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RESUMO
GARCIA, Carla. Oleo vegetal no controle do mildio e suspensio miceliada aquosa de
Agaricus brasiliensis na inducio de resisténcia de videiras cv. Isabel Precoce. 2014. 89p.

Dissertagdo (Mestrado em Producdo Vegetal). UNICENTRO.

A viticultura apresenta alguns entraves durante o ciclo de cultivo, dentre eles estd o mildio da
videira, que apresenta como agente causal o oomiceto Plasmopara viticola, que acarreta em
perdas na produtividade. Baseando-se nesse fato o presente trabalho teve como objetivo testar
como controle alternativo, as doses de 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 ¢ 1,60 mL L™ de 6leo
vegetal (OV) (Natur’'l 6leo”, Stoller) e como tratamento padrio a calda bordalesa (0,6:0,3:100
(cal: sulfato cobre: dgua) e tratamento testemunha somente dgua, na germinacao e severidade
do mildio da videira em discos de folhas em condi¢des de laboratorio, em plantas de videira
em casa de vegetagdo e em campo; também avaliar os efeitos das doses de 1, 5, 10, 15 ¢ 20%
de suspensdo miceliada aquosa (SAM) de Agaricus brasiliensis, acibenzolar-S-metil (ASM) e
como tratamento testemunha somente agua, na germinagdo, na severidade do mildio em casa
de vegetacdo e no potencial em induzir a atividade das enzimas catalase (CAT), peroxidase
(POX) e polifenoloxidase (PPO) em discos retirados de folhas de videira cv. Isabel Precoce.
As doses de OV controlaram a germinagao dos zoosporos de Plasmopara viticola, reduziram
a area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) do mildio em discos de folha e em
videiras em condigdes de casa de vegetacdo. Em condigdes de campo, ndo houve regressao
em funcdo das doses, no entando, a dose de 0,1 mL L reduziu a AACPD, ndo diferindo-se
do tratamento com calda bordalesa. Com relagdo a SAM de Agaricus brasiliensis, observou-
se efeito direto sobre o patdégeno, porém in vivo os tratamentos ndo foram significativos na
reducdo da area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) do mildio em condigdes
de estufa. Com relagao as atividades enzimaticas, observou-se que os tratamentos reduziram a
catalase (CAT), aumentaram a peroxidase (POX) e ndo interferiram na polifenoloxidase

(PFO).

Palavras chave: Plasmopara viticola, catalase, peroxidase, polifenoloxidase.
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ABSTRACT
GARCIA, Carla. Vegetable oil in the control of downy mildew and aqueous suspension of
Agaricus brasiliensis miceliada in the induction of resistance in grapevine cv. Isabel

Precoce. 2014. 89p. Dissertation (Master of Science in Agronomy). UNICENTRO.

Viticulture presents some obstacles during the crop cycle, among them is the downy mildew,
which presents as a causal agent Plasmopara viticola oomycete, which leads to productivity
losses. Based on this fact, the present study aimed to test how alternative control, doses of
0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80 and 1.60 mL L! vegetable oil (VO) (Natur'l ® oil, Stoller) as
standard treatment and copper sulphate (0,6:0,3:100 (cal: copper sulfate: water) and witness
only water treatment on germination and severity of downy mildew in leaf discs under
laboratory conditions in vine plants in greenhouse and field; also evaluate the effects of doses
of 1,5, 10, 15 and 20% of miceliada aqueous suspension (MAS) Agaricus brasiliensis,
acibenzolar -S- methyl (ASM) and only water as a control treatment, on germination , severity
of downy mildew in the greenhouse and in the potential to induce the activity of catalase
(CAT), peroxidase (POX) and polyphenol oxidase (PPO) in discs taken from leaves of
grapevine cv. Isabel Precoce. The doses of VO controlled germination of zoospores of
Plasmopara viticola, reduced the area under the disease progress (AUDP) of leaf discs
mildew in vines and under conditions of greenhouse curve. Under field conditions, there was
no regression with the doses being, however, a dose of 0.1 ml L' AACPD reduced, not
differing from treatment with bordeaux mixture. Regarding MAS of Agaricus brasiliensis, we
observed a direct effect on the pathogen, but in vivo treatments were not significant in
reducing the area under the disease progress (AUDPC) of downy mildew in greenhouse
conditions curve. Regarding the enzymatic activities, it was observed that the treatments
reduced catalase (CAT), increased peroxidase (POX) and did not affect the polyphenol
oxidase (PPO).

Keywords: Plasmopara viticola, catalase, peroxidase, polyphenol oxidase.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a viticultura ocupa uma area de 83.700 hectares, distribuidas desde o
extremo sul até o nordeste, em regides de clima temperado, subtropical e tropical. A
produtividade anual dessa cultura pode variar de 1.300 a 1.400 toneladas, podendo ser
ressaltado que em 2012, as uvas destinadas ao processamento corresponderam a 57,07%
da produg¢do nacional e as demais, com 42,93% ao consumo in natura (ALARCON et al.,
2010; CAMARGO et al., 2011; MELLO, 2013; POMMER et al., 2003).

A viticultura paranaense concentra-se na regido norte, onde se cultiva uvas de
mesa e uvas rusticas para a industrializacdo. No sul do estado sdo produzidas uvas a partir
de variedades americanas e hibridas destinadas a vinificacdo ¢ ao consumo in natura
(SATO ; ROBERTO, 2008).

Dentre as cultivares destinadas a produgdo de suco e a elaboragdo de vinho de
mesa, estd a Isabel Precoce, que pode ser considerada uma alternativa para a
vitivinicultura tradicional, devido a possibilidade de duas safras durante o ano,
antecipando o periodo de colheita e de processamento (CAMARGO, 2004).

Como a maioria das cultivares, a Isabel Precoce também se depara com alguns
entraves durante o cultivo. Dentre esses, estd a ocorréncia de fitopatdogenos, como o
oomiceto Plasmopara viticola Berl. & De Tony, agente causal do mildio da videira, uma
das principais doengas dessa cultura, caracterizada por atacar todos os 6rgdos verdes da
planta, principalmente as folhas, que consequentemente diminui a taxa fotossintética e a
produtividade, ocasinando perdas qualitattivas e quantitativas, devido aos custos
despendidos nas medidas de controle (TAVARES ; CRUZ, 2002; SONEGO et al., 2006).

Para o controle dessa doenga se utilizam basicamente fungicidas sintéticos, que
apesar da eficiéncia, acarretam em alguns problemas, como resisténcia dos patdgenos,
fitotoxidez e polui¢do ambiental (PERUCH et al., 2007).

Com o intuito de mudar esse cenario, produtos alternativos podem ser testados no
controle e na inducdo de resisténcia dessas plantas. Silva et al. (2012), verificaram que o
uso do 6leo vegetal apresenta grande potencial de controle do mildio e da antracnose em
videira. Outra forma de reduzir esses problemas ¢ o uso de agentes indutores de

resisténcia, como observado por Silva et al. (2008), que aplicou extrato aquoso obtido a



partir do poé seco de basidiomas desidratados de Agaricus brasiliensis em berinjela e
observou potencial de resisténcia contra a bactéria Ralstonia solanacearum.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito do dleo
vegetal (Natur'l 6leo”™, Stoller, produto comercial) no controle do mildio da videira e a
suspensdo miceliada aquosa de Agaricus brasiliensis como fungistatica e/ou fungitoxica
sobre o Plasmopara viticola e sua a¢ao na indugdo de resisténcia de videira cv. Isabel

Precoce contra o mildo da cultura.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Videira (Vitis sp.)

A videira, pertencente a familia Vitaceae, ¢ considerada uma das culturas mais antigas
da civilizacdo mundial. Apresenta cultivares hibridas, européias (Vitis vinifera L.) e
americanas (Vitis labrusca e Vitis bourquina) caracterizadas por sua rusticidade. A base para
o primeiro ciclo de cultivo da viticultura brasileira foi com cultivares americanas, que
apresentam uma ampla utilizagdo no pais (HERNANDES ; MARTINS, 2010; MAIA ;
CAMARGO, 2005).

Essa atividade no Brasil ocupa uma area de aproximadamente 83.700 hectares, com
produgdo anual que pode variar entre 1,3 e 1,4 milhdo de toneladas. Esse setor vitivinicula
apresenta como caracteristica a diversidade, ¢ formado por varias cadeias produtivas como
uvas finas e americanas e hibridas para a mesa, uvas para a elaboragdo de vinhos finos, e uvas
americanas e hibridas para a elaboracdo de vinhos de mesa e sucos. Para a elaboracdo desses
dois ultimos subprodutos ¢ necessario o uso de cultivares de ciclo curto, que dessa forma
permitem a obtencdo de duas ou mais safras ao ano, visando assim a ampliacao do periodo de
processamento, como ¢ o caso do clone Isabel Precoce (CAMARGO et al., 2011;

CAMARGO et al., 2010).

2.1.1. Cultivar Isabel Precoce

A cultivar Isabel Precoce ¢ originaria de uma mutacdo espontanea, identificada e
propagada em propriedade particular no municipio de Farroupilha-RS. As andlises para a
confirmacdo do clone foram realizadas na Embrapa Uva e Vinho, em Bento Gongalves-RS.
No Banco Ativo de germoplasma de videiras, foi registrada com o namero 2526
(CAMARGQO, 2004).

Apresenta as caracteristicas gerais da cultivar Isabel, sendo uva tinta, rustica e fértil,
com sabor caracteristico das labruscas, porém sua maturagao ocorre com antecedéncia de
cerca de 33 dias em relagdo a sua cultivar origem. A reducao no ciclo vegetativo ocorre entre
a floragdo e a colheita, havendo assim uma aceleragdo em seu desenvolvimento. O cacho da

cultivar ¢ cilindrico-conico, alado e cheio. A fecundagdo ¢ prejudicada quando ocorrem



chuvas no periodo de floracdo, originando cachos mais soltos. A baga € preta e sua maturagdo
¢ uniforme no cacho (CAMARGO, 2004; CAMARGO et al., 2010).

Esse clone pode ser destinado para diversas finalidades, como uva de mesa, na
elaboragdo de vinho, producdo de destilados, como de vinagre, sucos e também pode ser
matéria-prima para a fabricagdo de doces e gelé¢ias (CAMARGO et al., 2010).

Trata-se de uma cultivar vigorosa e fértil, com grande capacidade produtiva. O
comportamento em relagdo as doencas fungicas ¢ muito semelhante ao da cultivar Isabel,
apresentando relativa susceptibilidade a requeima (Alternaria sp.), a ferrugem (Phakopsora
euvitis), a antracnose (Elsinoe ampelina), ao oidio (Uncinula necator) e principalmente ao

mildio da videira (P. viticola) (CAMARGO, 2004).

2.1.2. Mildio da videira

Um fator considerado limitante a viticultura € a ocorréncia de doengas, caso medidas
adequadas de controle ndo sejam adotadas (NAVES et al., 2005), principalmente quando
cultivadas em condig¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento de patégenos durante o
periodo vegetativo (SONEGO, 2000).

Dentre essas doencgas, esta o mildio da videira, causado pelo oomiceto Plasmopara
viticola Berl. & De Tony pertencente ao reino Chromista, filo Oomycota, classe Oomycetes,
ordem Peronosporales e familia Peronosporaceae. Trata-se de um parasita obrigatdrio, que
necessita de material vivo para completar seu ciclo vital, como também apresenta zodsporos
biflagelados, hifas cenociticas, micélio ndo septado, ramificado e haustorios (RIBEIRO,
2003).

Esse patdgeno apresenta reprodugdo assexuda e sexuada. Na fase assexuada, as hifas
originam os esporangidsforos que sustentam os esporangios, o conteudo dessa estrutura
diferencia-se em zoosporos, que sao liberados e germinam quando os esporangios se rompem.
Na reproducdo sexuada, forma-se o oogdnio e o anteridio, seguidos de meiose e plasmogamia,
originando esporo sexuado, dito odsporo, que apresenta parede espessa € atua como estrutura
de resisténcia. Em condigdes de clima temperado esse tipo de esporo pode permanecer em
hospedeiro alternativo, podendo infectar a videira na proxima safra, como também pode ser
disseminado pelo vento e pela agua. Em condigdes de clima tropical e subtropital essa

sobrevivéncia ocorre através do micélio e dos esporangios em plantas alternativas



(TAVARES ; CRUZ, 2002; BEDENDO, 2011).

O zodsporo s6 germina na superficie foliar na presenga de um filme de 4dgua, nessa
condi¢do forma-se tubo germinativo que penetra no tecido foliar via estdmato ou ferimento.
Ao atingir tecidos internos forma-se o micélio que se desenvolve formando haustorios no
interior das células do vegetal. Com a retirada de nutrientes o patdogeno apresenta amplo
desenvolvimento nos tecidos do hospedeiro, com conseqiiente aparecimento dos sintomas
externos. Na face adaxial da folha observam-se manchas translicidas, ditas manchas de 6leo,
que quando vistas contra uma fonte de luz, com tom de amarelo, que com a evolugdo da
doenga tornam-se necrosadas. Simultancamente ao crescimento do micélio acontece a
reproducdo do patdogeno, que emite estruturas reprodutivas através dos estdmatos, ou seja, na
face abaxial correspondende a fase superior onde estdo presentes as manchas de translucidas
da folha, observam-se crescimento micelial esbranquigado (PIRES et al., 2010; BEDENDO,
2011).

Esse patdogeno pode provocar importantes prejuizos, pois infecta todos os 6érgaos
verdes da planta, em especial as folhas, reduzindo a 4rea fotossintética ativa e
consequentemente a desfolha precoce, que além da causar perda da producdo anual e
enfraquecimento da planta, devido a redug¢do das reservas, compromete as safras futuras
(SONEGO, 1998; TAVARES ; CRUZ, 2002; NETO, 2008).

Nas bagas podem ocorrer pequenas infecgdes, podendo ser observado auséncia de
frutificacdo do patdogeno na superficie do o6rgdo. Para que seja verificado esse fendmeno o
oomiceto deve se desenvolver no interior da baga, conferindo-lhe coloragdo escura. Essa
doenca apresenta como periodo critico da pré-floracao ao inicio da frutificagdo, dessa forma a
producao podera ser totalmente comprometida, se medidas eficientes de controle ndo forem
realizadas (SONEGO, 1998).

O ataque do patdgeno possui estreita interacdo com o clima. No entanto, as plantas
produzem alteracdes nas variaveis climaticas dentro do seu proprio dossel. Dessa forma, a
incidéncia e a severidade das doengas sofrem influéncias desse microclima (GAVA et al.,
2004).

Sendo assim, para que ocorra o desenvolvimento do mildio na videira sdo necessarias
condi¢des predisponentes com umidade 6tima entre 95 e 100% para que haja esporulagdo
branca do patdégeno na parte inferir da mancha e temperatura 6tima de 25°C apresentando

como limites entre 10 e 30°C (PIRES et al., 2010; POMMER et al, 2003).



2.1.3. Controle

Em algumas regides devido a determinadas condigdes climaticas observadas, ¢
necessario a aplicagdo preventiva de fungicidas. No cultivo convencional da videira, na Serra
Gaucha, sdo realizados em média 14 aplicagdes com fungicidas, que equivalem a 30% do
custo da produgdo (FREIRE et al., 1992). No Estado do Parana, como forma de garantir a
produtividade, essas aplicacdes podem chegar a 60, o que em alguns casos torna-se um
exagero (CHAVARRIA ; SANTOS, 2009).

Além da aplica¢do de fungicidas, pode ser realizado o manejo integrado de pragas e
doengas durante o ciclo da cultura. Deve ser levado em condideragdo a escolha do local para a
implantacdo do pomar, sua topografia, presenga de ventos dominantes, principalmente em
regides com depressdes com alta umidade relativa. Também se faz necessario o manejo
adequado de irrigacdo e adubagdo balanceada, para suprir as necessidades da planta, o que
proporciona resisténcia a patdogenos, e ainda épocas de podas ou podas verdes, como forma de
manter a quantidade de folhas adequadas para a manuteng¢do da produtividade em padrdes

ideais para cada cultivar evitando a sobreposi¢ao dos ramos (SOUZA ; PALLADINI, 2005).

2.1.3.1. Controle do mildio da videira

O método de controle mais frequentemente utilizado por produtores para o controle do
mildio da videira ¢ a aplicacio de fungicidas sistémicos e de contato (SONEGO et al., 2005).

Como forma de reduzir os impactos causados por esses produtos quimicos, outras
medidas podem ser utilizadas, como manter o solo drenado, evitar o plantio em baixadas,
eliminar restos de cultura, evitar adubacdes em excesso, utilizar espagamento correto na
implanta¢do do vinhedo ¢ o manejo de podas (GARRIDO ; SONEGO, 2007; PIRES et al.,
2010).

2.1.4. Controle alternativo

Para o controle de doencas em videira se observa o uso intensivo de agrotoxicos. O

crescente aumento na utilizagao de defensivos agricolas para esse controle vem despertando a



consciéncia para alguns problemas, dentre eles encontra-se a contaminacdo ambiental,
desequilibrio bioldgico, alteracdo na ciclagem de nutrientes e da matéria organica, eliminagao
de organismos benéficos, reducdo da biodiversidade, acimulo de residuos nos alimentos,
contaminac¢do do agricultor, além do aumento dos custos da producao (BETTIOL ; GHINI,
2001; GOMES, 2007).

Neste contexto, buscam-se medidas alternativas de controle, que visam reduzir os
gastos e os problemas causados pelo uso desses produtos, a fim de testar substancias que
sejam capazes de substituir ou diminuir a utilizacdo desses agroquimicos de forma que
também possam ser uma alternativa para o controle de patégenos (PERUCH et al., 2007;
PINTO, 2011) .

Entre os produtos ndo convencionais podem-se incluir o 6leo vegetal (LEITE et al.,

2011) e extratos obtidos de cogumelos (DI PIERO et al., 2006).

2.1.4.1. Oleo vegetal

Os oleos vegetais representam um dos principais produtos extraidos de plantas, sendo
por pressio ou com a utilizacdo de solventes. Sdo constituidos principalmente por
triacilglicerois (> 95 %) e pequenas quantidades de di e monoacilglicerdis. Os dleos de
sementes utilizados na agricultura podem ser classificados como triglicerideos e Oleos
metilados. Os triglicerideos apresentam um eixo glicerol com trés atomos de carbonos e para
cada um encontra-se uma molécula distinta de acido graxo estratificado, e estes geralmente
sdo oléicos e linoléicos. Esses compostos sdo importantes para manterem o 6leo na forma
liquida. Quando o 6leo ¢ utilizado como adjuvante, encontra-se na forma de metilados. Nesse
caso, os acidos sao removidos do esqueleto glicerol durante o processo de estratificacio com
metil alcool (MENDONCA, 2003; REDA ; CARNEIRO, 2007; RODRIGUES, 2005).

O ¢6leo vegetal ¢ um surfatante anfotero, pois apresenta carga positiva e negativa,
devido a presenca da molécula lecitina (fosfatidilcolina) que é capaz de formar em solugao
aquosa superficies ativas anidnicas e cationicas, dependendo do pH. Pode ser classificado
como concentrado, quando apresenta de 5 a 20% de surfatante e no minimo de 80% de o6leo
vegetal; ou modificado que ¢ o extraido da semente e depois modificado quimicamente (TU ;
RANDALL, 2003).

O consumo do 6leo vegetal tem aumentado em todo o mundo, e sua producao pode ser

obtida através de varias espécies vegetais, como algoddo, girassol, canola, colza e



principalmente soja. Em algumas culturas, como o dendé/palma e a mamona, o 6leo ¢ o
principal produto comercial (NUNES, 2007; OLIVEIRA, 2011).

O ¢leo vegetal pode ser empregado como espalhante adesivo, no controle de pragas e
como adjuvantes. Quando utilizado como adjuvante, apresenta a capacidade de reduzir as
perdas causadas por hidrélise da fotodegradacdo, volatilizagdo, perdas por deriva e lavagem
da parte aérea das plantas por 4guas pluviais, assim como também melhora o desempenho de
inseticidas, herbicidas e fungicidas (CORREA, 2005).

Segundo Leite et al. (2011) e Silva et al. (2012) o 6leo vegetal na dose de 2,5 mL L™
proporcionou redu¢do de 52% e 76,3% respectivamente, na severidade do mildio da videira
expresso em AACDP em relagdo ao tratamento testemunha em condi¢cdes de campo.
Junqueira et al. (2004) também verificaram que a imersao de mangas em 6leo de soja resultou

no controle da antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz).

2.2. Inducao de resisténcia

Na natureza as plantas desenvolveram varios mecanismos de defesa contra patogenos,
dentre esses, estd a defesa natural ou resisténcia pré-formada, que podem ser tanto estruturais,
atuando como barreiras fisicas, quanto bioquimicas, as quais independem da presenca do
invasor sobre a planta e atuam através da producdo de substancias toxicas ou repelentes ao
patdgeno. Dentro dessa classe, como barreiras estruturais podem ser citadas as ceras, as
cuticulas, parede celular espessa, tricomas, adaptacdes dos estdomatos e fibras vasculares e
como bioquimicas os fendis, alcaldides, glicosideos, fitotoxinas, inibidores protéicos e
enzimas hidroliticas. Também se destacam os mecanismos pos-formados que comumente
estdo em estado latentes, e que podem ser ativados por fatores exdgenos biodticos ou abioticos,
como também podem aumentar a concentracdo de compostos pré-existentes apds a infecgdo
do patéogeno (VIEIRA ; VALLE, 2006; PASCHOLATI et al.,, 2008; ROMEIRO, 2008;
ARAUJO ; MENEZES, 2009).

Estes mecanismos pds-formados de defesa podem desencadear na planta modificacdes
estruturais, como a formacdo de papila, halo, lignificacdo, camada de cortica, formagdo de
tiloses e deposicao de goma, ou alteracdes bioquimicas, como a sintese de fitoalexinas,
proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) e espécies reativas ao oxigénio

(PASCHOLATT et al., 2008; FAULIN, 2010).



Quando uma planta ¢ exposta a um indutor, mecanismos de defesa sdo ativados, de
forma local ou sistémica na planta. Essa inducdo pode ser denominada como sistémica
adquirida ou sistémica induzida, ambas desencadeam nas plantas fenomenos fenotipicos
semelhantes. Quando se refere a resisténcia adquirida, o principal sinalizador da rota € o acido
salicilico, que espressa principalmente proteinas reativas e quando trata-se do acido jasmonico
e o etileno emprega-se o termo induzido. Apesar, que segundo Pieterse et al. (2005) essas
rotas podem se entrecruzar, sendo assim pode-se dizer apenas indu¢do de resisténcia
(MAUCH-MANI ; METRAUX, 1998; BOSTOCK, 2005; BARROS et al., 2010).

A indugao pode acontecer de forma nao-especifica, quando ocorre a ativagao de genes
que codificam diversas respostas de defesa, e assim a planta, em determinadas condigoes,
torna-se mais resistente a diversos patégenos. Na indugdo especifica, agentes externos, ditos
indutores ou elicitores que pode ser o proprio microrganismo ou seus produtos derivados,
permitem que a planta fique resistente a patogenos especificos (PASCHOLATI et al., 2008;
ARAUIJO ; MENEZES, 2009; FAULIN, 2010).

2.2.1. Agentes indutores

A atividade do agente indutor ¢ definida como a capacidade deste em sensibilizar a
planta e ativar seus mecanismos de defesa de forma que nao apresente efeito toxico sobre o
patdgeno, atuando somente como indutor de resisténcia no vegetal (PASCHOLATI;
TOFFANO, 2008; SALGADO et al., 2006).

Quando o controle ocorre via esse mecanismo, encontram-se quase sempre duas
caracteristicas, a amplitude e efetividade, ou seja, a protecdo concomitante da planta contra

multiplos patdgenos, e a sistemicidade (ROMEIRO ; GARCIA, 2009).

2.2.1.1. Interacio elicitor/receptor

Apos a aplicacdo do agente indutor na planta ocorre a ligagdo ao seu receptor, que
geralmente ¢ de natureza protéica e encontra-se na membrana plasmética ou no interior da
célula do vegetal. Para que a proteina seja considerada como receptor, ela deve ser capaz de
transmitir o sinal que ¢ reconhecido na membrana plasmatica ou no citoplasma da célula,

como também os sitios de ligagdes especificos devem se mostrar saturaveis, reversiveis e de



alta afinidade, e capazes de desencadear respostas de defesas. Quando receptores percebem os
sinais derivados do patdgeno ou do elicitor, desencadeiam alteragdes no metabolismo celular,
como a ativagdo de proteinas G, aumento do fluxo de ions na membrana plasmatica, atividade
de quinases e fosfatases e a produ¢do de mensageiros secundarios. As proteinas G interagem
com o receptor e aumentam a afinidade por GTP (guanina trifosfato), tornando-a ativa; dessa
forma, ocorre a sua interacdo com outras proteinas da membrana celular, principalmente as
que funcionam como canais de ions, fosfolipases e fosfodiesterases. Depois da ativagdo desse
complexo, a proteina receptora possui a capacidade de difusdo de sinal, induzindo a atividade
de proteinas intracelulares especificas (LEITE et al., 1997; CAVALCANTI et al., 2005).

Também quando acontece a interacdo elicitor/receptor, ocorre abertura de canais
i0nicos na membrana, que consequentemente desencadeia o fluxo de ions, que altera o
potencial trans-membrana e ocasiona alcalinizagdo extracelular, devido & entrada de fons H' e
Ca*" e a saida de K" e CI'. Com a entrada de Ca®" ocorre a ativagdo de reacdes oxidativas que
podem agir diretamente na defesa ou sinalizar outras reagdoes (DIXON et al., 1994).

Ja a fosforilagdo de proteinas é considerado o mecanismo chave na sinalizacdo na
transducdo de sinal dentro da célula. Esse processo ocorrido em quinases leva ao estimulo de
uma oxidase de membrana, a qual ¢ envolvida na gera¢ao de ions superoxido, que inicia a
chamada explosao oxidativa (produgao de espécies reativas ao oxigénio - EROs), dentre elas
o perdxido de hidrogénio (H,0,), a indicagdo indireta da transcricdo génica, a biossintese de
acido jasmonico e/ou etileno e a apoptose (LEITE et al., 1997).

Outros elementos como o acido salicilico,jasmonatos, etileno,6xido nitrico, quitinases
e proteinas fosfatases também auxiliam na transducdo de sinais de respostas especificas no
interior das células. J4 os mensageiros secundarios identificados como possiveis mediadores
estio o AMP ciclico (¢cAMP), Ca*", complexo Ca*"-calmodulina, quinases de proteinas de

inositol trifosfato e as EROs (CAVALCANTI et al., 2005).

2.2.2. Principais mecanismos envolvidos na inducio de resisténcia

2.2.2.1. Catalase

As plantas apresentam eficientes mecanismos de detoxicacdo para eliminar as espécies

reativas de oxigénio. Dentre eles, encontra-se a a¢cdo de enzimas, como a catalase, que
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juntamente com a peroxidase eliminam o H,O, (SCANDALIOS, 1994).

A catalase converte o H;O; em oxigénio e agua. Sua principal fun¢do ¢ de prevenir os
efeitos potencialmente danosos causados por mudancas na homeostase da molécula (VAN
BREUSEGEM et al., 2001).

Essas enzimas encontram-se nos peroxissomas e nos glioxossomas. Segundo
Willekens et al. (1994) as catalases de classel sdo comuns em tecidos fotossintéticos e estdo
envolvidas na remoc¢ao de H,O, produzido na fotorrespiracgdo, as de classe 2 sdo produzidas
em grande quantidade nos tecidos vasculares e podem estar relacionadas a lignificagdo, ja as
da classe 3 sdo abundantes em sementes € em plantas jovens e sua atividade estd ligada a

remocao do excesso de H,O, produzido durante a degradacdo do acido graxo.

2.2.2.2. Peroxidase

A peroxidase ¢ uma enzima que estd presente em microrganismos, plantas e animais e
possui a finalidade de catalisar a oxireducao de hidrogénio e seus redutores. Nas plantas sdo
observadas muitas peroxidases, no entanto algumas sdo induzidas durante o estresse causado
por patdgenos (HIRAGA et al., 2001; BALBI-PENA, 2010).

Dentre as fungdes dessa enzima nos tecidos vegetais estd a participacdo na
lignificacdo, suberizagdo e em outros mecanismos da parede celular. A peroxidase permite
que ocorra a oxida¢do desidrogenativa de guaiacol, que resulta na formacdo de radicais
fenoxi, que posteriormente leva a polimerizagdo ndo enzimdtica dos mondmeros. De forma
similar ocorre com o 4cido hidroxicinamico, hidroxicindmico alcool e seus derivativos que
também sdo convertidos em radicais fenoxi. As espécies de hidroxicindmico alcool sdo
polimerizadas para formar lignina e os acidos hidroxicinamicos sdo incorporados em suverina
(HIRAGA, 2001).

A peroxidase também oxida dominios fenolicos e residuos de tiroxina de proteinas
estruturais da parede celular, como glicoproteinas ricas em hidroxiprolina. Essas
macromoléculas sofrem ligagdo cruzada formando moléculas maiores e mais complexas na
parede celular e posteriormente, sdo depositadas na superficie extracelular, fortalecendo assim
a parede, restringindo a invasdo de patdgenos e a expansao celular, contribuindo para o
enrijecimento do corpo da planta. Também atuam como mediadores no aumento da producao

de EROs, agem como agente antimicrobianos e induzem a producao de fitoalexinas (FRY,
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1986; WOJTASZEK, 1997; KAWANO ; MUTO, 2000; HIRAGA, 2001).

A atividade de peroxidase ¢ corriqueiramente analisada para a verificacdo de indugado
de resisténcia, como no trabalho realizado por Campos et al. (2004), que ao avaliar a a¢dao do
acido salicilico e a raca delta de Colletotrichum lindemuthianum (fungo indutor) sobre
plantulas de feijdo contra o patotipo virulento de C. lindemuthianum, observaram correlagao
positiva entre as atividades de peroxidase e da polifenoloxidase, resultando em resisténcia a
antracnose. Vicelli (2008) também observou atividade de ambas as enzimas em feijoeiro

quando tratados com extrato de Pycnoporus sanguineus.

2.2.2.3. Polifenoloxidase

A maioria das polifenoloxidase permanecem inativas intracelularmente,
compartimentalizadas dentro dos tilacoides dos cloroplastos e nos vactiolos. Uma pequena
parte também pode ser encontrada na regido extracelular da parede (VAUGHN et al., 1988).

Essas enzimas realizam a oxida¢ao do acido clorogénico, onde os produtos resultantes
dessa reagdo podem atuar de varias formas na defesa das plantas frente aos patogenos. A
reatividade de clorogenoquinona pode limitar o desenvolvimento de patdgenos nos sitios de
infeccao por acelerar a taxa de morte celular proxima ao local atacado e/ou gerar um ambiente
toxico ao invasor, inibindo assim o seu desenvolvimento (PETER, 1989). Essa proteina
também pode reduzir a biodisponibilidade de proteinas para o patdégeno desencadeando a

formagao de barreiras fendlicas na parede celular (LI ; STEFFENS, 2002).

2.2.3. Mecanismos ativados na planta

Segundo Barros et al. (2010), na indugdo de resisténcia, as plantas recebem agressdes
e através de sua alta capacidade de adaptagdo permitem a sua sobrevivéncia, mesmo que
muitas vezes passem por prejuizos no desenvolvimento.

Nesse sentido, ¢ verdadeiramente promissora a possibilidade de induzir o sistema de
defesa das plantas para ativar rotas metabolicas que resultem em defesas sistémicas contra
fitopatogenos (GOMES et al., 2009).

Dentre essa rotas ativadas estdo as espécies reativas ao oxigénio (EROs) que

apresentam como funcao a detoxicacdo do oxigénio ativo. O oxigénio molecular (O,)

12



encontrado nas células, apresenta auséncia de reatividade e consequentemente de toxicidade,
devido a estabilidade dos elétrons (¢') da camada externa. Porém e perdidos dos transportes
ocorridos nos cloroplastos € mitocondrias podem alterar essa estabilidade do O,, tornando-o
reativo, ou seja, formando as EROs que podem influenciar os sistemas bioldgicos (RESENDE
etal., 2003).

Pode-se diferenciar trés fases na producdo de EROs durante a interacdo patdgeno-
hospedeiro. Na fase 1 ocorre o reconhecimento dos elicitores provenientes do patdégeno, que
em seguida dispara os eventos da transducdo de sinais, como a redu¢do do O, em superdxido
(0,) como também abertura dos canais de calcio (Ca®"). Durante a fase 2 sdo iniciados os
processos relacionados a defesa resultante do reconhecimento ocorrido na fase anterior, nesse
momento se incluem o aumento de antioxidantes, como a a¢do de enzimas, dentre elas a
catalase e a peroxidase. O H,O, formado pode ser diretamente toxico ao patdégeno ou estar
envolvido no fortalecimento da parede celular através da biossintese de lignina, atuando como
refor¢o, por meio de ligagdes cruzadas de proteinas estruturais e fendlicos, comportando-se
como uma efetiva barreira fisica; também atua como mensageiro secunddrio na cascata de
transducdes de sinais para a ativacdo de genes de defesa, que acarreta em reacdo de
hipersensibilidade (HR), producao de fitoalexinas, e resisténcia sist€émica adquirida (Figura
1). A fase 3 compreende o processo de evolugdo da patogénese, levando ao desenvolvimento

de sintomas visiveis (BAKER & ORLANDI, 1995; RESENDE et al., 2003).
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Figura 1: Relag@o entre ataque de patdogeno e mecanismos de defesa de plantas. Adaptado de Taiz & Zeiger
(1998) e Dangl et al. (2000).

A acdo das EROs foi verificada por Balbi-Pefia (2010), que ao investigar a defesa de
dois gendtipos do género Solanum lycopersicon com resposta deferencial ao fungo Oidium
neolycoperseci L. Kiss, verificou que a partir das 24-48 pos-inoculagdo (hpi) houve acumulo
elevado de H,O, e O, e de células epidérmicas apresentando hipersensibilidade (HR)
principalmente em folhas inoculadas com genotipo resistente. Também observou aumento da
atividade de peroxidase, catalase, polifenoloxidase, B-1,3- glucanase e quitinase. A associagdo
entre a producdo de EROs e a atividade de enzimas relacionadas ao seu metabolismo, enzimas
hidroliticas ¢ do metabolismo de fenois, assim como HR, sdo situacdes evidentes durante as
respostas de defesas.

Dessa forma, indutores sdo testados com intuito de atuarem na atividade dessas
enzimas. Dentre os candidatos, estd o cogumelo Agaricus brasiliensis, que segundo os
resultados obtidos por experimentos realizados por Di Piero (2003), demonstraram que
extratos aquosos do basidiocarpo de cogumelos, principalmente A. blazei, apresentam

compostos que ativam as respostas de defesa em plantas e podem também auxiliar no controle
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de doencas vegetais, dependendo da natureza do agente causal.

2.3. Cogumelo Agaricus brasiliensis na inducao de resisténcia de plantas a patégenos

Dentro da classificagdo do reino Fungi encontram-se a divisdo Basidiomycota, que
apresentam como caracteristica principal o basidio, onde sdo produzidos os basididsporos € o
basidioma. Alguns desses fungos fazem parte do Macromicota, conhecidos como cogumelos,
que produzem basidiocarpos carnosos e efémeros. Dessa forma, o cogumelo Agaricus
brasiliensis, que inicialmente era conhecido como Agaricus blazei, encontra-se nesse grupo,
apresentando a seguinte classificacdo  taxondmica: ordem Agaricales, familia
Agarycomycetideae, tribo Agariceae, secdo Arvensis e género Agaricus (CAMELINI et al.,
2006; LUZ, 2008; MASSOLA JUNIOR ; KRUGNER, 2011 ).

Esses fungos sdo naturalmente encontrados em regioes serranas da Mata Atlantica do
sul do estado de Sao Paulo. Segundo relatos a espécie foi primeiramente coletada no Brasil,
entre as décadas de 60 ¢ 70 (SEBRAE, 2005).

Os cogumelos sdo considerados alimentos importantes, com potencial benéfico a
saude, por apresentarem baixo teor de gorduras e significativas quantidades de proteinas, fibra
alimentar, carboidratos, minerais e vitaminas. Podendo-se dizer que a quantidade de proteinas
¢ quase equivalente ao da carne e acima de alguns vegetais e frutas. Esses macrofungos
estimulam o sistema imunoldgico, sdo considerados alimentos terapéuticos, utilizados na
prevengdo de varias doengas humanas, como também indutores de resisténcia em plantas
contra patogenos (BRAGA et al., 1998; SILVA et al., 2007; LIMA, 2009; HELM et al.,
2009).

Esses macrofungos sdo eucariontes, aclorofilados e heterotroficos, que liberam
enzimas hidroliticas capazes de degradacdo do substrato para absor¢ao de nutrientes, também
produzem diversos grupos quimicos que podem estar relacionados com a alimentagdo, pela
produgdo de quelatos, prote¢do de suas estruturas, sintese de antibidticos, substincias
bacteriostaticas, fungistaticas e nematostaticas, ou ainda compostos sinalizadores que
permitem relagdes interespecificas (LIMA, 2009; SCHWAN-ESTRADA et al., 2012).

Além dos metabolitos secretados extracelularmente, outras moléculas bioativas como
acidos organicos, polissacarideos, alcaldides, micotoxinas, antibioticos e polissacarideos

presente na parede celular também apresentam atividade antimicrobiana, aumentando assim a
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eficiéncia dos cogumelos (LIMA, 2009). No basidiocarpo e no micélio do cogumelo A.
brasiliensis também encontram-se substancias como compostos fenolicos, antibidticos, dentre
outras que podem atuar como elicitores com potencial de desencadear na planta o controle de
fitopatogenos (SILVA et al., 2007).

Trabalhos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de avaliar a acdo desses
compostos sintetizados por esses fungos com a inten¢do de induzir a resisténcia a patdogenos
em plantas. Como relatado por Vieceli et al. (2009) que testaram o potencial de Pycnoporus
sanguineus (L. ex Fr) Murr. para ativar enzimas de defesa do feijoeiro contra a mancha
angular causada por Pseucocercospora griseola (sacc.) Crous ; Braun e verificaram efeito
indutor do cogumelo sobre as plantas, promovendo a atividade das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase. Arruda et al. (2012) verificaram que Lentinula edodes e A. blazei foram
eficientes no controle do oidio (Erysiphe diffusa) no soja, induzindo a producdo de
fitoalexinas. Resultados semelhantes também foram obtidos por Fiori-Tutida et al. (2007),
que demonstraram que o extrato de A. blazei inibiu a germinagdo de esporos de Puccinia

recondita f. sp. tritici.
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CAPITULO I. OLEO DE SOJA NO CONTROLE DO MiLDIO EM VIDEIRAS cv.
ISABEL PRECOCE

RESUMO

Os vinhedos deparam-se corriqueiramente com perdas decorrentes a patdgenos, como o
oomiceto Plasmopara viticoala, agente causal do mildio da videira. Como forma de eliminar
ou reduzir impactos causados por produtos sintéticos aplicados a cultura, o objetivo do
trabalho foi testar o efeito das doses de 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 e 1,60 mL L' de 6leo
vegetal (OV) (Natur’l oleo®, Stoller, produto comercial, concentracao 93%), calda bordalesa
0,6:0,3:100 (cal:sulfato cobre: 4gua) e tratamento testemunha, somente dgua, in vitro e in
vivo em videiras cv. Isabel Precoce. Foram realizados testes de germinagao dos zodsporos de
P. viticola, efeito das doses sobre a area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) do
mildio em discos de folhas, em videira sob condi¢des de casa de vegetagdo e em campo. De
acordo com os resultados observou-se que as maiores doses de Oleo vegetal reduziram a
germinagdo do patdgeno e a eficiéncia foi diretamente relacionada ao periodo de contato do
produto com os zodsporos. Em discos de folha e em casa de vegetacao as doses de 0,40, 0,80
e 1,60 mL L de OV apresentaram efeito sgnificativo na redugio da AACPD do mildio. Em
condi¢des de campo, a dose 0,10 mL L'l, nao se diferiu do tratamento com calda bordalesa no

controle do mildio em cv. Isabel Precoce.

Palavras chave: Vitis labrusca, Plasmopara viticola, Natur’l (’)leo®, manejo de doencas,

fitopatogenos.
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CHAPTER 1. SOYBEAN OIL IN CONTROL OF MILDEW IN VINES cv. ISABEL
PRECOCE

ABSTRACT

The vineyards are routinely faced with losses due to pathogens such as the oomycete
Plasmopara viticola, causal agent of downy mildew. As a way to eliminate or reduce the
impacts caused by synthetic products used to culture the objective of this work the effect of
doses of 0.005, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80 and 1.600 mL L test was vegetable oil (VO) (Natur’l
(’)leo®, Stoller, commercial product, concentration and manufacturer) bordeaux mixture
0,6:0,3:100 (cal: copper sulfate: water) and control treatment, only water, in vitro and in vivo
grapevine cv. Isabel Precoce. Germination of zoospores of P. viticola, the effect of dose on
the area under the disease progress (AUDPC) of leaf discs mildew in grapevine under
conditions of greenhouse and field tests were performed curve. According to the results
showed that larger doses of vegetable oil reduced the germination of the pathogen and
efficiency is directly related to the period of contact of the product with the zoospores. In leaf
discs and greenhouse doses of 0.40, 0.80 and 1.600 mL L™ VO showed sgnificativo effect in
reducing mildew AUDPC. Under field conditions, the dose 0.10 mL L™ treatment did not

differ from the bordeaux mixture to control mildew cv. Isabel Precoce.

Keywords : Vitis labrusca, Plasmopara viticola, Natur'l oil ©, disease management , plant

pathogens .
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1. INTRODUCAO

A vitivinicultura apresenta amplo espaco no mercado devido a producao de vinho,
destilados alcoodlicos, suco e do consumo in natura (FERREIRA et al., 2004). Segundo Melo
(2013) no ano de 2012, as uvas destinadas ao processamento corresponderam a 57,07% da
producdo nacional e as utilizadas como uvas de mesas 42,93%.

Um dos fatores limitantes para a industria de sucos e vinhos, ¢ a falta de cultivares de
ciclo curto, que permitiriam a ampliagdo do periodo de processamento. Assim, dentre as
cultivares que respondem a essa condicao, destaca-se a Isabel Precoce (CAMARGO et al.,
2010).

Embora essa cultivar responda as exigéncias de produtividade, depara-se com alguns
entraves, como a ocorréncia de fitopatogenos que acarretam em perdas qualitativas e
quantitativas, como também demanda altos custos nas medidas de controle. Dentre esses
microrganismos destaca-se o agente causal do mildio, o oomiceto Plasmopara viticola Berl. ;
De Tony (POMMER et al., 2003; SONEGO et al., 2006).

Esse patogeno causa sérios prejuizos por infectar todos os o6rgaos verdes da planta, em
especial as folhas. Com isso, acaba reduzindo a area fotossintética ativa da planta, resultando
em queda da produtividade (TAVARES ; CRUZ, 2002; NETO, 2008).

Utilizam-se basicamente para o controle do mildio fungicidas sintéticos. Esse
procedimento desencadeia problemas de resisténcia do patogeno, fitotoxidez, poluigdo
ambiental, causa contaminagdo dos produtos derivados da uva. Por estes motivos, pesquisas
tem testado substancias que apresentem atividades fungistaticas e/ou fungitoxicas que possam
substituir ou diminuir o uso de fungicidas pulverizados nos parreirais (PERUCH et al., 2007,
ROSE et al., 2009).

Dentre essas substancias encontram-se os 0leos extraidos de sementes de plantas que
podem apresentar agdo fitossanitaria (CORREA, 2005). Leite et al. (2011) testaram extrato de
alho e o 6leo vegetal de soja na dose de 2,5 mL L™ sobre fitopatogenos da videira cv. Isabel e
observaram que o 6leo apresentou efeito no controle da antracnose e do mildio, reduzindo a
germinagdo de Elsinoe ampelina (de Bary) Schear e de P. viticola, como também verificaram,
que em campo, esse subproduto vegetal proporcionou redu¢do de 52% da area abaixo da
curva do progresso da doengca (AACPD) em relacdo ao tratamento testemunha. Junqueira et

al. (2004) realizaram a imersao de mangas em Oleo vegetal e obtiveram como resultado
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aumento do tempo de prateleira da fruta como também eficicia no controle da antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides Penz).
Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi verificar o efeito de doses do dleo de soja

agricola sobre Plasmopara viticola, em condigdes de laboratorio, casa de vegetagdao e campo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Estadual do Centro-Oeste-
UNICENTRO no departamento de Agronomia, Campus CEDETEG, em condi¢des de

laboratério, casa de vegetagdo e campo.

2.2. Efeito do dleo vegetal na germinacao de Plasmopara viticola

Folhas de videira, com sintomas tipicos de mildio foram coletadas no pomar da
instituicdo. Para a liberagdo dos esporangios, adicionou-se sobre as folhas 100 mL de agua
destilada esterilizada com 20 pL de Tween 80 e com al¢a de Drigalski realizou-se um
esfregaco sobre o mofo branco, que consequentemente ocasionou a liberagdo dos esporangios,
seguida de uma padronizacdo da suspensido a 1x10° espordngios mL™' com contagem em
camara de Neubauer (hemocitometro).

Os tratamentos foram constituidos pelas doses de 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 e 1,60
mL L de 6leo de soja emulsionavel (Natur'l (')leo®, Stoller, produto comercial, concentragao
93%), tratamento padrdao com calda bordalesa 0,6: 0,3:100 (cal:sulfato cobre: agua) e
testemunha somente agua.

Aliquotas de 40 pL da suspensdo de esporos e outra de 40 puL da solugdo de cada um
dos tratamentos foram colocadas em cavidades individuais de placas de teste de ELISA
(RESENDE et al., 1997).

Em seguida, as placas foram mantidas em camara de crescimento a 25+1°C no escuro,
cada uma correspondendo ao periodo de 2, 4, 6, 12 e 24 horas. Para a paralisagdo da
germinacdo dos esporangios nos periodos pré estabelecidos, adicionou-se 20 pL do corante
azul algoddo de lactofenol em cada cavidade. Avaliou-se a porcentagem de esporangios
germinados, observados aleatoriamente com auxilio do microscépico Optico de objetiva
invertida, totalizando quatro repeti¢des. Foram considerados esporangios germinados os que
nitidamente apresentavam a liberagdo dos zoosporos .

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e

quatro repetigdes.

29



2.3. Efeito do dleo vegetal em discos de folha de videira (Vitis labrusca) cv. Isabel Precoce

Discos de folhas sadias de videira cv. Isabel Precoce, com 5 ¢cm de didmetro, foram
desinfestadas superficialmente com hipoclorito de so6dio a 2% por 5 segundos e secos a
temperatura ambiente. Posteriormente mergulhados por 1 min. nos seguintes tratamentos:
0,10; 0,20; 0,40; 0,80; 1,60 ml L' de 6leo vegetal emulsiondvel (Natur’l (')leo®, Stoller,
produto comercial, concentragdo 93%, o6leo de soja) calda bordalesa 0,6: 0,3: 100 (cal: sulfato
cobre: dgua) e tratamento testemunha somente agua. Em seguida, os discos foram distribuidos
sobre espuma umedecida contidas em bandejas cobertas com saco plastico, para a manutencao
da umidade, e armazenadas em camara de crescimento (BOD) a 25+1°C, com fotoperiodo de
12h.

Transcorridas 24 h, inoculou-se suspensio de 1x10* esporangios mL" de 4gua de
P.viticola sobre os discos de folha, seguida da re-incubagdo na camara de crescimento por
oito dias. Diariamente se avaliou a severidade do mildio de acordo com a escala diagramatica
proposta por Azevedo (1997) (Anexo).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com oito tratamentos e
cinco repeticdes com seis discos. Os dados de severidade (% de area lesionada) foram
transformados em area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL;
MADDEN, 1990).

2.4. Efeito do dleo vegetal em videira (Vitis labrusca) cv. Isabel Precoce em condicoes de

casa de vegetacdo em Guarapuava-PR

Mudas de videira cv. Isabel Precoce (Vitis labrusca) enxertadas sobre o porta-enxerto
‘Paulsen 1103°, foram plantadas em 23/10/2012 em vasos com capacidade de 1 L, e
preenchidos em substrato comercial (Plantmax®, composto por casca de arvore) e
acondicionadas em casa de vegetagdo sob irrigagdo por aspersdo. ApoOs a brotacdo das
primeiras folhas as videiras foram tratadas com o pulverizador verizador com dois bicos
ajustados em garrafa pet, até o ponto de escorrimento, as doses de 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 e
1,60 mL" de éleo de soja emulsionavel (Natur'l 6leo™) calda bordalesa 0,6: 0,3: 100 (cal:
sulfato cobre: dgua) e tratamento testemunha somente dgua a cada 15 dias. Foram realizadas 5
aplicagdes dos tratamentos, em seguida a inoculacdo do patdégeno e posteriormente mais 2

pulverizagdes. Estas aplicagdes foram realizadas no periodo de 24/10/12 a 16/01/13.
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Em 26/12/12, foi realizada a inoculag¢do de P. viticola e sete dias depois se iniciaram
as avaliacdes de severidade (% de area lesionada), segundo a escala de Azevedo (1997)
(Anexo), em 5 folhas previamente identificadas, em cada planta. Esses dados foram
transformados em area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL;
MEDDEN, 1990).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com oito tratamentos e seis

repetigdes, sendo cada vaso uma parcela experimental.

2.5. Efeito do o6leo vegetal em videiras (Vitis labrusca) cv. Isabel Precoce em condi¢cdes de

campo em Guarapuava-PR

Mudas de videira cv. Isabel Precoce, enxertadas sobre ‘Paulsen, conduzidas em
espaldeira, com espagamento de 1,2 x 2,5m, foram plantadas dia 23/10/12, em Guarapuava-Pr
com coordenadas geograficas de 25°21°xx’’S, 51°30’xx’’O e a 1100 m de altitude, em solo
classificado como latossolo bruno distroférrico de textura argilosa e clima dito CBF
subtropical mesotérmico imido, conforme classificacdo de Koppén (1948).

Em condi¢gdes de campo nao foi realizada a inoculagdo do patdgeno, pois devido as
condicdes favoraveis ocorreu a manifestacdo natural da doenca. Os tratamentos consistiram
da pulverizacdo quinzenal de 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 e 1,60 mL L' de 6leo de soja
emulsionavel (Natur’l 6leo™), calda bordalesa 0,6: 0,3: 100 (cal: sulfato cobre: 4gua) e
tratamento testemunha somente com agua. As aplicacdes foram realizadas com pulverizador
manual, iniciando-se por ocasidoda brotagdo das primeiras folhas, no periodo de 17/10/12 a
30/01/13.

Quando os primeiros sintomas da doenca foram observados, comecaram-se as
avaliacOes de severidade (% de area lesionada), segundo a escala proposta por Azevedo
(1997). Esses dados foram transformados em érea abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD) (CAMPBELL; MADDEN, 1990). As avaliacdes foram realizadas semanalmente,
totalizando cinco avaliagdes, no periodo de 02/01/13 a 30/01/13, em 5 folhas pré marcadas de

cada planta.
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2.6. Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, quando significativo
realizou-se a regressdo polinominal e comparacao de médias pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% de probabilidade através do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do dleo vegetal na germinacio de Plasmopara viticola

Para todos os periodos de avaliacdo, houve efeito quadratico para a germinagdo de P.
viticola em funcao das doses de OV. A maior dose de 0,80 mL L' de OV reduziu em 60, 68,
87, 87 e 75,5% a germinagdo do patdégeno da videira apos 2, 4, 6, 12 e 24h de incubagio,
respectivamente, quando comparado com o tratamento testemunha. Além disso, essa dose ndo
se diferiu estatisticamente do tratamento com calda bordalesa que reduziu em mais de 70% a
germinagdo dos esporangios em todos os periodos (Figura 2).

As doses de OV testadas proporcionaram redu¢do da germinagdo dos esporangios de
P. viticola, desde o periodo de 2h, podendo ser ressaltado que quanto maior o tempo de

contado do produto com os esporangios, menor a sua germinagao (Figura 2).
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Figura 2: Germinagdo de esporangios de Plasmopara viticola submetidos as doses de 0,05; 0,10; 0,20; 0,40 ¢
0,80 ml L' de 6leo vegetal de soja emulsionavele os tratamentos testemunha somente 4gua e padrio com calda
bordalesa, nos periodos de: (A) 2h; (B) 4h; (C) 6h; (D)12h e (E) 24h (Guarapuava-PR, 2014).

O efeito fungitoxico que o OV apresentou sobre a germinacao de P. viticola pode estar
relacinado com a sua composicdo de até 57% de acido linoleico (KITAMURA, 1984). Esse
acido graxo ¢ encontrado em altos niveis em plantas de milho resistentes a patogenos
causadores de graos ardidos (Fusarium verticiloides, Diplodia macrospora (Stenocarpella
maydis), Diplodia macrospora (Stenocarpella macrospora), pois quando ocorre a oxigenacao,
através da enzima lipogenase, aldeidos volateis sdo liberados e impedem o desenvolvimento
do patégeno. Esse fato, provavelmente foi responsavel pela inibicdo da germinagdo de P.
viticola (ZERINGUE et al., 1996)
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O ¢6leo vegetal também apresentou efeito fungitoxico sobre Elsinoe ampelina, como
relatado por Souza et al. (2012), que ao testarem diferentes doses desse composto sobre o
agente causal da antracnose da videira observaram reducdo no indice de velocidade do
crescimento micelial do patégeno, em func¢do do aumento da dose, obtendo redugdo de 31%
com 0,80 ml L™ de 6leo vegetal.

Takano et al. (2007) observaram que as concentra¢des de 100 e 300 mL L' do
detergente derivado do o6leo de mamona  (Ricinus communis), aparesentaram efeito
fungitoxico sobre o Fusarium graminearum, reduzindo em 100% a germinagdo dos conidios
do patdgeno e inibiram o crescimento micelial de Colletotricum lendemuthianum, sendo essa

reducao diretamente relacionado ao aumento da concentracao dos tratamentos.

3.2. Efeito do dleo vegetal em discos de folha de videira (Vitis labrusca) cv. Isabel Precoce

Os resultados de discos de folha de videira inoculados com P. viticola e tratados com
as doses de OV, foram semelhantes aos obtidos in vitro, pois com o aumento da dose ocorreu
reducdo na area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD), sendo que as doses de
0,2; 0,40; 0,80 ¢ 1,60 ml L' do OV, reduziram estes valores em 82,5%, 83,3%, 84,9% ¢
91,60%, respectivamente, em relacdo a testemunha, enquanto que o tratamento com calda

bordalesa reduziu em 66,4% a AACPD (Figura 3).
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Figura 3: Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) do mildio em discos de folha de videira cv.
Isabel Precoce tratadas com as doses de 0,10; 0,20; 0,40 e 0,80 mL L' de 6leo vegetal de soja emulsionavel,
tratamento testemunha (somente dgua) ¢ calda bordalesa (Guarapuava-PR, 2014).
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Resultados semelhantes foram verificados por Junqueira et al. (2003 a) em que o dleo
vegetal de soja isolado ou em associacdo com fungicidas aumentou o tempo de prateleira de
mangas cv. Palmer e monstrou-se eficiente no controle da antracnose (Colletotrichum
gloeoesporiodes) dos frutos. Junqueira et al. (2003b) também constataram em bananas, que
os tratamentos com adjuvantes a base de 6leo de soja testados foram altamente eficientes no
controle da antracnose (Colletotrichum musae) e retardaram o amadurecimento dos frutos.

Por outrol lado, Rosa et al.(2008), ao avaliarem o efeito de produtos alternativos e
comerciais para o controle do mildio da videira. Os pesquisadores observaram que a
associacdo de Agro-mos+Crop-sete+dleo de nim e o 6leo de nim com fungicida reduziram a
severidade da doenca em apenas 17,39% e 16,15% respectivamente, quando comparados ao

tratamento testemunha, somente com agua.

3.3. Efeito do oleo vegetal em videiras (Vitis labrusca) cv. Isabel Precoce em condicoes de

casa de vegetacio em Guarapuava-PR

Em casa de vegetacdo, observou-se efeito quadratico em funcdo das doses de o6leo
vegetal de soja, sendo que os tratamentos com 0,40; 0,80 e 1,60 mL L' de OV reduziram a
AACPD do mildio em 64%, 74%, e 70%, respectivamente, ¢ ndo diferindo do tratamento
padrdo com calda bordalesa que promoveu reducido de 94% na AACPD, quando comparado

ao tratamento testemunha (Figura 4).
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Figura 4: Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) do mildio em videiras cv. Isabel Precoce em
condig¢des de casa de vegetagdo, tratadas com as doses de 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 ¢ 1,6 mL L de 6leo vegetal de
soja (Guarapuava-PR, 2014).

Resultados semelhantes foram relatados por Agrios (2005) que verificou a eficiencia
de oleos de soja, girassol, oliva e milho no controle do oidio em macieira, com pulverizagao
realizada um dia antes da inoculacdo de Podosphaera leucotricha. Carneiro et al. (2007) em
condicdes de casa de vegetacdo, realizaram uma aplicagdo preventiva de dleo de nim em
plantas de feijao 6 horas antes da inoculacao de Erysiphe polygoni, agente causal do oidio, e
observaram que o 6leo foi eficiente no controle da doenga, reduzindo em até 65% o numero
de lesdes nas folhas. Doses de 5, 10 e 15 mL L desse mesmo 6leo monstraram-se eficientes
no controle da mancha angular do feijoeiro (Phaeoiariopsis griseola) quando pulverizadas 48,
24 ¢ 2 horas antes da inoculagdo do patogeno, mas somente a dose 10 mL L™ controlou a
doenca quando aplicada depois da inoculagcao (CARNEIRO et al., 2008).

Amandioha ; Obi (1998) verificaram que a aplicagdo de extratos de 6leo de nim em
feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) apresentou efeito fungitoxico superior ao

fungicida benomyl sobre as lesdes causadas por antracnose (Colletotrichum lindemuthianum).
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3.4. Efeito do dleo vegetal em videiras cv. Isabel Precoce no controle de Plasmopara

viticola em condicdes de campo

Para a AACPD do mildio da videira ndo houve regressdo polinominal em fungdo das
doses de OV. No entanto, observou-se que a dose de 0,10 mL L' de OV mostrou-se
estatisticamente semelhante ao tratamento com calda bordalesa em condigdes de campo

(Figura 5).
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Figura 5: Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) do mildio da videira cv. Isabel Precoce em
condi¢des de campo, tratadas com as doses de 0,10; 0,20; 0,40; 0,80 e 1,6 mL L' de 6leo vegetal de soja
(Guarapuava, 2014). Numeros seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Pode-se verificar que os resultados de AACPD ndo foram tdo expressivos como em
condi¢des de laboratorio e em casa de vegetacdo. Possivelmente esse fato esta relacionado
com as pulverizagdes quinzenais. Aplicacdes realizadas em intervalos menores poderiam
apresentar melhor efetividade do 6leo vegetal de soja no controle do mildio da videira.

Silva et al. (2012a) observaram que em campo o extrato de cinamomo nas
concentragdes de 30, 40 ¢ 50 ml L' acrescidos com 2,5 mL L' de OV, apresentaram
decréscimo do mildio da videira de aproximadamente 26,0%, 34,0% e 31,0%

respectivamente, € que os tratamentos utilizados ndo diferiram estatisticamente da calda
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bordalesa e da testemunha, como também verificaram que no segundo ano de experimento a
aplicacdo isolada do OV proporcionou reducdo de 76,3% na AACPD do mildio em relacdo a
testemunha absoluta. Para o controle da antracnose da videira (Elsinoe ampelina) o OV
utilizado como adjuvante mascarou o efeito desse extrato, proporcionando redugdo de 64,0%
na AACPD (SILVA et al., 2012b). Leite et al. (2009) verificaram que as doses 20 ¢ 25 mL L™
de extrato de alho acrescidas com 2,5 mL L'de OV diminuiram em 83,59% e 72,28% a
severidade da antracnose da videira, quando comparadas com o tratamento testemunha.

Carneiro (2003) observou que as concentragdes de 0,25%, 0,5%, 1% e 2% de oleo
emulsionavel de nim (Azaderachta indica) mostrou-se eficiente no controle do oidio do
tomate, ressaltando que os tratamentos mantiveram a porcentagem da area foliar afetada igual
ou abaixo de 1% com 2 pulveriza¢des em 7 dias.

Dias-Arieira et al. (2010) ao utilizaram as doses de 0%; 0,25%; 0,5%; 1,0% e 1,5% de
Oleo de Eucalyptus citriodora e de Azadirachta indica (6leo de nim) para o controle da flor-
preta da cultura do morango verificaram que a dose 0,5% de o6leo de nim reduziu o
abortamento de flores inoculadas com Colletotrichum acutatum, como também os frutos que
resultaram das flores inoculadas apresentaram reducdo significativa da doenga quando
tratados com as dose 0,5 e 1,0% desse 6leo.

Baptista et al. (2009) em trabalho realizado com tomate para o controle de doencas
foliares como pinta-preta (Alternaria solani), septoriose (Septoria lycopersici) e mancha
bacteriana (Xanthomonas spp.) verificaram alta eficiéncia da calda bordalesa em todo o ciclo
da cultura, porém o 6leo de nim reduziu a severidade das doencas apenas no inicio do ciclo e

0 6leo de alho ndo apresentou nenhum controle.
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4. CONCLUSOES

Os tratamentos com o6leo vegetal reduziram a germinacao do Plasmopara viticola,
quanto maior a doses do produto e o periodo de contato com o patdégeno, menor a

germinagao;

Em disco de folha e em videiras em casa de vegetacdo as doses de 0,40, 0,80 ¢ 1,60

mL L™ de 6leo vegetal a AACPD do mildio em videira cv. Isabel Precoce;

Em campo a dose 0,10 mL L™ de 6leo vegetal mostrou-se estatisticamente semelhante

a calda bordalesa para o controle do mildio da videira.
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CAPITULO II. EFEITO DA SUSPENSAO MICELIADA AQUOSA DE Agaricus
brasiliensis NO CONTROLE E NA INDUCAO DE RESISTENCIA DE VIDEIRAS cv.
ISABEL PRECOCE CONTRA O MILDIO (Plasmopara viticola)

RESUMO

Os produtos quimicos utilizados no controle das principais doengas da videira causam
impactos ambientais, além de selecdo de patdgenos resistentes aos principios ativos e
contamina¢do dos produtos. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito da suspensdo miceliada aquosa (SMA) de Agaricus brasiliensis no controle do mildio e
seu efeito na indugdo de resisténcia da videira cv. Isabel Precoce. Os tratamentos consistiram
das doses de 1, 5, 10, 15 e 20% da suspensao miceliada aquosa de Agaricus brasiliensis,
tratamento padrao com o acibenzolar-S-metil (ASM) e a testemunha absoluta (sem
tratamento). Foram realizados o teste de germinacgdo in vitro do patdgeno Plasmopara
viticola, e in vivo em casa de vegetacdo, com uma unica aplicacdo dos tratamentos e
inoculagdo do patdégeno 24 horas apds pulverizagdo. Discos de folhas foram coletados aos 6,
12, 24, 48, 72 e 96h apds a aplicagdo dos tratamentos. Nesses discos coletados foram
realizadas analises da atividade das enzimas catalase (CAT), peroxidase (POX) e
polifenoloxidase (PFO). Pelos resultados obtidos, verificou-se que os tratamentos reduziram a
germinagdo dos esporangios de Plasmopara viticola, porém ndo apresentaram efeito
significativo na area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) do mildio em
condi¢des de casa de vegetacdo. Em alguns periodos a CAT apresentou reducdo para os
tratamentos das doses, a POX apresentou maior atividade em 48, 72 e 96h apos aplicacdo dos
tratamentos e a PFO nao apresentou efeito significativo em fungdo das doses. Os tratamentos
nio foram efetivos no controle do mildio da videira cv. Isabel Precoce, também nio

induziram a PPO, porém alteraram a atividade da CAT e induziram a POX.

Palavras chave: Vitis labrusca, cogumelo, elicitor.

44



CHAPTER II. EFFECT OF AQUEOUS SUSPENSION MICELIADA Agaricus
brasiliensis IN CONTROL AND INDUCTION OF RESISTANCE OF VINES cv.
ISABEL PRECOCE AGAINST POWDERY MILDEW (Plasmopara viticola)

ABSTRACT

The chemicals used in the control of major diseases of the vine cause environmental impacts,
and selection of resistant pathogens active ingredients and product contamination. In this
sense, the present study aimed to evaluate the effect of aqueous suspension miceliada (ASM)
of Agaricus brasiliensis in control of mildew and its effect on the induction of resistance of
grapevine cv. Isabel Precoce. The treatments consisted of the doses of 1, 5, 10, 15 and 20% of
the aqueous suspension miceliada Agaricus brasiliensis, standard treatment acibenzolar-S-
methyl (ASM) and the control treatment (no treatment). Testing in vitro germination of the
pathogen Plasmopara viticola, and in vivo in a greenhouse, with a single application of
treatment and pathogen inoculation 24 hours after spraying were performed. Leaf discs were
collected at 6, 12, 24, 48, 72 and 96h after treatment application. These discs listed analyzes
the activity of catalase (CAT), peroxidase (POX) and polyphenol oxidase (PPO) were
performed. The results obtained showed that the treatments reduced germination of sporangia
of Plasmopara viticola, but no significant effect on the area under the disease progress
(AUDPC ) of downy mildew in greenhouse conditions curve. In some periods the CAT
decreased doses for treatment, the POX was most active at 48, 72 and 96h after treatment
application and PFO had no significant effect depending on the dose. The treatments were not
effective in controlling downy mildew of grapevine cv. Isabel Precoce, also did not induce

PPO, but increased the activity of CAT and POX induced.

Keywords: Vitis labrusca, mushroom, elicitor.
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1. INTRODUCAO

O cultivo da videira se expande por diversas regides do mundo. No Brasil, por
apresentar fatores climaticos favoraveis a essa cultura, a produgao se estende desde o extremo
sul até o nordeste (ALARCON et al., 2010; POMMER et al., 2003).

O setor viticola brasileiro ¢ composto basicamente por uvas finas, americanas e
hibridas, para o consumo in natura, uvas para a elaboragido de vinhos finos, e uvas americanas
e hibridas para a produ¢do de vinhos de mesa e sucos. Dentre as cultivares utilizadas para a
fabricagdo desse produto, destaca-se a Isabel Precoce, por apresentar ciclo curto, uva tinta,
rustica e fértil (CAMARGO et al., 2010).

Porém, essa cultura apresenta algumas limitagdes que influenciam na produtividade.
Dentre essas estao as doengas causadas por fitopatdgenos, como o oomiceto Plasmopara
viticola, causador do mildio da videira, que pode acarretar em perdas de at¢ 100% na
produgdo. Para que ocorra o desenvolvimento dessa doenca € necessario ambiente favoravel,
como temperaturas de 20 a 25°C e umidade relativa do ar em torno de 90 a 95%. O patdégeno
afeta todos os 6rgaos verdes da planta, sendo que os sintomas caracteristicos e principais para
a identificacdo ocorrem nas folhas, podendo ser observado na parte adaxial manchas
amareladas, ditas como “manchas de 6leo” e na por¢ao abaxial a presenga de mofo branco.
Como danos, observam-se desfolha precoce, que diminui a area fotossintética ativa da planta
e reduz a deposicdo de agucares nos frutos, as bagas ficam escuras, duras e deprimidas que
com o desenvolvimento da doenga acabam caindo e as raquis ficam escuras em seguida secam
e por fim ocorre a queda dos botdes florais (GARRIDO ; SONEGO, 2003; NEVES et al.,
2005).

Para o controle dessa doenca sdo utilizados basicamente produtos sintéticos, que
acarretam em varios impactos ambientais ¢ selecdo de patdgenos cada vez mais resistentes.
Como forma de eliminar ou ao menos diminuir esses problemas, tem-se buscado tecnologias
de produgdes menos agressivas ao homem e ao meio ambiente, buscando-se assim medidas
alternativas aos agrotdxicos, como compostos ativos presentes em cogumelos, com
capacidade de induzir a resisténcia das plantas contra fitopatégenos (WORDELL FILHO et
al., 2007; SCHWAN-ESTRADA et al., 2012).
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Dentre esses cogumelos utilizados como indutores de resisténcia estd o Agaricus
brasiliensis, que possui compostos bioativos que podem agir como antibidticos, substancias
bacteriostaticas, fungistaticas e nematostaticas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2012). Fiori-
Tutida (2003) verificaram que extratos de Leninula edodes e A. blazei atuaram como
elicitores de respostas de defesas, verificando que esses cogumelos estimularam a produgdo
de fitoalexinas em soja e sorgo, como também induzem a producdao de B-1,3-glucanase e
peroxidase em trigo e ativaram rotas metabodlicas para a formagao de papilas em mesocotilos
de sorgo. Também foram observados efeitos fungitoxicos in vitro desses macrofungos sobre a
germinagdo de esporos de Puccinia recondita f.sp. tritici (FIORI-TUTIDA et al., 2007).

Porém Silva et al. (2008) nao observaram efeito inibitorio in vitro dos extratos de
basidiomas de A. blazei e L. edodes sobre Ralstonia solanacearum, agente causal da murcha
bacteriana em berinjela, mas verificaram agdes elicitoras dos tratamentos na resisténcia desta
solanécea.

Diante desse contexto, o presente trabalho apresentou como objetivo verificar o efeito
das suspensdo miceliada do cogumelo A4. brasiliensis no controle do mildio da videira (P.
viticola) cv. Isabel Precoce, como também sua capacidade de indutor de resisténcia nessas

plantas contra esse fitopatdgeno.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento

Os testes in vitro foram realizados no laboratério de Fitopatologia e os in vivo em casa
de vegetagdo, ambos presentes no departamento de Agronomia da Universidade Estadual do

Centro-Oeste (UNICENTRO).

2.2. Obtencao do A. brasiliensis

O cogumelo A. brasiliensis esta depositado na micoteca do laboratério de
bioprocessos de Cogumelos-DEALI-UNICENTRO. Esse fungo foi isolado a partir do corpo

de frutificacdo de uma cultura comercial.

2.2.1. Manutencio e repique do A. brasiliensis

A cepa do cogumelo foi preservada tubo-a-tubo em meio batata dextrose agar (BDA),
com repicagem trimestral. O micélio do cogumelo foi repicado em placas de Petri contendo

BDA e incubado a 30°C durante 10-15 dias.

2.2.1.1. Preparo do indculo do A. brasiliensis

O indculo foi repicado em Erlenmeyers contendo meio Padrio composto de (g L™):
glicose (20), extrato de levedura (3,95), MgS0O4.7H,0 (0,3), e K,HPO4.3H,0 (0,5); com pH
ajustado a 6,0 (+0,2) em potencidmetro com NaOH 0,1N, esterilizados a 121°C por 15 min
(LEIFA et al.,, 2003). Foram inoculados cinco pedacos (lcm”) de agar com micélio do
cogumelo em 50 mL de meiopadrao e incubados a 30°C a 120 rpm por 7 dias. O micélio foi
separado do caldo por filtracdo em tela (malha de 0,5 mm?) dividido em duas partes. Uma
parte foi passada através da tela com auxilio de uma espatula com 50 mL de 4gua destilada
esterilizada. Esta suspensdo de micélio foi usada na concentracdo de 5% (v/v) para produgdo

de micélio por cultivo submerso e para inocular o substrato solido.
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2.2.2. Obtencao da suspensido miceliada aquosa de A. brasiliensis

Apos o descongelamento, pesou-se o micélio de A. brasiliensis (com umidade de
94%), referente a cada dose determinada para os experimentos, seguida de maceracao
mecanica em almofariz. Posteriormente, foi adicionada 4gua destilada e trituragdo em
liquidificador, para se obter maior efetividade da extragao dos compostos bioativos presentes

no cogumelo.

2.3. Efeito da suspensdo miceliada aquosa de A. brasiliensis no controle de Plasmopara

viticola, agente causal do mildio da videira cv. Isabel Precoce

2.3.1. Avaliacao da germinacio in vitro de esporangio de P. viticola.

Folhas de videira, com sintomas tipicos de mildio foram coletadas no pomar da
instituicdo. Para a liberacdo dos esporangios, adicionou-se sobre as folhas 100 mL de agua
destilada esterilizada com 20 pL. de Tween 80 e com al¢a de Drigalski realizou-se um
esfregaco sobre o mofo branco, que consequentemente ocasionou a liberagdo dos esporangios,
seguida de uma padronizacdo da suspensio a 1x10° espordngios mL™' com contagem em
camara de Neubauer (hemocitometro).

Os tratamentos testados no controle da germinagdo desses esporangios foram doses de
1, 5,10, 15 e 20% da SMA de A. brasiliensis (essas doses correspondem a 0,06, 0,3, 0,6, 0,9 e
1,2% de peso seco de A. brasiliensis), como tratamento padrdo foi utilizado o indutor de
resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) (0,005% diluido em agua) e testemunha absoluta (sem
tratamento).

Aliquotas de 40 pL da suspensdo do patéogeno e outra de 40 pL dos tratamentos em
dosagem dobrada (pois ocorre dilui¢do das doses na presenga da suspensdo do patdgeno)
foram colocadas em cavidades individuais de placas de teste de ELISA (RESENDE et al.,
1997).

Em seguida, as placas foram mantidas em camara de crescimento a 25°C no escuro,
cada uma correspondendo ao periodo de 2, 4, 6, 12 ¢ 24 horas. Para que ocorresse o processo
de paralisacdo da germinacdo dos esporangios foram adicionados 20 pL do corante azul

algodao de lactofenol em cada cavidade, no horario previsto para avaliagdo. Posteriormente
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avaliou-se a porcentagem de esporangios germinados, observados aleatoriamente com auxilio
do microscopico Optico de objetiva invertida, totalizando cinco repeticdes. Foram
considerados esporangios germinados aqueles que apresentam liberagdo dos zoosporos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e
cinco repetigdes. Os dados foram submetidos a analise da variancia pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade, através do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

2.3.2. Avaliaciao em condicoes de casa de vegetacdo com plantas envasadas

Mudas de videira cv. Isabel Precoce enxertadas sobre porta-enxerto ‘Paulsen 1103,
foram plantadas dia 23/01/13 em vasos com capacidade de 1L contendo substrato comercial
(Plantmax composto por casca de arvore) e mantidas em casa de vegetagdo, sob irrigagdo por
aspersao.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com sete tratamentos e seis
repeti¢des, e parcela experimental constituido por uma planta. No estadio v8 realizou-se a
aplicacdo dos tratamentos nas videiras com pulverizador manual , até o ponto de escorrimento
com as doses de 1, 5, 10, 15 € 20% de SMA de 4. brasiliensis, além de um tratamento padrao
com o indutor de resisténcia comecial acibenzolar-S-metil (ASM) a 0,005% e testemunha
(sem tratamento). Apds 24h das aplicagdes dos produtos, foi realizada a inoculacdo do
patogeno com suspensio de 1x10* espordngios mL™ em todas as folhas das mudas de videira.
Decorridos 14 dias observou-se os primeiros sintomas da doenga, quando se iniciou as
avaliacdes da severidade da doenca, segundo a escala diagramatica proposta por Azevedo
(1997) (Anexo). Estas avaliagdes foram realizadas a cada trés dias, totalizando cinco
avaliacdes, posteriormente os dados foram transformados em d4rea abaixo da curva do

progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL; MADDEN, 1990).

2.4. Efeito da suspensdo miceliada aquosa de A. brasiliensis na inducgio de resisténcia de

videira cv. Isabel Precoce contra o mildio (P. viticola)

2.4.1. Coleta e armazenagem das amostras de videira (Vitis labrusca) apo6s serem

tratadas com a suspensiao miceliada aquosa de A. brasiliensis
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Discos de folhas com aproximadamente 5 cm de diametro foram coletados
aleatériamente nas mudas de videira cv. Isabel Precoce, nos periodos de 2, 6, 12, 24, 48, 72 ¢
96h apds a aplicagdo dos tratamentos.

As amostras foliares foram protegidas com papel aluminio, resfriadas em gelo e
postetiormente armazenadas em freezer a -80°C, até o preparo de extratos para as analises

bioquimicas.

2.4.1.1. Preparo dos extratos de discos de folhas de videira cv. Isabel Precoce para

analises enzimaticas

Os discos de folhas foram pesados e em seguida macerados em almofariz com
nitrogénio liquido e homogeinizados mecanicamente com 1% (p/p) de PVP (poli-
vinilpirrolidona) e 4 mL de tampao fosfato de potassio S0mM (pH 7,0) contendo 0,1 mM
EDTA. Posteriormente a solucdo foi centrifugada a 15.000 g durante 40 min a 4 °C, sendo o
sobrenadante obtido considerado como extrato enzimatico, o qual foi armazenado a -80 °C,
até a realizacdo das andlises (KAR ; MISHRA, 1976).

A partir desses extratos determinou-se o conteudo protéico, catalase, peroxidase e

polifenoloxidase.
2.4.1.2. Proteina Total

Para a determinacdo do contetido protéico segundo Bradford (1976) para cada 50 pL
do extrato enzimatico foi adicionado, sob agitacdo, 2,5 mL do reagente de Bradford. Apos 5
min foi efetuada a leitura da absorbancia a 595 nm em espectrofotometro. A concentracdo de
proteinas, expressa em mg por mL de amostra (mg proteina.mL™), foi determinada
utilizando-se curva-padrao de concentragdes de albumina de soro bovino (ASB) de 0 a 0,5

mg. mL"', obtida pelo método de Bradford y = -0,0456+0,733x.
2.4.1.3. Catalase

A atividade da catalase (CAT) (EC 1.11.1.60) foi quantificada e adaptada do método
de Go6th (1991), modificado por Tomankova et al. (2006), através do complexo estavel
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formado pelo molibdato de amonio com perdxido de hidrogénio. O extrato enzimatico (0,1
mL) foi incubado em banho Maria a 38°C juntamente com 0,5 mL da mistura de reacdo
contendo 60 mM de peroxido de hidrogénio em tampao fosfato de potassio 60 mM pH 7,4 por
2 min. Apos esse periodo adicionou-se 0,5 mL de molibdato de amonio (32,4 mM) para deter
o consumo de peroxido de hidrogénio pela enzima presente no extrato. Foi preparado um
branco para cada amostra através da adi¢gdo de molibdato de amoénio a mistura de reacao,
omitindo o periodo de incuba¢do. O complexo amarelo de molibdato e peroxido de
hidrogénio foram medidos a 405 nm. A diferenca entre a absorbancia do branco e a amostra
incubada indicou a quantidade de peroxido de hidrogénio utilizado pela enzima. A
concentracdo de H,O,, foi determinada utilizando-se o coeficiente de extingdao € = 0,0655

mM™! em™.

2.4.1.4. Peroxidase

A atividade da peroxidase de guaiacol (POX) (EC 1.11.1.7) foi determinada a 30 °C,
através de método espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em
tetraguaiacol em 470 nm (LUSSO ; PASCHOLATI, 1999). A mistura da reagao continha 1
mL do extrato enzimatico e 2,0 mL de solucao com 250 uL de guaiacol e 306 puL de perdxido
de hidrogénio em 100 mL de tampao fosfato 0,01M (pH 6,0). A cubeta de referéncia continha
3 mL da solugdo de guaiacol e peroxido de hidrogénio em tampdo fosfato. A atividade da
peroxidase foi determinada por um periodo de 2 min., e utilizou-se a média dos valores da
leitura que apresentaram no minimo trés pontos crescentes, obtendo assim uma reta. Os

ALt - -1 -1 r
resultados foram expressos em absorbancia.min .mg " de proteina.

2.4.1.5. Polifenoloxidase

A determinagdo da atividade enzimatica de polifeniloxidase (PPO) (EC 1.10.3.1) foi
efetuada com base no método descrito por Duangmal ; Apenten (1999), que utiliza o catecol
como substrato para a formagao quinonas. Utilizou-se o substrato catecol a 20mM dissolvido
em 100mM de fosfato de potassio (pH 6,8). A reacdo ocorreu no espectrofotometro, com
comprimento de onda em 420 nm, pela adicdo de 900 pL de substrato e 100 puL. de extrato

para a enzima que se encontravao a 30°C. Para a determinacdo da atividade enzimatica as
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leituras ocorreram por 2 min., utilizando-se assim, a média dos valores, de no minimo, trés

pontos crescentes. Os resultados foram expressos na absorbancia.min™.mg de proteina.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Efeito da suspensdo miceliada aquosa de A. brasiliensis no controle de Plasmopara

viticola, agente causal do mildio da videira cv. Isabel Precoce

3.1.1. Na germinacdo, in vitro, de esporangios de P. viticola.

Para a germinagdo dos esporangios de P. viticola, houve efeito quadratico em fungdo
das doses da SMA de A. brasiliensis em todos os periodos de avaliacdo. Constatou-se que
essa suspensdo pode apresentar compostos bioativos que interferiram na germinagdo de P.
viticola, pois quanto maior a dose ¢ o periodo de incubagdo menor a germinacdo dos
esporangios, podendo também ser ressaltado que a suspensdo mostrou-se mais efetiva que o
tratamento padrao (Acibenzolar-S-metil) no periodo de 24 h (Figura 6).

As doses 10, 15 ¢ 20% de SMA de A. brasiliensis diminuiram acima de 80% a
germinagdo dos esporangios de P. viticola, nos periodos de 2, 4, 6 e 24h, sendo que em 12h a
reducdo foi de 66%, 85% e 91%, respectivamente. Pode-se ressaltar que o tratamento com 1%
da suspeng¢do induziram em 107% e 101% a germinag¢do do patogeno, em 6 h e 12 h de

incubagdo, quando comparados com o tratamento testemunha (Figura 6).
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Figura 6: Germinagdo de esporangios de Plasmopara viticola submetidos 4s doses de 1; 5; 10; 15; 20%
suspensao miceliada aquosa de Agaricus brasiliensis, testemunha absoluta (somente agua) e tratamento padrdo
acizenzolar-S-metil (0,005%). Nos periodos de: (A) 2h; (B) 4h; (C) 6h; (D)12h ¢ (E) 24h, ap6s a aplicacdo dos
tratamentos (Guarapuava-PR, 2014).

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que a SMA de A. brasiliensis
apresenta substancias que interferem na germinacao de P. vicola, essa afirmagao é confirmada
por Stangarlin et al. (2011) que ressaltam que os cogumelos possuem compostos fenolicos
que podem ter acdo antibacteriana, antivirdtica e fungitdxica, porém o efeito inibitoério no
crescimento micelial, germinagdo de esporos e producao/ atividade de enzimas microbianas

podem variar de acordo com a espécie. Tsai et al. (2007) também comprovam que os
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compostos fendlicos presentes em cogumelos, como o A. blazei podem variar entre 5,67-5,81
mg g dependendo da espécie e da forma de extragdo. Baseando-se nesses fatos, pode-se
dizer que as doses utilizados nos tratamentos e a tipo de extracdo da SMA possivelmente
apresentavam uma concentracdo de compostos fendlicos que mostraram-se fungitdxicas ao
agente causal do mildio da videira, porém nos periodos de 6h e 12h na dose de 1% esses
compostos foram insuficientes para reduzir a germinac¢do do patogeno.

Diferencas foram relatadas no efeito de inibi¢do de extratos brutos, obtidos a partir do
p6 seco do basidiocarpo de A. blazei e de L. edodes na germinagdo de esporos de B.
sorokiniana e P. recondita (agentes causais da mancha marron e da ferrugem da folha da
cultura do trigo, respectivamente) por Fiori-Tutida et al. (2007). Estes autores verificaram
maior efetividade de controle dos extratos sobre o patdgeno biotréfico, (P. recontida),
observando reducao de 52,4% na germinagdo dos esporos.

Piccinin et al. (2010) observaram que o fitrado do crescimento micelial de L. edodes
inibiu o crescimento micelial de Exserohilum turcicum, agente causal da helmintosporiose do
sorgo, de forma semelhante aos das preparacdes obtidas a partir do basidiocarpo, no entando
ndo apresentou efeito sobre o Colletotrichum sublineolum (agente causal da antracnose do
sorgo). Isso mostra que os patdogenos apresentam diferencas na sensibilidade quanto aos
compostos antimicrobianos presentes nos cogumelos. Os autores também relataram que a
concentracdo de 2% (v/v) obtida do basidiocarpo do cogumelo reduziu significativamente a
germinagdo dos esporos de ambos os patogenos. Por outro lado, Camili et al. (2009)
verificaram que os extratos brutos de A. blazei e L. edodes estimularam a germinagdo de
conidios de Botrytis cineria, apds 8h de aplicacdo das doses de 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0%
dos tratamentos. Além disso, os extratos aquosos desses cogumelos ndo apresentaram efeito
inibitdrio direto no crescimento da bactéria Ralstonia solanacearum (Smith) (SILVA et al.,
2007).

Os extratos de basidiocarpo de L. edodes e principalmente 4. blazei também
estimularam a germinacao in vitro de Colletotrichum lagenarium, assim como aumentaram o
comprimento do tubo germinativo desses esporos e reduziram a formagao de apressorios.
Esses resultados podem ser conseqiiéncia de que, a quantidade de nutrientes disponiveis pelos
extratos ¢ maior do que a dos compostos com agdo antifungica (DI PIERO, 2003).

O extrato aquoso do cogumelo Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr) Murr. preparado a

partir do filtrado do meio de cultivo liquido ndo apresentou controle sobre o crescimento
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micelial, esporula¢do e germinagdo de Pseudocercospora griseola, agente causal da mancha
angular do feijoeiro (VIECELLI et al., 2009). Porém o extrato do micélio desse cogumelo
reduziu a germinagdo dos esporos de P. griseola em até 70% na concentragdo de 20% em
relacdo ao ASM, essa mesma concentracdo e as de 5, 10 e 15% reduziram totalmente o
crescimento micelial e a esporulagdo em 100% do patdgeno, ndo diferindo estatisticamente do
fungicida azoxystrobin e as concentragdo também mostraram-se tdo fungitdxicas quanto ao
ASM (VIECELLI et al. 2010). Todavia, Soares et al. (2008) observaram que esse indutor
sintético ndo apresentou efeito significativo sobre a germinagdo de Curvularia eragrostides,
agente causal da queima das folhas de inhame, porém verificaram que as concentragdes de
250 e 125 ppm de ASM inibiram o crescimento micelial do patégeno em 68 e 56%,
respectivamente.

Filtrado e extratos de P. sanguineus nas concentragoes de 1, 5, 10, 15 e 20% sobre
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli apresentaram ac¢do antibacteriana na dose acima de
15% para o filtrado e para o extrato de basidiocarpo em todas as concentracdes avaliadas

(TOILLIER et al., 2010).

3.1.2. Efeito da suspensdo miceliada aquosa de A. brasiliensis em videira cv. Isabel

Precoce em condigdes de casa de vegetacao em Guarapuava-PR

As doses da SMA de A. brasiliensis e o acibenzolar-S-metil, ndo apresentaram efeito
signicativo sobre a AACPD do mildio em videiras cv. Isabel Precoce nas condi¢des de casa
de vegetacdo (Figura 7). Esse fato possivelmente deve ter ocorrido porque na SMA do
cogumelo provavelmente estavam presentes residuos de agucares provenientes do meio de
cultura utilizado para o cultivo do A. brasiliensis, que atuaram como substancias nutritivas

para que ocorresse a infec¢do do patdgeno na planta.
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Figura 7: Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) do mildio em videiras cv. Isabel Precoce em
casa de vegetagdo, tratadas com as doses de 1, 5, 10, 15 e 20% da suspensdo miceliada aquosa de Agaricus
brasiliensis, testemunha absoluta (sem tratamento) e acibenzolar-S-metil (ASM) (Guarapuava, 2014). Numeros
seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Esse fato provavelmente ocorreu devido ao efeito protetor depender da concentragao
do cogumelo e do intervalo de tempo entre a aplicagdo dos tratamentos, para que ocorra a
inducdo, e a inoculagdo do patégeno (VIECELLI et al., 2010). Cabral et al. (2010) também
reafirmam que a €poca de aplicacdo pode afetar a eficiéncia do produto, pois ao aplicar ASM
em moloeiros no controle da mancha aquosa, causado por Acidovorax citrulli, 10 dias apos a
emergéncia das plantulas o indutor reduziu a incidencia da doenca em 88% e a AACPD em
94%. Dessa forma, pode-se dizer que os tratamentos poderiam ter maior efetividade no
controle do mildio se mais de uma aplicacdo preventiva tivesse sido realizada.

Esse efeito protetor foi confirmado por Soares et al. (2008) que avaliaram a agdo do
ASM sobre plantas de inhame contra a queima das folhas (Curvularia eragrostides) e
verificaram que a dose de 15 g L' do indutor sintético reduziu em 76,15% a severidade da
doenga, quando aplicado 15 dias antes da inoculacdo do patdogeno.

Camili et al. (2009) ao testar os extratos de A. blazei e L. edodes aplicados sobre uva
‘Italia’ verificaram que apds 4h de inoculacdo de Botrytis cinerea nao houve diferenca no
indice de desenvolvimento da doenca. Contudo, a dose de 5,0% de A. blazei apresentou os
menores valores de podridao nos cachos, fato esse observado na concentracao de 40,0% de L.
edodes. Ja a dose de 20,0% de A. blazei foi mais eficiente que o outro cogumelo na redugdo

do mofo cinzento da uva.
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Di Piero ; Pascholati (2004) também relataram reducdo parcial da severidade da
antracnose em folhas de pepino pré-tratadas com extratos de L. edodes e A. blazei. Além
disso, extratos de ambos os cogumelos reduziram significativamente a incidéncia do virus
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em plantas de maracuja, quando aplicados de
forma preventiva (DI PIERO et al., 2010).

Piccinin et al. (2010) relataram que o extrato aquoso do basidiocarpo de L. edodes e o
composto lentianana também reduziram parcialmente a severidade das doencas causadas por
E. turcicum e C. subliniolum em sorgo, quando pulverizadas 48h antes da inoculagdo das
plantas.

Coqueiro et al. (2011) observaram reducdo significativa da 4rea necrosada de
maracuja azedo, causada pela antracnose (C. gloeosporioides) quando tratados com
suspensoes de A. blazei associado a fécula de mandioca a 3%. De forma semelhante ao
relatado no presente trabalho, os autores verificaram que o acibenzolar-S-metil também nao
reduziu a doenga nesses frutos. Cia (2005) verificou que o extrato desses cogumelos nao
proporcionaram reduc¢do nas lesdes ocasoinadas por C. gloeosporioides na cultura do mamao,
e que a dose de 5% do cogumelo “shiitake” provavelmente ndo estimulou respostas de defesa

no fruto.

3.2. Efeito da suspensao miceliada aquosa de A. brasiliensis na inducao de resisténcia de

videira cv. Isabel Precoce contra o mildio (P. viticola)

3.2.1. Catalase

No periodo de 6h houve efeito quadratico em fungao das doses de 1, 5, 10, 15 ¢ 20%
da SAM de A. brasiliensis com reducao de 78%, 84%, 88%, 59% e 61% respectivamente, da
atividade da catalase quando comparado com a testemunha absoluta e 0 ASM a reducao foi de
17% (Figura 8). Essa baixa atividade de catalase, possivelmente resulta na alta concentracdo
de peroxido de hidrogénio (H,0,), espécie reativa de oxigénio, que pode atuar como
mensageiro secundario na indugdo de genes relacionados a patogenicidade (CHEN et al.,
1993; SOARES ; MACHADO, 2007).

Para 12h observou-se comportamento semelhante ao anterior, as doses de 10 e 15% da
SMA apresentaram redu¢do da atividade de enzima em 65% e 96,7%, respectivamente

(Figura 8).
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As doses estimadas referentes aos periodos de 24h e 48h foram, respectivamente, de
8,75 € 9,33% da SMA de A. brasiliensis. As doses de 5 € 10% de SMA reduziram a atividade
da enzima em aproximadamente 78,9% e 75,7% respectivamente, quando comparado com a
testemunha, sendo que o ASM nao apresentou atividade enzimatica. Em ambos os periodos, a
dose de 15% de A. brasiliensis apresentou picos na atividade de CAT, possivelmente devido a
altos niveis de peroxido de hidrogénio nesse momento, sendo que a avaliacdo para 48h
corresponde ao periodo de 24h apos a inoculagdo de P. viticola (Figura 8).

No periodo de 72h apds a aplicacdo da SMA do cogumelo, somente a dose de 1% ndo
reduziu a atividade da CAT, sendo a dose estimada de 14,02%. As doses de 5, 10, 15 ¢ 20%
da SMA resultaram na redugao de 61,7%, 89,4%, 80,9% e 74%, respectivamente, quando
comparado com tratamento testemunha. Em 96h observou-se que tanto as doses da SMA do
cogumelo quanto o produto comercial ndo interferiram na atividade enzimatica, pois enzimas
relacionadas a explosdo oxidativa apresentam frequetemente uma resposta muito rapida,
podendo ocorrer no intervalo de segundos, minutos ¢ horas apds a aplicacdo do tratamento

elicitor ou adi¢ao do patogeno (HEISER ; OBWALD, 2008) (Figura 8).
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Figura 8: Atividade de catalase em discos de videira (cv. Isabel Precoce), tratados com as doses de 1, 5, 10, 15 ¢
20% da suspensdo miceliada aquosa de Agaricus brasiliensis, Acibenzolar-S-metil (0,005%) e testemunha
absoluta (sem tratamento) coletados nos periodos de 6h (A), 12h (B), 24h (C), 48h (D), 72h(E) e 96h(F), apds a
aplicagdo dos tratamentos (Guarapuava-PR, 2014).

Com a reducdo na atividade dessa enzima, observadas nas primeiras horas apds a
aplicagdo dos tratamentos, pode-se evidenciar a ativa¢do da rota metabolica dita octadenoide,

r

que ¢ responsavel pela producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,), que pode atuar
inicialmente como molécula sinalizadora de defesa das plantas. Como a CAT detoxica esses

compostos, € os tratamentos baixaram a sua atividade, possivelmente a planta apresentou

61



inducdo de resisténcia, pois as EROs podem atuar sobre o patéogeno, inibindo o seu
desenvolvimento. Além disso, pode também fortalecer a parede celular do vegetal, através da
formacdo de ligacdes cruzadas com proteinas estruturais ou da peroxidagdao de lipidios da
membrana plasmatica, fortalecendo sua integridade (SOARES ; MACHADO, 2007;
STANGARLIN ; LEITE, 2008). Essa reducao da atividade de CAT foi observada, para
algumas doses, até as 72h apo6s a aplicacdo dos tratamentos, porém deve-se ressaltar que o P.
viticola demora em média 4 dias para completar o seu ciclo reprodutivo, portanto como em
96h apods a aplicagdo dos tratamentos a CAT ndo apresentou atividade, esse periodo foi
crucial para o desenvimento da doenga. Talvez se essa reducao tivesse sido mantida até¢ 96h
poderiamos obter controle do mildio da videira. Como também deve-se considerar que a
concentragcdo da EROs deve ser alta no sitio da infec¢ao, assim como também o patégeno tem
que ser sensivel a concentragdo de H,O, presente na célula para que possa obter-se agdo
antimicrobiotica efetiva (MEDHY et al., 1996; AMORIM ; KUNIYURI, 2005).

Baldo et al. (2011) verificaram que o extrato aquoso do basidiocarpo e do micélio de
Pycnoporus sanguineus na concentragdo de 5% (p/v) induziram a formagdo de H,O, apods
120 h de aplicagdo dos tratamentos e consequentemente reducdo, de em média de 54%, da
severidade da antracnose do feijao (Colletotrichum lindemuthianum).

Alamino et al. (2013) testaram o efeito em pds-colheita dos elicitores (ASM) e da
proteina harpina na inducdo de resisténcia sist€émica a podriddo-amarga da maga, verificando
que os tratamentos testados induziram a atividade das enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo, como a superoxido dismutase, peroxidase e catalase quando comparado com a
testemunha. Os autores ndo observaram diferencas significativas entre os frutos tratados e nao
tratados com os elicitores quanto a atividade das enzimas fenilalamina amonia-liase,
superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, devido ao fato da atividade das
enzimas ja estarem reduzidas no momento da avaliagdo, que se procedeu 72h apds a

inoculacdo do patogeno e 84h apos a aplicacdo dos tratamentos.

3.2.2. Peroxidase

No periodo de 6h ap6s a aplicagdo das doses da SMA de A. brasiliensis, a maioria dos
resultados apresentaram-se semelhantes tanto ao tratamento testemunha quanto ao padrao,

diferindo apenas a dose de 5% do extrato que foi estatisticamente similar ao ASM (figura 9).
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Para 12h observou-se que as doses 1, 5, 10 e 20% da suspensdo ndo diferiram do
tratamento testemunha, somente a dose 15% induziu em 3 mil vezes a mais que o tratamento
agua a atividade da peroxidase (POX), podendo também ser destacado que o ASM
proporcionou a maior atividade enzimatica, chegando a 6175% (Figura 9).

A reducdo da atividade da enzima em fung¢ao da dose foi observada no periodo de 24h
quando comparado com a testemunha. Verificando-se também que nenhum dos tratamentos
diferiram estatisticamente da testemunha ¢ do ASM, que proporcionou maior atividade da
peroxidase (Figura 9).

Em 48h as menores doses da SMA reduziram a atividade da enzima, chegando a zero
nas concentracdes de 5 e 10% , porém, em 15 e 20% a peroxidase teve aumento de sua
atividade em 80 e 150% respectivamente, a mais que o tratamento testemunha, e ainda esses
valores foram inferiores aos do tratamento padrao (ASM) (Figura 9).

Em 72h apos a aplicacdo dos tratamentos, observou-se que as doses de 1, 5 e 20% da
SMA nao apresentaram diferengas estatisticas da testemunha e as doses 5, 15 e 20% do
tratamento padrdo (ASM). Também pode ser ressaltado que a de 10% induziu em
aproximadamente 707% quando comparada com o tratamento testemunha a atividade de POX
(Figura 9).

Em 96h verificou-se que somente as doses de 15 e 20% da SMA de A. brasiliensis
induziram a atividade da POX, as demais doses ¢ o ASM mostratam-se semelhantes ao

tratamento testemunha (Figura 9).
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Figura 9: Atividade de peroxidase em discos de videira (cv. Isabel Precoce), tratados com as doses de 1, 5, 10,
15 e 20% da suspensdo miceliada aquosa de Agaricus brasiliensis, Acibenzolar-S-metil (0,005%) e testemunha
absoluta (sem tratamento) coletados nos periodos de 6h (A), 12h (B), 24h (C), 48h (D), 72h(E) e 96h (F) , apds a
aplicagdo dos tratamentos (Guarapuava-PR, 2014).

Com base nos resultados obtidos, pode-se dizer que nos periodos de 6h e 24h apos a
aplicacdo dos tratamentos nao foram observadas aumento significativo na atividade de POX,
porém em 12h a dose de 15%, em 48h as de 15 e 20%, em 72h as de 10 e 15% e em 96h as de
10 e15%, induziram a atividade dessa enzima. Essa inducdo provavelmente desenvolveu o
fortalecimento da parede celular e da membrana plasmatica das células através do processo de

lignificacdo, pois essa enzima cataliza a oxidagdo e a eventual polimerizacdo de alcool
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hidroxicinamico na presenca de H,O,, originando lignina, que funcionaria como barreira
fisica a penetragdo do patdgeno. O aumento da atividade de POX observado nos periodos
apods a inoculacao do patdgeno pode estar relacionado, além da acgdo elicitora de SMA, como
também com a presenca de enzimas proteoliticas, que provavelmente foram liberadas pelo
fitopatogeno (STANGARLIN ; LEITE, 2008). Porém todo esse processo que possivelmente
deve ter ocorrido, mostrou-se insuficiente para reduzir a AACPD do mildio da videira. Como
também segundo Choi et al. (2008) lipogenases e peroxidases desempenham papéis
importantes na capacidade da célula hospedeira em resistir a infec¢des, como a atividade de
POX estava baixa no periodo da inoculagdo do P. viticola, nao ocorreu essa resisténcia.

Peiter-Beninga et al. (2008), também observaram que as as doses de 100, 250, 500 e
750 mg L' de extratos de P. sanguineus e o extrato diclometinico do basidiocarpo do
cogumelo nas concentragdes testadas ndo diferiram entre si e entre a testemunha para a
atividade da peroxidase em mesocotilos de sorgo. O extrato hexanico do cogumelo na
concentracdo de 250 mg L' apresentou a maior atividade da enzima POX, mas similar ao que
aconteceu em algumas doses e periodos do presente tratbalho, ndo apresentou diferenca
signficativa com a testemunha. O extrato etandlico também do P. sanguineus reduziu a
atividade dessa enzima. Os mesmos extratos em cotilédones de soja também nao
apresentaram efeito satisfatorio para a indugdo da peroxidase nao diferindo da testemunha.

Levando-se em cosideragao que a cv. Isabel Precoce, segundo Camargo (2004), ¢
suscetivel ao mildio da videira (P. viticola) justifica-se a baixa atividade da POX em alguns
periodos, pois Anjana et al. (2008) verificou alta atividade da peroxidase em gendtipos
resistentes de girassol frente a Alternaria helianthi, quando comparada com suscetiveis.
Fernandez et al. (1996) ao verificar a agao de peroxidase de guaiacol em folhas de plantas
resistentes e suscetiveis de tomateiro inoculadas com Alternaria solani também comprovaram
que cultivares resistentes apresentam maior atividade dessa enzima.

Antonio et al. (2010) também observaram que linhagens resistentes de feijdo contra
Sclerotinia sclerotiorum apresentaram aumento na atividade da enzima de defesa peroxidase
apés 4h de inoculagdo do patdégeno, ressaltando que a atividade dessa enzima quando
comparada com a linhagem sucetivel continuou alta até 168h apds a inoculacdo. Almeida et
al. (2012) observaram que 12h apds a inoculagdo de Phakospora pachyrhizi, agente causal da

ferrugem asiatica da soja, gendtipos resistentes e sucetiveis apresentaram atividade da
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peroxidase superior ao tratamento controle, que sdo plantas em que ndo foram inoculadas o
patogeno.

Silva et al. (2007) relataram que plantas de tomate tratadas com extrato do
basidiocarpo de A. blazei e ASM, inoculadas com a bactéria Ralstonia solanacearum (murcha
bacteriana) apresentaram aumento na atividade da peroxidase no 7° ¢ 12° dia ap6s a aplicagao
dos tratamentos. Esse fato também foi verificado por Silva et al. (2008) quando trataram
plantas de berinjela com esses mesmos tratamentos e obtiveram resultados semelhantes, ou
seja, aumento na atividade da peroxidase. Di Piero et al (2006) verificaram que plantas de
pepino tratadas com o extrato aquoso do basidiocarpo do cogumelo L. edodes causou redugao
na severidade da antracnose (C. lagenarium) e aumento da atividade de peroxidase em folhas
de pepino. A maioria dos trabalhos como cogumelo A. brasiliensis sdo realizados com o
extrato feito a partir do basidiocarpo, considerando que no presente trabalho utilizou-se o
micélio e que o teor de umidade encontrava-se em torno de 94% e, portanto a concentragdo de
pricipios ativo € baixa, pode-ser que esse seja um dos motivos que colaboraram na auséncia
de efeito indutor de resisténcia.

Silva et al. (2011) ao testarem o efeito de 60 isolados de Trichoderma na inducao de
resiténcia sistémica a antracnose (Colletotrichum lagenarium) em pepino, observaram que
apenas as plantas tratadas com o patdgeno apresentaram aumento significativo na atividade
dessa enzima, sendo que o isolado IB 31/06 apds 7 ou 14 dias ndo apresentou efeito
significativo quando comparado com o tratamento controle (auséncia de Trichoderma).

Rodrigues et al. (2006) observaram resultados contrarios aos obtidos no presente
trabalho com relacdo ao ASM. Segundo os autores, esse produto aumentou a atividade da
peroxidase cinco dias apos a inoculacao de Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum, agente
causal da murcha de fusario em caupi, na cultivar IPA-206, sendo que o mesmo tratamento
ainda apresentou o mesmo resultado apés 10 dias de inoculagdo do patdgeno nessa mesma
cultivar e também na BR 17- Gurgéia. Resende et al. (2007) também observaram que esse
produto comercial, juntamente com o extrato aquoso ¢ fervido de lobeira, induziram as
maiores atividade de peroxidase, dentre outras enzimas analisadas, quando comparadas com o

tratamento controle, no periodo de 4 a 18 dias ap0ds a pulverizagao dos tratamentos.
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3.2.3. Polifenoloxidase

O periodo de 6h apds aplicacdo dos tratamentos em videira cv. Isabel Precoce,
apresentou efeito quadratico em fun¢do das doses da SMA de A. brasiliensis. Porém os discos
de folhas demonstraram baixa atividade de polifeniloxidase (PFO), sendo que as doses 1, 5,
10, 15 e 20% da SMA proporcionaram reducdes de 68,1%, 70,1%, 78%, 80,% e 83%,
respectivamente, € 0 ASM 64%, quando comparados com o tratamento testemunha (Figura
10). Observando-se que os tratamentos mostraram-se estatisticamente semelhantes ao padrao.

A dose ideal estimada para o periodo de 12h foi de 2% da SMA de 4. brasiliensis. Os
tratamentos proporcionaram efeito quadatico em func¢do dos tratamentos testados. A
testemunha mostrou-se mais eficiente na indu¢do da PFO do que as doses da SMA de 4.
brasiliensis e o ASM (Figura 10).

Com relacao ao periodo de 24h, todas as doses da suspensao juntamente com o indutor
sintético ndo diferiram estatisticamente do tratamento testemunha (Figura 10). Os tratamentos
com a SMA de 4. brasiliensis no periodo de 48h apoés a aplicacdo, ndo diferiram
estatisticamente do produto comercial, apresentaram reducdo na atividade de PFO em 52%;
80,6%; 72,7%, 67,5% e 58,4%, repectivamente, ¢ o ASM de 68,8%, quando comparados com
o tratamento controle (Figura 10). A dose ideal estimada para esse periodo foi de 12% da
SMA do cogumelo.

Em 72h apés a aplicacdo dos tratamentos observou-se que as doses 1, 5 e 20% da
SMA nao diferiram estatisticamente do tratamento testemunha e as de 5, 15 € 20% do ASM.
Podendo ser destacado que as doses reduziram em 29,7%, 56,8%, 54%, 64,9% e 62,2%,
respectivamente, € o produto comercial 64,9%. Porém em 96h apods a aplicagdo dos

tratamentos a PFO ndo apresentou atividade. (Figura 10).
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Figura 10: Atividade de polifeniloxidase em discos de videira (cv. Isabel Precoce), tratados com as doses de 1,
5, 10, 15 e 20% da suspensdo miceliada aquosa de Agaricus brasiliensis, Acibenzolar-S-metil (0,005%) e
testemunha absoluta (sem tratamento) coletados nos periodos de 6h (A), 12h (B), 24h (C), 48h (D), 72h(E) e 96h
(F), apos a aplicacdo dos tratamentos (Guarapuava-PR, 2014).

A PFO na presenca do acido clorogénico, composto fendlico que ¢ oxidado por essa

enzima, utiliza o O, como aceptor de elétrons, originando quinonas, que sdo altamente toxicas

a patdgenos, sendo potentes bactericidas e fungicidas em variedades resistentes. Como no

presente trabalho os tratamentos nao induziram a atividade da polifenoloxidase, e levando-se

em consideracdo de que a cultivar utilizada nos experimentos ¢ suscetivel ao mildio da

videira, observou-se auséncia de controle e inducdo de resisténcia. Também pode ser
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ressaltado que a enzima POX também pode oxidar os compostos fendlicos e como a atividade
dessa enzima apresentou-se em alta em alguns periodos, provavelmente deve ter atuado sobre
os fenois e com isso inibiu a PFO (CAMPOS ; SILVEIRA, 2003; CAMPOS et al., 2004;
SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Silva et al. (2007) também observaram que plantas de tomate tratadas com extratos
aquosos obtidos do basidiocapo de cogumelos como o 4. blazei contra a bactéria Ralstonia
solanacearum, apresentaram aumento da atividade de POX e redugdo em PFO em plantas
tratadas e inoculadas.

Efeito similar ao do presente trabalho foi observado com extrato bruto do basidiocarpo
P. sanguineus testado na indu¢do de mecanismos de defesa em cotilédones de soja, a andlise
de enzimas de indugdo de resisténcia, como a polifenoloxidase apresentou redugdo na
atividade dessa enzima de 56,9% para o extrato bruto do cogumelo a 20% em relagdo ao
tratamento agua (IURKV, 2009).

BALBI-PENA et al. (2012) verificaram que a atividade de PFO em tomate
pertencente genotipo Kada, considerado suscetivel ao Oidium neolycopersici, nao apresentou
alteracdo ao longo do periodo avaliado entre plantas inoculadas e ndo inoculadas com o
patogeno. Segundo BALBI-PENA (2010) essa enzima apresenta a habilidade em gerar EROs
(espécies reativas ao oxigénio) assim como também apresenta papel direto em potencializar
respostas de defesa.

Esse fato se confirma de acordo com os dados obtidos por Viecelli et al. (2010) que
testaram o potencial de extratos de micélio de P. sanguineus na inducdo de resisténcia em
feijoeiro contra a mancha angular causada por P. griseola. Verificaram que a atividade de
PFO foi influenciada pelos tratamentos na 3? folha tratada, bem como também a 4* ndo tratada
e inoculada, demonstrando sistemicidade do efeito do cogumelo. O tratamento com micélio a
20% apresentou superior atividade de PFO quando comparado com o azoxystrobin 3 dias
apos inoculagdo e a agua e ao fungicida , e 4 a 5 dias ap6s inoculacdo, apresentando reducao
na atividade enzimatica em relagdo ao ASM. Soares et al. (2004) também observaram que o
ASM aplicado sobre o feijoero induziu a resisténcia a murcha-de-curtobacterium
(Curtobacterium flaccumfaciens) possibilitando alta atividade de PFO no caule das plantas

pulverizadas.
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4, CONCLUSOES

A suspensdo miceliada aquosa de A. brasiliensis inibiu a germinagdo de P. viticola;

A suspensdao miceliada aquosa do cogumelo e o ASM ndo apresentaram efeito
significativo sobre a AACPD do mildio da videira cv. Isabel Precoce em condigdes de
casa de vegetacgao;

No periodo de 6h apods a aplicagdo dos tratamentos, as doses da suspensao miceliada
aquosa de A. brasiliensis reduziram a atividade da catalase. Em 12h somente as doses
10 e 15% da suspensdo e o ASM apresentaram esse efeito. Em 24 e 48h foram as
doses de 1, 5, 10 % e o indutor sintético. Com 72h foram as doses 1, 5, 10, 15 ¢ 20%
da suspensao e o0 ASM. Sendo que em 96h a CAT nao apresentou atividade;

A atividade de POX foi induzida pela dose 15% da suspensdo miceliada aquosa de A.
brasiliensis no periodo de 12h apo6s a aplicacao dos tratamentos, em 48h esse efeito foi
observado para 15 e 20%, em 72h a de 10% e em 96h as doses de 15 ¢ 20%;

As doses da suspensao miceliada aquosa de A. brasiliensis ndo induziram a atividade

de PFO.
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Figura 11A: Escala diagramatica para a avaliacdo do mildio da videira expressa pela
porcentagem de area lesionada AZEVEDO (1997).
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