncia de doencas, dentre elas a mancha-detus lll, em Juazeiro-BA.
alternaria, causada pelo fungtiernaria cucumerina O material vegetal coletado foi seco ao ar (35
(EI&EV.) Elliot. Essa doenca surge no final doleic — 40 °C) e macerado em moinho. Posteriormente,
da cultura diminuindo a &area fotossintética, exjpond foram preparados trés extratos da casca do caule:
os frutos ao sol, podendo ainda ocasionar a marte dextrato aquoso (EAC); extrato etandlico (EEC utili-
planta. zando-se etanol 92%); extrato decocto (EDC) e um
O controle fitossanitario para evitar perdas na€Xxtrato aquoso de casca da raiz (EAR). Para o prepa
producao é realizado através de fungicidas quimico§0 de cada extrato foram utilizados 50 gramas do
gue contaminam o ambiente e provocam sérios prehaterial vegetal para 200 mL da solucdo extratora
juizos a satde do homem, sendo que essas desvanfagua ou alcool). Os extratos EAC, EEC e EAR fo-
gens podem ultrapassar as vantagens associadas &n obtidos pelo método da maceragéo e ficaram em
seu ganho de produtividade (VEIGA et al., 2006). ~ contato com a solucdo extratora durante 72 horas,
As contaminacdes causadas pelos agrotdxico€nquanto o EDC foi obtido via decoccdo, sendo a-
no controle de doengas em p|antas tém levado OgueCidO até atingir 100 °C. Os extratos foramdiltr
pesquisadores a verificar a acdo de extratos \isgeta dos com papel de filtro e somente os EAC e EEC
6leos essenciais e filtrados de micélios de fumgos foram transferidos para bandejas até a evaporagao d
busca de moléculas capazes de controlar doencas ei@da a solucao extratora.
plantas sem que haja contaminagéo do ambiente, seja ~ AS concentracbes dos extratos foram ajusta-
por apresentarem atividade antimicrobiana direta oiflas através da equacao linear y = 0,00111 + 0,02832
indutora de resisténcia sistémica em plantas R° = 0,99, obtida através do programa computa-

(PEREIRA et al., 2008; SILVA et al., 2007; LATHA cional Origin 7.0, onde, “y” representa a absorknc
etal., 2009). e “X” a concentragdo em mg.MLPara obtencédo da

Extratos de jurema pretdl{mosa tenuiflora), curva foram realizadas leituras em espectrofot@metr

espécie nativa da Caatinga, possuem atividade ant® 550 nm de solucdes aquosas com concentragdes
microbiana associada & acdo de taninos, saponinasé@nhecidas do EAC (1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,
flavonoides, que estdo presentes em todas as partésd; 5,0; 5,5 e 6,0 mg.n.

da planta, principalmente nas cascas. Estudos reali O isolado deA. cucumerina foi obtido de
zados por Bezerra et al. (2011) revelaram que oplantio de melancia com sintomas caracteristicos da
extratos da casca dessa planta apresenta atividagé¥enca, localizado no campo experimental de oleri-

bactericida e bacteriostatica, mesmo em baixas corcolas do DTCS-UNEB. O material vegetal foi con-
centracoes. duzido ao Laboratério de Fitopatologia do DTCS-

A resisténcia sistémica, por outro lado, pode UNEB para isolamento e realizacdo dos postulados

ser ativada por agentes de origens diversas, capaz€€ Kock, conforme metodologia descrita por Mene-
de conferir & planta protecdo contra uma série d&es € Assis (2004), para confirmacéo da patogenici-
patdgenos ndo especificos. As alteracdes causad&éde do isolado o qual posteriormente foi preservad
por esses agentes no metabolismo celular podem s€M agua destilada e 6leo mineral.

evidenciadas pela expressdo das enzimas peroxidase, ~ Para o preparo da suspenséo de esporos, culti-
polifenoloxidasep-1,3 glucanase, quitinase e fenila- VOU-se o patdgeno em meio de cultura BDA (Batata,
lanina aménia-liase, reduzindo significativamente a200 g; Dextrose, 20 g; Agar, 17 g).durante oito
doenca, porém sem atuar diretamente sobre o patogéias sob fotoperiodo de 12 horas a 25 °C em BOD

no (PEREIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., (Demanda Bioguimica de Oxigénio). Apos seis dias
2006; SILVA et al., 2007). de incubacdo, foram realizadas abrasfes sobre o

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar crescimento micelial com o objetivo de estimular a
a acdo de extratos ddimosa tenuiflora (Wild) Poir. ~ €sporulagdo. Ao atingir oito dias de incubacdo, fo-

sobreA. cucumerinain vitro ein vivo em melancia. ram adicionados 10 mL de agua destilada e esterili-
zada (ADE) em cada placa de Petri o crescimento
MATERIAL E METODOS fingico foi retirado com auxilio de uma escova para

liberacdo dos esporos. A concentragdo da suspensdo

Foram coletadas cascas de caule e raizes O%e esporos foi determinada em camara de Neubauer

M. tenuiflora em area de Caatinga, Petrolina-PE, no® EXPresso em esporos. il

més de abril de 2010, seguindo as coordenadas geo- Na avaliacdo da germinacéo Aecucumeri-

graficas, 9919’ S, 40°31'W. Os ensaios foram desen”@ sobre os extratos dd. tenuiflora, suspenséo de

1 - . . ~ .
volvidos nos laboratérios de Bioquimica e Quimica 40HL @ 10’ esporos.mL foi adicionada as cavidades

Organica, Fisiologia vegetal e Microbiologia da Uni da placa de ELISA contendo 40 dos extratos

versidade Federal do Vale do Sao FranciscoEAC, EEC, EDC, EAR) previamente esterilizados

em filtro milipore (0,2um) em dez concentracdes
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(0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 45,8 do as plantas em camara Umida durante 48 horas.
mg.mL?Y). Para o tratamento testemunha utilizou-seAp6s 24 horas da inoculaco foi realizada nova apli
ADE em substituicdo aos extratos. As placas de ELIcacéo dos extratos. Como parametro utilizou-se duas
SA foram incubadas em BOD durante 20 horas solplantas controle, uma inoculada com o patégeno e a
luz constante e temperatura de 25 °C. Considerou-seutra inoculada e tratada com Oxicloreto de cobre (
germinados 0s esporos que apresentavam tubo gemg.mL?).
minativo igual ou maior que o esporo, conforme Ita- A avaliacéo da severidade da doenca foi inici-
ko et al. (2008). O delineamento experimental foiada 96 horas apds a inoculacdo, sendo realizadas
inteiramente ao acaso com oito repeticbes e as méinco avaliacdes da severidade com intervalo de 24
dias dos tratamentos foram submetidas a regresséwras, e posterior célculo da area abaixo da aleva
na analise de variancia. progresso da doenca (AACPD), através da férmula
Para avaliacdo do crescimento micelial e es-AACPD =Z(y; + Y.+1)/2 * (t+1 — t), onde: n = nime-
porulacdo, 1,0 mL dos extratos esterilizados (EAC,ro de avaliacbes; y = severidade da mancha-de-
EEC, EDC, EAR) foi adicionado a BDA fundente e altenaria (%); t = tempo (dias) (SHANER; FINNEY,
vertido em placas de Petri, sendo a concentracgio dal977).
extratos proporcional a 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 5mgmL A severidade da doenca foi quantificada em
de BDA. Ap0s a solidificacdo do meio foram adicio- percentagem de area foliar necrosada utilizandm-se
nados 40 pL de suspensdo (Esporos.ml') no programa computacional QUANT. Para tanto foi
centro de cada placa. Como parametro foram utilizanecessario fazer fotografias das folhas de todas as
das duas plantas controle, sendo uma com a adicdmidades experimentais utilizando-se uma camara
de fungicida (oxicloreto de cobre na 1 mgHLe digital com resolucdo de 12 megapixels, as quais
outra sem adicdo de qualquer produto. As placasoram processadas no QUANT.
foram incubadas, em BOD durante oito dias sob fo- O delineamento experimental foi inteiramente
toperiodo de 12 horas a 28 °C. A avaliacdo do Eresc a0 acaso com cinco repeticdes em esquema fatorial
mento micelial (CM) e esporulacdo foi realizada duplo 4x3+2, sendo, quatro extratos, trés concentra
apos oito dias de incubacgdo, sendo o CM mensuradgdes e duas testemunhas. As médias dos tratamentos
através do diametro da colénia em sentidos diameforam comparadas pelo teste de Tukey a 5% de pro-
tralmente opostos, com auxilio de régua milimetrada babilidade.
As médias dos valores dos diametros foram obtidas O periodo de incubagdo (Pl) compreendido
para determinar o CM. Os dados de CM foram transentre a inoculagéo e o surgimento da doenca foi ava
formados em percentagem de inibicdo, obtido emliado em horas, sendo o delineamento experimental
relacdo ao didmetro da placa de Petri (d PP)inteiramente casualisado e as medias das cince repe
utilizando-se a seguinte equagéo, Inibicdo (%) P JP ticdes comparadas pelo teste de Scott-knott a 5% de
- CM x 100/ @PP). A esporulacdo foi determinadaprobabilidade
utilizando-se a metodologia citada anteriormente Para estudo da acdo enzimatica foi retirada
para obtencdo da suspensao de esporos. uma folha de cada unidade experimental, 48 horas
O delineamento experimental foi inteiramen- apés a inducdo com os extratos e 48 horas apos a
te ao acaso em esquema fatorial duplo 4x5+2 sendmoculacdo deA. cucumerina. Em seguida, as folhas
quatro extratos, cinco concentracdes e duas testemdoram armazenadas em freezer a 0 °C e posterior-
nhas. As medias das cinco repeticbes foram compamente,,pesadas e maceradas em almofariz, em ba-
radas pelo teste de Scott-knott (p<0,05). nho de gelo, com 5 mL de tampéao (acetato de sddio
Com o prop6sito de estudar a acéo dos extrad,1 mol.L* pH 5,0 e polivinilpirrolidona (PVP) a 1%
tos deM. tenuiflora na severidade da mancha-de- e EDTA 0,01 mol.[}). Os extratos foram centrifuga-
alternaria, sementes de melancia da Cultivar Crim-dos a 20.000g por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadan-
son Sweet foram semeadas em bandejas de isoptg transferido para microtubo e armazenado em free-
contendo substrato comercial. Transcorridos 15 diager a 0 °C para posterior determinacdo das enzimas,
da semeadura, as mudas foram transplantadas pacanforme metodologia descrita por Guimaraes et al.
copos de polietileno com capacidade de 400 mL,(2010).
contendo substrato comercial e cultivadas em casa d A atividade da peroxidase foi avaliada pela
vegetacdo. Quando as plantas apresentavam, petixidacao do guaiacol ¢8gO,) na presenca do pero-
menos, trés folhas definitivas. Os quatro extra®s xido de hidrogénio (KD,) em tetraguaiacol. Para
M. tenuiflora (EAC, EEC, EDC e EAR) nas concen- ocorrer a reagdo uma aliquota dey25de guaiacol
tracbes de 0,5; 4,0 e 10 mg.thforam pulverizados (0,02 mol.L %), 1,0 mL do tampé&o acetato (0,1 mol.L
nas plantas até o escorrimento. Posteriormente as pH 5,0), 250uL de per6xido de hidrogénio (0,38
plantas foram mantidas em ambiente com temperatumol.L™) e 500uL do extrato enzimético foram trans-
ra de 27 °C e umidade relativa de 52% (variacdo +/feridos para uma cubeta espectrofotométrica. A mis-

2). tura foi agitada levemente e imediatamente colocada
Ap6s 48 horas da aplicacdo dos extratos, reano espectrofotbmetro a 470 nm por dois minutos
lizou-se a inoculacdo d&. cucumerina por pulveri-  para realizacdo das leituras da atividade enzimatic

zacdo da suspensdo deekporos.ml* permanecen- Para prova em “branco” o extrato enzimatico foi
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substituido por 4gua. Os resultados foram expressode 4,0 e 10 mg.mt, oxicloreto de cobre (1 mg.mL
em termos de atividade de peroxidase.ffgp.f).* 1) e tebuconazol + trifloxistrobina a 1% (v/v) como

A atividade def-1,3-glucanase foi avaliada tratamentos padrdo e agua como testemunha, por
pelo aumento dos grupos redutores de acglcares, wreio de pulverizador manual. As pulverizagdes se
sando como substrato a Laminaribarfinaria digi- iniciaram 30 dias apds o transplantio, totalizaseis
tata), sendo que uma unidade do grupo redutor foiaplicagbes com intervalo de cinco dias, ao fina do
definida como a quantidade de enzima capaz de libequais realizou-se cinco avaliacdes da severidage co
rar 1 mM de glicose em um minuto a 40 °C. Naintervalo de cinco dias utilizando uma escala descr
quantificacdo de-1,3-glucanase, 150 pL do extrato tiva variando de 0 a 5 adaptada de Halfeld-Vieira e
enzimatico, 150 uL de tampéo acetato de sédio (0,Nechet (2006), onde: 0- sem sintomas, 1- 1 a 27%; 2
mol.L'* pH 5,0) e 150 pL de Laminarina (4,0 mg.mL - 28 a 45%; 3- 46 a 71% 4- 72 a 93% e 5- planta
1) foram transferidos para tubos de ensaio e incubamorta. As notas atribuidas a severidade da doenca
dos por uma hora a 40 °C em banho-maria. Apdgoram transformadas em indice de infeccdo da doen-
esse periodo, foram adicionados 200 pL de fenol g&ga (MCKINNEY, 1923). Com os dados obtidos no
5% e 830 pL de acido sulfirico concentrado, paracélculo do indice de infec¢do da doenca foi cattaula
determinag&o dos mondmeros de glicose liberados na &area abaixo da curva de progresso da doenca
reacdo. A reacgdo foi incubada por mais cinco minu{AACPD), através da formula AACPD E(yi +
tos a 100 °C em banho-maria e, posteriormente, foyi+1)/2 * (ti+1 — ti), onde: n = nimero de avalias)
paralisada em banho de gelo. As leituras forani-real y = severidade da mancha-de-alternaria (%); t = tem
zadas em espectrofotdmetro a 480 nm de absorbamo (dias) (SHANER; FINNEY, 1977).
cia e comparadas com padrdes de glicose. A curva O delineamento experimental foi em blocos
padréo de glicose foi constituida nas seguintes conao acaso com quatro repeticdes, sendo trés plantas
centracdes 0,5; 10; 20; 40; 80; 169.mL>. Para  por repeticdo. As médias de AACPD foram compa-
prova em “branco” o extrato enzimatico foi sub$titu radas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
do por agua

Os dados obtidos nos dois sistemas enzimatiRESULTADOS E DISCUSSAO
cos foram submetidos a andlise de variancia e as
medias das seis repeticdes comparadas pelo teste de Qs extratos d#l. tenuiflora obtidos de cascas
Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade. do caule e cascas de raizes apresentaram diferencas

O experimento de campo foi realizado entre gquanto & germinacdo de cucumerina.

0s meses de agosto e novembro de 2010 na érea e O EAC obtido via maceracdo apresentou efei-
olericolas do DTCS/UNEB. Mudas de melancia datg fungiestatico/fungitéxico inibindo 100% da germi
cultivar Pérola foram preparadas seguindo metodolonacso deA. cucumerina a partir da concentracdo de

gia descrita anteriormente e transplantadas para 9 5 mg.mL!, sendo a germinacéo reduzida em média
campo com espagamento 1,2 x 3,0 metros e irrigacégais de 50% desde a concentracdo de 0,5 mb.mL
por sulco com turno de rega de dois dias. Foizaali pela andlise de regressio, a equacdo quadratica é a
da adubacéo de fundacéo (N-10; P-10; K-10) 15 diague melhor explica a variacdo da germinacdo em
antes do plantio e de cobertura 30 dias ap6s diplan funcio das concentracdes do EAC, a qual representa

0, com a mesma formulacdo. Foram utilizados oscoeficiente de determinagdo de 78% (Figura 1A).
extratos (EAC, EEC, EDC, EAR), nas concentracfes
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Figura 1. Germinagdo de esporos Aikernaria cucumerina em extratos de cascas e raizedliwosa tenuiflora, ajustados
pelas equacOes de regresséo. (A) EAC - Extrato agimsasca; (B) EEC - Extrato etandlico da cascaE[I} - Extrato
decécto da casca; (D) EAR - Extrato aquoso de Taitodelos matematicos de regressao significativb¥ale probabili-
dade pelo Teste F.
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A atividade antimicrobiana dos extratosMe  indicado pela seta preta, surgindo diretamentespmro
tenuiflora provavelmente esta associada a presencatriz, indicado pela seta vermelha, apés 20 hieascu-
de taninos em todas as partes da planta, inclusivéasdo, em meio de cultura BDA (batata dextrose agar)

nas cascas. Os taninos atuam formando complexgPntendo extrato aquoso da cascaiosa tenuiflora na

. p £ . . concentracéo de 5 mg.mL
com proteinas e ions metalicos, inibem enzimas €
afetam a utilizacdo de vitaminas proporcionando
efeito antimicrobiano e antifingico (MONTEIRO et
al., 2005). Estudos realizados por Guimaraes-Beele
et al. (2006) comprovaram o efeito negativo dos tan
nos presentes eMimosa tenuiflora e outras legumi-
nosas, 0s quais inibiram o desenvolviment®ai®i-

nococcusflavefaciens, (Sijpesteijn) em 80,3%

Em relacdo ao EDC (Figura 1C) houve redu-
ao de 63% da germinacdo na concentracdo de 0,5
mg.mL™. Atingindo méaxima germinac&o na concen-
tracdo de 4,5 mg.mt, ndo sendo possivel observar
inibicao total da germinacdo nesses tratamentos. Re
sultados semelhantes foram observados por Bezerra
dosagem de 50g.mL" de taninos. et al. (2011) ao avaliarem a acéo dos extratodl.de

Os EEC e EAR reduziram a germinaco dos‘tenun‘lora na inibicdo de bactérias. Esses autores

esporos bara 50% em média na concentracio de odoServaram que a concentragdo minima inibitoria
P b ¢ IM) para o extrato obtido a frio foi de 0,62% en-

-1 ~ ~

mg.ml__l em relagao a testemunha (concentragao~0, guanto que para o extrato aquecido a CIM foi 2,5%,
mg.mL") e induziram 0 aumento nas concentragoesmdicando ue o aquecimento causa decomposi¢ado
seguintes (1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 mg:Mlalcancan- q q posi¢

. ~ ~ 0s compostos com atividade antimicrobiana.
do pico de germonacdona concentracdo de 3, . SN

1 g A baixa eficiéncia de extratos que sofreram
mg.mL- (Figura 1B e 1D).

A partir de 4,0 mg.mi houve inibicio de tratamento térmico também foram observados por

100% da germinacio com a utilizacdo do EECBalb|—pena et al. (2006a), ao avaliar extratoCide-

. cuma longaautoclavado e ndo autoclavado. O extrato
(Figura 1B), enquanto o EAR alcancou essa mesma ~ g

A . = ) autoclavado ndo apresentou atividade quanto ae cres
eficiéncia a partir da concentracdo 4,5 mg'mL

(Figura 1D). Os modelos matematicos de regress:?tcC)imento micelial, esporulagdo e germinagao de espo-

. . L9 ros deA. solani enquanto o extrato nao autoclavado
utilizados para explicar a resposta da germinag@o e

= ~ . reduziu até 87% da esporulacéo e 38,2% do cresci-
funcdo da concentracdo desses extratos expl|cf';1rarrr]11 ento micelial
apenas 59,7% para o EEC e 25% para EAR. Nesses S . L

Na avaliacdo do crescimento micelial e espo-

dois casos, foi possivel determinar apenas a cencen ~ ; :
~ A R rulacdo deA. cucumerina, foram observadas diferen-
tracdo em que a germinacao é totalmente inibida.

4 ¢as significativas entre os extratos, concentragdes
O estresse proporcionado pelos extratoslde : - ~
. o X entre as interacfes, exceto da testemunha padréo,
tenuiflora aos esporos dA. cucumerina induziu a

reproducao secundaria (Figura 2), em que os es oroustiIizando oxicloreto de cobre (Tabela 1)
p ¢ 9 ' 4 b Dentre os extratos, 0 EAC apresentou maior

surgem diretamente do corpo do esporo matriz e L , C e
. L .~ percentagem de inibicdo do crescimento micelial,
emitem tubos germinativos em todas as direcdes

~ S Seguidos pelos EAR, EEC e EDC, os quais inibiram
aumentando a esporulagédo e germinagdo, e em coi

. L 00; 90; 71 e 53%, respectivamente, na concentracao
sequéncia aumentam as chances de sobrevivénci

. ~ ! ~ ge 5,0 mg.ml. O EAC na concentracdo de 0,5
dispersédo e infeccdo. Entretanto, os extratos EAC a ST .

. mg.mL" apresentou a maior inibicdo do crescimento

EEC e EAR apresentaram condicdo de estresse em: . ~

~ T ._—micelial (52%) dentre os extratos nas concentracdes

concentracdes distintas, que superam 0 mecanismg, . ) -

~ o o> abaixo de 5,0 mg.mt e esporulacéo igual a teste-

de esporulacdo secundaria, inibindo a germinacég

~ - munha. Esses dados revelam que o extrato nessa

dos esporos. A reproducdo secundéria de . : L U

. - . concentracdo inibe o crescimento micelial e ndo in-

A.cucumerina e outras espécies ddternaria foram duz a producdo secundaria de esporos (Tabela 1)

descritas por Rotem e Bashi (1969) quando submete- b & P '

. . .~ como observado por Senhor et al. (2009) ao avalia-
ram os esporos a diferentes estresses fisicosm@-qui PSRN . :
cos rem a acaaon vitro do Thiabendazole e azoxystrobin.

Esses fungicidas inibiram o crescimento micelial de
A. Alternata em 52,5% e 36% respectivamente e
induziram a esporulacdo em 620% e 40% respectiva-
mente em relagdo a testemunha.

O EAR foi o mais eficiente na inibicdo da
esporulacéo, na concentracdo de 5,0 mg,nro-
porcionando 100% de inibicdo. Nessa concentracao
todos os extratos mostraram-se mais eficientes. Os
EAC e EAR apresentaram resultados promissores,
com destaque para o0 EAC que inibiu 100% do cres-
cimento micelial, esporulacdo e germinacao, na me-
Figura 2. Figura capturada em microscopio 6ptico com nqr_f:oncentragao, enquaNnto 0 EA.R mostrou maior
aumento de 40x com auxilio de cAmara digital 12apieg eficiéncia p:alra eSpOFUIaQaO' reduzindo-a em toslas a
xels e aumento de 6x. Conidiacdo: esporo secundariocSoncentragoes avaliadas (Tabela 1). Enquanto os
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Tabela 1 Inibi¢cdo do crescimento micelial e esporulacdcAdernaria cucumerina na presenca de extratos Mémosa
tenuiflora.

Inibicdo do crescimento micelial (%) Esporulagém(dtns.ml_'l)
Concentracdo (C) (mg.nf)

Extratos (E) 0,5 1 15 2 5 0,5 1 15 2 5
'EAC 52aB 43aC 33aC 51aB 100 aA 4,2aA 4,7aA 5,4 aA AB,80cB
’EEC 22bC 51aB 35aC 31bC 71bA 55aB 3,3bC 5,2aB 7,7 aAaC,
*EDC 47 aA 27bB 29aB 25bB 53cA 24bB 54aA 49aA 56bA dB
‘EAR 1cD 26bC 43aB 46 aB 90 aA 2,6 bA 26 bA 2,2bA 1,4dAA0 a
Testemunha (T) 9 4
Fungicida (F) 0 5
Interagdo (EXC)XF+ T ** *
CV (%) 22 46

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula naonteize mindscula na vertical ndo diferem enteetd teste Scott-knott a 5% de pro-
babilidade.” = significativo a 1% de probabilidades significativo a 5% de probabilidade. Os dadaarfotransformados para X .
!Extrato aquoso da casé&xtrato etandlico da casciExtrato decocto da cascéExtrato aquoso da casca de raiz.

EEC e EDC apresentaram resultados inferiores engerminativo em ambiente favoravel ao estabeleci-
relagdo ao crescimento micelial e esporulagdo; prinmento do micélio. Esse mecanismo é controlado por
cipalmente na concentracdo de 5,0 mg'mhdican-  substancias localizadas no esporo que o impedem de
do que tanto o solvente quanto o método de extracageminar em condi¢cdes desfavoraveis (CHITARRA
influenciam na obtencdo de compostos bioativos deet al., 2004).

M. tenuiflora. O fungicida oxicloreto de cobre (1 mg.fL

Os tratamentos que apresentaram esporulacaotilizado como referéncia ndo inibiu o crescimento
superior a testemunha provavelmente desenvolveramicelial nem a esporulagéo do patégeno, nao diferin
o sistema secundario de esporos, com destaque pada significativamente da testemunha.

0 EEC na concentracgéo de 2,0 mgngue induziu Trabalhos realizados com extratos vegetais
a esporulagdo em 95% superior a testemunha. Essém mostrado sua eficiéncia quando comparado com
afirmacdo pode ser confirmada pelas observacdeRingicidas comerciais, a exemplo do extrato de man-
realizadas em microscépio Optico. Sob as condi¢degericdo que apresentou eficiéncia similar ao fukgic
mais estressantes (50 mgML as células mancozeb sobre a esporulacioGialaraparadoxa
(protoplastos) surgiram diretamente do esporo matri (De Seynes) Sacc. e controle pés-colheita da podri-
ficando totalmente expostas sem a protecao da parelio negra do abacaxizeiro (BRITO et al., 2011).

de celular, entretanto, essas células ndo conseguir Os extratos deM. tenuiflora originados de

se desenvolver sobre o meio com o extrato (Figura&ascas e raizes controlaram o desenvolvimento da
3). mancha-de-alternaria em mudas de melancia, culti-
vadas em ambiente controlado, os quais apresenta-
ram comportamento semelhante, ndo havendo intera-
¢éo entre as concentracfes e 0s extratos no antrol
da doenca, sendo que a significAncia do teste “F”
para a variavel concentracdo dos extratos foi figni
cativa a 5% de probabilidade, e todos os extratos
apresentaram controle em relacdo a testemunha
(Tabela 2).

Observou-se que os extratos aplicados em
baixas concentracfes apresentaram as menores mé-
dias de AACPD e maior controle da doenca, haven-
do um aumento significativo (p<0,05) da AACPD
Figura 3. Figura capturada em microscopio 6ptico com com o aumento da concentracdo dos extratos. O E-
aumento de 40x com auxilio de camara digital 12apeg  AC aplicado na concentra¢do de 0,5 mgnpro-
xels e aumento de 6x. Esporulacéo de conidio liltera  horcionou menor AACPD e maior periodo de incu-
vérias células do corpo, indicado pel,as setas pref bacdo (p<0,05) (Tabela 2). A AACPD para esse ex-
meio de cultura BDA (batata dextrose agar), ap@sits trato variou de 5 a 54 progressivamente nas concen-
de incubagé&o, contendo extrato aquoso de raiid®sa ~ _ .
teniflora na concentracéo de 5 mg.tL tracbes de 0,5 a 10 mg.MLas quais correspondem

a 97 e 67% de controle da doenca, enquanto a teste-

O processo de infecgﬁo é dependente das furf.nunha alcan(;ou uma AACPD de 167. Provavelmen-

cBes da parede celular, a qual somente emitirm tu t€, com 0 aumento da concentracdo dos extratos,
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Tabela 2 Periodo de incubagdo, Percentual de controleea Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) de
mancha-de-alternaria em melancia tratada com estoMimosa tenuiflora.

P.I ( horas) Controle (%) AACPD
Concentracdo (C) (mg.if)

Extratos ( E') 0,5 4 10 05 4 10 0,5 4 10
EAC 129.6a 81,6b 81,6b 97 72 67 5a 46ab 51b
’EEC 1056 a 106a 72b 94 73 35 10a 45ab 109 b
*EDC 76,8b 48c 62c 85 87 36 25a 2lab 106b
‘EAR 76,6 b 57,6c¢c 57,6c¢C 91 67 68 15a 54ab 53b
Fungicida ( F) (1 mg.mib) 48 c 34
Testemunha (T) 72 b 167
CV (%) 28 58

Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem sinpedo teste de Tukey a 5% de probabiliddtie;néo significativo a 5% de probabili-
dade; Os dados foram transformados para ¥.=(P.l) Periodo de incubagéo; (AACPD) Area abaigocurva de progresso da doenca.
!Extrato aquoso da casé&xtrato etandlico da casciExtrato decocto da cascéExtrato aquoso da casca de raiz.

houve o desenvolvimento da producéo secundaria dal. (2008) que relataram diferencas quanto a deéo
esporos, como pode ser observado na Figura 1 e Ta@ompostos ativos obtidos de pitangueira na inducéo
belas 1 e 2 sendo que, nos experimemositro, de fitoalexinas em cotilédones de soja por diferent
houve concentragdes que superaram o sistema secumétodos de extracdo e solventes (extrato alcoolico,
dario de esporos inibindo 100% da germinacdo edecoccao, infusdo, maceragdo e 6leo essencial) os

esporulacgéo. guais sdo dependentes de concentracéo.
O tratamento convencional da doenca com Nas andlises enzimaticas, o EAC a 0,5 mg.mL
oxicloreto de cobre na dosagem de 1,0 mg-taim- ™ ativou a sintese de peroxidase 48 horas ap6s a in-

bém apresentou controle (79%) inferior aos trata-ducdo, apresentando diferenca (p<0,05) entre extest
mentos com os extratos aplicados na concentracdo daunha e os demais extratos avaliados (EEC, EDC e
0,5 mg.mL* (Tabela 2). EAR). Houve aumento de 47% na atividade da pero-
Maior eficiéncia de extratos vegetais nas me-xidase no tratamento com EAC na concentracdo de
nores concentracdes também foi verificado por Itako0,5 mg.mL* em relacdo a testemunha. Quarenta e
et al. (2009) ao avaliarem extrato bruto aquoso dewito horas apdés a inoculacdo coln cucumerina
Cymbopogoncitratus nocontrole da cladosporiose em houve aumento significativo (p<0,05) da peroxidase
tomateiro. O extrat@€ymbopogoncitratus na concen- em todos os tratamentos (Tabela 3). Estudos realiza
tracdo de 10% reduziu o nimero de lesGes causada®s por Shahbazi et al. (2010) verificaram que-a at
por C. fulvumem aproximadamente 63% em relacdo vidade da peroxidase esta relacionada a resisténcia
a testemunha enquanto a aplicagdo dos mesmos m hospedeiro e viruléncia do patdégeno. Estes auto-
concentracdo de 20%, a reducd@o foi da ordem dees constataram que os maiores picos de peroxidase
17%. Extratos déentinula edodes-96/17 na concen- foram alcancados 48 e 72 horas apés a inoculagao de
tracdo 10% controlou 66% da murcha bacterianaum isolado agressivo de solani em uma cultivar de
causada poRalstoniasolanacearum (Smith) Yabuu-  batata resistente. Nesses tratamentos houve reducgéo
chi et al. enquanto esse extrato aplicado na cencerda severidade da Pinta preta em relacdo a cultivar

tracdo de 20% controlou 28,3%. O extratoAdari- susceptivel inoculada com o mesmo isolado.
cusblazei — 26 também apresentou mesmo comporta- Inducdo da peroxidase na presenca do patége-
mento (SILVA et al., 2007). no foi verificada por Vigo-Schulz et al. (2006) ao

OS EEC, EDC e EAR apresentaram o mesmoinocular Xanthomonascampestrispv.  campestris
comportamento em funcdo da concentracdo. No enfDowson) Dye em folhas de couve-flor. Segundo
tanto, os EEC e EDC na concentracdo de 10 mg.mL Bindschedler et al. (2006) atividade da peroxidase,
controlaram em média 35,5% da doencga, enquanttocalizada na parede celular, e a NADPH-oxidase,
0s EAC e EAR controlaram 67,5%, sugerindo me-localizada na membrana plasmatica séo responsaveis
Ihor efeito dos extratos aquosos obtidos por macerapela producdo de espécies reativas de oxigénio
¢cdo. Esses dados revelam diferencas na eficiénciROS) dentre elas peréxido de hidrogénio, em res-
dos extratos de mesma origem, mas obtidos de forposta a infeccéo por patégenos e seus derivados.
mas diferentes seja variando o método de extracao, Em relacdo 3-1,3 glucanase, houve incre-
solvente utilizado e as diferentes partes da planta mento de aproximadamente 95% em relacdo a teste-
esses dependentes de concentracdo. Diferencas quanunha para o EAC e EAR nas concentracdes de 0,5
to a essas variaveis foram observados por Marazo ehg.mL* e 10 mg.m[* respectivamente. Esses apre-
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Tabela 3 Indugao de peroxidaseBel,3 glucanase em mudas de melancia tratadas doaoaxdeViimosa tenuiflora antes
e depois da inoculacéo coMternaria cucumerina.

48 horas ap6s a inducdo

48 horas ap6s a inoculacéo

Atividade Peroxidase* B-1,3 glucanase* Peroxidase* B-1,3 glucanase*
enzimatica Concentragdo (mg.mf)

EXTRATOS 05 4 10 0,5 4 10 05 4 10 0,5 4 10
'EAC 233a 1,16 b 0,73b 34,30a 22,97 a 20,03b 2,35a 293%a 19,00b 10,79b 11,03 b
2EEC 1,18b 1,46b 197a 12,98b 1562b 10,85b 224a 19#da 1150b 1055b 13,81b
*EDC 095b 1,08b 1,17b 9,26b 1592b 1855b 258a 2484a® 14,01b 13,29b 1555b
*EAR 0,45b 1,33b 0,44b 26,68a 29,32a 34,09 a 222a 12¥da 12,17b 9,77b 1587Db
Testemunha 1,58 b 17,45b 2,76 a 20,47 b

CV (%) 63,56 65,93 63,56 65,93

*A atividade enzimatica de Peroxidase expresso ¢ividade de peroxidase x 1@g.p.f) ~.min® e p-1,3 glucanase expressa @ de
glicose.mL%; (g.p.f) — grama de peso frescBxtrato aquoso da cascExtrato etandlico da casciExtrato decécto da cascaExtrato
aquoso da casca de raiz. Os dados da atividaderdeigase foram transformados paravX=Médias seguidas de mesma letra n&o dife-
rem entre si pelo teste de Scott-knott a 5% degtitibade.

sentaram diferencas significativamente (p<0,05) sudancia. Essa dupla acdo do extrato pode ser pastifi
periores a testemunha e aos EEC e EDC. Os maiorata por ser um produto composto por varias molécu-
picos foram induzidos pelos extratos aquosos de cadas. Estudos realizados por Latha et al. (2009)- ta
ca e raiz 48 horas ap0s a indugdo com os extraios ebém constataram a dupla acdo do extrato de Zimmu
todas as concentracdes, exceto para o EAC na corfAllium cepa L. x A. sativum L.) em associagdo com
centracdo de 10 mg.rilque reduziu a sintese e Pseudomonasfluorescens (Migula) e Bacillussubtilis
1,3 glucanase com o aumento da concentragcdo, (Cohn) no controle da pinta-preta do tomateiro cau-
contrario foi observado para o EAR. Os menoressada porA. solani (Ellis &G.Martin) L.R. Jones
picos foram observados para o EEC e EDC, indican&Grout.
do que tanto o solvente quanto a forma de extrato e Em campo, os extratos reduziram a AACPD
partes da planta utilizada podem interferir na mbte da mancha-de-alternaria em relacdo a testemunha,
¢do de moléculas elicitoras da sintese pdg,3- apresentando significancia pelo teste F a 5% de pro
glucanase (Tabela 3). A atividade dessa enzima estdabilidade entre os tratamentos e a testemunhe; exc
relacionada ao sistema de defesa da planta, aéqualto para o tratamento com extrato aquoso de raiz 10
capaz de hidrolisar as ligacd®d,3 das glucanas da mg.mL* que foi estatisticamente igual & testemunha.
parede dos fungos (RODRIGUES et al., 2006). NoO EAC na concentracdo de 4 mg.mtontrolou a
presente estudo, foi possivel observar a relagéo indoenca em 31%, apresentando maior percentagem de
versa entre a menor AACPD no tratamento com E-controle entre os extratos. Enquanto, os controkes,
AC na concentracdo 0,5 mg.hle maior ativacdo fungicidas comerciais tebuconazol + trifloxistradin
das enzima$-1,3-glucanase e peroxidase antes dae oxicloreto de cobre, controlaram 15 e 21% da-seve
infeccdo pelo patdégeno, as quais foram eficientes nridade da mancha-de-alternaria, respectivamente, em
controle da doenca. O aumento da resisténcia emelacdo a testemunha (Tabela 4).
plantas de batata da cultivar Diamante foi relagion As condicbes ambientais de temperatura e
do ao aumento dos niveis flel,3-glucanase, refle- umidade relativa média durante a realizacdo do-expe
tindo na reducéo dos sintomas da Pinta preta causaimento (26 °C e UR = 64%) foram favoraveis ao
dos porA. solani (SHAHBAZI et al., 2011 ). surgimento da doenga. Ambiente favoravel, hospe-
Pereira et al. (2008) observaram que plantageiro susceptivel e patdégeno virulento sao re@sisit
pulverizadas com acibenzolar-S-metil (ASM) e ino- necessarios ao surgimento de doencas. Sobre a influ
culadas comVerticilliumdahliag(Kleb), apresenta- éncia dessas condi¢fes, as perdas da produgdo s&o
ram maior pico de peroxidase ap0s oito dias e menoreduzidas com medidas de controle quimico, as quais
aos 18 dias em relacéo a testemunha, a qual apresesumentam o0s custos da producgdo, contaminam o
tou maior pico dessa enzima aos 18 dias. Entretantambiente e causa danos a satde do homem.
0 ASM reduziu significativamente a murcha-de- Os extratos deM. tenuiflora mostraram-se
verticilio em cacaueiro. Esses dados revelam queficientes na reducdo da mancha-de-alternariaj-incl
quanto antes houver inducao de enzimas de resistéisive mostrando-se superior aos fungicidas comerciai
cia, maior sera sua resposta na reducao da sederidade referéncia, mesmo sob condicbes favoraveis a
da doenca. doenca. Essa medida pode reduzir os custos de pro-
Pode-se concluir que o extrato bruto Me  ducéo, além de fornecer produtos livres de contami-
tenuiflora possui acdo direta cont/ cucumerina, nantes quimicos e mitigar os impactos desses ao ho-
se comportando também como elicitor, induzindo amem e ao ambiente.
sintese de enzimas de resisténcia em plantas de me-
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Tabela 4 Controle da mancha-de-alternaria no campo em fudedextratos d&limosa tenuiflora em melancia cultivar
pérola.

Concentrac&o ( mg.niL)

4 10 4 10
Extratos (E) AACPD Controle (%)
'EAC 462,5b  498,5b 31 27
’EEC 509,5b 520,5b 24 22,5
*EDC 480 b 559 b 28,5 16,8
‘EAR 520,5b 745a 22,5 -11
Oxicloreto de Cobre 528,75 b 21
Tebuconazol + Trifloxistrobina 571,5b 15
Testemunha 671,75 a
CV (%) 18,9

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem enprelesiteste de Scott-knott a 5% de probabilidalACPD) Area abaixo da curva de
progresso da doencéExtrato aquoso da caséxtrato etanélico da casciExtrato decécto da cascémxtrato aquoso da casca de raiz.

CONCLUSAO liumpaneum conidia is regulated by 1-octen-3-ol, a
volatile self-inhibitor.Applied and Environmental

Os extratos aquosos da casca do cauMide Microbiology, Washington, v. 70, n. 5, p. 2823-
mosa tenuiflora (jurema preta) mostraram-se eficien- 2829, 2004.
tes no controle da mancha-de-alternaria da melancia 5
em ambiente controlado, tanto pela acdo antimierobi GUIMARAES, L. M. P. et al. Eficiéncia e atividade
ana dos extratos quanto pela inducdo de enzimas d@hzimatica elicitada por metil jasmonato e siliodéo
resisténcia e em condicdes de campo, podendo séotassio em cana-de-aclcar parasitada Neloi-
uma alternativa ao controle de doengas na agrieultu dogyneincognita.Summa phytopathologica Botu-
organica ou no manejo com outros produtos. catu, v. 36, n. 1, p. 11-15, 2010.
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