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RESUMO

O mercado de defensivos agricolas oferece poucas opcfes de produtos com real
eficacia no controle de Oomicetos. Neste contexto, o presente trabalho teve por
objetivo, avaliar o potencial de extratos aquoso (EAS) e hidroetandlico (EHES) de lianas
para o controle de Phytophthora spp. Para obtencédo dos EAs e EHEs foram coletados
caules de lianas em fase de florescimento pertencentes a sete familias botanicas,
sendo nove espécies distintas, encontradas na regido Oeste do Parana. Para os EAs
os caules foram triturados em proporcdes definidas com agua e apos filtrados mediante
0 uso de gaze obtendo concentracdes finais de 5, 10 e 20%. Para os EHEs os caules
foram secos a 45°C por 72 horas, moidos e mantidos por 68 horas a temperatura de *
4°C em élcool etilico 70%. Posteriormente os EHEs foram filtrados mediante uso de
gaze e em seguida submetidos a rotaevaporacédo para exclusdo do alcool na mistura e
5, 10 e 20%. Realizado os processos de obtencéo, os extratos foram misturados ao
BDA (Batata Dextrose Agar) sendo que os EAs foram autoclavados. Em seguida os
extratos foram vertidos em placas de Petri esterilizadas. Para o controle negativo foi
utilizado o meio BDA sem incorporacao dos extratos e para controle positivo utilizados
3mL L* de Metalaxil-M (40 g L™)+Clorotalonil (400 g L™). Discos de 2,5 mm de
didametro contendo micélio de P. plurivora e P. sojae foram transferidos para placas de
Petri contendo meio com os diferentes extratos e incubadas a 25°C. Medi¢cdes do
didmetro das coldnias (média de duas medidas diametralmente opostas, marcadas no
fundo das placas), foram efetuadas com auxilio de paquimetro a cada dois dias,
durante sete dias. Desta forma, foi observado que os EAs apresentaram uma menor
eficiéncia na reducéo do crescimento das espécies de Phytophthora avaliadas, quando
comparado com o EHES. A maioria dos extratos de plantas utilizados apresentou efeito
na reducao do crescimento dos patdgenos, sendo esta, correlacionada ao aumento da
concentracao dos extratos.

Palavras-chave: controle alternativo, lianas, Phytophthora plurivora, Phytophthora
sojae



ABSTRACT

The crop protection market offers just a few product options with real efficacy to
Oomycetes control. Aim this study was to evaluate the potential of aqueous (EAs) and
hydroethanolic (EHES) extracts of lianas to Phytophthora spp. control. To obtain the
EAs and EHEs stems of lianas in flowering stage belonging to seven plant families and
nine species found in western of Parana have been collected. To EAs the stems were
ground in defined proportions with water, and then filtered by using gauze given final
concentrations of 5, 10 and 20%. To obtain EHs stems were dried at 45 ° C for 72
hours, ground and kept for 68 hours at a temperature of + 4 ° C in 70% ethyl alcohol.
Subsequently they were subjected to the using a rotary evaporator for elimination of
alcohol in the mixture and filtered through gauze also obtained using concentrations of
5, 10 and 20%. Conducted the process, the extracts were mixed with the PDA (Potato
Dextrose Agar) and AEs were autoclaved. Then the extracts were sold in sterilized Petri
dishes. For the negative control was used PDA medium without the addition of the
extracts and for positive control used 3mL L*Metalaxyl-M (40 g L™) + Chlorothalonil
(400 g L™). Disks 2.5 mm in diameter containing mycelia of P. plurivora and P. sojae
were transferred to Petri dishes containing medium with different strata and incubated
ar 25°C. Measurements of the diameter of the diameter of the colonies (average of two
diametrically opposed measures, marked in the background of the plates) were
performed with the aid of calipers every two days, for seven days. Thus, it was
observed that the AE have a higher efficiency in the reduction of the growth of
Phytophthora species evaluated and compared with EHEs. The majority of plant
extracts used had an effect in the reduction of growth of pathogens, which is correlated
to the increased concentration of the extracts.

Keywords: alternative control, lianas, Phytophthora plurivora, Phytophthora sojae
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1 INTRODUCAO REFERENCIADA

As doencas de plantas séo fatores limitantes para a produgdo agricola
ocasionando perdas na produtividade e qualidade dos produtos agricolas. Na procura
por um controle eficaz a principal estratégia é o uso de produtos quimicos, porém o uso
indiscriminado tem provocado diversos problemas, como contaminacdo do solo, da
agua e dos animais; intoxicacdo de agricultores; a resisténcia de patégenos a certos
principios ativos; surgimento de doencas iatrogénicas; alteracdo da ciclagem de
nutrientes, entre outros (BETTIOL; MORANDI, 2009). Porém, a crescente exigéncia por
produtos vegetais livres de contaminacdo por residuos quimicos tem incentivado a
busca por métodos alternativos de controle. Neste sentido, estudos tém revelado que
extratos e Oleos essenciais de plantas apresentam potencial para o controle alternativo
de doencas (BRUM, 2012).

Entre as espécies vegetais utilizadas com potencial de uso no controle
alternativo de doencas de plantas estdo as lianas, componentes importantes das
comunidades florestais. As lianas podem ser encontradas como trepadeiras lenhosas,
comumente conhecidas como cipds. Seus ramos utilizam arvores ou outras lianas
como suporte, podendo atingir o dossel da floresta para desenvolver-se. Embora
ocorram em praticamente qualquer tipo de clima e comunidade vegetal onde existam
arvores capazes de sustenta-las, € na regido tropical que essas plantas sdo mais
comuns. Porém, ha poucos estudos que relatam o uso de extratos deste grupo para o
controle de doencas de plantas. (ENGEL et al., 1998).

A discussao em torno deste grupo de plantas é bem controversa, sendo uns de
forma benéfica e para outros de forma prejudicial, devido suas caracteristicas
morfol6gicas, como exigéncia de luz e rapido crescimento. Entre os aspectos negativos
estdo a competitividade pela luz, a queda de galhos devido ao peso, 0 aumento no
tempo de crescimento das arvores e a diminuicdo na producéo de sementes e frutos.
Por outro lado os aspectos positivos sdo a melhora nas condi¢cdes de germinacao e
estabelecimentos de plantulas, atuando na estabilizagdo do microclima; diminuicdo do
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efeito de borda e favorecimento da fauna, facilitando a interligacdo das copas e
oferecendo recurso alimentar na época em que as arvores estao desprovidas de folhas
(SILVA, 2011).

Entre as doencas com maior impacto econdmico, podem-se citar as causadas
pelos oomicetos. Dentre elas, as causadas pelo género Phytophthora, destaca-se por
ser causador de inumeras doencas, que estdo em constante crescimento (JUNG;
BURGESS, 2009).

1.1 Phytophthora spp.

O género Phytophthora foi relatado pela primeira vez por Anton De Bary, em
1876, tendo Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, como a espécie tipo. Desde entao,
um elevado numero de espécies tem sido descritas. Esse aumento na descoberta de
novas espécies ocorreu devido a disponibilidade de ferramentas de identificacdo mais
sofisticadas para defini-las e aos levantamentos para a presenca de novas espécies de
Phytophthora em ambientes naturais e agricolas (SANTOS et al., 2014).

Phytophthora spp. esta inserido no reino Chromista dentro da classe
Oomycetes, na ordem Peronosporales, familia Phythiaceae. Os oomicetos apresentam
algumas caracteristicas que os diferem dos fungos verdadeiros, como por exemplo,
parede celular composta de celulose e auséncia de quitina, laminarinas como
composto de reserva, micélio diploide com hifas asseptadas na maior parte do ciclo de
vida, presenca de centriolos e vacuolos “fingerprint”, producdo de esporos biflagelados
tendo um flagelo liso, do tipo chicote, mais curto e voltado para tras e outro
ornamentado, com mastigonemos do tipo “tinsel”, mais longo e voltado para frente
(MASSOLA; KRUGNER, 2011), diferengcas nas sequéncias de DNA, entre outras.
Apesar disso, apresentam certas semelhancas com os fungos verdadeiros como:
auséncia de pigmentos fotossintéticos, crescimento filamentoso, sdo microrganismos
heterotréficos e reproduzem-se através de esporos sexuais e assexuais (SCHUMANN;
D’ ARCY, 2006).

Diversas caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e moleculares sao utilizadas

para classificacdo das espécies de Phytophthora. Os esporangios variam bastante
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entre as espécies quanto as dimensoes, formas e a caducidade; o esporangiéforo pode
ser ramificado irregularmente, ndo ramificado, em simpddio simples, em simpddio
composto ou umbelado e, em algumas espécies, ha a formacao (proliferacdo) interna
de novos esporangios; os clamiddsporos sao estruturas de resisténcia esféricos,
possuindo variacbes quanto a espessura da parede, a insercdo na hifa (terminais,
laterais, intercalares ou sésseis) e ainda, existem espécies que ndo os produzem.
Quanto a sexualidade, Phytophthora spp. E classificada como homotalica (autofértil) ou
heterotalica (apresentando tipo compativel); os o0Gsporos (esporos sexuais) variam
guanto as dimensdes, a espessura da parede e a ornamentacdo desta; os anterideos
(gametangios masculinos) diferenciam-se pela forma e dimensdes, sendo paraginos,
anfigenos e em algumas espécies ambos os tipos sdo formados, também podem ser
uni e/ou bicelulares; os oogbnios (gametangios femininos) apresentam formas e
dimensdes variadas entre as espécies e possuem ou hdo ornamentacdo na parede
(SANTOS, 2010).

Ha 15 anos, existiam cerca de 60 espécies descritas na literatura, entretanto,
atualmente séo relatadas 100 espécies, com estimativa de cerca de 600 (BRASIER,
2008).No Brasil, até 2013 foram registradas 24 espécies de Phytophthora (SANTOS et
al., 2014).Como exemplo de espécies deste género pode-se citar P. plurivora Jung;
Burgess (JUNG; BURGESS, 2009) e P. sojae Kaufm.; Gerd. (KAUFMANN;
GERDEMANN, 1958).

Denominada anteriormente de P. ctricola, P. plurivora (JUNG; BURGESS, 2009),
€ caracterizada pela presencga de apenas um tipo de acasalamento e pela producéo de
esporos sexuais por autofecundacgao (SCHOEBEL et al., 2014), apresenta uma gama
de hospedeiros mais restrita, causando danos em abacate (Persea americana Mill.)
(COFFEY, et. al.,, 1984), estando envolvida também em declinios de florestas e
ecossistemas (MRAZKOVA, et al., 2013).

A podriddo radicular de Phytophthora, em soja, causada por P. sojae, causa
danos nas plantas em qualquer fase de desenvolvimento, podendo ocasionar sua
morte. Esta doenca é uma das mais destrutivas da soja, podendo causar até 100% de
reducdo no rendimento de grdos, em cultivares altamente suscetiveis (COSTAMILAN
et al, 2007).
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Outras espécies do género Phytophthora, tém causado danos economicamente
relevantes em culturas instaladas no Brasil, podendo destacar P. insfestans Mont. De
Bary (de BARY, 1876), causando requeima da batata e do tomateiro, P. palmivora
Butler (BUTLER,1919), causando podriddo em raizes e frutos de mamoeiro, gomose
dos citrus, além de outras doencas em outros hospedeiros, P. cinnamomi Rands
(RANDS, 1922), causando podriddo de raizes em abacateiro, P. capisici Leonian
emend. Alizadeh; Tsao (LEONIAN (1922); ALIZADEH; TSAO 1988), causando
podriddes de raizes, caule, folhas e frutos de solanaceas e de cucurbitaceas. E
também se tem verificado a presenca destes patégenos em plantios florestais, como
seringueira e acacia-negra (Phytophthora spp.), pupunheira (P. palmivora) e araucaria
(P. cinnamomi) (SANTOS et al., 2014).

1.2 LIANAS

As lianas podem ser de natureza herbacea ou lenhosa. Quando herbaceas ou
sub-lenhosas, possuem tamanho reduzido e sua distribuicdo restringe as areas mais
abertas, clareiras e bordas de mata. Ja quando lenhosas (cipés ou lianas),
desenvolvem, geralmente, caules grossos, comecando seu ciclo de vida como
plantulas terrestres, mas, com capacidade de crescer nas arvores maiores (ENGEL et
al., 1998).

Héa dificuldades na realizacdo de estudos floristicos de trepadeiras, que na
maioria das vezes estdo ligadas a obtencdo de material fértil. A variacdo na fenologia
das espécies ou na floracdo que ocorre frequentemente acima das copas das arvores
prejudica a coleta, dificultando consequentemente na identificacdo das espécies
(VILLAGRA; NETO, 2010).

No geral, as lianas sdo plantas intolerantes a sombra, entretanto, muitas
espécies podem germinar nestas condicbes. Quando estdo na fase de plantula ou
muda sao dificeis de distinguir de arvores ou arbustos jovens, entretanto, o caule entra
em uma fase de alongamento muito rapido, que é provocado pela sombra. Em areas
abertas, sob plena luz as lianas tendem a permanecer baixas, assemelhando-se a
arbustos (ENGEL et al., 1998).
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As lianas podem atingir comprimentos variados, dependendo do tamanho da
arvore onde elas estdo agarradas e da disponibilidade de luz. Ainda, facilitam os
movimentos dos animais e favorecem no fechamento do dossel e na unido das copas
das arvores (WEISER, 2001). Entre os géneros de lianas, o género Aristolochia
descrito por Carl Linnaeus inclui aproximadamente 120 espécies tropicais, muito das
guais ricas em alcalb6ides, usadas como venenos, e varias com usos medicinais
descritos. Pode ser citado como exemplo de uso desta espécie, a decoc¢do das folhas
utilizada contra distirbios estomacais e hepaticos, especialmente para combater
nauseas e vomitos (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Existem ao menos133 familias de lianas descritas, entretanto, a maior parte das
espécies estd concentradas em poucas familias. Algumas familias possuem apenas
um ou dois géneros de lianas, outras, como Bignoniaceae, Apocynaceae, Fabaceae,
Malpighiaceae e Sapindaceae, sdo compostas predominantemente por espécies com a
forma de vida predominante deste género (TIBIRICA et al., 2006).

Ha espécies de lianas que podem ser suscetiveis a doencas, como é o caso das
lianas das Fabaceaes (Entada gigas L.) e Malpighiaceaes (Mascagnia sepium A. Juss)
suscetiveis a Moniliophthora perniciosa, fungo causador da vassoura de bruxa
(BETTIOL; MORANDI, 2009).

1.3 CONTROLE QUIMICO DE OOMICETOS

A partir da década de 70, o controle de oomicetos sofreu grandes mudancgas,
pelo fato dos fungicidas serem seletivos e especificos, controlando os patégenos sem
causar efeitos fitotoxicos na cultura. Os fungicidas para controle de oomicetos
apresentam acao letal contra esta classe de patdgenos. Ha cinco classes de fungicidas
sistémicos que apresentam boa atividade sobre os oomicetos, sendo eles, os
carbamatos  (Protiocarb, @ Propamocarb), o0s isoxazoles (Himexazol), os
cyanoacetamidas-oximes (Cymoxamil), os etil-fosfonatos (Fosetyl-Al) e as fenilamidas
(Metalaxyl, Furalaxyl, Benalaxyl, Ofurace e Oxadixtyl). O grupo quimico mais

importante desse grupo € o Metalaxyl. Uma caracteristica marcante deste produto é a



15

inibicdo da formacao de esporangios, producédo de odsporos e clamidésporos de varias
espécies de Phyotpththora spp. (GARCIA, 1999).

A utilizagdo de produtos quimicos pode gerar sérios riscos ao meio ambiente e a
saude humana, por possuirem residuos toxicos. Além disso, alguns fungos causadores
de doencas adquiriram resisténcia aos fungicidas, principalmente os sistémicos,
limitando seu uso e exigindo pesquisas que buscam métodos alternativos ao manejo
integrado de doencas (TAVARES et al., 2009).

1.4 CONTROLE ALTERNATIVO

O desenvolvimento de métodos alternativos de controle de doencas de plantas
tem por finalidade diminuir o uso de agrotoxicos e contribuir para a pratica adequada as
exigéncias de qualidade ambiental e de qualidade de vida da sociedade moderna.
Essa nova visdo envolve também uma profunda revisdo do conceito de controle
fitossanitario: opta-se pela adocdo de medidas preventivas com o objetivo de dificultar
a ocorréncia de fitopatbgenos em niveis populacionais que causem danos econémicos
ao invés de se utilizar medidas curativas, que sao usadas apenas quando as doencas
ja ocorrem em niveis economicamente indesejaveis. Ou seja, busca-se corrigir as
causas ao invés de utilizar medidas a posteriori para diminuir os efeitos provocados
pela ocorréncia de fitopatdbgenos. Sob essa perspectiva, o uso de métodos alternativos
de controle fitossanitario constitui-se em um estagio intermediario rumo ao manejo
integrado dos cultivos (BETTIOL, 2005).

O controle alternativo enfatiza o emprego dos principios gerais de Whetzel,
exclusao, erradicacdo, imunizacdo e protecdo, e ainda terapia e evasao. Entretanto,
guando é utilizado na maioria dos casos, o0s resultados, deixam a desejar (JUNIOR et
al., 2008).

Utilizando a préatica do controle alternativo, sdo obtidos defensivos naturais
eficientes no combate aos agentes etioldgicos, sendo esses produtos ndo toxicos,
desfavorecendo as formas de resisténcia dos agentes causadores. Sdo de simples
aquisicao e producao, e de simples aplicacdo e manejo (SALES et al., 2012). Utilizando

também a aplicacdo de microrganismos e de agentes abioticos pode desencadear a
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ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas contra patdgenos (DI PIERO;
PASCHOLATI, 2004).

Estudos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial, obtido a partir de
plantas medicinais da flora nativa, tém indicado o potencial das mesmas no controle de
fitopatdgenos, tanto por sua acao fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinacao de esporos, quanto pela inducéo de fitoalexinas, indicando a presenca de
compostos com caracteristica de elicitor (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Alguns estudos realizados comprovam o efeito de metabdlitos extraidos de
plantas através de extratos vegetais e Oleos essenciais, atuando como fungicidas
naturais inibindo a atividade fungica (PANSERA et al.,2012). Desta forma a exploracao
da atividade bioldégica de compostos secundarios presentes no extrato bruto ou 6leo
essencial de plantas medicinais pode constituir, ao lado da inducédo de resisténcia, em
mais uma forma potencial de controle alternativo de doencas em plantas cultivadas
(STANGARLIN et al., 1999).

Pelo fato de conter poucas informacdes a respeito do controle alternativo em
doencas de plantas na literatura, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de
extratos de lianas em diferentes concentracbes sobre o crescimento in vitro de

Phytophthora spp.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de extratos de lianas em

diferentes concentracdes sobre o crescimento in vitro de Phytophthora spp.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o crescimento de P. plurivora e P. sojae em caules de lianas;
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Analisar a eficiéncia da extragcdo aquosa e hidroetandlica de substancias com
potencial toxico contra as espécies de Phytophthora estudadas;
Avaliar o efeito de diferentes concentracbes de extratos de lianas sobre o

crescimento de P. plurivora e P. sojae.

3 METODOLOGIA

3.1 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Phytophthora spp. EM ESTACAS DE
LIANAS

Inicialmente, foi realizada avaliacdo do crescimento de Phytophthora em caules
de lianas. Para tanto, foram utilizados caules de lianas coletados na Universidade
Federal do Parana, Setor Palotina. Foram coletadas hastes de nove espécies
diferentes de lianas, 15 de cada espécie, totalizando 135 hastes, com
aproximadamente 45 cm de comprimento. Os ensaios foram realizados conforme
metodologia descrita por Rossetti (1947) com modificacdes, consistindo na retirada de
um disco da casca da planta com auxilio de um furador de metal com cerca de 2,5 mm
de didmetro & 10 cm da base da haste. Posteriormente, nas hastes destinadas as
avaliacdes colocou-se disco de mesmo diametro contendo meio de cultura com micélio
do patégeno (cinco com P. plurivora e cinco com P. sojae) sobre a lesao (ferimento)
com a face do inéculo voltada para o lenho da planta. Com a finalidade de manter o
patdgeno em contato com o vegetal, a area correspondente a 1,0 cm acima e abaixo
desse ponto foi envolvida com plastico de PVC. Nas hastes destinadas ao controle
negativo foi inoculado disco demeio de cultivo cenoura-agar.

Apés a inoculagdo, todas as hastes de lianas permaneceram em temperatura
entre 24 - 25°C em recipientes plasticos de 1L, onde foram adicionados
aproximadamente 800 mL de agua. Para n&o ocorrer contato da regido inoculada com
a agua, a mesma permaneceu a 2 cm acima do nivel da agua. A troca de agua foi
realizada a cada dois dias. A avaliacdo ocorreu apos 21 dias de inoculacdo, por meio

de medicbes do comprimento e largura das lesdes (cm).
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3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE LIANAS

Na obtencdo do extrato bruto aquoso foram utilizados 100 g de caule de cada
espécie de liana, transferidos para béqueres de 1000 mL, onde foramacrescentados
500 mL de agua destilada. Posteriormente, os caules foram triturados com o auxilio de
um multiprocessador e filtrados com gaze para retirada do material sélido. A partir do
extrato bruto foram realizadas diluicdes de 20%, 10% e 5%, onde para 20% utilizou-se
0 extrato bruto; 10% (125 mL de extrato bruto + 125 mL de &gua destilada) e 5% (75
mL de extrato 10% + 75 mL de agua destilada). Como controle foi utilizado somente
agua destilada. Em seguida foi acrescentado seis gramas de BDA (Batata-Dextrose-
Agar) em cada recipiente, e esterilizou-se a solugdo em120°C por 20 min, utilizando-os
no mesmo dia.

Para obtencdo de extratos hidroetandlicos foram utilizados aproximadamente
250 g de caule de liana, previamente secos em estufa de circulacdo de ar a 45°C por
72 h. ApGs o processo de secagem, os extratos foram triturados em moinho tipo Willey,
com a peneira de um milimetro para reducdo de tamanho e melhor obtencdo das
propriedades das plantas. Em seguida,pesou-se o0 equivalente a 160g em peso fresco
de cada espécie, que foram acrescidas de240mL de alcool etilico 70%, a solucéo ficou
emrepouso por 68 horas. Apés este periodo os extratos foram filtrados com gaze, para
retirada do material sélido. Em seguida 200mL de cada extrato foramlevados ao
rotaevaporador em 42 + 1°C para a eliminacdo total do alcool e obtencdo do extrato
concentrado. Posteriormente, foi realizada a diluicdo de 20% (22,5 mL de extrato
concentrado + 127,5 mL de agua autoclavada juntamente com seis gramas de BDA),
10% (11,25 mL de extrato concentrado + 138,75 mL de agua autoclavada juntamente
com seis gramas de BDA) e 5% (5,62 mL de extrato concentrado + 144,37 mL de agua
autoclavada juntamente com seis gramas de BDA), ap0s a obtencdo das
concentracbes de 20%, 10% e 5%, os extratos ficaram sob luz UV por 11 horas para

esterilizacéo, para poserior utilizacéo.
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3.3 ATIVIDADE IN VITRO DE EXTRATO DE LIANAS CONTRA Phytophthora spp.

Para a realizagcdo do experimento in vitro, foram utilizadas placas de Petri
previamente esterilizadas, onde em ambos os testes, tanto com extrato aquoso quanto
para o extrato hidroetandlico para as duas espécies de Pytophthora utilizadas (P.
plurivora e P. sojae), verteu-se aproximadamente 15 mL dos extratos ja misturados
com o meio de cultivo BDA, deixando-os solidificar. Para controle negativo foi utilizado
o meio de cultivo BDA sem incorporacéo dos extratos e para controle positivo 3mL L™
de Metalaxil-M (40 g L™)+Clorotalonil (400 g L™). Apos solidificacdo do meio com os
extratos, foi repicado um disco de 2,5 mm de didmetro contendo micélio de P. plurivora
em metade das placas e de P. sojae na outra metade. O delineamento experimental
utilizado foi DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado), com trés repeticoes por
tratamento. A mensuracdo do didmetro das coldnias foi realizada a partir das médias
de duas medidas diametralmente opostas, marcadas no fundo das placas, onde, o
centro é o disco de micélio repicado. As placas contendo os patdgenos foram mantidas
em camara incubadora tipo BOD, onde realizou medi¢ces com o auxilio de paquimetro
a cada dois dias, durante sete dias. Para repicagem foi utilizada camara de fluxo

devidamente esterilizada.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos tanto no experimento in vivo quanto no in vitro, foram
analisados com o auxilio do programa Sisvar, submetidos ao teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DE LIANAS

Nas coletas realizadas nas imediacfes do setor foi possivel obter lianas de sete
familias botanicas distintas, totalizando nove espécies (FIGURA 1). Foi observado
também que todas as espécies encontradas sdo amplamente localizadas na regido. As
espécies coletadas na area de Floresta Estacional Semidecidual na Universidade

Federal do Parana, Setor Palotina, estdo classificadas segundo a Tabela 1.
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FIGURA 1 - ESPECIES DE LIANAS COLETADAS NAS PROXIMIDADES DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA, SETOR PALOTINA, IDENTIFICADAS E UTILIZADAS NA OBTENCAO DOS
EXTRATOS. (A) Gouania cf. ulmifolia; (B) Passiflora actinia; (C) Aristolochia triangularis,(D) Pereskia
aculeata; (E) Phanera microstachya; (F) Bignonia sciuripabula;(G) Dicela sp; (H) Adenocalymma
marginatum; (I) Bignoniaceae
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TABELA 1 — FAMILIAS E ESPECIES DE LIANAS COLETADAS E UTILIZADAS NA OBTENGAO DOS
EXTRATOS

Familia Nome cientifico Nome Vulgar
Rhamnaceae Gouania cf. ulmifolia Hook. & Arn. Jacarei
Passifloraceae Passiflora actinia Hook. Maracuja
Aristolochiaceae Aristolochia triangularis Cham. Cip6-mil-homens
Cactaceae Pereskia aculeata Mill. Ora-pro-nobis
Bignoniaceae Bignonia sciuripabula (K.Schum.) L.G.Lohmann Pente-de-macaco

Bignoniaceae

Fabaceae Phanera microstachya (Raddi) L.P. Queiroz Escada-de-macaco
Malpighiaceae Dicela sp.
Bignoniaceae Adenocalymma marginatum (Cham.) DC Cip6 vaqueiro

A familia Rhamnaceae, possui plantas cosmopolitas, de folhas simples e flores
pequenas. No Brasil sdo de importancia pouco notavel, considerando o nimero de
espécies e sua utilizacdo, que se concentra, principalmente, em espécies ornamentais
ou que possuem frutos comestiveis. A espécie Gouania cf. ulmifolia é sarmentosa,
cresce sobre a copa de arvores e arbustos, em matas, beira de estradas e capoeiras;
apresenta caule lenhoso com ramos cilindricos e casca fibrosa de aspecto rugoso,
levemente acinzentada, com fissuras superficiais curtas de cor marrom. Estudos
recentes mostram que esta espécie possui sete metabdlitos secundarios, comprovando
gue extratos da planta produzem inibicdo de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, sugerindo uma possivel atividade antimicrobiana (SANTOS, 2008).

As plantas pertencentes a familia Passilforaceae séo trepadeiras e lianas com
gavinhas axilares ou, ocasionalmente, arbustos e arvores sem gavinhas. Apresentam
como metabdlitos secundarios glicosideos cianogénicos e alcaloides. A caracteristica
mais notavel desta familia € a presenca de uma corona de filamentos nas flores, que
sustenta a monofilia do grupo. O género Passiflora € composto por varias espécies,
onde algumas apresentam frutos comestiveis e outras sdo utilizadas para fins
ornamentais (ZAMBERLAN, 2007). A espécie Passiflora edulis, atualmente P. actinia,

por exemplo, apresenta grande valor econémico, € a mais cultivada entre as espécies.
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Suas raizes, folhas e sementes, sdo utilizadas na medicina popular, como calmante,
desobstruentes, diuréticas e contra irritacbes do aparelho bronco-pulmonar
(FARINAZZO; SALIMENA, 2007).

As plantas da familia Aristolochiaceae, caracterizam-se por apresentarem
rizomas ou tubérculos, sendo lianas decumbentes ou ndo, herbaceas eretas ou
prostradas. Normalmente sdo empregadas para fins farmacolégicos e medicinais por
populacdes indigenas e rurais. O género Aristolochia pode ser utilizado, em doses
moderadas como diurético, anti-séptico, estimulante ténico, febrifugo, sedativo,
utilizando para isto, o caule, as sementes e 0 sistema subterraneo na forma de extrato,
decocto (em banhos), infuso, po, tintura, elixir, vinho e xarope. Por possuir acido
aristoléquio em sua composicdo bioquimica, em grandes concentra¢cfes, torna-se
toxico, e seu extrato pode ter funcéo abortiva (NASCIMENTO, 2008).

Na familia Cactaceae cerca de 10%, das 1500 espécies reconhecidas, sao
consideradas epifitas. Os estudos sobre esta familia relatam que as plantas
apresentam adaptacdes em ambientes aridos e semi-aridos, registrando rapida
absorcdo de &agua pelas raizes depois de uma seca prolongada, apresentando
metabolismo acido das crassulaceas (CAM); seu caule se torna fotossinteticamente
ativo devido a presenca de costelas, espinhos, tricomas, e em algumas espécies
auséncia de folhas (DETTKE; MILANEZE-GUTIERRE, 2008). Pereskia aculeata,
trepadeira arbustiva, apresenta grande importancia econémica, alimenticia e medicinal.
Na medicina € utilizada em processos inflamatérios e recuperacao da pele em casos de
gueimadura; suas folhas sao utilizadas como fonte alimentar, sem apresentar
toxicidade; e seus frutos como expectorante e antissifiliticos (SANTOS et al.,2010).

A familia Bignoniaceae apresenta certa complexidade taxonGmica, pelo fato de
muitas espécies serem descritas com materiais incompletos, pela falta das partes
reprodutivas (CASTRO, 2010). Possui um grupo de espécies neotropical agrupando
espécies importancia ecolégica, ornamental, medicinal e econdémica (ESPIRITO
SANTO et al., 2015).

A familia Fabaceae é uma das familias de maior representatividade e de maior
importancia, considerada a terceira maior familia boténica existente com 19.325

espécies. Divididas em arbustos, arvores, lianas ou ervas. Apresentam uso madeireiro,
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alimenticio, medicinal e ornamental (GAMA, 2013). Varias espécies de Fabaceae se
diferenciaram de formas estratégicas, como a capacidade de captacdo do nitrogénio
atmosférico em simbiose com bactérias do solo, onde manifestam relacdes ecoldgicas
perfeitas identificadas entre os vegetais e 0s microrganismos. Esse processo fisioldégico
ocorre nas raizes das plantas podendo estar presente em espécies herbaceas,
arbustivas, lianescentes ou arbéreas (SOUZA, 2012).

As Malpighiaceas podem apresentar diversas formagdes vegetais, sendo
utilizado como madeira, fonte alimentar, usos medicinais e ornamentais, a familia é
facilmente reconhecida por possuir nectarios extraflorais (ALEXANDRINO et al.,2011).
Outra caracteristica da familia € a presenca de tricomastectores unicelulares,
ramificados em forma de T, V ou Y, e também a presenca de glandulas calicinares que
secretam Oleo, normalmente encontradas em lianas (SOUTO, 2011).

4.2 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Phytophthora spp. EM ESTACAS DE
LIANAS

Através do teste in vivo ndo foi observado, na maioria das plantas, crescimento
significativo de P. plurivora e P. sojae em relacéo ao controle (TABELA 2).

O ndo crescimento dos patdgenos pode ser explicado pelo fato das plantas
possuirem metabdlitos secundarios, compostos quimicos nao necessarios a
sobrevivéncia imediata da célula, entretanto, servem como uma forma de reproducao e
sobrevivéncia, podendo atuar como pesticidas naturais de defesa contra
microrganismos patogénicos ou herbivoros (SANTOS et al., 2013). Desse modo, para
as plantas analisadas n&o foi observado reagéo de planta-hospedeiro, fato que pode
ser exemplificado devido as estratégias de defesas das plantas, permitindo assim, o
retardamento ou impedimento da penetracdo dos agentes fitopatogénicos. A ativacao
destes mecanismos de defesas pode ocorrer por meio de sucessivos eventos e sinais
que iniciam no reconhecimento do patdégeno, culminando na ativacdo das barreiras

fisicas e quimicas envolvidas no processo (FERNANDES et al., 2009).
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TABELA 2 - CRESCIMENTO DOS PATOGENOS Phytophtora plurivora E Phytophtora sojae EM
CAULES DE DIFERENTES LIANAS.

Espécies Patégeno Média de Crescimento (cm)
Adenocalymma marginatum P. plurivora 0,48 a*
Adenocalymma marginatum P. sojae 0,20 a
Aristolochia triangularis P. plurivora 512 b
Aristolochia triangularis P. sojae 4,82b
Bignoniaceae P. plurivora 0,62 a
Bignoniaceae P. sojae 0,62 a
Bignonia sciuripabula P. plurivora 0,56 a
Bignonia sciuripabula P. sojae 0,66 a
Dicela sp. P. plurivora 0,70 a
Dicela sp. P. sojae 0,82 a
Gouania cf. ulmifolia P. plurivora 1,32 a
Gouania cf. ulmifolia P. sojae 1,24 a
Passiflora actinia P. plurivora 0,64 a
Passiflora actinia P. sojae 0,50 a
Pereskia aculeata P. plurivora 0,68 a
Pereskia aculeata P. sojae 0,48 a
Phanera microstachya P. plurivora 0,44 a
Phanera microstachya P. sojae 0,62 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si e respectivos controle, pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade, sendo cinco repeticdes por média.
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FIGURA 2 - CRESCIMENTO DE Phytophthora plurivora EM CAULES DE LIANAS. (A) Gouania cf.
ulmifolia; (B) Passiflora actinia; (C) Aristolochia triangularis, (D) Pereskia aculeata; (E) Bignonia
sciuripabula; (F) Bignoniaceae; (G) Phanera microstachya; (H) Dicela sp; (I) Adenocalymma marginatum.
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FIGURA 3 - CRESCIMENTO DE Phytophthora sojae EM CAULES DE LIANAS. (A) Gouania cf. ulmifolia;
(B) Passiflora actinia; (C) Aristolochia triangularis, (D) Pereskia aculeata; (E) Bignonia sciuripabula; (F)
Bignoniaceae; (G) Phanera microstachya; (H) Dicela sp; (I) Adenocalymma marginatum.
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4.3 ATIVIDADEIN VITRO DE EXTRATO DE LIANAS CONTRA Phytophthora spp.

Segundo Santos et al. (2013), muitos extratos de plantas apresentam
propriedades antifungicas, sendo utilizados com sucesso no controle de fungos
fitopatogénicos mesmo apresentando algumas limitagdes. A utilizacdo de extratos se
torna eficaz e € diferenciada dos produtos sintéticos, pois 0s patdgenos nao Ssao
capazes de inativar estes compostos novos e por serem praticamente inofensivos ao
homem e ao meio ambiente.

Assim, com a utilizacdo do extrato bruto aquoso pode-se observar que as
diferentes concentracdes utilizadas interferem no crescimento dos patdégenos, onde
concentragfes maiores apresentam maior inibicdo de crescimento.

No extrato bruto aquoso somente foi observado diferenga significativa, com
reducdo de crescimento de P. plurivora na concentracdo de 20% de Aristolochia
triangularis e Passiflora actinia. Em concentragbes menores dos extratos ndo houve
efeito significativo na reducdo de crescimento de P. plurivora, concentracfes de 5%
das mesmas plantas que causaram reducdo do crescimento favoreceram o mesmo
(TABELA 3).



TABELA 3 - CRESCIMENTO IN VITRO DE Phytophthora plurivora EM MEIO BDA EM DIFERENTES

CONCENTRAGCOES DE EXTRATO BRUTO AQUOSO DE LIANAS.
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Tratamento

Metalaxil-M

Testemunha
Adenocalymma marginatum
Adenocalymma marginatum
Adenocalymma marginatum
Aristolochia triangularis
Aristolochia triangularis
Aristolochia triangularis
Bignoniaceae

Bignoniaceae

Bignoniaceae

Bignonia sciuripabula
Bignonia sciuripabula
Bignonia sciuripabula
Dicela sp.

Dicela sp.

Dicela sp.

Gouania cf. ulmifolia
Gouania cf. ulmifolia
Gouania cf. ulmifolia
Passiflora actinia

Passiflora actinia

Passiflora actinia

Phanera microstachya
Phanera microstachya
Phanera microstachya
Pereskia aculeata

Pereskia aculeata

Pereskia aculeata

Concentracéo (g L™)

5%
10%
20%

5%
10%
20%

5%
10%
20%

5%
10%
20%

5%
10%
20%

5%
10%
20%

5%
10%
20%

5%
10%
20%

5%
10%
20%

Média de Crescimento (cm)
0,00 a*
1,88d
2,79 h
2,549
25349
1,96 d
2,02d
1,58 b
2,13 e
1,98d
219e
25349
2,48 ¢
2,559
2,54 g
2,539
2,40 f
2,68 h
2,69 h
2,56 g
2,341
1,97d
1,79 c
1,99d
2,36 f
2,35f
2,62 g
2,57g
2,41f

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade,

sendo cinco repeticdes por média.

Em relacdo a P. sojae, a espécie Passiflora actinia destacou-se, pois
independente das concentragdes utilizadas reduziu significativamente o crescimento do
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patbgeno em comparagdo com a testemunha. As demais espécies, em excecao a
Dicela sp., apresentaram reducao significativa na média do crescimento de P. sojae
(TABELA 4).

TABELA 4 — CRESCIMENTO IN VITRO DE Phytophthora sojae EM MEIO BDA EM DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DE EXTRATO BRUTO AQUOSO DE LIANAS.

Tratamento Concentracéo (g L™) Média de Crescimento (cm)
Metalaxil-M 0,00 a*
Testemunha 0,70d
Adenocalymma marginatum 5% 0,69d
Adenocalymma marginatum 10% 0,78 e
Adenocalymma marginatum 20% 0,50 c
Aristolochia triangularis 5% 0,65d
Aristolochia triangularis 10% 0,18 b
Aristolochia triangularis 20% 0,18 b
Bignoniaceae 5% 0,73 d
Bignoniaceae 10% 0,18 b
Bignoniaceae 20% 0,17 b
Bignonia sciuripabula 5% 0,89 e
Bignonia sciuripabula 10% 0,74d
Bignonia sciuripabula 20% 0,25b
Dicela sp. 5% 0,84 e
Dicela sp. 10% 0,77 e
Dicela sp. 20% 0,79 e
Gouania cf. ulmifolia 5% 0,23 b
Gouania cf. ulmifolia 10% 0,30 b
Gouania cf. ulmifolia 20% 0,22 b
Passiflora actinia 5% 0,00 a
Passiflora actinia 10% 0,10 a
Passiflora actinia 20% 0.00 a
Phanera microstachya 5% 0,39b
Phanera microstachya 10% 0,88 e
Phanera microstachya 20% 0,94 e
Pereskia aculeata 5% 0,32b
Pereskia aculeata 10% 0,26 b
Pereskia aculeata 20% 0,11 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade,
sendo cinco repeticdes por média.
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De acordo com Vieira et al. (2009), as espécies pertencentes a familia
Aristolochiaceae apresentam uma composicdo quimica diversificada de metabdlitos
secundérios como &cidos graxos, terpendides, ligndides, flavondides, acidos
aristoloquicos e alcaldides. Quando é levado em consideracdo o género Passiflora,
muitas espécies sdo constituidas por flavondides e alcaldides, apresentando
propriedades sedativas e estimulantes (PEREIRA; VILEGAS, 2000). Em relacédo as
cactaceas, como a Pereskia aculeata, pode-se observar propriedades antimicrobianas,
antitumorais, anti-inflamatdrias, cicatrizantes e tripanocidas. (QUEIROZ, 2012). Estas
caracteristicas podem estar relacionadas ao efeito causado pelos extratos das lianas
em P. plurivora e P. sojae.

A reducdo dos crescimentos dos patdgenos pode ser melhor observada na
Figura 3.
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FIGURA 4 - CRESCIMENTO IN VITRO DOS PATOGENOS Phytophthora plurivora (A e B) E
Phytophthora sojae (C e D) EM MEIO BDA EM EXTRATO BRUTO AQUOSO DE LIANAS NA
CONCENTRACAO DE 20%.

O experimento foi repetido com o extrato hidroetandlico, utilizando as plantas
gue causaram maior inibicdo do crescimento dos patdgenos. Desta forma, pode
observar que o extrator utilizado pode influenciar no tipo de composto extraido bem
como diretamente no controle dos patdégenos. No caso de P. plurivora, utilizando o
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extrato hidroetandlico, todas as espécies testadas obtiveram efeito no crescimento do
patégeno, diferindo estatisticamente da testemunha (TABELA 5). Para P. sojae nao
houve resultados significativos em relacao a este extrator, pelo fato deste patégeno ser
mais seletivo e mais sensivel ao meio ambiente. No entanto, contrario ao observado no
extrato aquoso, as especies Aristolochia triangularis e Passiflora actinia apresentaram
valores inferiores na reducdo de crescimento. Diferentes extratores tém capacidade
distintas na extracdo de compostos com potencial toxico a Phytophthora sp. Foi
observado que o extrato aquoso apresentou médias maiores quando comparado com
as médias do crescimento de Phytophthora no extrato hidroetandlico.

TABELA 5 - CRESCIMENTO IN VITRO DE Phytophthora plurivora EM MEIO BDA EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE EXTRATO HIDROETANOLICO DE LIANAS.

Tratamento Concentracéo (g L™) Média de Crescimento (cm)
Metalaxil-M 0,00 a*
Testemunha 1,40d
Aristolochia triangularis 5% 0,84 c
Aristolochia triangularis 10% 0,19b
Aristolochia triangularis 20% 0,00 a
Bignoniaceae 5% 0,58 ¢
Bignoniaceae 10% 0,00 a
Bignoniaceae 20% 0,00 a
Gouania cf. ulmifolia 5% 0,29 b
Gouania cf. ulmifolia 10% 0,02 a
Gouania cf. ulmifolia 20% 0,00 a
Passiflora actinia 5% 0,76 c
Passiflora actinia 10% 0,79 ¢c
Passiflora actinia 20% 0,85¢
Pereskia aculeata 5% 0,00 a
Pereskia aculeata 10% 0,30 b
Pereskia aculeata 20% 0,00 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade,
sendo cinco repeticdes por média.

A diferenca de crescimento entre a testemunha e o tratamento com extratos

pode ser observada na Figura 5.
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FIGURA 5 - CRESCIMENTO IN VITRO DOS PATOGENOS Phytophthora plurivora (A e B) E
Phytophthora sojae (C e D) EM MEIO BDA EM EXTRATO HIDROETANOLICO DE LIANAS NA
CONCENTRAGCAO DE 20%

As plantas avaliadas apresentaram resultados diferentes na reducdo de
crescimento do patdégeno conforme o extrator utilizado bem como a concentragdo do
extrato utilizado, podendo ser ocasionado pelo fato das plantas possuirem um ponto de
saturacdo para extragdo. Em determinado extrator e/ou concentracdo a planta pode
extrair mais ou menos compostos auxiliando na redugcdo ou ndo reducdo do
crescimento.

Amaral e Bara (2005) observaram em estudos realizados com extrato bruto de
acafrdo e coracdo de negro, que na concentracdo de 1% de acafrdo, a inibicdo do
crescimento de Fusarium oxysporum foi de 61,15% e de Rhyzoctonia solani foi de
61,1%, enquanto o extrato de coracdo de negro a inibicdo do crescimento foi de 6,75%
para F. oxysporum e para R. solani ndo houve inibicdo de crescimento e ainda para
Fusarium solani e Sclerotium rolfsii o crescimento foi estimulado, 0 que permite sugerir
que ha presenca de alguma substancia ativadora deste crescimento no extrato de
coracdo de negro. Este comportamento também foi observado neste trabalho utilizando
extratos de lianas em menores concentracdes ou quando foi utilizado o extrato bruto
aquoso de Dicela sp. na maior concentracao.
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A diferenca de compostos extraidos em diferentes extratores pode ser
observada em Santos (2005), onde se analisou a diferenca de extrato aquoso e extrato
hidroalcoodlico em espécies de guaco, obtendo os valor para os extratos aquosos de 35
e 33 ug mL* (4cido a-cumérico) e 45 e 21 pg mL™ (cumarina), e para os extratos
hidroalcodlicos 1,73 e 0,38 mg mL™ (acido a-cumarico) e 1,58 e 0,97 mg mL™
(cumarina), para M. glomerata e M. laevigata, respectivamente.

Rodrigues et al. (2007), provaram que extratos aquosos de Eucalyptus citridora
autoclavado e ndo autoclavado induziram a sintese de fitoalexinas 3-deoxiantocianidina
e gliceolinas. Quando utilizaram o extrato hidroetandlico de Eucalyptus camaldulensis,
Gambato et al. (2014), observaram teor consideravel de polifenois, apresentando
importante atividade antioxidante.

A diferenca dos valores obtidos pela mesma planta em extratores diferentes
pode ser explicada por Gambeta (2008), onde realizando testes com erva-mate (llex
paraguariensis) observou que no extrato hodroalcodlico de folha houve a presenca de
saponinas, porém no extrato por fluido supercritico ocorreu auséncia desta classe,
podendo ser atribuida a dificuldade da realizagcédo do teste, pois nao foram misciveis o
extrato (apolar) e a agua (polar), o que dificultou a realizacdo do mesmo.

Estudos realizados por Silva e Bastos (2007), verificaram que 6leos essenciais
de espécies de Piper (pimenta) possuem acéo inibitoria sobre o crescimento micelial de
Crinipellis perniciosa, Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici, além de reduzir a

germinacao de basididsporos de Crinipellis perniciosa.
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5 CONCLUSAO

Foi observado crescimento significativo do patégeno somente em caules
inoculados de Aristolochia triangularis.

O extrato aquoso bruto se apresentou menos eficiente na reducdo do
crescimento de Phytophthora spp. quando comparado ao extrato hidroetandlico.

Para a maioria dos extratos avaliados observou-se um efeito de reducédo do

crescimento dos patdgenos avaliados com o respectivo aumento da concentracao.
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