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RESUMO

PIVA, Claudia Aparecida Guginski. Extratos de canola e propolis no controle de oidio em
pepineiro. 92 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduacao em
Agronomia (Area de Concentracio: Produgio vegetal), Universidade Tecnolégica Federal do
Parana. Pato Branco, 2013.

O oidio, causado pelo fungo Podosphaera fuliginea, ¢ uma doenca de ocorréncia universal,
considerada uma das mais comuns entre as cucurbitidceas. Todas as espécies sdo suscetiveis,
contudo a severidade esta condicionada ao tipo de clima, espécies e cultivares. Na cultura do
pepino (Cucumins sativus L.) o oidio provoca danos principalmente em cultivos protegidos,
necessitando da utilizagdo de produtos tdxicos no seu controle. E crescente o interesse pelos
métodos alternativos de controle, englobando os bioldgicos, organicos ou naturais, por
apresentar alternativas de controle eficientes, tendo como caracteristicas o baixo potencial de
contaminagdo ao ambiente, a saide do aplicador e do consumidor. Experimentos foram
conduzidos em casa de vegetacao e repetidos em dois cultivos, com a utilizacao de extratos de
canola e propolis para controle de oidio em pepineiro. No primeiro experimento testou-se o
efeito potencial, de extratos de pd de canola (Brassica napus L.) em quatro formas de
extragdo: extrato alcodlico, infusdo, maceragdo e extrato aquoso e cinco concentracdes de
cada extrato: 0, 3, 6, 9, e 12%. A primeira aplicacao foi realizada 24 horas antes de submeter
as plantas ao indculo do patdogeno e as demais semanalmente, num periodo de 5 semanas.
Avaliou-se a incidéncia e severidade da doenga ¢ o efeito elicitor dos extratos na inducao de
resisténcia por meio da atividade da enzima fenilalanina amodnia-liase (FAL), fenois totais e
proteinas totais. No segundo experimento testou-se o efeito de extrato etanolico de propolis
aplicado em épocas e concentragdes distintas: 24 horas antes da inoculagdo do patdégeno, 24
horas apés a inoculagdo e no aparecimento dos primeiros sintomas da doenga com
concentragdes de 0% (agua destilada) 0,5; 1; 2; 4 e 8% do extrato. No primeiro experimento,
verificou-se maior atividade da FAL e maior acimulo de fenois totais, sendo estes parametros
relacionados a redu¢do da AACPD para a incidéncia e severidade do oidio.Destacou-se como
melhor controle o extrato maceragao na concentracao de 12%, com redugao de mais de 50%
de incidéncia e mais de 90% de severidade da doenca. No segundo experimento verificou-se
que o extrato aquoso de propolis aplicado 24 horas antes e 24 horas ap6ds a inoculagdo do
patdégeno conferiu melhor controle da AACPD da severidade e incidéncia, quando
comparadas a aplicagdo no aparecimento dos primeiros sintomas da doenca. Esse efeito foi
mais significativo quando utilizou-se a concentracdo de 8%. Os resultados obtidos em ambos
os experimentos demonstram que o extrato do p6 de canola, assim como, o extrato alcodlico
de propolis possuem potencial para controle de oidio em pepineiro.

Palavras-chave: Podosphaera fuliginea. Brassica napus L. indugdo de resisténcia,
1sotiocianatos.



ABSTRACT

PIVA, Claudia Guginski Aparecida. Canola and prépolis extracts for control of powdery
mildew in cucumber. 92 f. Dissertation (MSc in Agronomy) - Graduate Program in Agronomy
(Area of Concentration: Crop), Federal Technological University of Parand. Pato Branco,
2013.

Powdery mildew, caused by the fungus Podosphaera fuliginea, is a disease of universal
occurrence, considered one of the most common among cucurbits. All species are susceptible,
but the severity depends on the type of climate, species and cultivars. In the culture of
cucumber (Cucumis sativus L. Cucumins) powdery mildew causes damage mainly in
greenhouses, necessitating the use of toxic products in your control. The interest in alternative
methods of control is growing, including the biological, organic or natural alternatives to
present efficient control, with features like the low potential for contamination to the
environment, the health of the operator and the consumer. Experiments were conducted in a
greenhouse and repeated in two crops, using canola and propolis extracts to control powdery
mildew in cucumber. In the first experiment was tested the potential effect of powder canola
(Brassica napus L.) extracts in four forms of extraction: alcoholic, infusion, maceration and
aqueous extract and five concentrations of each extract: 0, 3, 6, 9 and 12%. The first
application was made 24 hours before the pathogen inoculation and other weekly for a period
of 5 weeks, measuring the incidence and severity of disease and the elicitor effect of extracts
in the induction of resistance by the enzyme phenylalanine ammonia lyase (FAL), total
phenolics and total proteins. In the second experiment was tested the effect of ethanol propolis
extract applied in different times and concentrations: 24 hours before the pathogen
inoculation, 24 hours after pathogen inoculation and the appearance of the firsts disease
symptoms with 0% (distilled water); 0,5; 1; 2; 4 and 8% of the extract. In the first experiment,
there was a higher activity of FAL and greater accumulation of phenolic compounds, which
are parameters related to the reduction of AUDPC for the incidence and severity of powdery
mildew, highlighting how the best to control the maceration extract at a concentration of 12%,
with reduced more than 50% incidence and more than 90% disease severity. In the second
experiment it was found that a propolis aqueous extract applied 24 hours before and 24 hours
after the inoculation of the pathogen gave better control of AUDPC the incidence and severity
when compared to aplication in the first disease symptoms. This effect was more significant
when it was used at a concentration of 8%. The results in both experiments showed that the
powder canola extract, as well as the alcoholic propolis extract, have potential for control of
powdery mildew on cucumber.

Keywords: Podosphaera fuliginea. Brassica napus L. induction of resistance, isothiocyanates.
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1. INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda mundial por alimentos isentos de agrotoxicos tem impulsionado
produtores a buscarem métodos alternativos de controle de doengas e que sejam ecologica-
mente corretos € economicamente viaveis. Dessa forma, o produtor tem, cada vez mais, prio-
rizado em seu sistema de producao, alternativas biorracionais de controle de doengas, com o
principal objetivo de reduzir o uso de defensifos agricolas.

Um dos principais entraves da produgdo agricola sdo as doengas de plantas, que po-
dem ocasionar perdas econdmicas significativas, com demanda extremamente grande por
fungicidas, que, além dos problemas quanto a presenca de residuos nos alimentos € meio am-
biente, também tornam o processo produtivo mais oneroso.

O uso de produtos naturais tem grande potencial de controle de doengas em plantas e
vao ao encontro de sistemas produtivos adequados as exigéncias do consumidor, reduzindo ou
até mesmo eliminando os efeitos negativos do uso de agrotoxicos. O controle com uso de ex-
tratos vegetais tem seu efeito comprovado sobre diversos fitopatdogenos e extratos a base de
canola e produtos como a propolis estao incluidos nesta linha de produtos de baixo ou nulo
impacto.

A vantagem da utilizag@o tanto da propolis quanto da canola para controle de doengas
¢ que ambos sdo de facil obtengdo, encontradas na maioria das propriedades da regiao Sul do
Brasil, o que torna sua aplicabilidade de baixo custo ao produtor.

Embora o controle de patogenos habitantes do solo ja tenha seu efeito positivo com-
provado com a utilizagdo de brassicas, incluindo a canola, sdo poucos os trabalhos realizados
com a utilizacdo de canola para controle de patégenos da parte aérea das plantas. Estes mes-
mos resultados sao observados com a utiliza¢do da propolis para controle de doencas fingi-
cas, haja vista, que a maioria dos trabalhos realizados com a utilizagcdo deste composto ¢ feita
com bactérias e, além disso, sdo poucos os trabalhos realizados in vivo.

Até o presente momento, ndo foi encontrado na literatura trabalhos realizado com a
utilizacao tanto de extratos de canola como de extrato de propolis para controle de oidio em
pepino. Esta cultura ¢ suscetivel a diversas doencas que causam a reducao da producao, do
valor economico do fruto e aumento do custo de producao, contudo, o oidio causado pelo
fungo Podosphaera fuliginea (Schltdl.) U. Braun & S. Takam (2000) ¢ uma das principais

doengas da cultura, podendo causar severos danos ao cultivo.
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Dessa forma, este estudo busca demonstrar as praticas eficientes no controle de oidio
em pepineiro, por meio da utilizacdo de extrato de canola e propolis, os quais sdo produtos
que podem ser encontrados dentro da propriedade familiar e/ou organica, minimizando os
efeitos ambientais, reduzindo custos e aumentando o valor agregado do produto cultivado sem

uso de produto quimico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A CULTURA DO PEPINO

A familia das cucurbitdceas engloba 2 sub-familias (Zanoinioideae e Cucurbitoideae)
e cerca de 118 géneros e 825 espécies, sendo que destas, apenas 26 cultivadas como olerico-
las. Sao cultivadas em praticamente todos os paises, principalmente pelo valor alimenticio de
seus frutos (ROBINSON & DECKER-WALTERS, 1999). O cultivo de cucurbitidceas tam-
bém tem grande importancia social, na geragao de empregos diretos e indiretos, desde o culti-
vo até a comercializagdo, devido a grande demanda por mao-de-obra (CARDOSO & SILVA,
2003).

O pepineiro (Cucumis sativus L.) é a segunda cucurbitdcea mais plantada no mundo,
ficando atras apenas da melancia. Seu cultivo data cerca de 3000 anos entre a India e o Nepal,
constituido em uma importante fonte de alimento. O fruto ¢ consumido principalmente em
saladas ou em conserva tipo pickles (ALMEIDA, 2006). O pepino ¢ também fonte de matéria-
prima para cosméticos ¢ medicamentos em razdo de suas propriedades nutracéuticas
(MICHEREFF FILHO et al., 2012).

A planta de pepino ¢ herbacea, provida de gavinhas, com internddios longos e finos e
crescimento indeterminado. E uma planta monéica predominante, com flores masculinas e
femininas de polinizagdo cruzada, embora, também existe muitas cultivares gindicas (com
tendéncia a partenocarpia) (FONTES & PUIATTI, 2005).

A cultura do pepino pode ser manejada de forma rasteira ou tutorada, em ambiente
aberto ou em cultivo protegido, abrangendo tanto o modelo de produgdo convencional como
organico (MICHEREFF FILHO et al., 2012). Entretanto, por ser uma planta de origem
subtropical e apresentar sensibilidade a baixas temperaturas, tem-se intensificado a utilizacao
de ambientes protegidos. Nesse sistema o pepineiro ¢ uma das hortalicas mais plantadas,
principalmente devido a possibilidade de plantio em épocas que normalmente seriam
improprias para cultivo e também em func¢do da maior prote¢do oferecida as plantas quanto as
adversidades climaticas. (HORA, 2006).

Essa cultura ¢ suscetivel a diversas doengas, como a mancha de leandria (Leandria
momordicae Rangel), mancha de alternaria (Alternaria cucumerina (Ellis & Everh.) J.A.
Elliott), mildio (Pseudoperonospora cubensis Berk. & Curt.), antracnose foliar
(Colletotrichum orbiculare (Berk. & Mont.)), mancha alvo (Corynespora cassiicola (Berk. &

Curt.) Wei), mancha angular bacteriana (Pseudomonas syringae pv. lachrymans Smith &
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Bryan), contudo, o oidio causado por Podosphaera fuliginea ¢ a mais comum, principalmente

em cultivo protegido.

2.2 OIDIO EM CUCURBITACEAS

O oidio ¢ uma das principais doencas foliares das cucurbiticeas, cultivadas ou silves-
tres, com ocorréncia em praticamente todos os locais de cultivo, sendo mais limitante em lo-
cais onde predominam condic¢des de alta temperatura e baixa umidade durante a época de cul-
tivo (regides semi-aridas) ou sob cultivo protegido (KUROZAWA & PAVAN, 1997).

Existem no minimo seis espécies causadoras de oidio em cucurbitdceas, incluindo
Erysiphe communis Link, Erysiphe polygoni St-Am., Erysiphe polyphaga Hammarlund, Le-
veillula taurica Arnaud, Erysiphe cichoracearum Mérat e Sphaerotheca fuliginea Pollaci sen-
do as duas ultimas as mais frequentes e de maior importancia econdmica (VAKALOUNAKIS
et al., 1994; STADNIK, KOBORI & BETTIOL, 2001).

Em regides de clima temperado e regides de clima seco, E. cichoracearum apresenta
maior importancia (AL-RADDAD, 1993; BRAUN, 1995; BARDIN et al., 1999). Sua gama
de hospedeiros ¢ bem superior a S. fuliginea que afeta normalmente apenas cucurbitaceas
(SITTERLY, 1978; BARDIN et al., 1997). No entanto, S. fuliginea, reclassificado como Po-
dosphaera fuliginea (Schltdl.) U. Braun & S. Takam (2000) ¢ encontrado principalmente em
climas tropicais e subtropicais, necessita de umidade superior que E. cichoracearum e & ob-
servado com maior frequéncia em cultivos protegidos (SITTERLY, 1978; VAKALOUNA-
KIS et al., 1994, BRAUN & TAKAMATSU, 2000).

Os agentes causais de oidios sdo fungos parasitas obrigatérios, ou seja, que dependem
do hospedeiro vivo para seu crescimento e reprodu¢do (BEDENDOQO, 1995). Dessa forma, o
fungo explora apenas o contetdo da célula sem que ocorra o extravasamento do contetido
celular, permitindo entdo que o tempo de exploracdo se estenda por um longo periodo
(STADNIK, 2000).

Quando em condi¢des de alta umidade e temperatura (18 e 22°C), o desenvolvimento,
esporulagdo, penetragdo e formacdao dos conidios, sao favorecidos. A disseminacdo dos
conidios ocorre a longas ou a curtas distancias por meio do vento e da agua, sendo que mesmo
com umidade relativa abaixo de 20%, a germinacdo e a infec¢do sdo possiveis, mediante

utilizacao da agua contida nos vacuolos celulares do fungo (STADNIK et al., 2001).
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Os primeiros sintomas da doenga ocorrem com o surgimento de manchas amareladas
nas folhas, evoluindo para marrom até secarem completamente (BETTIOL &
ASTIARRAGA, 1998). Quando as plantas sdo afetadas prematuramente pelo patogeno, as
folhas apresentam clorose ou queda prematura, as plantas perdem o vigor, ¢ os frutos
amadurecem antes do tempo e perdem o sabor (STADNIK et al., 2001).

O controle de oidio em cucurbitaceas baseia-se fundamentalmente na utilizacao
de produtos quimicos. Entretanto, com o aumento das exigéncias quanto aos procedimentos
fitossanitarios, tem-se intensificado pesquisas com utilizagdo de métodos de controle
alternativo. Como a utilizagdo de controle bioldégico com a utilizagdo dos fungos
Ampelomyces quisqualis, Verticillium lecanii (Zimmerman) Viegas e Trichoderma harzianum
Rifai (1969); leveduras Stephanoascus spp. e Tielletiopsis spp.; e bactérias Bacillus subtilis
(ehrenberg 1835) cohn 1872 e Pseudomonas fluorescens (Fligge 1886) Migula, 1895, que
tem demonstrado resultados positivos (STADNIK et al., 2001).

Outro método alternativo ao uso de fungicidas no controle de oidio ¢ a aplicagdo
semanal de leite de vaca cru na concentragdo de 5 a 10%. O leite de vaca cru pode atuar
através de varios mecanismos de acdo, como: a formac¢ao de um filme microbiano sobre a
superficie foliar; propriedades antimicrobianas; indugdo de resisténcia e controle direto do
fitopatogeno (BETTIOL et al., 1999).

A utilizagdo de extratos de plantas vem sendo muito estudada no controle de doengas
de plantas, devido a seus inimeros meios de agdo. O produto comercial Milsana® ¢ um
extrato de Reynoutria sachalinensis (F. Schmidt) Nakai e quando aplicado semanalmente na
dosagem de 2% controlou S. fuliginea em pepino, em propor¢des semelhantes ao do produto
quimico (DAAYF et al., 1995). A eficacia de extratos vegetais de R. sachalinensis, a partir de
folhas secas e do produto comercial, foi comprovada também no controle de oidio em pepino,
em casa de vegetacdo, mesmo sob alta pressao de indéculo do patdogeno. Os extratos de R.
Sachalinensis  reduziram a severidade de oidio em aproximadamente 90%
(KONSTANTINIDOU-DOLTSINIS & SCHMITT, 1998).

A eficéacia de oleo de canola e extratos de nim foram testados para o controle de oidio
em rosas (Sphaerotheca pannosa rosae var.) proporcionndo controle satisfatoério da doenca
(PASINI et al., 1997).

O efeito do 6leo, do extrato de sementes e do extrato de folhas de nim (Azadirachta
indica) foi testado no controle do oidio do feijoeiro em casa de vegetagdo e, constatou-se que
o extrato de folhas ndo foi eficiente no controle do oidio do feijoeiro, no entanto, o 6leo e o

extrato de sementes de nim controlou a doenca (CARNEIRO et al., 2007). Dentre outros, a
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utilizagdo de extratos de cavalinha (Equisetum spp.) (FRANCISCO & MIO, 1998), de mamao
(Carica papaya) (AMADIOHA, 1998), de curcuma (Curcuma longa L.), de casca de gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) (VECHET et al., 2009), e extratos de Euphorbia humifusa Willd,
Robinia pseudoacacia L., Photinia serrulata Lindl e Cucurbita moschata (Duch.) Poiret (LIU

et al., 2010) sdo algumas plantas que vem demonstrando potencial no controle do oidio.

2.3 UTILIZACAO DE Brassicas sp. NO CONTROLE DE DOENCAS DE
PLANTAS

Sdo varios os estudos realizados com as mais diversas brassicas, principalmente para o
controle de patdgenos habitantes do solo. Residuos de repolho associado a solarizagao do solo
controlou Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder & Hansen e, mesmo ap6s 15 dias de
tratamento, houve eliminagdo dos propagulos do fungo no solo (RAMIREZ-VILLAPUDUA
& MUNNECKE, 1986). Resultados semelhantes também foram observados na utilizagcdo da
solarizagdo em associagdo com residuos de cruciferas, com redu¢do de 75% a 96% no inoculo
de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich (LODHA et al., 1997).

A utilizagdo de folhas desidratadas de mostarda no controle de Meloidogyne javanica,
em tomate, apresentou reducdo de 99% no ntimero de galhas e ovos (LIMA, 2006). Assim
como varias espécies de brassicas com e sem associagdo a cobertura plastica e obtiveram até
93% na redu¢do do nimero de ovos de M. javanica em tomate (NEVES et al., 2007). Diferen-
tes doses de canola triturada incorporadas ao solo infestado com Pithium aphanidermathum,
aumentaras a emergéncia e reduziu do numero de plantas tombadas em pepino (MOCCEL-
LIN, 2011).

O efeito de brassicas no controle de Pithium spp. também foi comprovado com a utili-
zacdo de farinha de sementes de B. juncea. Além do controle do fitopatdgeno, os autores ob-
servaram que ocorreu controle da doengca mesmo apos o término de emissao dos isotiociana-
tos, através da supressdo de determinados agentes patogénicos e a proliferacao de Trichoder-
ma spp. (WEERAKOON et al., 2012).

Viarias espécies de Brassica, entre elas a canola, semente de colza, rabanete, nabo,
mostarda amarela e mostarda indiana, foram avaliadas para o controle de varios patdégenos de
solo, causadores de doencas na cultura batata, em casa de vegetacdao e em ensaios de campo

em fazendas comerciais de batata. Tanto nos ensaios in vitro como nos teste a campo obser-
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vou-se a inibicdo de varios fitopatogenos, incluindo Rhizoctonia solani J.G. Kiihn 1858,
Phytophthora erythroseptica Pethybr., (1913), Pythium ultimum Trow, (1901), Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, (1884) e Fusarium sambucinum (LARKIN & GRIFFIN, 2007).

A eficacia de varios compostos antifingicos, foram testados por Pasini et al., (1997)
para controle de oidio em rosas (Sphaerotheca pannosa var. rosae), os quais observaram que,
dentre outros, o 6leo de canola e extrato nim proporcionaram controle satisfatorio da doenca

A utilizagdo de bréssicas no controle alternativo de doencas de plantas tem chamado a
aten¢do de pesquisadores, principalmente devido a produ¢do de compostos oriundos do meta-
bolismo secundario destas plantas, como terpenos, compostos fenolicos € compostos nitroge-
nados, que sdo produzidos com a finalidade de protegé-las do ataque de insetos, patogenos,
entre outras funcdes na planta (TAIZ & ZIEGER, 2009).

Os principais compostos produzidos sdo conhecidos como glucosinolatos, responsa-
veis pelo odor caracteristico do género, paralelamente, outro composto produzido ¢ a enzima
mirosinase, que ¢ responsavel pela hidrolise dos glucosinolatos, resultando em compostos
volateis (MITHEN, 2001; MORRA & BOREK, 2010). Essa reagdo s6 ocorre quando ha rup-
tura do tecido, pois tais substancias sdo produzidas em locais diferentes da planta. Os compos-
tos volateis resultantes das reagdes possuem agao inseticida, nematicida, fungicida e herbicida
(SMOLINSKA & HORBOWICZ, 1999; BLOK et al., 2000; SCHOENMAKER & GHINI,
2001; NORSWORTHY & MEEHAN, 2005).

Dentre os produtos resultantes da hidrélise, os isotiocianatos sdo os que possuem mai-
or acdo de controle contra os fitopatégenos habitantes do solo (BROWN & MORRA, 1997).
Devido a sua volatilidade, rapida degradagdo e ligagdo ao grupo nucleofilico encontrado em
solos organicos, sua meia vida ¢ de cerca de dois dias no solo a temperatura de 20°C (BOREK
et al., 1995; MATTHIESSEN et al., 2004; MATTHIESSEN & KIRKEGAARD, 2006;
GIMSING et al., 2006). Portanto, ¢ interessante a utilizacdo de espécies de Brassicas que te-
nham alta capacidade de produgdo de glucosinolatos em seus tecidos, como € o caso da canola
(Brassica napus L.) (KIRKEGAARD & SARWAR, 1998; GIMSING & KIRKEGAARD,
2000).

Embora a utilizacdo de extratos vegetais apresente-se como uma realidade no controle
de fitopatdgenos, demonstrando controle eficiente para diversas doencas de plantas, seja pela
acdo fungitoxica direta ou pelo aumento no nivel de resisténcia as doengas da cultura tratada,
sdo escassos os trabalhos que testaram esse método de utilizacdo de brassicas no controle de

doengas em parte aérea de plantas, especialmente com canola.
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Estudos de diferentes extratos aquoso, entre eles, extrato de canola, demonstraram ini-
bicao da esporulagdo de Monilinia fructicola (G. Winter) Honey, (1928) em podriddes de fru-
tos de pos-colheita em péssego, (BALZAN et al., 2011; FLORES et al., 2012) e no controle
de Botrytis cenerea (De Bary) Whetzel, 1945, em morango (CUZZI et al., 2012). Além disso,
diferentes concentragdes de extrato aquoso do po6 de canola foram testadas na inducao de fito-
alexinas em cotilédones de soja e, observou-se produgdo de metabdlitos secundarios com o
aumento das doses testadas. Os resultados obtidos apontam que extratos de canola podem ser
responsaveis pela ativagdo do metabolismo secundario das plantas, promovendo a indugdo de

resisténcia contra fitopatogenos (GUGINSKI et al., 2011).

2.4 INDUCAO DE RESISTENCIA A DOENCAS FITOPATOGENICAS

As plantas estdo continuamente expostas ao ataque de patdgenos, no entanto,
desenvolveram, ao longo do processo de evolu¢do, mecanismos de defesa, que quando
acionados respondem a agressao de forma efetiva afetiva (PIETERSE et al., 2005). Em geral,
as plantas s3o capazes de se defender do ataque de fungos, bactérias e virus, dada a
multiplicidade e eficiéncia desses mecanismos, de maneira que, na natureza, a resisténcia seja
uma regra, ¢ a susceptibilidade uma excecao (AGRIOS, 1997).

Os mecanismos de defesa em vegetais podem ser classificados em bioticos e abioticos,
de acordo com seu modo de acdo e, sdo capazes de desencadear uma resposta na planta,
atuando como indutores de resisténcia, ou seja, elicitores. (MAZARO et al.,, 2007
ROMEIRO, 2007). Alguns estudos com elicitores bidticos e abiodticos foram realizados por
(DANNER et al., 2008; MAZARO et al., 2008; SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2007).

A protecdo natural das plantas estd baseada em uma série de barreiras pré-formadas,
aquelas que estdo presentes na planta sem necessidade de contato com agente indutor, e pos-
formadas, aquelas produzidos em resposta a um agente indutor (TAIZ & ZEIGER, 2009).
Esses dois grupos podem ainda ser subdivididos em estruturais, que atuam como barreiras
fisicas, ou bioquimicos que sao substancias ou condi¢des adversas criadas pela planta contra o
agente indutor (ROMEIRO, 2007; SILVA et al., 2008).

A inducdo de resisténcia pode ser expressa localmente, isto €, no mesma tecido ou
orgao que receberam o tratamento de indugdo, ou sistemicamente, ou seja, numa parte da

planta espacialmente separados do tratamento indutor. Além disso, existem dois tipos de
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inducdo de resisténcia: A resisténcia sistémica adquirida (RSA), resisténcia sist€émica induzida
(RSI) (WALTERS, 2009).

A resisténcia sistémica adquirida e resisténcia sistémica induzida sdo fenomenos
distintos (STICHER et al., 1997), mas fenotipicamente semelhantes, no sentido em que, apos
a exposicdo a um agente indutor, as plantas t€ém seus mecanismos de defesa ativados ndo
apenas no sitio de indugdo, mas também em outros locais distantes dele. O termo “adquirido”
refere-se quando o elicitor ¢ um agente patogé€nico ou parasita, ja& o termo “induzido” ¢
empregado quando esse agente ¢ benéfico, simbionte ou abiotico (BARROS et al., 2010).

Embora haja pequenas discordancias, pesquisadores tém assumido que a RSA abrange
o acumulo de Proteinas Relacionadas a Patogénese (PRPs), como mecanismos induzidos de
defesa da planta, sua indugdo ¢ salicilato-dependente, pode resultar em alteragdes visuais,
como necroses, por exemplo, e geralmente ¢ induzida por patégenos ou ativadores quimicos.
Por outro lado, na RSI, ndo hd acimulo de PRPs, sua indugdo estd mais associada a
jasmonatos e etileno e a planta que sofreu inducao ndo exibe alteracdes, o agente indutor ¢
usualmente um microrganismo nao-patogénico (METRAUX, 2001; MAZARO et al., 2007,
ROMEIRO, 2007).

As plantas podem produzir compostos de defesa altamente especificos, em resposta ao
ataque de patdgenos, o que resulta na ativagdo de diferentes conjuntos de genes relacionados
com os mecanismos de defesa (KOORNNEEF & PIETERSE, 2008; BARI & JONES, 2009).
Assim, de acordo com o patossistema em estudo, a sinalizagdo ¢ varidvel em quantidade,
tempo e composicao das respostas. O contato entre a planta e o patégeno desempenha um
papel essencial na ativacdo de rotas de defesa, consolidando a natureza especifica das
respostas acionadas (ROJO et al., 2003; DE VOS et al, 2005; MUR et al., 2006). A
identificacdo da ativacdo destas rotas ¢ importante para o desenvolvimento de estratégias para
defesa vegetal. Nesse sentido a quantificacdo de diversas moléculas como os compostos
fenolicos, a fenilalanina amonia-liase (FAL) e as proteinas ¢ fundamental.

Os compostos fendlicos vegetais possuem aproximadamente 10.000 compostos,
caracterizando um grupo quimicamente heterogéneo, atuando em diferentes fungdes, como na
defesa contra herbivoros e patdgenos, no suporte mecanico, como atrativos de polinizadores e
dispersores de frutos, na prote¢do contra a radiacao ultravioleta ou reduzindo o crescimento
de plantas competidoras. A lignina e os flavondides destacam-se entre os compostos fendlicos
com acao antimicrobiana. Dentre os flavondides, os isoflavonodides tém se tornado conhecidos

pela sua agdo como fitoalexinas. Os compostos fendlicos mais abundantes sdo derivados da
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fenilalanina, por meio de elimina¢do de amonio para formar acido transcindmico. Essa reacao
¢ catalizada pela fenilalanina amonia-liase (FAL) (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Na rota do acido chiquimico sdo produzidos os aminoacidos aromaticos triptofano,
fenilalanina e tirosina (VERMERRIS & NICHOLSON, 2006). A fenilalanina amonia-liase
(FAL) esta situada em um ponto de ramifica¢dao entre o metabolismo primario e secundario e
a reacao que ela catalisa ¢ uma etapa reguladora importante na formagao de muitos compostos
fenolicos (TAIZ & ZEIGER, 2009). A FAL esta localizada nos cloroplastos das células
vegetais, principalmente nas membranas dos tilacdides e atua sobre a fenilalanina removendo
o grupamento amonia, convertendo-a para acido cindmico e a partir deste sdo formados
diversos compostos fenolicos envolvidos em mecanismos de defesa, tais como lignina,
flavonoides (antocianinas), fitoalexinas e o acido salicilico (CAVALCANTI et al., 2005;
EMILIANI et al., 2009; VERMERRIS & NICHOLSON, 2006). A atividade dessa enzima
pode ser regulada por diversos fatores e ¢ aumentada por fatores ambientais como niveis de
nutrientes, luz e infec¢des por fungos (VAN LOON et al., 2006).

As PRPs foram primeiramente definidas como proteinas acidas, de baixo peso
molecular, resistentes a proteases, soliveis em acidos e localizadas nos espacos extra-
celulares, as quais atuam diretamente em contato com o patégeno no processo de penetracao
do tecido. Posteriormente, as PRs também foram identificadas nos vactolos, essas proteinas
geralmente exercem um efeito de defesa apos a descompartimentalizagdo das células
(STICHER et al., 1997). As proteinas PRs, embora possuam algumas caracteristicas comuns,
sdo classificadas em cinco grupos.

As do primeiro grupo (PR-1), embora sem atividade bioldgica conhecida, induzem
resisténcia a fungo, mas ndo a virus. Por outro lado, as proteinas PR-2 e PR-3 tém acdo
enzimatica: as PR-2 como glucanases (decompdem glucanas) e as PR-3 como quitinases
(decompdem a quitina). Essas proteinas estdo entre as mais estudas, principalmente por
conferirem protecdo as plantas contra a infec¢do por fungos, haja vista que as glucanas e
quitina sdo os principais componentes de paredes desses fitopatdgenos (BARROS et al.,
2010). Além disso, possuem atividade hidrolitica, quebrando polimeros estruturais presentes
nas paredes dos patogenos, com atividade aumentada quando as plantas sdo tratadas com
indutores de resisténcia (LABANCA, 2002).

As proteinas do grupo quatro (PR-4), ainda ndo tem sua atividade bioldgica conhecida,
entretanto, as proteinas do grupo cinco (PR-5) tém grande semelhanca com outra proteina,
que inibe a a¢do de enzimas como alfa-amilase e tripsina, sugerindo que as PR-5 podem inibir

enzimas digestivas que decompdem proteinas (BARROS et al., 2010)
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2.5 UTILIZACAO DE PROPOLIS NO CONTROLE DE DOENCAS DE
PLANTAS

De origem grega, a palavra propolis resulta da combinagdo entre as expressoes pro
(defesa) e polis (cidade) (SIMOES et al., 2008). A propolis ja era utilizada desde a antiguida-
de pelos persas, gregos, romanos e incas. Devido a suas propriedades cicatrizantes foi utiliza-
da ha mais de 90 anos na Africa do Sul, como pomada aplicada em ferimentos da guerra. Na
segunda guerra mundial, foi experimentada com a mesma finalidade, por clinicas soviéticas
(MARCUCKCI, 1995).

Igualmente ao mel, a propolis ¢ conhecida desde a antiguidade, utilizada principal-
mente com fins medicamentosos, entretanto, a investigacao de suas acdes, efeitos e possiveis
aplicagdes na biologia e na medicina, principalmente como suplemento dietético e na indus-
tria farmacéutica ¢é recente. (FARRE et al., 2004).

A propolis € produzida pelas abelhas para proteger as colmeias contra insetos e
microrganismos. Também esta presente nas paredes internas da colmeia para vedar buracos ¢
rachaduras, reparar os favos de mel, promover a assepsia de locais para a postura da abelha
rainha e mumificar de insetos invasores (BANKOVA, 2000, GOMEZ-CARAVACA et al.,
2006; QUIROGA et al.,2006). Apresenta coloragdo que varia do amarelo a marrom escura,
coletada pelas abelhas dos botdes e cortex vegetais, transportada para a colmeia e adicionada
a ela substancias resinosas e balsamicas (50%), ceras (30%), dleos volateis (10%), pdlen
(5%), e 5% de uma variedade de substancias adicionais, tais como restos organicos
(GRANGE & DAVEY, 1990; UZEL et al, 2005.; PIETA et al, 2002;. GOMEZ-CARAVACA
et al, 2006) e secrecdes da glandula salivar, tornando-se substancias ativas (PARK et al.,
1997).

A propolis provenientes de todas as regides do mundo, apresenta diferenca na sua
composi¢ao devido as espécies de plantas das quais as abelhas recolhem a propolis, que
variam muito de regido para regido, resultando em uma grande variedade de constituintes.
Santos et al. (2007), afirma que ha mais de 300 substancias existentes na propolis, como
acidos carbonicos, acidos graxos poliinsaturados e o acido linoléico.

Alguns autores avaliaram quantitativamente amostras de propolis, oriundas de
diferentes paises, demonstrando claramente as diferencas na composi¢do dessas amostras.

Amostras de propolis obtidas de 14 paises ao redor do mundo, foram avaliadas para
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determinagdo das concentracdes de compostos fenolicos totais e flavonodides totais. Todas as
amostras apresentaram maiores concentracdes de fendlicos totais do que flavondides totais.
Além disso, os principais componentes das amostras foram: acido cafeico, o acido cumarico,
acido cindmico derivados, pinobanksin, quercetina, apigenina, kaempferol, pinobanskin,
crisina, pinocembrin, galangina, 4cidos cafeato, tectochrysin e artepillin (KUMAZAWA et al.,
2004)

Um amplo estudo em todos os componentes extraidos de resina de propolis da
Anatolia (extremo oeste da Asia) detectou varios alcoois aromaticos, acidos aromaticos,
benzaldeido, aldeidos aromaticos, adcido cinamico, acidos graxos, hidrocarbonetos, flavanonas
e flavononas (UZEL et al., 2005). Da mesma forma, Silici & Kutluca (2005) identificaram
flavonoides, acidos alifaticos, ésteres de acidos aromaticos, alcoois, terpenos, € quinonas.
Além disso, a comunidade de abelhas também ¢ um determinante da composi¢ao da prépolis.
Amostras coletadas, de uma mesma regido, de Apis mellifera caucasica, A. mellifera carnica
e A. mellifera anatilica. Todas as amostras de propolis continham alguns dos compostos
mencionados anteriormente, no entanto, cada familia diferiu em pelo menos um composto
especifico (SILICI & KUTLUCA, 2005).

O Brasil apresenta algumas vantagens na utilizagao da prépolis produzida em territorio
nacional para controle de fitopatogenos. Na propolis brasileira ha predominancia dos acidos
fenolicos que, de acordo com (BURDOCK, 1998), especialmente os flavonoides e acidos
fenolicos, junto com os acidos carboxilicos modificados sdo componentes estratégicos, pois
sdo responsaveis pela bioatividade contra varios microrganismos patogénicos. Além disso, o
Brasil ainda apresenta outra vantagem, pois a producdo ocorre durante todo o ano, permitindo
uma varia¢ao sazonal na composicdo. Deste modo, pode-se esperar que algumas atividades
bioldgicas, relacionadas a esses compostos, como a acdo antibacteriana e antifungica sejam
similares em diferentes estacdes do ano (BANKOVA et al., 1998).

Grande parte dos ensaios antimicrobianos de propolis foram contra bactérias
patogénicas e leveduras, principalmente na é4rea da satde. No entanto, alguns estudos
demonstram o potencial da propolis no controle de bactérias fitopatogénicas. Em meio de
cultura contendo 10% de extrato de propolis foi observado a completa inibicdo no
desenvolvimento de Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis e Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli. A espécie Erwinia chrysantemi, apesar de apresentar menor
sensibilidade, também foi inibida pelo extrato de propolis (PRADO FILHO et al., 1962;
MERESTA & MERESTA, 1985; VALDES et al., 1989; GRANGE & DAVEY, 1990). Basim

et al. (2006), determinaram a atividade antibacteriana da propolis turco contra 13 bactérias
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fitopatogénicas: A. tumefaciens, A. vitis, C. michiganensis, E. amylovora, E. carotovora,
Pseudomonas corrugata, P. savastanoi, P. syringae (4 cepas), Ralstonia solanaceraum, X.
campestris € X. axonopodis. Todas as bactérias testadas apresentaram sensibilidade ao extrato
de propolis, no entanto, P. syringae pv. phaseolicola destacou-se como a mais sensivel.

A atividade antibacteriana pode estar associada ao alto contetido de substancias do tipo
flavonoides presentes na propolis (GRANGE & DAVEY, 1990). Outros componentes como o
acido caféico, acido benzoico, acido cinamico, provavelmente agem na membrana ou parede
celular do microrganismo, causando danos funcionais e estruturais (LUSTOSA et al., 2008).

Assim como o controle de fitobactérias, a maioria dos trabalhos com utilizagdo de
propolis para o controle de fungos ¢ realizada in vitro. Varias amostras de propolis, oriundas
de diversos paises, foram utilizadas para determinar a ativiade antimicrobiana contra Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus brevis, Micrococcus luteus, Escherichia coli e
Phytophytora syringae e dos fungos Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, e
Trichoderma viride, obersando que algumas bactérias e fungos foram quase completamente
afetados pela propolis (GAREDEW et al., 2004).

A atividade antifungica de propolis egipcia foi determinada contra nove géneros de
fungos causadores de doengas em pos-colheita e fungos produtores de aflatoxinas em frutas e
vegetais. Estes géneros sdo Cladosporium, Mucor, Scopulariopsis, Penicillium, Rhizopus,
Fusarium, Aspergillus, Alternaria e Rhodotyrlla. Os resultados revelaram que a propolis
egipcio induziu a inibicdo do crescimento de fungos, que variou de acordo com cada fungo
(HEGAZI & EL-HADY, 2002).

Sdo poucos os trabalhos realizados em plantas, com a utilizagdo de propolis para o
controle de fitopatégenos. Na regido Norte do estado do Parana em cafeeiros com oito anos de
idade, avaliou-se a influéncia de produtos alternativos, dentre eles extrato de propolis, sobre a
Cercosporiose e ferrugem do cafeeiro, com resultados que demonstram que, assim como o
controle quimico, os produtos alternativos mantiveram a 4rea abaixo da curva da progressao
da incidéncia, da Cercospora coffeicola e da Hemileia vastatrix, inferior ao obtido em
cafeeiros sem controle da doenga (ANDROCIOLI et al., 2012).

Moraes et al. (2011) avaliaram o efeito da aplicacdo de fungicidas (protetor e
sist€émico) e produtos alternativos, dentre eles o extrato alcoolico de propolis, na redugdo da
severidade de oidio em folhas de tomate em condi¢des controladas. O efeito da aplicagao de
tebuconazole, silicato de potassio, calda Vigosa e extrato alcoolico de propolis apresentaram
maior eficiéncia quando comparado com os demais tratamentos, com a mesma eficiéncia do

fungicida sistémico. Giovanelli (2008) avaliou in vitro o uso de um extrato etanolico de
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propolis (EEP), em abacate, para o controle de Colletotrichum gloeosporioides, Pestalotiopsis
guipinii, um complexo de Colletotrichum gloeosporioides e Pseudocercospora sp.,
Verticillium sp., Fusarium sp. € Monilia sp., isolado a partir de frutos de abacate. Através de
microscopia eletrénica obervou que Pestalotiopsis guipinii, Colletotrichum sp. e
Colletotrichum gloeosporioides/Pseudocercospora sp. incubadas em meio de -cultura
contendo EEP indicou claramente sinais de danos na parede celular, com poros grandes no
interior da hifa. Além disso, a germinacdo de conidios de Colletortichum sp. e P. guipinii foi
inibida por 98,95% e 40,41%, respectivamente, por EEP. Esse mesmo autor testou EEP em
plantas de abacate inoculadas previamente com Colletotrichum sp., P. guipinii ¢ C.
gloeosporioides/Pseudocercospora sp., incubadas em estufa, e constatou controle dos

patdgenos, principalmente de C. gloeosporioides/Pseudocercospora sp.
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3. CAPITULO I - EXTRATOS DE CANOLA NO CONTROLE DE OiDIO EM
PEPINEIRO

3.1 RESUMO

A doenca oidio (Podosphaera fuliginea) em pepineiro (Cucumis sativus L.) ¢ uma das
principais doengas de cultivo protegido e uma das alternativas para controle ¢ o uso de extra-
tos vegetais. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito potencial e indutor de
resisténcia de extratos de pd de canola (Brassica napus L.) no controle do oidio em pepineiro
cultivado em ambiente protegido. O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, em
dois cultivos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti-
¢oes, em fatorial 4 x 5, com quatro extratos de pd de canola (maceragdo, infusdo, alcoolico e
aquoso) em cinco concentragdes (0; 3; 6; 9 e 12%), aplicados primeiramente 24 horas antes
de submeter as plantas a presenca indculo do patdégeno e subsequentemente a cada 7 dias, por
cinco semanas. As analises bioquimicas de proteinas totais, fenilalanina amonia-liase e com-
postos fendlicos foram realizadas em amostras de plantas coletadas anterior a primeira aplica-
¢do e 24, 72 e 144 horas apos a primeira aplicagdo dos extratos. As avaliagdes de incidéncia e
severidade da doenga foram realizadas semanalmente, antecedendo cada aplicacdo. Houve
interagdo entre os extratos e as concentragdes tanto para incidéncia e severidade da doenca.
Os extratos de pd de canola maceragdo e aquoso controlaram a severidade da doenca com o
aumento das concentracdes dos extratos. Os extratos obtidos por maceracao e aquoso apresen-
taram aumento da enzima FAL e de fenois ao longo do tempo avaliado.

3.2 ABSTRACT

The disease powdery mildew (Podosphaera fuliginea) in cucumber (Cucumis sativus
L.) is one of the main disease of greenhouse and an alternative to control it is the use of vege-
tables extracts. Therefore, the objective of this study was to evaluate the potential effect and
induction of resistance by the powder canola (Brassica napus L.) extracts to control powdery
mildew on cucumber plants in a greenhouse. The experiment was conducted in a greenhouse,
in two crops. The experimental delineation was completely randomized, with four repetitions
in 4 x 5 factorial, with four powder canola extracts (maceration, infusion, alcoholic and aque-
ous) in five concentrations (0, 3, 6, 9 and 12%) applied 24 hours before pathogen inoculation
and every 7 days thereafter for five weeks. Biochemical analysis of total protein, phenylala-
nine ammonia lyase and phenolic compounds were made in plant samples collected before the
first application and 24, 72 and 144 hours after application of the extracts. Evaluations of in-
cidence and disease severity were madeweekly, prior to each application. There was interac-
tion between extracts and concentrations for both incidence and severity of disease. The ex-
tracts powder canola maceration and aqueous controlled the disease severity with the increas-
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ing of the concentrations of the extracts. The extracts obtained by maceration and aqueous
showed increased enzyme FAL and phenols over long thet were valued.

3.3 INTRODUCAO

O pepineiro (Cucumis sativus L.) € a segunda cucurbitacea mais plantada no mundo,
superada apenas pela melancia. E uma planta sujeita a muitas doengas que podem tomar caré-
ter epidémico. Dentre as principais doengas estd o oidio causado pelo fungo Podosphaera
fuliginea (Schltdl.) U. Braun & S. Takam, encontrado principalmente em climas tropicais e
subtropicais, sendo observado com maior frequéncia em cultivos protegidos (BRAUN &
TAKAMATSU, 2000; STADINIK et al., 2001; KUROSAWA et al., 2005).

Os sinais do patdgeno podem ser observados em quase toda a planta, como em folhas,
talos, peciolos e mesmo em gavinhas (MESSIAEN et al., 1995), sendo que folhas e caules sao
mais afetados. Os primeiros sintomas da doenca ocorrem com o surgimento de colonias bran-
cas pulverulentas, formadas por micélios, conidioforos e conidios, que podem coalescer o
tecido causando o aparecimento de coloragao acinzentada (SITTERLY, 1978).

O uso de produtos quimicos tem sido a base do controle desta doenca, todavia, o uso
abusivo desses produtos, tanto em relagdo ao emprego de altas doses como o numero excessi-
vo de aplicagdes, tem aumentado a pressdao de selecdo e, consequente, surgimento de indivi-
duos resistentes, além da contaminagao do agroecossistema (FERNANDES, 2000).

Nesse sentido, visando a busca por tecnologias de controle de doengas de plantas, con-
sideradas ecologicamente e ambientalmente mais seguras, principalmente no contexto da
agricultura organica, pesquisas tém sido impulsionadas com a utiliza¢ao de alternativas efici-
entes que tenham como caracteristicas, o baixo potencial de contaminagdo ao ambiente, e que
nao ofereca danos a satide do aplicador e do consumidor.

Alguns métodos de controle alternativo como o controle biologico, indutores de resis-
téncia, residuos organicos, fosfitos, leite de vaca e extratos de plantas, entre outros produtos,
tém obtido resultados satisfatorios no controle de oidios (DAAYF, SCHMITT & BELAN-
GER, 1995; BETTIOL, ASTIARRAGA & LUIZ, 1999; JAYME et al., 1999). A utilizacdo de
extratos de plantas para o controle, da referida doenga, vem sendo muito estudada, devido a
eficiéncia e auséncia de impactos negativos ao ambiente.. Algumas plantas tem se destacado

no controle de oidio como a Reynoutria sachalinensis (F. Schmidt) Nakai, (KONSTANTI-
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NIDOU-DOLTSINIS, & SCHMITT, 1998); nim (Azadirachta indica), (CARNEIRO et al.,
2007); cavalinha (Equisetum spp.) (FRANCISCO & MIO, 1998); mamao (Carica papaya)
(Amadioha, 1998), carcuma (Curcuma longa L.), casca de gengibre (Zingiber officinale Ros-
coe) (VECHET et al., 2009). Contudo, nem sempre essas espécies sao facies de serem econ-
tradas e com baixo custo de aquisi¢ao, devendo-se optar por espécies mais acessiveis.

Umas das culturas que tem sido estudada nos ultimos anos para o controle de diversos
patogenos sdo as Brassicas, principalmente, por elas produzirem compostos oriundos do me-
tabolismo secundario como terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados, que sao
produzidos com a finalidade de protegé-las do ataque de insetos, patdogenos, entre outras fun-
¢oes na planta (TAIZ & ZIEGER, 2009). No entanto, as Brassicas em geral t€ém sido utiliza-
das com sucesso para reduzir as populacdes de patdgenos habitantes do solo (BROWN &
MORRA, 1997; KIRKEGAARD et al., 1998; SMOLINSKA & HORBOWICZ, 1999; MOC-
CELLIN, 2011; WEERAKOON et al., 2012; MAZZOLA et al., 2012), (MOJTAHEDI et al.,
1993; BUSKOV et al., 2002; LIMA, 2006). Entretanto, o Gnico trabalho encontrado na litera-
tura visando o controle de doenca na parte aérea de planta foi realizado por Passini et al.
(1997) cujos autores testaram o 6leo de canola no controle de oidio em rosas (Sphaerotheca
pannosa var. rosae), o qual proporcionou controle satisfatorio desta doenca.

Mais recentemente, foram realizados trabalhos utilizando extratos de canola visando o
controle de podriddes de frutos em pos-colheita, causada por Monilinia fructicola (Winter)
Honey (BALZAN et al., 2011; FLORES et al., 2012), e também no controle de Botrytis
cenerea em morango (CUZZI et al., 2012). O extrato aquoso de canola também foi testado na
produgdo de metabolitos secundarios, em cotilédones de soja (GUGINSKI et al., 2011), que
apontaram que extratos desta Brassica podem ser responséaveis pela ativagdo do metabolismo
secundario das plantas, promovendo a indugdo de resisténcia contra diversos fitopatdogenos.

Além do efeito promissor no controle de doencas, a utilizacdo da canola apresenta-se
como método de controle mais barato se comparado aos fungicidas, de baixo risco de intoxi-
cacdo humana e de polui¢do ao meio ambiente, facilmente disponivel ao agricultor, podendo
em muitos casos, ser obtida na propria propriedade agricola e armazenada na forma de po, de
maneira mais pratica e eficiente.

Com isso, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes extratos de canola (Brassica na-

pus L.) no controle de oidio em pepineiro e seu efeito elicitor na indugdo de resisténcia.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Local e Obtencao dos Extratos de Canola

O cultivo da canola foi realizado com sementes hibridas da cultivar Ayola 4333, sen-
do a semeadura realizada na area experimental da Universidade Tecnoldgica Federal do Para-
na — Campus Pato Branco. As plantas foram coletadas em pleno florescimento e realizada a
secagem em estufa a 40 °C, por 72 horas. Toda a parte aérea das plantas foram trituradas, em
moinho de facas tipo Willy (SOLAB) peneira 0,25 mm, e armazenado em potes de vidro
transparente, na forma de pd, em geladeira a 4 °C até sua utilizagao.

Os quatro extratos a base de p6 de canola foram obtidos por extragdo alcodlica, infu-
sdo, maceracdo (triturado em liquidificador e com tempo de armazenamento de 8 horas) e
maceragdo sem tempo de reserva denominada para efeito de discussdo como extrato aquoso
(triturado em liquidificador e utilizado em seguida). Para todos os extratos obteve-se a con-

centragdo de 12 % e, a partir dela, foram preparadas as demais (3, 6 ¢ 9 %).

3.4.1.1 Extrato Alcodlico

Para a obtegdo deste extrato 60 gramas de p6 de canola foram imersos em 440 mL de
alcool de cereais por 48 horas na auséncia de luz, a temperatura ambiente. Apos este periodo
fez-se a filtragem em papel filtro, medindo-se o volume total da solugcdo obtido apods a
filtragem. Na sequéncia foi removido o etanol presente na solu¢do por meio do evaporador
rotativo durante 1 hora e 30 minutos a temperatura de 60 °C. Posteriormente o residuo da
evaporagao foi dissolvido em dgua destilada até completar o volume inicial da solugdo obtida

apos a filtragem.

3.4.1.2 Extrato Obtido sob Infusao
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Utilizou-se 440 mL de agua destilada a qual foi previamente aquecida até a
temperatura de 100 °C, adicionando-a sobre 60 gramas de pd de canola e deixando-se em
repouso por 20 minutos em recipiente fechado. Na sequéncia, foi feita a filtragem em papel

filtro.

3.4.1.3 Extrato obtido por Maceracao

Para a maceracao 60 gramas de p6 de canola foran misturadas a 440 mL de agua fria
destilada foram submetidas a agitacdo em liquidificador por 3 minutos. Apds a agitacdo
deixou-se em repouso por um periodo de 8 horas, realizou-se entdo a filtragem em papel filtro

separando-se a parte solida da solucao.

3.4.1.4 Extrato Aquoso

Para o extrato aquoso seguiu-se a mesma metodologia descrita no item 3.4.4, no

entanto, nao houve o periodo de reserva.

3.4.2 Efeito dos extratos do p6 de canola em oidio

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo, por dois cultivos, em tempos dis-
tintos, seguindo-se a mesma metodologia. As sementes de pepino cultivar Caipira foram se-
meadas em células de bandeja de isopor, contendo substrato comercial Plantmax® e mantidas

em casa de vegetacdo, livre do indculo do patégeno causador da doenca. Uma semana apods a
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germinagdo oito plantulas foram transferidas para vasos com 7,0 L de capacidade, com solo
de mata corrigido para a cultura do pepineiro e, com 7 dias apds o transplantio iniciaram-se 0s
tratamentos.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em fatorial 4 x 5
(forma de extragdo x concentragdo do extrato), com 4 repeticdes por tratamento. Os quatro
niveis do fator forma de extracao foram constituidos pelo extrato alcoolico, infusdo, macera-
¢do e extrato aquoso e, as cinco concentragdes de cada extrato testadas foram de 0, 3, 6, 9, ¢
12%. Cada extrato com suas respectivas concentragdes foram aplicados primeiramente 24
horas antes de submeter o pepineiro ao inéculo do patdégeno, posteriormente fez-se nova pul-
verizacao a cada 7 dias, por cinco semanas consecutivas. Com base nesse delineamento foram
realizadas as avaliagdes de incidéncia e severidade do oidio. Para as avali¢des bioquimicas
acrescentou-se o fator tempo de coleta das amostras dos tecidos vegetais, realizadas nos tem-
pos anterior a primeira aplicagdo dos extratos (tempo 0), 24 (tempo 1), 72 (tempo 2) e 144
horas depois da primeira aplicacao (tempo 3). Estas coletas foram realizadas durante a primei-
ra semana de conducao do experimento.

A aplicagdo dos extratos de acordo com suas concentragdes foi realizada manualmente
por meio de borrifador com bico conico, at¢ 0 molhamento total das folhas. Na concentragao
de 0% de extrato, foram realizadas pulverizagdes com agua destilada. As solucdes foram pre-
paradas no momento de cada aplicagdo, sempre no periodo da manha.

Apos 24 horas da aplicacdo dos extratos, foram distribuidos dez vasos com quatro
plantas de pepino, com alta severidade da doenga, entre as unidades experimentais e alterna-
dos de posicao em intervalos de trés dias.

A irrigagdo das plantas durante o ciclo da cultura foi realiza por meio de gotejamento,

até atingir a capacidade de campo.

3.4.3 Avaliagoes da intensidade da doenca

Para determinar a intensidade da doenca foram realizadas avaliagdes semanais de inci-
déncia e severidade de oidio, durante cinco semanas consecutivas. A primeira avaliacdo foi
realizada assim que surgiram os primeiros sintomas da doenga e as posteriores antecedendo-se

a cada aplicagdo dos extratos. Para avaliar a incidéncia foram utilizadas todas as folhas de
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cada planta. Para quantificagcdo da severidade da doencga foi utilizada escala diagramatica de
oidio para cucurbitdceas descrita por Azevedo & Leite (1996), considerando as folhas dos
tercos inferiores e médios das plantas.

Apds a obtencdo dos resultados de incidéncia e severidade, foi calculada a area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD) por meio da formula descrita por Shaner & Finney

(1977):

n—1

Yi+ ¥isa
DI s - 1)

em que, n ¢ o nimero de avaliagdes, y; ¢ a severidade da doenga na i-¢sima avaliacao,

t;¢ o tempo na i-ésima avaliagdo.

3.4.4 Avaliagdes bioquimicas

Em cada vaso foi coletada uma planta, cortada rente ao solo, sendo esta, rapidamente
acondiciona em papel aluminio e congelada para as avaliagdes bioquimicas de proteinas to-
tais, da enzima fenilalanina amdnia-liase (PAL) e compostos fendlicos.

Para a analise de proteinas totais, as amostras de tecido foliar foram maceradas em al-
mofariz com 10 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em seguida, o material foi centrifuga-
do em 14000 rpm por 10 min a 4°C, coletando-se o sobrenadante. A quantificacao do total de
proteinas foi realizada pelo empregado do teste de Bradford (1976), fazendo-se leituras em
espectrofotometro, a 630 nm, tendo o soro de albumina bovina como padrao.

A quantificacdo da atividade da enzima FAL foi realizada de acordo com a metodolo-
gia proposta por Rodrigues et al. (2006). Para a preparacdo do extrato pesou-se 1,0 g de cada
amostra vegetal, transferiu-se 6,0 mL do tampao de extra¢do (TRIS — HCI pH 8,0) para almo-
fariz previamente gelado, e macerou-se a mistura completamente, a qual foi centrifugada em
seguida a 6000 g por 10 min a 4 °C. Tranferiu-se uma aliquota de 200 uL do mesmo e acres-
centando-se 5 mL do tampao de extragdo. Para determinagao da atividade enzimatica FAL foi
avaliada com base na diferenga de absorbancia resultante da conversdao da fenilalanina em
acido trans-cindmico (Hyodo et al., 1978). Para isto pipetou-se para tubos de ensaio, 1,5 mL
de cada extrato enzimatico, acrescentou-se 1,0 mL do tampao de extracdo e 0,5 mL de fenila-

lanina (49,6 mg/mL) ou agua destilada na prova em "branco". A mistura foi incubada em ba-
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nho maria a 40 °C por uma hora, interrompendo-se a reagdo com banho de gelo e procedendo-
se as leituras espectofotométricas a 290 nm.

Em relacdo aos compostos fendlicos totais, fez-se sua quantificacdo em duas etapas,
seguindo o método adaptado de Bieleski & Turner (1966). Na primeira etapa realizou-se a
extracdo dos fenois totais, a partir da adi¢do de 4 mL da solucdo metanol: cloroférmio: agua
(MCA), na relacao 6:2,5:1,5 v/v, sobre o material vegetal, com trituracdo em almofariz a tem-
peratura ambiente, seguida pela centrifugacdo a 6000 rpm por 20 min, coletando-se posteri-
ormente o sobrenadante. Logo apds, foi realizada nova extragdo do residuo remanescente,
adicionando-se 4 mL de MCA, centrifugando-o novamente a 6000 rpm por 20 min, adicio-
nando-se o sobrenadante ao primeiro, formando-se o extrato. A esse extrato foi adicionado 1
mL de cloroféormio e 1,5 mL de dgua destilada, procedendo-se nova centrifugag¢do a 6000 rpm
por 15 min para separacdo das fases. Na segunda etapa, foi determinado o teor de fenois totais
por meio do método adaptado de Jennings (1991). A quantificagdo dos fendis totais foi feita
por meio de curva padrdo de tirosina, sendo que as amostras foram preparadas a partir da reti-
rada da aliquota de 0,5 mL da parte superior do tubo de extra¢do dos fenois, adicionando-se
em seguida 0,5 mL de 4agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Depois de 15
min, foram adicionados 5 mL do reagente alcalino “A”, preparado com carbonato de sédio a
2% em solugdo de hidréxido de sodio 0,1 N, permanecendo-se durante 50 minutos até a leitu-
ra da absorbancia em 760 nm, em espectrofotometro. Como controle, foi utilizada dgua desti-
lada no mesmo volume do extrato vegetal. O resultado foi expresso em mg g™ de tecido fres-

CO.

3.4.5 Analises dos Dados

Os dados foram analisados quanto a sua homogeneidade de variancias pelo teste de
Bartlett e a sua normalidade pelo teste de Lilliefors. Quando os dados ndo se apresentaram
normais e/ou as variancias ndo foram homogéneas, estes foram transformados por modelos
matematicos adequados. Atendidos os pressupostos matematicos os dados foram submetidos
a analise de variancia (P < 0,05) e as médias comparadas pelo teste de Duncan (P = 0,05) pra
variaveis qualitativas. Para varidveis quantitativas os dados obtidos foram submetidos a anali-
se de variancia e quando significativo, as médias foram submetidas individualmente a analise

de regressdo a 5% de probabilidade pelo teste F, por meio do software estatistico SAS.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Efeito dos extratos de p6 de canola no controle do oidio

Para a area abaixo da curva de progresso da incidéncia da doenca AACPID em pepi-
no, os resultados do primeiro e segundo cultivo apresentaram interacao significativa entre a
concentracao dos extratos e tipos de extracao (Figuras 1 e 2).

No primeiro cultivo observou-se comportamento linear decrescente para todos os ex-
tratos em fun¢do das concentragdes pré estabelicedas no estudo, com coeficiente de determi-
nacao de r* = 0,86; r? =0,83; > =0,94; r* = 0,72, respectivamente para os extratos maceragao,
infusdo, aquoso e alcodlico (Figura 1).

Para o extrato maceragdo o aumento das concentra¢des reduziu a incidéncia da doenga
diferindo dos demais extratos independente da concentracdo. Na maior concentragao a utiliza-
¢do deste tratamento diminuiu a incidéncia da doenga em 48%, enquanto o extrato aquoso
apresentou diferenga significativa dos extratos infusdo e alcoolico, reduzindo a incidéncia da

doenca em 21%.
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Figura 1- Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em fungdo da aplicagdo das concentragdes de 0, 3, 6, 9 e 12% dos extratos obtidos por maceragao,
infusdo, aquoso ¢ alcodlico. Primeiro cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2012.

No segundo cultivo, verificou-se o efeito linear para a incidéncia da doenca em funcao
da concentracdo dos extratos obtidos por maceracao, infusdo aquoso e alcodlico com coefici-
ente de determinagdo de r* =0,84; r* =0,96; 1> =0,78 1> =0,78, respectivamente. Assim como
no primeiro cultivo, o extrato maceragdo apresentou diferenca significativa, em relagdao aos
demais em todas as concentragdes, reduzindo 58% a incidéncia da doenca em relagdo ao tra-
tamento testemunha. Os extratos preparados por meio da infusdo e aquosos ndo diferiram en-

tre si nas concentracgdes testadas, diferindo apenas em relag@o ao extrato alcodlico (Figura 2).
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Figura 2- Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em fungdo da aplicagdo das concentragdes de 0, 3, 6, 9 e 12% dos extratos obtidos por maceragao,
infusdo, aquoso e alcodlico. Segundo cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2012.

A area abaixo da curva de progresso da severidade doenga (AACPSD) no primeiro e
segundo cultivos apresentou interagdo significativa (forma de extragdo x concentracdo do ex-
trato) a 5% de probabilidade de erro (P<0,05). Nos dois cultivos observou-se que com o au-
mento das concentragdes dos extratos houve uma redugcdao da AACPSD, destacando-se como
mais eficiente o extrato de maceragdo (Figura 3 e 4).

Com o aumentou da concentragdo do extrato alcodlico, no primeiro cultivo, a
AACPSD apresentou comportamento linear (r* = 0,72). Na concentra¢io de 3%, o controle da
doenga foi de 45% e na maior concentracdo de 59% (Figura 3). Essa mesma tendéncia de con-
trole foi observada no segundo cultivo para este extrato, com comportamento linear (1> =
0,84), com porcentagem de controle variando entre 25 a 41% com a concentracdo de 3 e 12%,
respectivamente (Figura 4).

O extrato infusdo, nos dois cultivos, diminuiu a AACPSD com o aumento da concen-

tracdo, verificando-se comportamento linear (1> =0,85) para o primeiro e segundo cultivo (1> =
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0,92). A porcentagem de controle foi muito semelhante em ambos os cultivos, com todas as
concentragdes deste extrato, sendo para a de 12% obtido controle da doenca de 81 e 80%, no
primeiro e segundo cultivos, respectivamente, em comparacao com a testemunha (Figuras 3 e
4).

Para o extrato aquoso, no primeiro e segundo cultivo, observou-se comportamento li-
near (r* = 0,88) (r* = 0,95), repectivamente, para a AACPSD em func¢do do aumento na con-
centracdo do extrato. No primeiro cultivo a porcentagem de controle da doenga obtida pelo
extrato variou de 47 a 88% da menor para a maior concentracdo, respectivamente. No segun-
do cultivo, a redugdo da AACPSD foi de 38 a 89%, para as concentracdes de 3 e 12% respec-

tivamente (Figuras 3 e 4).
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Figura 3- Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPSD) de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em fungdo da aplicagdo das concentragdes de 0, 3, 6, 9 e 12% dos extratos obtidos por maceragdo,
infusdo, aquoso ¢ alcodlico. Primeiro cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2012.

A AACPSD para o extrato oriundo da maceracdo diminuiu significativamente com

aumento das concentracdes deste, apresentando efeito linear (1 =0, 74) e (r> = 0,91) para pri-
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meiro e segundo cultivo, respectivamente. A porcentagem de controle da doenga foi de 68 e
48% para a menor concentragao e de 93 e 92% para a maior, para o primeiro e segundo culti-
vos, respectivamente (Figuras 3 e 4).

Embora ndo tenha obtido o mesmo controle que a maceragdo, o extrato aquoso apre-
sentou diferenca significativa na AACPD para a severidade com a concentragdo de 12 % em
relagdo aos extratos oriundos da infusao e alcodlico no primeiro e segundo cultivo. O extrato
de infusdo, por sua vez, diferiu do extrato alcoolico nos dois cultivos avaliados (Figuras 3 e

4).
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Figura 4- Area abaixo da curva de progresso (AACPD) da severidade de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em fung@o da aplicagdo das concentragdes de 0, 3, 6, 9 e 12% dos extratos obtidos por maceragao,
infusdo, aquoso ¢ alcodlico. Segundo cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2012.
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3.5.2 Efeito dos extratos do p6 de canola nos teores de proteinas, de Fenilalanina

amonia-liase (FAL) e de fendis em pepineiro

O p6 de canola, de acordo com sua forma de preparo (maceragao, infusdo, aquoso ¢
alcodlico), em funcdo das concentragdes (0, 3, 6, 9 ¢ 12%) e tempo de coleta (0, 1, 2 e 3)
apresentou interagdo significativa entre esses trés fatores avaliados no primeiro e segundo
cultivos.

Para os teores protéicos das plantas de pepino, no primeiro cultivo, verificou-se au-
mento dos mesmos em quase todos os extratos utilizados e na maior concentragdo (12%), ex-
cecdo apenas para aquele obtido por infusdo no tempo 2 e no alcoodlico no tempo 3, em que
os valores foram constantes. O maior incremento observado foi com o extrato aquoso no tem-
po 2 na concentragio de 12%, aumentando de 17,8 para 26,5 mg g de tecido. A maceragio
também teve destaque no aumento da quantidade de proteinas obtidas apos o tempo 1, com
efeito linear crescente com aumento das concentragdes € com menor expressao para o tempo
2 e 3 (Figura 5).

Os teores de proteinas no segundo cultivo, para o modo de preparo aquoso, seguiram a
mesma tendéncia apresentada no primeiro cultivo, com aumento destes valores com o incre-
mento das concentragdes, nos tempos 1, 2 e 3. No entanto, os valores de proteinas apresenta-
dos com a aplicagdo do extrato preparado por meio da macera¢do apresentaram valores mais
expressivos em relagdo ao primeiro cultivo, aumentando esses teores com as maiores concen-
tragdes nos tempos de coleta 1, 2 e 3. Por outro lado, o extrato obtido por infusdo nao apresen-

tou inducao nos teores de proteinas em nenhum dos tempos avaliados (Figura 5).
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Figura 5- Teor de proteinas obtido das plantas de pepino, de acordo com a forma de extracdo, concentragdo de
extrato e tempo de coleta, sendo para A e E - tempo 0 (anterior a primeira aplicagdo dos extratos), B e F - tempo
1 (24 horas apos a primeira aplicag¢do), C e G- tempo 2 (72 horas ap6s a primeira aplicagdo), D ¢ H — tempo 3
(144 horas apo6s a primeira aplicagdo) . Primeiro cultivo corresponde as letras A, B, C e D e segundo cultivo as
letras E, F, G ¢ H. UTFPR, Pato Branco -PR, 2012.
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Em relacdo aos teores da FAL a infusdo induziu aumento em sua produgdo nos tempos
1 e 2 com o incremento das concentragdes, ndo seguindo o0 mesmo comportamento apds o
tempo 3 que apresentou efeito linear decrescente com aumento da concentragdo do extrato.
Resultados semelhantes foram observados para o extrato alcoolico, embora o aumento tenha
sido menor que o obtido com o extrato infusdo. Por outro lado, quando se fez uso do extrato
preparado por maceragao verificou-se aumento da enzima FAL conforme aumentou e a con-
centragdo nos tempos 2 e 3. O extrato aquoso apresentou indu¢do dos teores da enzima FAL
no tempo 1, mas ndo manteve esse incremento nos tempos subsequentes (Figura 6).

No segundo cultivo a atividade da enzima FAL apresentou aumento significativo, com
acréscimo das concentragdes, quando foi aplicado extrato oriundo da infusdo nos tempos de
coleta 1 e 2, confirmando os resultados obtidos no primeiro cultivo. A mesma tendéncia do
primeiro cultivo também foi obtida com o extrato aquoso no segundo cultivo, tendo aumento
significativo nos teores da enzima FAL, proporcional ao aumento das concentragdes, no tem-
po 1. O extrato alcodlico aumentou significativamente os valores de FAL principalmente no

tempo de coleta 1, bem como, nos tempos 2 e 3, mas de maneira menos significativa.
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Figura 6- Fenilalanina Amonia-liase (FAL) obtida de plantas de pepino, de acordo com a forma de extragdo,
concentragdo de extrato ¢ tempo de coleta, sendo para A ¢ E - tempo 0 (anterior a primeira aplicagdo dos
extratos), B e F - tempo 1 (24 horas apos a primeira aplicagdo), C e G- tempo 2 (72 horas apds a primeira
aplicacdo), D e H — tempo 3 (144 horas ap6s a primeira aplicagdo) . Primeiro cultivo corresponde as letras A, B,
C e D e segundo cultivo as letras E, F, G e H. UTFPR, Pato Branco -PR, 2012.
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Para os fendis no primeiro cultivo observou-se efeito significativo apenas para o fator
tempo de coleta do material vegetal (Tabela 1). Os teores de fendis das avaliagdes feitas 24 e
72 horas ap0s primeria aplicagdo dos extratos ndo diferiram significativamente, sendo que a
primeira também nao diferiu quando o tempo de coleta foi realizado apds 144 horas da aplica-
cdo dos extratos. O tempo de coleta realizado anterior a primeira aplicagdo diferiu significati-

vamente dos demais, apresentando menor valor de fendis totais.

Tabela 1- Teores de fenois obtidos de plantas de pepino em fungdo de quatro tempos de coleta do material vege-
tal, anterior e ap6s a primeira aplicagdo dos extratos de canola. Primeiro cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR,
2012.

Tempo de coleta Fendis (mg gramas de tecido )
Anterior a primeira aplicagdo dos extratos (tempo 0) 0,44 c
24 hs Ap6s aplicacao dos extratos (tempo 1) 0,51 ab
72 hs Apos aplicagdo dos extratos (tempo 2) 0,52 a
144 hs Apds aplicagdo dos extratos (tempo 3) 0,49 b
C.V. (%) 2,28

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro (P <
0.05). C.V.(%) = Coeficiente de variacdo.

No segundo cultivo apenas as interagdes entre as diferentes formas de extragdo x
tempo de coleta (Tabela 2) e entre o tempo de coleta x concentragdes dos extratos (Figura 7)
apresentaram interagao significativa. Observa-se na tabela 2 que ndo houve diferenca entre as
formas de extragdo para os teores de fendis totais, quando a avaliacdo foi realizada anterior a
aplicagdo dos extratos, mas que, nas avaliagdes seguintes houve diferengas significativas entre
as formas de extragdo do p6 de canola. No tempo de coleta realizado apds 24 horas da
aplicagdo do extrato maceragdo, este induziu aumento nos teores de fenois significativamente
maiores que os encontrados para os demais extratos. Neste mesmo tempo de avaliagdo o
extrato infusdo induziu maiores teores de fendis que o extrato alcodlico que, por sua vez,
diferiu significativamente do extrato aquoso. Na avali¢do realizada ap6s 74 horas da aplicagdo
dos extratos apenas observou-se diferencas significativas entre os extratos maceragdo e
aquoso e na avaliagdo realizada apos 144 horas da aplicacdao dos extratos nao houve diferenca

entre oS mesmos.
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Tabela 2- Teores de fenois obtidos de plantas de pepino em funcdo de quatro tempos de coleta do material vege-
tal, anterior e apos a aplicagdo dos extratos de canola. Segundo cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2012.

Tempo de coleta do material vegetal

Formas de Extracao

Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3
Fendis (mg gramas de tecido )
Maceracgao 0,47 a 0,57 a 0,57 a 0,51 a
Infusdo 0,46 a 0,55b 0,55 ab 0,50 a
Alcoolico 0,46 a 0,50 ¢ 0,55 ab 0,50 a
Aquoso 0,46 a 0,47 d 0,54 b 0,50 a
C. V. (%) 0,9

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de
erro (P < 0.05). C.V.(%) = Coeficiente de variacdo. Tempo 0 (anterior a primeira aplicacdo dos extratos), tempo
1 (24 horas apos a primeira aplicagdo), tempo 2 (72 horas apos a primeira aplicacdo), tempo 3 (144 horas apds a
primeira aplicagdo).

Observa-se na figura 7 que os teores de fendis nos diferentes tempos de coleta aumen-
taram linearmente com o aumento das concentragdes, com excessdo apenas para o tempo de
coleta anterior a aplicag¢do, sendo que este ndo apresentou significdncia para nenhuma equa-
¢do. Os maiores teores de fenois totais foram observados quando a avaliacdo realizada 72 ho-
ras apds a aplicagdo dos extratos, na concentracao de 12%, (1> =0, 93), seguida pela avaliacao

realizada 24 horas apo6s (r* =0, 99), e 144 horas apods a aplicagdo dos extratos (12 =0, 76).



47

1,0 -
—~ 0,8 1
IO
2
Q
L
<2 06 -V
s e g ¥F—-——————— <
g ] . R -0 0
5 (E=———" " ® ® ® ]
on 0,4
g
2
% —@— y=00007x + 0,454 R*=0,08
=~ 024 —o— y=0,0073x +0,464 R>=0,99

v y=0,0103x+ 0,47 R*=0,93
—A— y=-0,0002x"+ 0,0059x + 0,4671 R*=0,76
0,0 T T T 1
0 3 6 9 12
Concentragdes dos extratos (%)
—@— Anterior —O— 24hs v 72 hs —A— 144 hs

Figura 7- Fenois obtidos das plantas de pepino, de acordo com concentragdes dos extratos ¢ tempo de coleta:
Anterior (anterior a primeira aplicagdo dos extratos); 24 hs (24 horas ap6s a primeira aplicac@o);72 hs (72 horas
apos a primeira aplicag¢@o); 144 hs (144 horas apés a primeira aplicagdo). Segundo cultivo. Pato Branco -PR,
2012.

3.6 DISCUSSAO

O aumento da concentracao do extrato de p6 de canola aplicado nas plantas de pepino
apresentou reducgdo significativa na incidéncia e severidade de oidio, mesmo com a presenca
continua da alta pressdo de in6culo do patdégeno (Figuras 1, 2, 3 e 4). Esses resultados de-
monstram o potencial da canola no controle de doengas da parte aérea de plantas e, mais espe-
cificamente, no controle de oidio em pepineiro.

Até o presente momento o unico trabalho encontrado com utilizagdo de canola no con-
trole de patogenos da parte aérea foi realizado por Passini et al. (1997) para oidio em rosas,

utilizando-se JMS Stylet Oil , produto comercial a base de o 6leo de canola, diferenciando-se
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do utilizado no presente trabalho que teve como base extratos oriundos de partes da planta.
Uma das hipdteses para a eficacia apresentada pela canola para o controle de oidio em plantas
de pepino ¢ devido a sua capacidade de produzir compostos oriundos do metabolismo secun-
dario, como terpenos, compostos fenolicos, compostos nitrogenados, e os glucosinolatos, que
quando hidrolisados pela enzima mirosinase, resulta na produgao de compostos volateis de
defesa (MITHEN, 2001; MORRA & BOREK, 2010). Dentre os compostos volateis, os isotio-
cianatos sdo os que possuem maior a¢do de controle contra os fitopatdogenos habitantes do
solo (BROWN & MORRA, 1997). A esse composto atribui-se o controle de Fusarium oxys-
porum (RAMIREZ-VILLAPUDUA & MUNNECKE, 1986), Macrophomina phaseolina
(LODHA, SHARMA & AGGARWAL, 1997), Fusarium sp. e P. aphanidermathum (FAN et
al., 2005), Rhizoctonia solani (MOTISI et al., 2009), P. aphanidermathum (MOCCELLIN,
2011).

Como as aplicacdes dos extratos foram feitas na parte aérea, ¢ possivel que além do
efeito dos compostos volateis produzidos pelas brassicas, exista em sua composi¢cdo algum
outro composto resultante do metabolismo secundério que tenha acdo direta sobre o patdgeno.
Além disso, considerando-se o efeito que esses extratos apresentaram principalmente na quan-
tificacdo das proteinas e FAL (Figuras 5 e 6) é possivel que os extratos de canola possam ter
mais de um modo de acdo, apresentando resposta conjunta na indugdo de resisténcia do pepi-
neiro ao oidio e o efeito direto sobre o patdogeno.

As curvas de progresso da doenca para incidéncia e severidade idicaram que houve di-
ferencas entre a eficiéncia dos extratos testados, principalmente para a incidéncia que foi re-
duzida com o aumento das concentragdes em todos os extratos, com destaque para o extrato
oriundo da maceragdo que possibilitou maior controle da doenga. Esse extrato também se des-
tacou entre os demais no controle da severidade.

A presenga constante do patdogeno em plantas dispostas aleatoriamente em meio ao
experimento e a alta incidéncia da doenga nas testemunhas, atuando continuamente como fon-
tes primarias de indculo, contribuiram para que a incidéncia da doenca ao longo do experi-
mento se mantivesse alta. Assim, os resultados obtidos demonstram que os extratos nao foram
tao eficientes para impedir que a doenga iniciasse, mas, no entanto, foram eficientes para im-
pedir que a doenga se desenvolvesse nos tecidos do hospedeiro durante os 35 dias de avalia-
¢do do experimento, mesmo sob pressao de inoculo constante. Contudo, ¢ provavel que os
danos causados pela incidéncia do fungo ndo atinjam a produ¢do da cultura, dado que este
patdgeno, como fungo biotréfico, possui uma forma bastante evoluida de parasitismo, e seus

efeitos prejudiciais sdo decorrentes, dentre outros fatores, da interferéncia do fungo no pro-
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cesso de fotossintese, por meio da diminui¢do da quantidade de luz que chega a superficie das
folhas, o que seria mais afetado pela severidade da doenga. A alta severidade com o passar do
tempo causa amarelecimento e consequente destruicdo dos tecidos, fato esse que valoriza o
controle do oidio obtido pelos extratos do pd de canola.

A maceragao apresentou melhor controle da AACPD na severidade nos dois cultivos,
mais de 90% de controle com a concentragdao de 12%, esse resultado ficou muito acima do
obtido com controle quimico encontrado por Faria et al. (2011), que observaram apenas
27,85% de controle da AACPD de oidio também em pepineiro em cultivo protegido, com uso
do fungicida azoxistrobim, por outro lado, Liu et al. (2010) trabalhando como este mesmo
patossitema, observaram maior controle com o fungicida quimico Triadimefon (59,72 %),
ainda assim, ficou abaixo do encontrado com a utilizacdo deste extrato de p6 de canola.

Os resultados obtidos com a concentragdo de 12 % para os extratos aquoso e macera-
¢do se assemelham ao obtido por Bettiol et al. (1999), com utilizagdo de leite na concentragao
de 10 %, aplicado duas vezes por semana, e de 50%, aplicado uma vez por semana, para con-
teole de S. fuliginea em abobrinha (Cucurbita pepo, cv. Caserta). Além, do controle obtido
com concentragao menor, o que demanda menor quantidade de produto, o controle de oidio
com canola possui a vantagem de ndo usar um produto destinado diretamente a alimentagdo
humana e também porque a matéria prima utilizada para o controle da doenga pode ser culti-
vada com facilidade pelo proprio produtor e armazenada na forma de pé facilitando a dispo-
nibilidade e diminuindo os custos de aplicacao.

O efeito obtido com a utilizagdo do extrato maceragdo pode ser devido ao seu modo
de preparo, haja vista que permaneceu por maior tempo em contato com a solug¢do extratora,
podendo ter resultado na maior diversidade e concentragcdo de substancias com agdo fungito-
xicas, como os isoticianatos, e/ou elicitoras. Por outro lado, o processo de obtengao do extrato
alcodlico e de infusdo, que apresentaram menor controle da doencga, pode ter eliminado parte
dos compostos volateis, durante a rotoevaporagdo e aquecimento da solugdo, respectivamente.

O comportamento obtido para FAL nos extratos vegetais pode-se comprovar em parte
esta hipotese, uma vez que, praticamente em todos os extratos houve atividade da enzima
FAL nos tempo 1 e 2, quando se fez uso de maceragdo e do extrato aquoso, e para fenois no
tempo 1 quando se fez uso da maceracdo, sendo estes extratos os que apresentaram maior
eficiéncia para controle desta doenga, conforme pode ser visto para incidéncia e severidade.
Os compostos presentes nestes extratos podem ter desencadeado a transcri¢do do RNA men-
sageiro que codifica FAL, aumentando a quantidade desta enzima na planta e estimulando a

sintese de compostos fendlicos (TAIZ & ZEIGER, 2009). Suspeita-se que quando se fez uso
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de extratos oriundos da infusdo e alcodlico, os mesmos foram eficientes em ativar rotas de
defesa nas primeiras horas, mas ndo mantiveram essa mesma eficiéncia nas horas subsequen-
tes, o que resultou menor controle do oidio em pepineiro. De acordo com Zhao et al. (2005), a
FAL faz parte da classe de enzimas envolvidas com a formagao de lignina, cujo acumulo na
parede celular atua como uma barreira a infec¢do microbiana e, também pode promover au-
mentos na concentragdo de produtos de oxidagao de compostos fenolicos.

Os resultados obtidos quanto ao aumento da atividade da enzima FAL e compostos fe-
noélicos, nos tempos 1 e 2, sdo semelhantes ao observado por Guleria & Kumar (2006). Estes
autores avaliaram o efeito do extrato aquoso de folhas de nim (Azadirachta indica Juss.), na
produgdo da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) e de compostos fendlicos, quando apli-
cado em gergelim (Sesamum indicum L:. Syn S. orientale L) para o controle de Alternaria
(Alternaria Sesami), 24, 48, 72 ¢ 92 horas apds a aplicacdo. Os maiores valores observados
para FAL e compostos fenolico estao compreendidos entre 24 ¢ 72 horas ap6s a aplicacao do
extrato.

Os extratos aquoso e maceragao se destacaram também quanto ao aumento dos teores
de proteinas. O extrato aquoso induziu a produgdo de proteinas nos tempo 1, 2 e 3 proporcio-
nalmente ao aumento das concentracdes. Ja o extrato maceracdo induziu os teores de protei-
nas apenas nos tempos 1 € 2 e com a maior concentragdo (12 %). Sugere-se que o aumento
nos niveis de proteinas estejam relacionados a sintese de proteinas-RPs, além de outras prote-
inas relacionadas a defesa vegetal. As proteinas B-1,3-glucanase e a quitinase, estdo entre as
proteinas-RPs mais pesquisadas, possuem atividade antimicrobiana hidrolitica, quebrando
polimeros estruturais presentes na parede dos patégenos, sendo expressas na resistencia sis-
témica adquirida, além de estarem associadas a cascata de sinais do acido salicilico, o qual ¢ o
sinalizador para a expressdo dessas proteinas relacionadas a patogenicidade (Glazebrook,
2005).

A resisténcia a oidio induzida por extratos vegetais também foi confirmada em outros
trabalhos, como o conduzido por Vechet et al. (2009) que testaram o efeito de inducao de re-
sisténcia de extratos de casca de carvalho, (Quercus robur L.), “giant knotweed” (Reynoutria
sachalinensis), curcuma (Curcuma longa L.) e gengibre (Zingiber officinale Roscoe ), compa-
rados a indutores quimicos, no controle de oidio em trigo. Todos os extratos apresentaram
redugdo da doenga, sendo que a severidade, avaliada 27 dias apos a aplicacao foi reduzida de
2 a 53%.

Embora, no estudo com pé de canola, o extrato alcodlico nao tenha sido o que apre-

sentou melhor eficiéncia de controle, Liu et al. (2010) avaliando esse extrato oriundo do po6 de
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22 plantas, com a metodologia de extra¢do semelhante, para o controle de oidio (Sphaerothe-
ca fuliginea) em pepineiro observaram que quatro plantas (Euphorbia humifusa Willd, Robi-
nia pseudoacacia L., Photinia serrulata Lindl e Cucurbita moschata), quando comparadas as
outras, apresentaram efeito preventivo, com controle de aproximadamente 80%. Os autores
atribuiram esse controle a compostos do metabolismo secundario nas plantas que, entretanto,
nao foram identificados e que talvez tenham sido diferentes dos obtidos com a canola, que
podem volatilizar mais facilmente com a rotoevaporagao.

Os resultados obtidos neste trabalho, com os extratos de p6 de canola, demonstraram
que os preparados possuem diferencas conforme sua maneira de extracdo e que o potencial
das substancias elicitoras de inducao estdo relacionadas também com concentragao das mes-
mas. Deve-se destacar ainda que o controle de oidio com o uso de canola sugere que possa
haver controle semelhante em outros patossistemas incluindo fungos biotroficos. Além disso,
a utilizacdao do pd da canola com este fim apresenta algumas vantagens, como facil obtencao,
baixo custo, facilidade de manuseio, menor potencial de causar riscos a saude dos trabalhado-
res rurais, consumidores e impacto ambiental, além de ser uma excelente alternativa, princi-
palmente, para a agricultura familiar e cultivos organicos, baixando o custo de produgdo,

agregando valor e melhorando a qualidade do produto.

3.7 CONCLUSAO

Todas as formas de extragdes do p6 de canola em todas as suas concentragdes diminui-
ram a severidade do oidio em pepineiro;

A maceragdo na maior concentragao (12%) apresentou maior eficiéncia de controle da
doenga;

A indugdo de resisténcia foi confirmada como um dos mecanismos dos extratos para o

controle da doenga.
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4. CAPITULO II - EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS NO CONTROLE DE
0OIDIO EM PEPINEIRO

4.1 RESUMO

As cucurbitaceas sdo suscetiveis a diversas doencas, sendo o oidio, causada por Podosphaera
fuliginea, a mais comum, quando em condi¢des de alta umidade e temperatura amena. Uma
das alternativas de controle dessa doenca ¢ o uso de produtos alternativos. A propolis, por
possuir caracteristicas antimicrobianas, antifingicas, antioxidantes, antiviral e antiprotozodria,
pode ser uma alternativa de controle desta doenga. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito de diferentes concentragdes do extrato etanolico de propolis, bem como a
época e a concentracdo mais adequada para o controle do oidio na cultura do pepino. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao, em vasos de 7,0 L de capacidade contendo
solo, no qual foram cultivadas quatro plantas de pepino cv. Caipira. Foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, em fatorial 6x3,
com seis concentragdes (0; 0,5; 1; 2; 4 e 8 %) e trés épocas de aplicacdo do extrato etandlico
de propolis (24 horas antes da inoculagdo do patdogeno, 24 horas apds a inoculacdo e no
aparecimento dos primeiros sintomas da doenga). Foram realizadas cinco pulverizagdes ao
longo do cultivo, uma a cada 7 dias, em cada época de aplicacdo. Foram realizadas avaliagdes
semanais de incidéncia e severidade da doenga. O experimento foi repetido por mais um
cultivo, seguindo a mesma metodologia estabelecida no primeiro cultivo. Para incidéncia da
doenca ocorreu interagdo significativa entre os fatores (épocas x concentragdes). Para AACPD
da severidade ndo houve interagdo entre os fatores, entretanto, observou-se diferenca
significativa para os dois fatores separadamente. A AACPD da incidéncia foi menor na época
de aplicagdo 24 horas apos a inoculagdo do patdogeno, principalmente na maior concentragao.
O extrato etandlico de propolis na concentracdo 8% controlou a severidade da doenga em
31,33 e 43,68 % no primeiro e segundo cultivo, respectivamente. As aplicagdes das
concentracdes 24 horas antes e 24 horas ap6s a inoculagao do patdégeno apresentaram menor
AACPD para severidade, nao diferindo significativamente entre si em ambos os cultivos. O
extrato etandlico de propolis possui potencial para controle de oidio em pepineiro
principalmente com a concentragdo 8% aplicado preventivamente.

4.2 ABSTRACT

The cucurbits are susceptible to various diseases, but powdery mildew, caused by
Podosphaera fuliginea, is the most common, when in conditions of high humidity and mild
temperatures. An alternative to control this disease is the use of alternative products. The
propolis has antimicrobial, antifungal, antioxidant, antiviral and antiprotozoal characteristics,
and due to this, it can be an alternative control this disease. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the effect of different concentrations of alcoholic extract of propolis, as
well as the most appropriate time and concentration to control powdery mildew in cucumber.
The experiment was conducted in a greenhouse in pots of 7,0 L capacity containing soil,
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where were grown four cucumber plants cv. Hillbilly. Used the completely randomized design
with four replications in a 6x3 factorial, with six concentrations (0; 0,5; 1; 2; 4 and 8 %) and
three times of application of ethanol extract of propolis (24 hours before pathogen inoculation
24 hours after inoculation and the appearance of the first symptoms of the disease). A total of
five sprays over cultivation, one every 7 days, at each time of application. Assessments were
performed weekly incidence and severity of disease. The experiment was repeated for another
crop, following the same methodology established in the first crop. For disease incidence
significant interaction between factors (time x concentration). To AUDPC severity there was
no interaction between factors, however, there was a significant difference for the two factors
separately. The AUDPC incidence was low at the time of application 24 hours after
inoculation of the pathogen, primarily in higher concentration. The ethanol extract of propolis
at 8 % concentration controlled the severity of disease in 31,33 and 43,68 % in the first and
second crop, respectively. Applications of concentrations 24 hours before and 24 hours after
inoculation of the pathogen had lower AUDPC for severity did not differ significantly from
each other in both crops. The ethanol extract of propolis has potential for control of powdery
mildew on cucumber mainly with 8 % concentration applied preventively.

4.3 INTRODUCAO

A cultura do pepino (Cucumins sativus L.) € suscetivel a diversas doengas que causam
a reducao da produgdo, do valor economico do fruto, e aumento do custo de produgdo. O
oidio, causado pelo fungo Podosphaera fuliginea (Schltdl.) U. Braun & S. Takam (2000) ¢é
uma das principais doencas desta cultura, podendo causar severos danos ao cultivo,
principalmente quando em condigdes de alta umidade e temperatura entre 18 e 22 °C
(STADNIK, 2000). O pepino ¢ bastante cultivado em ambientes protegidos, sendo que este
ambiente favorece ainda mais o aparecimento da doenga.

O oidio possui controle através da utilizacdo de cultivares resistentes, aplicacdo de
fungicidas, rotagdo de culturas, entre outros métodos (STADNIK, KOBORI & BETTIOL,
2001). Apesar disso, a utilizagdo de cultivares resistentes ndo € obtida com facilidade. A
resisténcia ¢ controlada por um gene dominante R que sé ¢ expressado na presenca de um
gene recessivo s. No entanto, ha ainda um gene inibidor / que dificulta a expressdo da
resisténcia completa (SHANMUGASUNDARAM, WILLIAMS & PETERSON, 1971;
BEDENDO, 1995).

A utilizagdo de fungicidas ¢ o método de controle mais comum e apresenta bons niveis
de controle. Os fungicidas protetores a base de enxofre eram muito utilizados, mas deixaram

de ser os mais recomendados devido ao aparecimento de fitotoxidez de acordo com a
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dosagem, a cultura ou cultivar que eram utilizadas (STADNIK, KOBORI & BETTIOL,
2001). No seu lugar, surgiram os fungicidas sistémicos, que atualmente sdo mais eficientes e
recomendados, porém, também sao necessarios alguns cuidados, ja que os mesmo apresentam
grande risco de desenvolver resisténcia porque possuem modos especificos de acado e sitios de
atuacgao.

Desta forma, a utilizagdo de fungicidas como tnico método de controle € o uso de
doses altas, assim como, o niumero excessivo de aplicagdes, pode aumentar a pressdao de
selecdo e consequentemente o surgimento de individuos resistentes, além da contaminagao do
agroecossistema.

O uso de controles alternativos mais eficientes, que tenham como caracteristicas o
baixo potencial de contaminacdo ao ambiente, e que ndo oferecam danos a satde do aplicador,
tém sido objeto de estudos. Uma dessas alternativas ¢ o uso produtos como a propolis que
possui caracteristicas antimicrobianas, antifngicas, antioxidantes, antiviral e antiprotozoaria
(PEREIRA et al., 2008).

A eficacia da utilizagdo do extrato de propolis ja foi comprovada no controle de
bactérias in vitro (PRADO FILHO et al., 1962; MERESTA & MERESTA, 1985; VALDES et
al., 1989; GRANGE & DAVEY, 1990), e dos fungos Pestalotiopsis guipinii, Colletotrichum
sp. € Colletotrichum gloeosporioides (GIOVANELLI, 2008), Hemileia vastatrix e Cercospora
coffeicola em cafeeiro (PEREIRA et al., 2008; ANDROCIOLI et al., 2012).

Santos et al. (2007), afirmam que ha mais de 300 substancias existentes na propolis,
como acidos carbdnicos, acidos graxos polinsaturados e o acido linoleico. Ainda, numerosos
compostos fenolicos especialmente os flavonoides e acidos fenolicos, os quais junto com os
acidos carboxilicos modificados s3o componentes estratégicos na propolis, pois sdo
responsaveis pela bioatividade contra varios microrganismos patogénicos (BURDOCK,
1998).

A presenca de alguns nutrientes como zinco, calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés
e pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E (SANTOS, 2007) presentes na
propolis podem causar efeito de indugdo de resisténcia a doenga. Segundo Pozza (1999),
alguns nutrientes proporcionaram aumento da resisténcia a doengas nas folhas, contribuindo
para a reducdo da severidade de doengas em cafeeiro. Sabe-se também, que o efeito de alguns
micronutrientes estdo relacionados a participacao de algumas rotas metabdlicas da sintese de
fenois e lignina, permitindo a inducdo de resisténcia da planta ao patdgeno.

No entanto, ainda ndo se tem trabalhos realizados com a utilizagdo de extrato de

propolis para o controle de oidio em pepineiro, além disso, a maioria dos trabalhos, com a
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utiliza¢do do extrato de propolis no controle de fitopatogenos, foram realizados em condig¢des
de laboratorio e ndo tiveram comprovagao de aplicabilidade a campo.

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar em cultivo protegido a eficiéncia de
diferentes concentragdes de extrato etanolico de prépolis e épocas de aplicagdo, visando

ocontrole de oidio do pepineiro.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Preparo do Extrato Etanolico de Propolis

O extrato etandlico de propolis (EEP) foi preparado no Laboratério de Fitopatologia
da UTFPR, Campus Pato Branco. A propolis na propor¢ao de 30% foi misturada a 70% de
alcool a 70° GL. A mistura foi acondicionada em um frasco escuro, fechado, mantendo-a em
temperatura ambiente ¢ em local protegido por dois meses, agitando-a diariamente. Ao
término deste periodo o extrato foi separado da borra com a utilizacdo de papel filtro. A
concentracdo obtida foi considerada como 100% e a partir dela diluidas em dgua destilada as

demais concentragoes.

4.4.2 Efeito do Extrato Etandlico de Prépolis Sobre o Oidio

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Tecnologica
Federal do Parana, Campus Pato Branco. As plantulas de pepino cultivar ‘Caipira’ foram
produzidas em c¢lulas de bandeja de isopor, contendo substrato comercial Plantimax® e
mantido sob condi¢gdes ambientais em casa de vegetagdo, livre do indculo do patdogeno
causador da doenga. Duas semanas apods a semeadura foram transplantadas 8 mudas de pepino
em vasos com 7,0 L de capacidade, contendo solo de mata, corrigido conforme a necessidade
da cultura. Apos trés semanas da semeadura foi realizado o raleio, permanecendo apenas

quatro plantas por vaso.
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A aplicagdo dos tratamentos foi realizada por meio de um borrifador com bico conico,
até o molhamento total das folhas, realizadas manualmente. Para a concentragdo 0% de extra-
tos, foram realizadas pulverizagdes com agua destilada. As dilui¢cdes do extrato etanolico fo-
ram preparadas no momento de cada aplicagdo, sempre no periodo da manha.

Apos a primeira aplicacdo EEP em cada época fez-se nova pulverizagao a cada 7 dias,
por cinco semanas consecutivas.

A inoculacdo foi realizada com a agitacdo de folhas com sintomas de oidio sobre as
plantas. O alto potencial de indculo do patéogeno esteve presente no local do experimento por
meio de dez vasos com quatro plantas de pepino, com alta severidade da doenca, dispostos
entre as unidades experimentais e alternados de posi¢do em intervalos de trés dias.

Os tratos culturais se resumiram a irrigacdo do solo durante o ciclo da cultura, por
gotejamento, até a capacidade de campo.

O experimento foi repetido por mais um cultivo, obedecendo a mesma metodologia

estabelecida no primeiro cultivo.

4.4.3 Avaliagdes de Incidéncia e Severidade da Doenca

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, em fatorial 3 x 6
(época de aplicagdo x concentragao do extrato), com 4 repetigdes. Os trés niveis do fator épo-
ca de aplicacdo foram constituidos por aplicagdes 24 horas antes da inoculagdo do patéogeno,
24 horas ap06s a inoculagao do patdgeno e no aparecimento dos primeiros sintomas da doenca
e, as seis concentragdes do extrato testadas foram de 0; 0,5; 1; 2; 4 ¢ 8 %.

As avaliagdes de incidéncia e severidade da doenga foram realizadas semanalmente,
sendo a primeira, realizada assim que surgiram os primeiros sintomas da doenca e as
posteriores antecedendo cada aplicagdo do EEP.

Para avaliar a incidéncia do oidio todas as folhas das plantas das unidades
experimentais foram avaliadas, observando-se a presenca ou nao de sintomas da doenga e
sinais do patogeno nas folhas.

Para a severidade da doenga foi utilizada uma escala diagramatica de oidio para cu-

curbitaceas (Azevedo & Leite 1996). Foram avaliadas as folhas dos tercos inferiores e mé-
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dios das plantas. Apos a obtengdo dos resultados de severidade, foi calculada a area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD) por meio da férmula descrita por Shaner & Finney

(1977):

n—1

Vit Vit
DI s 1)

em que, n ¢ o numero de avaliagdes, yi € a severidade da doenga na i-ésima avaliagdo, #i € 0

tempo na i-ésima avaliagao.

4.4.4 Analises dos Dados

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de varidncia e quando
observada a significancia para a interacao entre os fatores (épocas x concentragdes), as médias
foram submetidas individualmente a regressdo a 5 % de probabilidade de erro tipo I pelo teste

F. As analises foram realizadas com auxilio do software estatistico R (2010).
4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As area abaixo da curva de progresso da doenca da incidéncia (AACPID) no primeiro
e segundo cultivo apresentaram interacdo significativa a 5 % de probabilidade de erro tipo I
(P<0,05) entre os dois fatores estudados (épocas de aplica¢dao x concentragdes).

No primeiro cultivo ao analisar os dados da AACPID constatou-se que o aumento das
concentracdes do EEP ndo reduziu a incidéncia da doenga em todas as épocas de aplicagdo.
Houve aumento da incidéncia da doenca com a concentragdo 1 % para as épocas 24 horas
antes da inoculagdo e no aparecimento dos primeiros sintomas, assim como para a
concentragdo 0,5 % aplicada no aparecimento dos primeiros sintomas (Figura 8).

A menor incidéncia para todas as épocas de aplicagcdo foi observada na concentragdao

de 8 % do EEP, em que o controle foi de 18, 31 e 22 %, para aplicacdes 24 horas antes da
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inoculacdo, 24 horas apds a inoculacdo e no aparecimento dos primeiros sintomas,
respectivamente, sendo que para as trés épocas o aumento das concentracdes do EEP
apresentou tendéncia linear descrescente com r* = 0,70; > = 0,81 e r* = 0,65, para as
respectivas épocas de aplicacdo. Os maiores valores de incidéncia da doenga foram
observados na aplicagdo a partir dos primeiros sintomas, além disso, esta época de aplicacao
apresentou valores superiores de incidéncia, em quase todas as concentracdes, quando
comparada as demais épocas de aplicacdo, com excessdo apenas para a concentragdo de 8 %,

que nao diferiu da época de aplica¢do 24 horas antes da inoculacdo do patdégeno (Figura 8).
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Figura 8- Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em fungdo da aplicagdo de diferentes concentragdes de extrato etanodlico de propolis (0; 0,5; 1; 2; 4 ¢
8%), em trés épocas de aplicagdo (24 horas antes da inoculagdo do patégeno, 24 horas apds a inoculagdo e no
aparecimento dos primeiros sintomas da doenga). Primeiro cultivo. UTFPR, Pato Branco - PR, 2011.

No segundo cultivo a incidéncia apresentou valores menores de AACPID em todas as
épocas avaliadas, se comparadas ao primeiro cultivo, com tendéncia linear decrescente nas

trés épocas de aplicagdo, com r* = 0,86; 1> = 0,85 e r> = 0,82 para aplicacdes 24 horas antes da
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inoculacdo, 24 horas ap6s a inoculagdo e no aparecimento dos primeiros sintomas da doenga,
respectivamente (Figura 9).

A incidéncia do oidio foi maior quando a aplicacio do EEP foi realizada no
aparecimento dos primeiros sintomas da doengca em comparacdo as demais épocas de
aplicacdo das respectivas concentracdes do EEP, com excecdo da concentragdo 2% aplicada

24 horas antes da inoculagao do patdégeno (Figura 9).
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Figura 9- Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPID) de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em fungdo da aplicagdo de diferentes concentragdes de extrato etandlico de propolis (0; 0,5; 1; 2; 4 ¢
8%), em trés épocas de aplicagdo (24 horas antes da inoculagdo do patogeno, 24 horas apos a inoculagdo e no
aparecimento dos primeiros sintomas da doenga). Segundo cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2011.

Na época de aplicacdo 24 horas apds a inoculagdo as concentracdes 2, 4 € 8% apresen-
taram reducdo da AACPID de 37, 29 e 56 % respectivamente. A concentracao 8% também se
destacou quando o EEP foi aplicado no aparecimento dos primeiros sintomas, com porcenta-
gem de controle da incidéncia da doenca de 37% em relacdo a testemunha e, 24 horas antes da

inoculagdo, com controle de 33%.
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Para a AACPD da severidade do oidio em pepineiro os resultados do primeiro e
segundo cultivos ndo apresentaram interacdo significativa entre os fatores concentragdes do
extrato e épocas de aplicagdo (Figura 10, 11 e Tabela 1). Sendo observada significancia
isoladamente para os dois fatores.

No primeiro cultivo, ndo houve grandes variacdes quanto a reducdo da AACPSD com
o aumento das concentragdes do extrato, com comportamento linear decrescente 1> = 0,82
(Figura 10). As concentragdes 0,5; 1 e 2% nao apresentaram controle da doenga, esses resul-
tados sdo semelhantes aos obtidos por Vieira & Andrade, (2009) que ao avaliarem, dentre
outros produtos, extrato de propolis a 0,8 e 1,6 %, observaram que estas concentragcdes nao
diferiram significativamente da testemunha com agua. A partir da concentracao 4%, porém, a
severidade diminuiu, apresentando porcentagem de controle de 16%. O maior controle da
doenga foi obtido com a aplicacdo da maior concentracdo, 8%, que apresentou controle de

31%.
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Figura 10- Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPSD) de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em funcdo da aplicacdo de diferentes concentragdes de extrato etandlico de propolis (0; 0,5; 1;2; 4 e
8%). Primeiro cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2011.
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No segundo cultivo, a area abaixo da curva de progresso da doenca da severidade
(AACPSD) diminuiu de acordo com o aumento das concnetragdes, apresentando
comportamento linear com r*> = 0,93 (Figura 11). Nesse cultivo, o controle da doenca se deu a
partir da concentracdo de 2 e 4%, que apresentaram controle da doenca de 23 e 25 %
respectivamente. Por outro lado, a concentragdo 8 % apresentou-se mais efetiva no controle

da doenca, com porcentagem e controle de 43 %.
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Figura 11- Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPSD) de oidio (Podosphaera fuliginea) em
pepineiro em fungdo da aplicagdo de diferentes concentragdes de extrato etandlico de propolis (0; 0,5; 1; 2; 4 ¢
8%). Segundo cultivo. UTFPR, Pato Branco -PR, 2011.

Essa baixa porcentagem de controle da doenca também foi observada por outros
autores, como por Giovanelli (2008) que ao avaliar o efeito de EEP sobre Colletotrichum
gloeosporioides em abacateiro, observou que no campo a eficacia no controle da doenca nao
foi promissora, embora em estudos in vitro tenha observado que a propolis criou poros através
das células das hifas. Isto pode indicar uma possivel ruptura nos constituintes da parede
celular, mesmo em hifas que ndo estavam em contato direto com o EEP. Segundo este autor a
falta de eficacia no campo poderia estar ligada a fatores ambientais, mas a EEP mostrou ser

eficaz em estudos in vitro, com atividade anti-fingica.



62

Para as diferentes épocas de aplicacdo do EEP também foram observadas diferenca
significativa para a AACPD da severidade em ambos os cultivos. No primeiro cultivo, a
aplicacdo do extrato no aparecimento dos primeiros sintomas apresentou a maior AACPD,
diferindo significativamente da época de aplicacdo 24 horas apds a inoculagdo do patogeno
que apresentou a menor AACPD. Por sua vez, a aplicagdo do extrato 24 horas antes da

inoculagdo nao diferiu das demais €pocas de aplicagdo (Tabela 1).

Tabela 3- Area abaixo da curva de progresso da severidade de oidio (Podosphaera fuliginea) (AACPSD) em
pepineiro em fungdo de trés épocas de aplicagdo do extrato etanodlico de propolis. Primeiro e segundo cultivo.
UTFPR, Pato Branco -PR, 2011.

Tratamentos AACPD (Severidade)
Primeiro cultivo Segundo cultivo
24 horas antes inoculacao 496,20 ab 468,37 a
24 horas ap0s inoculagao 447,14 a 318,87 a
Primeiros sintomas 561,66 b 647,85 b
CV% 14,27 21,04

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro (P < 0.05).

No segundo cultivo, assim como no primeiro, as épocas de aplicagdo que apresentaram
menor AACPD para severidade foram 24 horas apds a inoculagdo e 24 horas antes da
inoculacdo do patdgeno, ndo diferindo significativamente entre si, entretanto, diferiram da
aplicacdo no aparecimento dos primeiros sintomas.

Os resultados obtidos quanto a época de aplicagdao 24 horas antes da inoculagdo pode
estar relacionado a formacdo de uma camada protetora evitando a penetracdo do fungo,
promovendo a manutencdo de um ambiente, mais favoravel para as folhas resistirem a
infec¢do do patogeno, além de permitir o acimulo de substancias antifingicas na cuticula
(POZZA et al. 2004).

Por outro lado, os resultados obtidos com a aplicagdo do extrato 24 horas apos a
inoculacdo do patdogeno sugerem que seu efeito esteja relacionado a germinagdo dos esporos,
assim como pode ter efeito direto sobre o estabelecimento do patdgeno no tecido vegetal,
devido a atuagao do EEP sobre as estruturas fingicas, principalmente na fase de infecgao.

Entretanto, considerando que ndo houve diferenca significativa na severidade da

doenga, em ambos os cultivos, quando o extrato foi aplicado 24 horas antes e apos a
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inoculacdo do patdgeno, considera-se também o possivel efeito de indug¢do de resisténcia,
muito embora, insuficiente para contribuir para que o controle da severidade da doenga
ultrapassasse 43 %, mesmo na maior concentragdo, ja que de acordo com Guginski et al.
(2011) verificando o potencial do extrato ndo alcodlico de propolis em induzir fitoalexinas em
cotilédones de soja (Glycine max), nas concentragdes 0; 0,5; 1; 2; 4 e 8% constataram
capacidade de indugdo da fitoalexina gliceolina, respondendo proporcionalmente ao aumento
das concentragdes.

Contudo, a presenca das substancias fenoélicas, especialmente os flavondides e acidos
fenodlicos, os quais junto com os dacidos carboxilicos modificados sdo componentes
estratégicos na propolis, pois sdo responsaveis pela bioatividade contra varios microrganismos
patogénicos (BURDOCK, 1998), variam de um local para outro, assim, o extrato originado
em diferentes locais tem ac¢do diferenciada sobre cada patosistema, como ja comprovada em
alguns estudos (STEPANOVIC et al., 2003; GAREDEW et al., 2004; UZEL et al., 2005).
Sendo assim, os resultados obtidos demonstram que provavelmente hd presenca desses
compostos no EEP utilizado, porém em baixas concentragdes, ndo sendo suficientes para
controlar a doenga acima de 50%, nas concentragdes utilizadas neste estudo.

E possivel que com o aumento da concentragio do extrato de propolis utilizado
obtenha-se maior controle da doenca, pois Moraes et al. (2011), ao testarem a concentragao de
10% de extrato de propolis, para controle de oidio em tomate, constataram maior controle da
doenca quando comparado ao fungicida Tebuconazole. Assim como, por Stompor-Chrzan
(2004) que ao tratarem sementes de feijao nas concentragdes de 4 e 10% de EEP, visando o
controle de patogenos causadores de tombamento, constatou que o EEP na concentra¢do de
10% foi o mais eficiente na inibi¢do de infecgdes fungicas e resultou em plantas visualmente
saudaveis.

Embora haja o possivel aumento no controle de fitopatdgenos com concentracdes de
EEP maiores que as utilizadas neste estudo, devem ser levadas em considerag¢do o custo das

aplicagdes, ja que o extrato de propolis € um produto relativamente caro.
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4.6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que o EEP controla

preventivamente o oidio em pepineiro.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou novas possibilidades de controle de fitopatdgenos cau-
sadores de doencas de parte aérea e, mais especificamente, de oidio em pepineiro. Através do
uso de extratos de po de canola o produtor podera obter controle efetivo, com baixo custo e de
facil obtencdo, uma vez que essa cultura esta sendo cada vez mais utilizada como uma opgao
na rotacdo de culturas de inverno, além disso, o armazenamento na forma de p6 proporciona a
utilizacao durante as demais €épocas do ano.

Por outro lado, a utilizagdo do extrato etandlico de prépolis pode ser mais uma opgao
de controle de baixo custo, quando disponivel na propriedade, entretanto, neste caso deve ser
feito novos estudos, com prépolis coletados de diferentes locais, concentragdes maiores, além
de estudos que demonstrem qual o modo de agcdo deste composto.

Contudo, estes estudos vém a somar com os diversos trabalhos realizados com contro-
le alternativo, como mais uma op¢ao aos produtores familiares ou produtores organicos. No
entanto, também pode ser utilizado na producdo convencional, haja vista, a facilidade de ob-
tengdo e principalmente o alto indice de controle obtido especificamente coma utilizacdo da
canola.

Tanto na utilizacdo de canola como na utilizagdo de propolis ainda ha muito que ser
pesquisado. Para trabalhos futuros, sugere-se realizar estudos com utilizagdo de diferentes
partes da planta de canola e também uma analise cromatografica de cada extrato utilizado
neste experimento, para que seja possivel identificar quais compostos podem estar relaciona-
dos ao controle da doenga. Além disso, sugere-se estudos com outros patdgenos da parte aérea

tanto com a utilizagdo de propolis como de extratos de canola.
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APENDICE A — Resumo da anélise da varidncia para as variaveis AACPD da severidade e
incidéncia de oidio em pepino submetido ao efeito de doses crescentes de diferentes extratos
de po canola. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Andlises Quadrados Médios
GL Severidade Incidéncia
Extratos 3 311,31%* 173,34%*
Dose 4 1359,56** 72,94%*
Extratos x Dose 12 33,08%* 14,58**
Residuo 60 1,73 2,09
Cv 4,9 % 3,7%

** Significativo a 1% de probabilidade de erro (P < 0.01)
* Significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)
NS Nao significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)

APENDICE B — Resumo da analise de regressio para a variavel AACPSD da severidade de
oidio em pepino, quando submetidos a concentragdes crescentes de diferentes extratos de po
de canola. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Quadrados médios

Causas da variagao Extratos
Maceragao Infusao Aquoso Alcodlico
Linear 1997,0* 1137,82%* 1640,95%* 438,66*
Quadratica 245,53* 48,65* 40,23%* 83,94%*
Cubica 47,87* 48,12% 39,29* 34,19%
Residuo 1,73

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE C — Resumo da analise de regressdo para a variavel AACPID da incidéncia de
oidio em pepino, quando submetidos a concentra¢des crescentes de diferentes extratos de po
de canola. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Quadrados médios

Causas da variagac Extratos
Maceragao Infusao Aquoso Alcodlico
Linear 324,65%* 14,89%* 59,53 %% 7,53
Quadratica 14,92%* 0,02 0,0 12,02%*
Cubica 11,67* 0,18 1,68 4,47
Residuo 2,09

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F
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APENDICE D — Resumo da anélise da varidncia para as variaveis AACPD da severidade e
incidéncia de oidio em pepino submetido ao efeito de concentragdes crescentes de diferentes
extratos de p6 canola. Segundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Quadrado Médio
Analise GL
Severidade (terco inferior e médio) Incidéncia

Extratos 3 320,40%* 373,61%*
Concentragoes 4 1012,46%* 99,02%*
Extratos x Conc. 12 43,54%* 27,65%*

Residuo 60 1,88 0,80

CV 5,1% 2,1%

** Significativo a 1% de probabilidade de erro (P <0.01)
NS Nio significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)

APENDICE E — Resumo da anélise de regressio para a variavel AACPD da severidade de
oidio em pepino, quando submetida a concentra¢des crescentes de diferentes extratos de pd de
canola. Segundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Quadrados médios

Causas da variagao Extratos
Maceragao Infusao Po Alcodlico
Linear 1700,38%* 1065,61%* 1543,49% 161,79*
Quadratica 6,62 11,90%* 3,94 17,69*
Cubica 17,05%* 3,98 2,95 4,73
Residuo 1,88

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE F — Resumo da analise de regressdo para a variavel AACPD da incidéncia de
oidio em pepino, quando submetida a concentracdes crescentes de diferentes extratos de po de
canola. Segundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Quadrados médios

Causas da variagao Extratos
Maceragao Infusao Po Alcodlico
Linear 551,54* 31,51* 56,59* 5,79%*
Quadratica 43,88%* 0,03 0,37 0,01
Cubica 20,54* 1,56 0,01 1,39
Residuo 0,80

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
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APENDICE G — Resumo da analise da variancia para as variaveis Proteinas, PAL e Fenois
submetidas ao efeito de concentragdes crescentes, diferentes extratos de pod canola e tempo de

coleta do material vegetal. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

- Quadrados M¢édios
Analises GL Proteinas PAL Fenois
kok
Temp?ng)C‘ﬂem 3 4793 0.000000876** 0,00095*
Extrato 3 55.09%* 0.000001326%* 0,0007
Concentragoes 4 37.04%* 0.000000207%** 0,0020
TC x Extrato 9 8.79%* 0.000000325%* 0,0007
- skk
TCx gg’;scentra 12 10.98 0.000000032:* 0,0004
- *ok
Extrato x Concen- 6.53 0.000000125%* 0,0003
tragoes
ksk
TC x Extrato X 36 1.55 0.000000034** 0,0002
Concentragdes
Residuo 160 0.54 0.00000000733 0,0007
CcV 2,28

** Significativo a 1% de probabilidade de erro (P < 0.01)
* Significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)
NS Nio significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)

APENDICE H — Resumo da anélise de regressdo para a variavel Proteina, quando submetida
a concentracdes crescentes de diferentes extratos de p6 de canola e tempo de coleta do materi-
al vegetal. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Quadrados médios

Causas da variagao Antes da aplicacao
Aquoso Maceracao Infusao Alcoolico
Linear 0.01™ 0.12™ 1.73™ 0.11™
Quadratica 0.03 N8 0.00™ 0.50 N 028N
Ctbica 0.01™ 0.01™ 0.47™° 0.29™
Residuo 0.54
*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
Causas da variagao Quadrados médios
24 horas apo0s a aplicagao
Aquoso Maceragao Infusao Alcoolico
Linear 92.45% 47.76* 0.01™ 5.18%
Quadratica 2.84* 0.03™ 2.56* 2.48*
Clibica 0.39™° 1.15M 0.1 0.19™

Residuo

0.54




*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
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Causas da varia-

Quadrados médios

cdo 72 horas apo6s a aplicacao
Aquoso Maceracao Infusdo Alcoodlico
Linear 156.29% 16.14* 0.28™ 3.44%
Quadrética 1.92™ 0.00"° 0.27" 0.31"°
Clibica 1.43M 2.25% 1.59 M 0.69 "
Residuo 0.54
*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
Quadrados médios
Causas da variagao 144 horas ap0s a aplicagdo
Aquoso Maceragdo Infusdo Alcodlico
Linear 59.37* 5.39% 0.79 " 1.25™
Quadratica 1.69™ 0.03™ 0.00™ 0.11M
Clibica 0.01™° 0.01™ 0.96"° 0.07"°
Residuo

0.54

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE I — Resumo da anélise de regressdo para a variavel FAL, quando submetida a

concentragdes crescentes de diferentes extratos de pd de canola e tempo de coleta do material
vegetal. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Causas da varia-

Quadrados médios

Antes da aplicagao

e Aquoso Maceragao Infusao Alcoolico
Linear 0.00000000 ™ 0.00000000 ™ 0.00000018* 0.00000009*
Quadratica 0.00000000 ™ 0.00000000 ™ 0.00000011* 0.00000006*
Cubica 0.00000000 ™ 0.00000000 ™ 0.00000004* 0.00000005*
Residuo 0.00000000733
*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

Causas da

Quadrados médios

variacao

24 horas ap0s a aplicacao
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Aquoso Maceracao Infusdo Alcoolico
Linear 0.00000048* 0.00000002 ™ 0.00000089* 0.00000030*
Quadratica 0.00000001 N 0.00000011* 0.00000000 ™ 0.00000008*
Cubica 0.00000002 ™ 0.00000004* 0.00000003* 0.00000000 °
Residuo 0.00000000733

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

. Quadrados médios
Causas da varia-

72 horas ap06s a aplicacao

¢do .
Aquoso Maceracao Infusao Alcoolico
Linear 0.00000000 ™° 0.00000013* 0.00000027* 0.00000008*
Quadratica 0.00000007* 0.00000005* 0.00000009* 0.00000002 ™°
Cubica 0.00000010* 0.00000001 ™ 0.00000001 ™ 0.00000001 ™
Residuo 0.00000000733

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

Quadrados médios

Causas da :
o 144 horas ap6s a aplicacdo
variagao -
Aquoso Maceracao Infusdo Alcoolico
Linear 0.00000001 ™ 0.00000027* 0.00000005* 0.00000001 ™
Quadratica 0.00000000 ™ 0.00000000 N 0.00000002 N 0.00000005*
Cubica 0.00000008* 0.00000002 N 0.00000000 ™ 0.00000001 ™
Residuo 0.00000000733

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE J — Resumo da anélise de comparagio de médias para a variavel Fenois, quando
submetida a concentragdes crescentes de diferentes extratos de p6 de canola e tempo de coleta
do material vegetal. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

NOME MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
72 hs 1.235979 0.527644 a A
24 hs 1.230927 0.515181 ab A
144 hs 1.223562 0.497105 b A
Anterior 1.203788 0.449106 c B

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado
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APENDICE L — Resumo da anélise da varidncia para as variaveis Proteinas, FAL e Fenois
submetidas ao efeito de concentragdes crescentes, diferentes extratos de po canola e tempo de
coleta do material vegetal. Segundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Quadrados Médios

Andlises GL Proteinas PAL Fenois
kk
Temp?ng)coleta 3 10.20 0.000000821 ** 0,0017%
Extrato 3 33.28** 0.000001417%** 0,0108*
Concentragdes 4 14.88%* 0.000000534** 0,0026%*
TC x Extrato 9 7.20%% 0.000000370** 0,0010%
_ sk
TC x Sgenscentra 12 5.89 0.000000064%* 0,0002
_ skek
Extrato x ~Concen 12 3.22 0.000000258%* 0,0004*
tracoes
skek
TC x Extratg) X 36 1.14 0.000000046%** 0.000
Concentragdes
Residuo 160 0.464 0.00000001586 0,0001
cv 0.0

** Significativo a 1% de probabilidade de erro (P <0.01)
* Significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)
NS Nio significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)

APENDICE M — Resumo da analise de regressdo para a variavel Proteinas, quando submetida
a concentracoes crescentes de diferentes extratos de pd de canola e tempo de coleta do materi-
al vegetal. Segundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Causas da varia- Quadrados médios
cao Antes da aplicacao
Aquoso Maceracdo Infusdo Alcoolico
Linear 0.0415™ 0.1349™° 1.1076™° 0.0023 ™
Quadratica 0.1123™ 0.0002 N 2.1806* 0.8813 "%
Cubica 0.0004 N 0.0633 ™% 0.7059 ™% 0.0003 ™
Residuo 0.464

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

Quadrados médios

Causas da - —
variagio %4 horas apos a aphcagao _
Aquoso Maceracdo Infusdo Alcoodlico
Linear 39.3056* 32.4342% 1.6512™° 5.4223*
Quadratica 7.4241% 2.2567* 1.5581 N8 0.2789 N5
Ctibica 0.5556"° 0.1944 N5 0.6571™° 0.5406 ™5
Residuo 0.464

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

Quadrados médios
72 horas ap0s a aplicagao

Causas da varia-

¢40 Aquoso Maceragao Infusdo_ Alcodlico
Linear 40.3267* 19.8372% 0.0045™° 2.9290%
Quadratica 2.4105* 0.3498 N 0.1985"" 0.0502 N

Cubica 0.0003 N 0.0000 ™ 0.0101 ™ 0.4626 ™



Residuo

0.464
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*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

Causas da varia-

Quadrados médios

cao 144 horas ap0s a aplicagdo
Aquoso Maceracao Infusdo Alcoolico
Linear 4.9576% 15.7713* 0.3217™° 0.2015™°
Quadratica 0.2699 ™ 4.8117* 0.3957 N8 0.0010™°
Cubica 2.5760%* 2.3463* 1.0759 ™ 0.0186™°
Residuo 0.464

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE N — Resumo da analise de regressdo para a variavel FAL, quando submetida a
concentracoes crescentes de diferentes extratos de p6 de canola e tempo de coleta do material

vegetal. Segundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

Causas da varia- Quadrados médios

¢ao Antes da aplicagdo
Aquoso Maceragdo Infusdo Alcodlico
Linear 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™
Quadratica 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™
Cubica 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™
Residuo 0.00000001586

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

Causas da varia- Quadrados médios

cdo 24 horas apos a aplicagdo
Aquoso Maceracdo Infusdo Alcoolico
Linear 0.0000009* 0.0000000 ™ 0.0000025* 0.0000015*
Quadratica 0.0000001 ™ 0.0000001* 0.0000000 ™ 0.0000003*
Cubica 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000001 ™
Residuo 0.00000001586
*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
Causas da varia- Quadrad9 : méd@os po
odo 72 horas ap06s a aplica¢ao '
Aquoso Maceragdo Infusdo Alcodlico
Linear 0.0000000 ™ 0.0000001* 0.0000005* 0.0000002*
Quadratica 0.0000001%* 0.0000002* 0.0000000 ™ 0.0000000 ™
Cubica 0.0000000 ™ 0.0000002* 0.0000000 ™ 0.0000000 ™
Residuo 0.00000001586
*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
Causas da varia- QuadradQS médigs po
oo 144 horas apds a aplicagao .
Aquoso Maceracdo Infusdo Alcoolico
Linear 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000001*
Quadratica 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™
Cubica 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™ 0.0000000 ™
Residuo 0.00000001586
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*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE O — Resumo da analise de comparagdo de médias pelo teste de Duncan e regres-
sdo para a variavel Fenois, quando submetida a concentragdes crescentes de diferentes extra-
tos de p6 de canola e tempo de coleta do material vegetal. Segundo cultivo. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2012.

Anterior
nome medias medias originais 5% 1%
maceracao 1.214879 0.475931 a a
infusao 1.210666 0.465713 a a
alcoolico 1.208834 0.461280 a a
aquoso 1.208701 0.460958 a a
24 horas
nome medias medias originais 5% 1%
maceracao 1.255080 0.575225 a a
infusao 1.245163 0.550431 b a
alcoolico 1.223320 0.496511 c b
aquoso 1.213549 0.472702 d b
72 horas
nome medias medias originais 5% 1%
maceracao 1.252971 0.569937 a a
infusao 1.248759 0.559400 ab a
alcoolico 1.243528 0.546362 ab b
aquoso 1.242087 0.542779 b a
144 horas
nome medias medias originais 5% 1%
maceracao 1.229691 0.512141 a a
infusao 1.228016 0.508024 a a
alcoolico 1.227768 0.507414 a a
aquoso 1.223056 0.495866 a a
Causas da varia- 144 (ﬁuadrad(?s médif)s po
~ oras apos a aplicacdo
§a0 Anterior 24 horas 72 horas 144 horas
Linear 0,000043 ™ 0,0039* 0,0066* 0.00040™°
Quadratica 0,000005 N 0,000004™ 0,00053* 0.00050*
Cubica 0,00013 ™ 0,000000 " 0.00040™° 0.0000 "
Residuo 0.00012

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
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APENDICE P — Resumo da anélise da varidncia para as variaveis AACPD da severidade e
incidéncia de oidio em pepino submetido ao efeito de concentragdes crescentes e de diferentes
épocas de aplicacao do Extrato Etandlico de Propolis. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2011.

- Quadrados Médios
Andlises GL Severidade Incidéncia
Epocas 2 2154.50 ** 1453.88 *
Concentragoes 5 1995.73 ** 375.13 ns
Epocas x Dose 10 86.68 ns 764.61 *
Residuo 54 295.25 345.71
CV 22 % 17%

** Significativo a 1% de probabilidade de erro (P <0.01)
* Significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)
NS Nio significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)

APENDICE Q — Resumo da analise de regressdo para a variavel incidéncia, quando submeti-
da a concentragdes crescentes e diferentes épocas de aplicacdo do Extrato Etanolico de Propo-
lis. Primeiro cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Quadrados médios

Causas da varia¢do Tempos de aplica¢do
24 horas 24 horas Aparecimento primeiros
antes apos sintomas
Linear 714883.20% 1254041,11%* 817085,06*
Quadratica 77669.03% 275213,63%* 413671,72%*
Cubica 21515.75% 7429,61%* 24944,00*
Residuo 345,71

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE R — Resumo da analise da varidncia para as variaveis AACPD da severidade e
incidéncia de oidio em pepino submetido ao efeito de concentragdes crescentes e de diferen-
tes épocas de aplicacdo do Extrato Etanolico de Propolis. Segundo cultivo. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2011.

e Quadrados M¢édios

Andlises GL Severidade Incidéncia

Epocas 2 9132.1 # 525.88 ns
) Concentragoes 5 1489.0 ** 1293.33 =
Epocasx Concen- 10 108.5 ns 941.71 »+

tracoes ' '

Residuo 54 79.7 262.27

CV 36 % 26 %

** Significativo a 1% de probabilidade de erro (P < 0.01)
* Significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)
NS Nio significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)
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APENDICE S — Resumo da andlise de regressio para a variavel incidéncia, quando submetida
a concentragdes crescentes e diferentes épocas de aplicacdo do Extrato Etandlico de Propolis.
Segundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Quadrados médios

Causas da variagao Tempos de aplicagdo
24 horas 24 horas Aparecimento primeiros
antes apos sintomas
Linear 1057777,33* 3195322,54%* 958886,217*
Quadratica 40728,18%* 96663,73* 68690,68*
Cubica 27236,10%* 1235,15%* 756032,94%*
Residuo 345,71

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.

APENDICE T — Resumo da analise de regressdo para a variavel severidade, quando submeti-
da a concentragdes crescentes do Extrato Etanolico de Propolis. Primeiro e Segundo cultivo.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2011.

Quadrados médios

Causas da variagao Tempos de aplicagdo
1° Cultivo 2° Cultivo
Linear 224067,53%* 513313,77*
Quadratica 46215,34%* 20476,67*
Cubica 3371,59* 11,84 ns
Residuo 295,25 79,7

*Significativo a 5% de probabilidade de erro tipo I pelo teste F.
NS Nio significativo a 5% de probabilidade de erro (P < 0.05)

APENDICE U — Resumo da analise de comparagdo de médias para a variavel severidade,
quando submetida as épocas de plaicacdo do Extrato Etanolico de Propolis. Primeiro e Se-
gundo cultivo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2012.

i1 Quadrados Médios
Andlises GL Primeiro Cultivo Segundo Cultivo
Epocas 2 19806.34** 160751.97**
Residuo 15 5126 10104.55
Cv 14 % 21 %

** Significativo a 1% de probabilidade de erro (P <0.01)
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APENDICE X — Figuras demonstrativas da severidade de oidio em folhas de pepino na con-
centracao de 12%. A — Extrato Infusdo; B - Aquoso; C — Alcodlico e D - Maceragao




