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RESUMO

Melo, T.A.; Aratjo, M.U.P.; Serra, LM.R.S.; Pascholati, S.F. Produtos naturais disponiveis comercialmente induzem o acimulo de fitoalexinas
em cotilédones de soja e mesocoétilos de sorgo. Summa Phytopathologica, v.43, 1.3, p.205-211, 2017.

O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial de diferentes
doses do extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum (AN), do fosfito
de potassio (FP), do 6leo de nim (ON) e do extrato pirolenhoso (EP), todos
produtos naturais disponiveis comercialmente, em induzir o acimulo de
fitoalexinas em cotilédones de soja e mesocotilos de sorgo. Foram utilizadas
5 doses para cada produto, sendo: 0,0, 0,1, 0,2, 0,3 ¢ 0,4 mL/L para o FP
e 0,0, 0,1, 0,3, 0,5 ¢ 1,0 mL/L para os demais. Além destes, o tratamento
com o acibenzolar-S-metilico (ASM) serviu de controle positivo. A analise
de varidncia demonstrou que todos os produtos testados foram eficientes

em induzir fitoalexinas em cotilédones de soja ¢ mesocotilos de sorgo,
com destaque especial para o AN que, nas duas maiores doses, diferiu
significativamente tanto da dose zero quanto do controle positivo. Além
disso, o AN foi, numericamente, superior aos demais produtos. O aumento
progressivo das doses resultou em aumentos também progressivos de
fitoalexinas em soja e em sorgo, demonstrando alta correlagao do ‘fator dose’
com a quantidade de fitoalexina produzida. Esses resultados apontam para
a possibilidade de utilizagdo desses produtos como componentes bastante
promissores no manejo integrado de doengas de plantas.

Palavras-chave: Ascophyllum nodosum, fosfito de potassio, 6leo de nim, extrato pirolenhoso.

ABSTRACT

Melo, T.A.; Aratgjo, M.U.P; Serra, LM.R.S.; Pascholati, S.F. Commercially available natural products induce phytoalexin accumulation in soybean
cotyledons and sorghum mesocotyls. Summa Phytopathologica, v.43, 1.3, p.205-211, 2017.

The aim of this study was to determine the potential of different
concentrations of Ascophyllum nodosum marine algae extract (AN),
potassium phosphite (PF), neem oil (NO) and pyroligneous extract (EP), all
commercially available natural products, to induce phytoalexin accumulation
in soybean cotyledons and sorghum mesocotyls. Five different concentrations
were used for each product, as follows: 0.0, 0.1, 0.2, 0.3 and 0.4 mL/L
for PF and 0.0, 0.1, 0.3, 0.5 and 1.0 mL/L for the remaining products. In
addition, treatment with acibenzolar-S-methyl (ASM) served as a positive
control. Analysis of variance showed that all tested products were effective

in inducing phytoalexins in soybean cotyledons and sorghum mesocotyls,
specially AN which, at the two highest concentrations, significantly differed
from both the concentration zero and the positive control. Moreover, AN
was numerically superior to the other products. The progressive increase in
concentrations also resulted in progressive phytoalexin increases in soybean
and sorghum, showing high correlation of the ‘concentration factor’ with the
amount of produced phytoalexin. These results point out to the possibility of
using these products as promising components in the integrated management
of plant diseases.

Keywords: Ascophyllum nodosum, potassium phosphite, neem oil, pyroligneus extract.

O controle quimico de doengas de plantas é, sem duvida, a
técnica de manejo de fitopatossistemas que mais absorveu os avangos
tecnologicos das ultimas décadas. Aliado ao controle genético, as duas
técnicas sdo quase que imbativeis no que diz respeito as garantias da
produtividade de cultivos importantes economicamente, sendo, por
esse motivo, sempre que possivel, utilizadas em conjunto. Contudo,
a aplicacdo de produtos quimicos, especialmente nos alimentos
que sdo consumidos in natura, vem sofrendo crescente resisténcia,
especialmente por parte do piblico consumidor que, preocupado com
os residuos quimicos deixados nos vegetais, optam cada vez mais por
produtos oriundos de lavouras manejadas com métodos alternativos
de controle (9, 14, 25).

Nesse contexto, existe ampla quantidade de produtos desenvolvidos
a partir de fontes naturais, que sdo vendidos hoje no mercado e
apresentam alto potencial para controlar doencas em plantas. Muitos
desses produtos agem ativando os mecanismos de resisténcia
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dos vegetais, gerando com isso, uma cascata de sinalizagdes que
culminam com a ativa¢ao dos genes de defesa da planta hospedeira.
Tal fendmeno é conhecido por inducéo de resisténcia. Trata-se de um
fendmeno natural de resposta vegetal frente ao ataque do patdgeno,
que ¢ ativado, tdo logo haja intera¢@o hospedeiro e agente patogénico
(21). O sucesso na infec¢do de uma planta se da pela capacidade do
patégeno em vencer as barreiras de protegdo impostas pelo vegetal,
sejam elas estruturais ou bioquimicas, pré ou pos-formadas. Além disso,
muito desse sucesso esta atrelado a velocidade de resposta da planta
no momento da interacdo com o microrganismo virulento, ou seja,
quanto mais rapida for a resposta da planta, menor ¢ a probabilidade
de ocorréncia da doenca (22).

As fitoalexinas sdo fatores bioquimicos, pos-formados, de
resisténcia dos vegetais, ausentes ou presentes no hospedeiro em
niveis baixos antes da infec¢do e estdo altamente relacionadas as
respostas de defesa citadas (21). Sdo compostos antimicrobianos de
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baixa massa molecular, sintetizadas pelas plantas e que se acumulam
nas células vegetais em resposta a infeccdo microbiana (21, 23). A
sintese de fitoalexinas pode ser induzida tanto por eliciadores bidticos
quanto abidticos e o grau de expressdo dessas moléculas nas plantas
esta fortemente relacionado com o agente indutor utilizado. Esses
compostos agem sobre os microrganismos induzindo a granulagio
citoplasmatica, desorganizacdo dos contetidos celulares, ruptura da
membrana plasmatica e inibi¢do de enzimas extracelulares microbianas
(19). Mais de 300 fitoalexinas ja foram descritas e caracterizadas, tendo
sido identificadas em mais de 20 familias de vegetais superiores (29).
Segundo Nicholson et al. (20), pelo menos quatro fitoalexinas sdo
produzidas em plantas de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) sob
parasitismo: a luteolinidina, a 5-metoxiluteolinidina, a apigeninididina
e o éster do acido caféico de arabinisol 5-o-apigeninidina. Por sua vez,
em soja (Glycine max L.), a gliceolina (um pterocarpano derivado de
um isoflavonoide produzido por espécies da familia Fabaceae), ¢ uma
molécula importante nas interagdes da planta com fitopatogenos (2,
19, 29).

Dentre os produtos comerciais que apresentam potencial para
a indugdo de resisténcia de plantas, esta o extrato da alga marinha
Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis. As algas marinhas sdo fontes ricas
em nutrientes e compostos bioativos, sendo que, um niimero expressivo
de algas marrons ¢ amplamente usado no manejo de doengas de plantas
(5). A. nodosum ¢ uma das mais utilizadas e pode ser encontrada
facilmente na regido costeira do Atlantico Norte. Trabalhos como o de
Lizzi et al. (16) ja atestaram o potencial do extrato da alga em induzir a
fitoalexina capsidiol e aumentar a atividade da enzima peroxidase em
pimenteiras e videiras, respectivamente. Subramanian et al. (30) em seus
trabalhos com o extrato da alga em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.,
afirmaram que o mecanismo de acao do extrato estd na ativacao da rota
do acido jasmonico, em processos de resisténcia sistémica induzida.

O fosfito de potassio é um produto comercial vendido no Brasil
como fertilizante foliar que pode induzir o acumulo de fitoalexinas em
plantas, aumentando a resisténcia destas as doengas, além de contribuir
para a tolerancia vegetal (25). E de baixo custo, nio fitotoxico e de baixa
toxicidade em mamiferos (7). Alguns trabalhos atestam o potencial
dos sais de fosfito em aumentar as defesas das plantas, como o de
Ribeiro Junior et al. (24). Os autores observaram que o tratamento
de mudas cacaueiras com o fosfito de potassio induziu incrementos
na concentra¢do de lignina dessas plantas. Entretanto, a atividade de
enzimas antioxidantes, como as peroxidases ¢ as polifenoloxidades,
nao foi alterada.

Oleos ¢ extratos de nim (Azadirachta indica A. Juss) tém sido
testados no contexto do controle alternativo das doencas de plantas
e apresentam respostas bastante promissoras (6, 8, 10, 13). O
potencial desta planta tem sido atribuido a presenga de um composto
biodegradavel e de persisténcia curta no ambiente, a azaractina (18).
Trabalhos atestam o elevado potencial da molécula no controle de
fitopatogenos (10), sendo também ja relatado o seu potencial como
indutora de resisténcia, em que se observou o aumento da atividade
da enzima polifenoloxidase na interagdo tomateiro tratado com o 6leo
de nim versus Pseudomonas syringae pv. tomato (11).

O extrato pirolenhoso ¢ um produto natural, organico, resultante
da condensagdo da fumaga expelida no processo de carbonizacdo da
madeira. Ja se tem na literatura, registro do seu potencial para o controle
de pragas e doencas (6, 3, 27) e ja foram descritos mais de 200 tipos de
compostos que interagem sinergicamente promovendo beneficios as
plantas, dentre os quais, pode-se destacar os componentes fendlicos,
acidos, especialmente o acido acético, alcoois e outros (3).

Todos esses produtos sdo distribuidos comercialmente, em

206

diferentes marcas e por diferentes empresas, como fertilizantes de
plantas. Contudo, sabe-se que, na maioria dos casos, a distribui¢@o
de insumos agricolas dessa forma se da pelo demorado, burocratico,
rigido e oneroso processo de registro de produtos agricolas no Brasil.
Por ser um registro mais rapido, muitas analises que atestariam o
potencial indutor dos produtos nio sdo realizadas e, por isso, estes
sao subutilizados. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o
potencial de diferentes doses do extrato de A. nodosum, do fosfito
de potassio, do 6leo de nim e do extrato pirolenhoso, em induzir
fitoalexinas em cotilédones de soja e mesocotilos de sorgo.

MATERIAL E METODOS

Determinacdo das doses dos produtos e delineamento
experimental

Os produtos utilizados nos bioensaios foram escolhidos em fungéo
da ampla utilizacdo na agricultura. A doses foram determinadas em
fungdo da menor e maior dose recomendadas pelo fabricante, para
a maioria das culturas, sendo mais duas doses testadas, escolhidas
em funcgdo de resultados ja constantes na literatura. Assim, as doses
utilizadas nos testes foram: extrato de A. nodosum, o Acadian® (0,0,
0,1, 0,3, 0,5 e 1,0 mL do produto comercial/L); fosfito de potassio, o
Phytogard®, contendo 28% de PO, e26% de K,0 (0,0, 0,1, 0,2, 0,3
e 0,4 mL do produto comercial/L); 6leo de nim, o Neemseto” (0,0,
0,1, 0,3, 0,5 ¢ 1,0 mL do produto comercial/L); extrato pirolenhoso,
o Biopirol® (0,0, 0,1, 0,3, 0,5 ¢ 1,0 mL do produto comercial/L). A
dose 0,0 mL/L consistiu no controle negativo do teste. Além desta,
uma dose de 0,5 mg de acibenzolar-S-metilico (ASM)/L foi inserida
em cada tratamento e consistiu no controle positivo do teste, sendo
esta molécula, até o momento, a unica ativadora de plantas registrada
no Brasil. Todos os testes foram realizados de maneira independente
para cada produto e foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeti¢des por dose. As médias foram comparadas
por analise de variancia, com aplicagdo do teste de Tukey (p = 0,05)
e analise de regressao linear para a verificagdo do efeito do fator dose
sobre a quantidade de fitoalexina produzida.

Quantificaciio das fitoalexinas produzidas em cotilédones de
soja

Sementes de soja, cultivar BRS 258, foram desinfestadas por 10
min em uma solug@o de hipoclorito de sodio a 1,0% sendo, em seguida,
lavadas em agua corrente abundante e semeadas em bandejas contendo
em areia autoclavada. As bandejas foram postas em condi¢do de casa-
de-vegetacdo por 10 dias com temperatura de incubagdo controlada
a 252+ °C. Apos esse periodo, os cotilédones das plantulas foram
destacados para a execucdo do bioensaio.

Os cotilédones coletados foram lavados em agua destilada e, na
parte abaxial destes, foi feito um corte em forma de cunha. Placas de
Petri, forradas com quatro folhas de papel filtro e umedecidas com
agua destilada e autoclavada (ADA), receberam seis cotilédones cada
e sobre o corte realizado nas estruturas, foi depositada uma gota de
75 uL das diferentes concentragdes definidas para os testes. Assim, as
parcelas experimentais foram formadas por uma placa contendo seis
cotilédones. Em seguida, as placas foram fechadas, mas ndo vedadas
e incubadas a 26 °C, no escuro, por 20 h. Transcorrido esse periodo,
os cotilédones de cada parcela foram transferidos para um Erlenmeyer
com capacidade de 125 mL, contendo 10 mL de ADA, sendo postos,
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sem seguida, para agitar em agitador orbital (150 rpm) para a extragdo
dos pigmentos. Finalmente, os cotilédones foram retirados, pesados e
o sobrenadante levado ao espectrofotdmetro para a determinagao da
absorbancia a 285 nm (14).

Quantificaciio das fitoalexinas produzidas em mesocétilos de
sorgo

Sementes de sorgo, cultivar S10J351E, foram inicialmente
desinfestadas em uma solugdo de hipoclorito de sodio a 1,0%, por 15
min, sendo, em seguida, lavadas em agua destilada abundante. Apos,
as sementes foram enroladas em papel de germinagdo umedecido e
incubadas no escuro, a 28 °C, por 4 dias.

Transcorrido esse periodo, as plantulas formadas foram expostas
a luz por 4 h para a paralizagdo da elongagdo dos mesocotilos. Depois
de paralisados, estes foram cortados a 0,5 cm acima do no escutelar e
colocados em tubos de ensaio, 3 por tubo, contendo 1 mL das diferentes
doses determinadas para cada produto. Os tubos foram mantidos em
condi¢do de camara umida e incubados a 25 °C, luz fluorescente
constante, em uma camara tipo BOD, por 60 h. Apds, os mesocotilos
foram retirados dos tubos, sendo descartados 0,5 mm basais de cada
mesocotilo e a estrutura superior pesada (2,5 cm, aproximadamente).
Os mesocotilos foram entdo transferidos para novos tubos contendo
1,4 mL de metanol 80% acidificado (1,0% de HCI, v/v), incubados
por 96 h, no escuro, para a extragao dos pigmentos e, finalmente, apos
esse periodo, a absorbancia do sobrenadante foi determinada a 480
nm (20, 29).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, pode-se afirmar que todos os produtos testados
foram eficientes na inducdo de fitoalexinas em cotilédones de soja e
mesocotilos de sorgo.

Em soja, as diferentes doses do extrato de A. nodosum, do
fosfito de potassio e do 6leo de nim induziram, significativamente,
mais fitoalexina nos cotilédones do que o controle negativo (dose
0,0 mL/L) (Figura 1). No extrato pirolenhoso, somente as doses 0,5
mL/L, maior dose recomendada pelo fabricante, ¢ 1,0 mL/L diferiram
significativamente do controle negativo, com valores médios de
absorbancia maiores (Figura 1). As duas maiores doses do fosfito
de potassio (0,3 e 0,4 mL/L), do 6leo de nim (0,5 ¢ 1,0 mL/L) e do
extrato pirolenhoso (0,5 e 1,0 mL/L), mostraram-se estatisticamente
mais eficientes, até mesmo do que o padrao de ativagao de resisténcia
em plantas, o acibenzolar-S-metilico (ASM). Para o extrato de 4.
nodosum, as trés maiores doses testadas (0,3, 0,5 ¢ 1,0 mL/L), foram
estatisticamente superiores a0 ASM (Figura 1).

A analise de regressao linear mostrou alta correlagdo do fator ‘dose’
com a absorbancia observada, na qual foi verificado valores de R* >
0,70 para todos os produtos aplicados nos cotilédones de soja. Assim,
aumentos sucessivos na absorbancia a 285 nm/ grama de massa fresca
(g.m.f.) foram observados a medida que as doses eram aumentadas
(Figura 2).

Apbs a realizagio do bioensaio em mesocotilos de sorgo, a analise
de variancia dos dados obtidos demonstrou que as trés maiores doses do
extrato da alga marinha e do extrato pirolenhoso (0,3, 0,5 ¢ 1,0 mL/L),
foram as mais eficientes na indug@o de fitoalexinas na estrutura, quando
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Figura 1. Actimulo de fitoalexinas em cotilédones de soja expostos a diferentes doses do extrato de Ascophyllum nodosum (A), fosfito de potdssio
(B), 6leo de nim (C) e extrato pirolenhoso (D). Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras

representam o erro padrdo da média. ASM — acibenzolar-S-metilico.
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Figura 2. Acumulo de fitoalexinas em cotilédones de soja submetidos a diferentes doses do extrato de Ascophyllum nodosum (A), do fosfito de
potassio (B), do 6leo de nim (C) e do extrato pirolenhoso (D). As barras representam o erro padrao da média.

comparadas ao controle negativo (dose 0,0 mL/L). As duas maiores
doses utilizadas para o fosfito de potassio (0,3 ¢ 0,4 mL/L) e para o 6leo
de nim (0,5 e 1,0 mL/L) também diferiram significativamente da dose
zero, com valores maiores (Figura 3). O extrato de 4. nodosum, nas
duas maiores doses utilizadas, apresentou maiores valores médios de
absorbancia do que 0 ASM (controle positivo). Entretanto, o fosfito de
potassio foi menos eficiente na inducao de fitoalexinas em mesocoétilos
de sorgo, nas doses praticadas nestes ensaios, em comparagdo ao ASM.
O 6leo de nim, na maior dose aplicada (1,0 mL/L), apresentou valores
de absorbancia iguais ao tratamento com ASM e o extrato pirolenhoso,
nas doses 0,5 mL/L e 1,0 mL/L, também foi significativamente igual
ao controle positivo (Figura 3).

A analise de regressao linear do fator ‘dose’ versus a absorbancia a
480 nm/g.m.f. para o bioensaio com mesocdtilos de sorgo, demonstrou
que o aumento progressivo das concentragdes dos produtos implica
em aumentos no valor da absorbancia. Esse fato pode ser comprovado
pelo alto valor de R? que, para todos os ensaios, foi maior do que 0,80
(Figura 4).

O potencial indutor do extrato da alga marinha 4. nodosum ja foi
comprovado em diversas espécies vegetais. A aplicagdo do extrato
nas doses 0,5 e 1,0%, em pepineiros parasitados pelo oomiceto
Phytophthora melonis, foi suficiente para aumentar a atividade de
enzimas de defesa das plantas como a B-1,3-glucanase, peroxidase
e polifenoloxidase, alterando, inclusive, a transcri¢do de varios
genes de defesa (1). Adicionalmente, os trabalhos realizados por
Subramanian et al. (30) demonstraram que o extrato de 4. nodosum
apresenta inespecificidade de indug@o, uma vez que plantas de
Arabidopsis thaliana apresentaram-se resistentes tanto contra a
bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato quanto contra o fungo
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necrotréfico Sclerotinia sclerotiorum. A indugdo de resisténcia,
geralmente, protege o vegetal contra ampla gama de microrganismos
(22). Isso ja foi observado a partir da aplicagao do extrato da alga em
pepineiros, que apresentaram menor incidéncia das doengas causadas
pelos fungos Didymella applanata, Fusarium oxisporum e Botrytes
cinerea, provavelmente devido ao aumento da atividade de enzimas
de defesa vegetal como quitinases, peroxidases, polifenoloxidase e
lipoxigenase (12). Pimenteiras tratadas com o extrato de Ascophyllum
tiveram a resisténcia foliar aumentada contra Phytophthora capisici e
o aumento da resisténcia adquirida foi proporcional ao aumento das
doses do produto aplicada (16), como foi observado para a indugado de
fitoalexinas nos testes realizados neste trabalho.

Trabalhos como o de Schurt et al. (26) demonstram o potencial do
fosfito de potassio na redug¢do do comprimento de lesdes relativas a
queima das bainhas em arroz, doenga causada pelo fungo Rhizoctonia
solani. Plantas tratadas com a molécula apresentaram os menores
valores de queima observados, ndo diferindo apenas das plantas
tratadas com o fungicida Carbendazim. Isso provavelmente se deu pelo
complexo modo de acdo dos fosfitos que, além de agir diretamente
sobre os microrganismos, potencializa a resposta de defesa das plantas,
induzindo a resisténcia destas (7, 15).

O o6leo do nim apresenta efeito inibitério e promissor contra
fungos de grande importancia econdmica para a agricultura. Isso ja
foi comprovado pela incorporagdo do dleo essencial de azaractina, em
meios de cultivo BDA, nas doses de 25, 50, 75 e 100 pg de i.a./mL que
inibiram progressivamente o crescimento micelial do fungo Sclerotinia
sclerotiorum (10). As mesmas doses do 6leo de nim utilizadas neste
trabalho, foram eficientes na redugdo do abortamento floral e de frutos
doentes de morangueiros, parasitados pelo fungo Colletotrichum
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acutatum (8). Os efeitos do 6leo de nim sobre as plantas ainda nao
sdo bem conhecidos, mas este trabalho, somado a outros resultados
constantes na literatura, apontam para um potencial na indugao de
resisténcia nas plantas tratadas (4, 9).

O efeito de doses maiores do extrato pirolenhoso (1,25 ¢ 2,5%) ja
foi testado com o intuito de induzir fitoalexinas em cotilédones de soja
e, assim como para os bioensaios realizados neste trabalho, os resultados
confirmaram o potencial do extrato quando aplicado para essa finalidade
(28). O extrato apresenta efeito comprovado na ativagdo de mecanismos
de defesa em mudas de eucalipto, na dose de 1,0%, incrementando
a atividade da enzima fenilalanina-amonialiase, importante na rota
metabdlica dos compostos fendlicos e de fitoalexinas em plantas (17).

Dentre os produtos testados, o que se verificou, em valores
numéricos, foi que o extrato de A. nodosum apresentou maior
potencial de indugdo de fitoalexinas, quando comparado aos demais
(Figuras 1 e 3). Testes adicionais com doses maiores devem ser
realizados para a determinac¢do da melhor concentrag@o de utilizagdo
do fosfito de potassio, do 6leo de nim e do extrato pirolenhoso na
inducdo de fitoalexinas em plantas, assim como no controle in vivo
de fitopatogenos.

De forma conclusiva, pode-se dizer que todos os produtos utilizados
neste trabalho, nas condi¢des em que estes ensaios foram conduzidos,
induzem fitoalexinas em cotilédones de soja e mesocdtilos de sorgo e,
por isso, configuram-se como potenciais indutores de resisténcia em
plantas. Adicionalmente, o manejo integrado de doengas ¢ a saida para
a utilizacdo racional de produtos quimicos e substituigdo gradativa
destes por produtos naturais. A produgdo de uma monocultura, em larga
escala e sem a utilizagdo de um agrotoxico certamente ¢ impossivel.
Entretanto, a aplicagdo de duas ou mais técnicas, ndo quimicas, de
manejo de doengas, integradas com o correto entendimento de doses e
intervalo de aplicag@o de produtos naturais, pode ser a saida para um
cultivo livre de agrotdxicos, de qualidade e com altas produtividades,
respeitando toda a teia que forma o agroecossistema.
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