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CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA A DOENCAS FOLIARES E SUA
ASSOCIACAO COM A PRODUCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
GENOTIPOS DE AMENDOIM

RESUMO
A cultura do amendoim no Brasil, em especial no Estado de Sao Paulo onde se concentram as
maiores dreas de plantio, € muito afetada por doencas fungicas da parte aérea, com
predominancia da mancha-preta, Cercosporidium personatum (Berk. & M.A. Curtis)
Deighton. A ferrugem, Puccinia arachidis (Speg.) € a segunda doenga de maior importancia.
Dependendo do grau de severidade dessas doencas, a produtividade pode ser drasticamente
reduzida. Embora ja se conhecam fontes de resisténcia a serem utilizadas nos programas de
melhoramento de amendoim, os mecanismos de resisténcia ainda ndo foram estudados. De
acordo com a literatura sabe-se que um dos mecanismos de resisténcia das plantas é a
producdo de compostos provenientes do metabolismo secunddrio da planta denominados
compostos fenodlicos. Referindo-se ao amendoim, ainda n3o se tem noticia de trabalhos
realizados com o intuito de obter maior conhecimento relativo a estes compostos fendlicos
bem como do seu comportamento em relagdo a resisténcia. Portanto, este trabalho teve como
objetivo caracterizar linhagens e cultivares de amendoim, contrastantes quanto a resisténcia a
doencas, identificar e quantificar compostos fendlicos presentes nas folhas e investigar uma
possivel relacdo entre niveis de resisténcia e a concentracdo de compostos fendlicos. Para
tanto, o trabalho contou com um experimento de campo com oito gendtipos, montado em
esquema fatorial 8 x 2, em blocos ao acaso com trés repeticdes, e parcelas representadas por
duas linhas de plantas em 5 metros e espacamento de 0,9 metros entre linhas. Cada genétipo
foi avaliado em duas condi¢des de campo para as doencas mancha-preta e ferrugem: com e
sem o controle quimico com fungicida para essas doencas. Avaliacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os
resultados obtidos mostraram aumento dos compostos fendlicos, principalmente do dcido
cafeico em condi¢des de presenca da doenca no campo, evidenciando sua participacdo no

processo de defesa da planta contra o patégeno.

Palavras-chave: Arachis hypogaea, acidos fendlicos, CLAE, mancha-preta.
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CHARACTERIZATION OF RESISTANCE TO FOLIAR DISEASES AND ITS
ASSOCIATION WITH PHENOLIC COMPOUNDS IN PEANUT GENOTYPES

ABSTRACT
The peanut crop in Brazil, especially in Sdo Paulo where the largest planting areas are located,
is affected by fungal leaf disease, with a predominance of late leaf spot (Cercosporidium
personatum) (Berk. & M.A. Curtis) Deighton. Rust (Puccinia arachidis Speg.) is the second
most important disease. Depending on the severity of these diseases, productivity can be
drastically reduced. Although several resistant genotypes are already available and are used as
sources of resistance in breeding programs, the mechanisms of this resistance have not been
clarified. According to the literature it is known that one of mechanisms of plant resistance is
the production of compounds derived from the secondary metabolism of the plant
denominated phenolic compounds. Referring to peanuts still has no news of work carried out
in order to obtain greater knowledge concerning these phenolic compounds as well as their
behavior in relation to resistance. So this study aimed to characterize genotypes and peanut
cultivars, contrasting as to foliar disease resistance, as well as to identify and quantify
phenolic compounds present in the leaves and investigate a possible relationship between
resistance levels and the concentration of phenolic compounds. Thus, the work was a field
experiment with eight genotypes, mounted in factorial 8 x 2 in randomized block design with
three replications and plots represented by two lines of plants in 5 meters and spacing of 0.9
meters between lines. Each genotype was evaluated in two conditions for late leaf spot and
rust: with and without chemical control with fungicides for these diseases. Assessment and
quantification of phenolic compounds was performed in High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) was used. The results showed a large increase in phenolic
compounds, mainly caffeic acid in conditions of presence of the disease in the field, showing

his participation in plant defense case against the pathogen.

Keywords: Arachis hypogaea, phenolic acid, HPLC, late leaf spot.
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1. INTRODUCAO

O amendoim € uma cultura com alto grau de acometimento por doencas fingicas da
parte aérea, principalmente em regides com clima quente e Umido propicios para o
desenvolvimento de fungos. Este é exatamente o clima encontrado no Estado de Sdo Paulo,
onde se concentram as maiores dareas de plantio. Em trabalho conduzido nessa regidao com
linhagens eretas precoces, a reducdo na produtividade, quando as doengas ndo foram
controladas, foi da ordem de 60%. Redugdes ainda maiores foram observadas em cultivar
rasteira de ciclo mais longo. Atualmente, a principal forma de controle dessas doencas € a
aplicacdo de fungicidas, embora a resisténcia varietal seja uma das formas mais eficazes e
sustentdveis no controle dessas doengas.

Obtidas em programas de melhoramento do amendoim, cultivares moderadamente
resistentes t€m sido distribuidas e difundidas aos produtores no Brasil. Contudo, o impacto
dessa resisténcia na redug@o do custo de produgdo € apenas moderado. Dessa forma, torna-se
de extrema importancia os investimentos feitos para obter novos conhecimentos de resisténcia
e, possivelmente, diminuir os custos de producdo com a utilizacdo de fungicidas, por
exemplo, e também, reduzir o impacto causado pelas doencas.

A resisténcia as cercosporioses tem sido atribuida a diversos mecanismos de natureza
bioquimica, anatomica ou fisioldgica. Alguns desses mecanismos sdo bem conhecidos, como
a atuagdo dos estdmatos como barreira a entrada de patdgenos, e outros, pouco estudados,
como a produ¢do de compostos fendlicos atuantes no mecanismo de defesa bioquimico da
planta. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo caracterizar linhagens e cultivares de
amendoim, contrastantes quanto a resisténcia as doeng¢as mancha-preta e ferrugem,
identificando e quantificando compostos fendlicos presentes nas folhas e relacionando-os com
niveis distintos de resisténcia de diferentes genotipos. Assim, espera-se elucidar melhor esse
sistema de defesa bioquimico no amendoim, vez que poucos trabalhos foram realizados com

este objetivo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia do Amendoim

O amendoim tem sua origem na América do Sul. E uma dicotiledonea pertencente 2
familia Fabaceae, género Arachis, no qual estd inserida a espécie cultivada, Arachis hypogaea
L., e 80 espécies silvestres ja descritas (KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994; VALLS &
SIMPSON, 2005 apud FAVERO et al., 2011).

A espécie do amendoim cultivado, Arachis hypogaea L., € dividida botanicamente em
duas subespécies — hypogaea e fastigiata (KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994; FAVERO
et al., 2011). A subespécie hypogaea deu origem a variedades de porte rasteiro e arbustivo, e a
fastigiata originou as de porte ereto (GODOY et al, 2005; SANTOS et al., 2009). A
subespécie hypogaea € dividida em duas variedades botanicas: hypogaea e hirsuta. A
variedade hypogaea deu origens aos amendoins agronomicamente conhecidos como Runner
ou Virginia. A subespécie fastigiata é dividida em quatro variedades botanicas: fastigiata
(que inclui os amendoins agronomicamente conhecidos como Valéncia), vulgaris (amendoins
comercialmente conhecidos como Spanish) e as variedades peruviana e equatoriana,
amendoins origindrios das regides andinas (KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994; FAVERO
etal., 2011).

Entre os trés grupos agrondmicos, hoje plantados comercialmente (Virginia, Valéncia
e Spanish) existem diversas diferencas, ja bem caracterizadas, as quais levaram NOGUEIRA
& TAVORA (2005) a classificd-los de acordo com o tipo de ramificacdo: sequencial ou
alternada. O tipo de ramificacdo alternada € caracteristico do grupo Virginia, que ndo possui
inflorescéncia no ramo principal; possui habito de crescimento prostrado ou arbustivo; tem
foliolos pequenos (4-5 cm) com coloragdo verde escura; as vagens possuem geralmente uma
ou duas sementes; o ciclo vegetativo pode variar entre 120 e 160 dias. O outro tipo de
ramificacdo, classificado como sequencial, é caracteristico dos grupos Valéncia e Spanish.
Estes possuem o ramo principal com inflorescéncia; habito de crescimento ereto; foliolos
maiores, que atingem entre 6 ¢ 7 cm, com coloracdo verde clara; as vagens podem conter
entre 3 a 6 sementes; o ciclo vegetativo apresenta-se mais curto, entre 85 e 110 dias.

O amendoim € uma planta predominantemente autbgama, podendo ocorrer fecundacao
cruzada através de agentes polinizadores em alguns casos. O fruto € um legume, uniloculado e
classificado como deiscente estruturalmente e indeiscente funcionalmente. Tem uma variacao

de 1 a 6 no nimero de sementes, de acordo com o grupo botinico a que pertence



(NOGUEIRA & TAVORA, 2005). A estrutura de frutificacio da familia Fabaceae ¢é
exclusiva e distingui-se das estruturas das outras familias. E chamada de ginéforo ou “peg”
com desenvolvimento geocarpico (GODOY et al., 2005).

As folhas sdo compostas, pinadas e com dois pares de foliolos opostos, de forma
eliptica e lanceolada, dependendo da cultivar, inseridos no peciolo. A presenca de estomatos €
observada tanto na superficie abaxial como na adaxial. Devido ao comportamento do
amendoim em relagdo a manutencdo da maioria das folhas até a maturidade, ele foi
classificado como uma planta indeterminada ndo senescente (NOGUEIRA & TAVORA,
2005).

2.2. Importancia do Amendoim

A semente do amendoim estd presente na cultura alimentar de muitos paises. Possui
importancia econdomica devido a riqueza de proteinas e nutrientes presentes no grao, com
consequente procura no mercado para consumo in natura e para a fabricacdo de confeitos,
doces entre outros (GODQY et al., 2005). Por ser uma fonte rica em proteinas, lipidios, dcidos
graxos e ainda de algumas vitaminas, € considerado um alimento de grande valor nutricional
(CARRIN & CARELLL, 2010; FREIRE et al., 2005). Conta também, com alguns compostos
funcionais que trazem beneficios a saide humana como: protecdo contra doencgas
cardiovasculares, inibicdo da agregacdo plaquetdria, inibicdo da oxidagdo da lipoproteina de
baixa densidade e também da arteriosclerose e confere agentes promotores anticancerigenos
(FRANCISCO & RESURRECCION, 2008).

Além da demanda do amendoim e de seus produtos derivados para a industria
alimenticia, SANTOS et al., (2012) sugerem um aumento da demanda do 6leo do amendoim,
normalmente utilizado na alimentagcdo, para o mercado de biocombustivel devido as suas
propriedades de resisténcia a oxidagao.

Ainda, afora as utilidades mais conhecidas dos grdos, as ramas do amendoim podem

ser utilizadas na alimentacdo animal na forma de feno (GODOY et al., 1982).

2.3. Principais Doencas da Cultura

A cultura do amendoim € bastante acometida por doencgas flingicas da parte aérea e a
intensidade do ataque pode variar com a localidade, época de plantio e variedade (MORAES
& GODOY, 1997; MORAES et al., 2001). Em trabalho conduzido no Estado de Sdo Paulo

com linhagens eretas precoces, a redu¢do na produtividade quando as doengas nao foram



controladas foi da ordem de 60% (GODOY et al., 2001). Redug¢des ainda maiores foram
observadas em cultivar rasteira de ciclo mais longo (GODOY et al., 1999).

As doengas fungicas foliares sdo favorecidas pelo aumento da temperatura e umidade
elevadas. Em Sao Paulo, o ciclo de primavera-verao favorece o aparecimento dessas doengas
(PEDRO JUNIOR et al., 1994 apud GODOY et al., 2001).

As doencas com maior potencial de danos a cultura do amendoim no Estado de Sdo
Paulo sdo as cercosporioses mancha-castanha (Cercospora arachidicola, Hori) e mancha-
preta (Cercosporidium personatum) (Berk. & M.A. Curtis) Deighton, e a ferrugem (Puccinia
arachidis, Speg). Entretanto, a mais prevalente de acordo com MORAES & GODOY (1985)
e MORAES et al., (1988;1994) no Estado de Sao Paulo é a mancha-preta.

2.3.1. Mancha-preta e Mancha-castanha

As cercosporioses, também chamadas de manchas de Cercospora, recebem
comumente as denominacdes de “early” e “late leaf spot” para as manchas castanha e preta,
respectivamente. Essa designacdo € baseada no surgimento mais precoce das lesdes na
mancha-castanha quando comparadas as da mancha-preta que se desenvolvem da metade para
o final do ciclo das plantas (SHOKES & CULBREATH, 1997; MORAES & GODOY; 1997).

A mancha-castanha possui como agente etiolégico o fungo Cercospora arachidicola,
o qual causa lesdes de coloracdo castanha a marrom-clara na superficie inferior dos foliolos e
marrom, na superficie superior; normalmente essas manchas marrons exibem bordos
irregulares, um halo amarelo nitido e frutificagdes flingicas. A mancha-preta tem como agente
causal o fungo C. personatum, causador de lesdes negras com frutificagdo na superficie
inferior dos foliolos e marrom escuro na superficie superior, apresentando bordos mais
uniformes, sem a presenca do halo amarelado na maioria dos casos. As frutificacdes na parte
superior somente aparecem em ataques severos (MORAES & GODOY, 1997).

Geralmente € ficil a diagnose dessas doencgas no campo, sendo realizada por meio de
andlises sintomatoldgicas e sinais da doenca, ou seja, manchas cloréticas no inicio da doenca
ou lesdes necréticas mais tardiamente. Para diferenciacdo das duas espécies de fungos é
necessdria a observagdo das estruturas flingicas em microscopio optico realizando raspagem
direta das frutificacoes (MCDONALD et al,. 1985; MORAES & GODQY, 1997).

A disseminag@o das cercosporioses ocorre através de estruturas de sobrevivéncia dos
fungos denominadas conidios e também por fragmentos do micélio encontrados nos tecidos
de restos das culturas — caules, peciolos, gin6foros — ou ainda veiculados por sementes

portadoras dessas estruturas. E dessa forma que se caracteriza o indculo inicial que dard



origem as primeiras lesdes. O ciclo secundario de infec¢do € promovido pela da disseminacao
do inéculo a curta distancia por respingos de dgua, vento, insetos € movimentacdo do material
infectado (MACDONALD et al., 1985; SHOKES & CULBREATH, 1997).

Existem duas maneiras eficientes de controlar tanto a mancha-preta quanto a mancha-
castanha. Uma delas relacionadas ao uso de praticas culturais que retardam o inicio das
epidemias, como rotacdo de cultura, por exemplo. Outras estratégias consistem na aplicagcdo
de fungicidas e do uso de cultivares resistentes as doengas. Esta ultima tem se mostrado
necessaria devido a rdpida taxa de crescimento das cercosporioses em consequéncia de
in6culo potencial encontrado nos primeiros estagios da cultura (MORAES & GODOY, 1997,
PIO-RIBEIRO et al., 2009).

2.3.2. Ferrugem

A ferrugem, também conhecida como “peanut rust” ou “groundnut rust”, é considerada
juntamente com as cercosporioses, como uma das principais doencas foliares da cultura do
amendoim (PIO-RIBEIRO et al., 2009), causando perdas severas na producdo dos graos
(GODQY et al., 1994).

O fungo causador da ferrugem é P. arachidis Speg.. Os sintomas da doenca se
manifestam inicialmente por meio de pequenos pontos amarelados que evoluem formando
pustulas. Estes pontos sdo frequentemente circundados por um halo verde-escuro a pardo-
claro. Essas pustulas se desenvolvem principalmente na face inferior dos foliolos e quando se
rompem, liberam uma massa pulvurulenta de colora¢do alaranjada a avermelhada, composta
por esporos (SUBRAHMANYAM, 1997).

O método para diagnose da doenca consta na observacdo das estruturas flingicas na
parte abaxial da folha. Os esporos presentes nas pustulas podem ser observados através de
lupa ou ainda por microscépio 6ptico pelo método de raspagem das estruturas fingicas
(PORTER et al., 1982; PIO-RIBEIRO et al., 2009).

A ferrugem pode permanecer de uma época de cultivo para outra predominantemente
em plantas voluntdrias de amendoim, pois a estrutura de disseminagdo do fungo sé é capaz de
se multiplicar em tecido vivo. Dessa forma, originam-se as infec¢des primadrias. Essa estrutura
pode, ainda, ser dispersa a longa distancia pelo ar, movimento de tecido infectado, vagens e
sementes com superficie contaminadas e dentro do campo, por insetos, respingos d’agua e
também pelo ar (SUBRAHMANYAM & MCDONALD, 1983; SUBRAHMANYAM, 1997;
PIO-RIBEIRO et al., 2009).



As estratégias adotadas para controle dessa doenca sdo muito semelhantes aquelas
utilizadas no controle das cercosporioses, pois possuem epidemiologia muito similar.
Portanto, utiliza-se a rotagc@o de cultura, eliminacdo de plantas voluntarias, uso de fungicidas e
cultivares resistentes (SUBRAHMANYAM & MCDONALD, 1983; SUBRAHMANYAM,
1997).

2.4. Resisténcia do Amendoim as Doencas Foliares

As doengas fungicas foliares sdo as que mais limitam a produ¢io de amendoim, tanto no
Brasil, como em outros paises. Destas, a que mais se destaca pela frequéncia com que ocorre
nas lavouras e pela severidade da epidemia é a mancha-preta. A ferrugem também ¢é
importante no Brasil. Embora apareca com menor frequéncia, possui alto potencial de dano. A
mancha-castanha aparece com certa frequéncia nas lavouras do Estado de Sao Paulo,
especialmente no inicio da cultura, mas sua curva epidemioldgica tende a decrescer na metade
do ciclo das plantas, geralmente dando lugar a mancha-preta. A verrugose, causada por
Sphaceloma arachidis (Bitancourt & Jenkins), aparece com relativa frequéncia, mas seus
danos sdo relativamente mais moderados, especialmente em cultivares rasteiras (MORAES &
GODOQY, 1997).

O melhoramento visando resisténcia a doencas pode recorrer a variabilidade
encontrada em germoplasma nativo, tanto na espécie cultivada A. hypogaea como em
algumas espécies silvestres de Arachis (FAVERO et al., 2011). A descoberta e caracterizagio
dessas fontes de resisténcia tiveram inicio por volta de 1950, mas ganharam maior impulso
entre 1970 e 1980, especialmente na India, pelo International Crops Research Institute for the
Semi-Arid Tropics (ICRISAT), e nos Estados Unidos, Brasil e Argentina. Entretanto, as suas
utiliza¢des no melhoramento e na obten¢ao de cultivares resistentes sdo de passado bem mais
recente (GODOY, I. J., comunicag¢ao pessoal).

No Brasil, o Instituto Agrondomico de Campinas (IAC) iniciou, em 1980, a procura por
fontes de resisténcia em colec¢do de germoplasma de A. hypogaea composta de material nativo
ou introduzido de outros programas internacionais. Parte dos 2.000 acessos foi destacada para
caracterizacdo mais detalhada da resisténcia as cercosporioses e a ferrugem, em campo e
laboratdrio, usando-se folhas destacadas, e avaliando o indice de esporulacdo, o tipo de lesdo
e o indice de infeccdo. No campo, a colecdo foi avaliada ano a ano para manchas preta e
castanha, ferrugem, verrugose e mancha-barrenta, aproveitando-se as incidéncias naturais que
ocorriam ano a ano, € acumulando-se os resultados de cada acesso em um banco de dados.

Essas avaliacdes revelaram ampla variabilidade de resisténcia as doengas avaliadas, com



maior destaque para a mancha-preta e a ferrugem (MORAES & GODOY, 1997; GODOY et
al., 2005b).

De maneira geral, acessos da subespécie fastigiata tendem a ser mais suscetiveis a
verrugose do que os da subespécie hypogaea. O mesmo acontece em relacio a mancha-
barrenta Phoma arachidicola (Marasas, Pauer & Boerema), doenca que ocorre
esporadicamente em lavouras no Estado de Sao Paulo (MORAES et al., 1983).

Em linhagens nativas da subespécie hypogaea (tipos comerciais Virginia), observa-se
variabilidade para resisténcia a muiltiplas doengas da parte aérea, incluindo as cercosporioses e
a ferrugem, embora em nivel moderado. Alguns acessos pertencentes a subespécie fastigiata,
variedades peruviana e hirsuta, mostram alta resisténcia a mancha preta e a ferrugem
(GODOY et al., 2009).

Os estudos de variabilidade e heranga, feitos em populagdes obtidas de cruzamentos
dentro da espécie cultivada, sugerem que a resisténcia as cercosporioses tem agao poligénica e
heranca quantitativa. H4 significancia para efeitos aditivos, mas também h4 efeitos de
dominancia, com predominio de genes recessivos de resisténcia (GODOY & MORAES,
1987).

Resisténcia a doencgas foliares também tem sido observada em algumas espécies
silvestres, sendo que alguns acessos apresentam altos niveis de resisténcia (STALKER &
SIMPSON, 1995; FAVERO et al., 2009) .

A resisténcia as cercosporioses tem sido atribuida, embora ainda de forma genérica, a
diversos mecanismos de natureza bioquimica, anatdmica ou fisiologica (GODOY et al.,

2005b).

2.5. Resisténcia de Plantas a Doencas

A resisténcia de uma planta a um patdgeno foi definida por PASCHOLATTI & LEITE
(1995) como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou subsequente atividade
de um patégeno em seus tecidos.

Existem duas formas pelas quais as plantas podem se defender dos patégenos: ativa ou
passivamente. Dessa forma, os mecanismos de resisténcia foram subdivididos em pré-
formados (passivos ou constitutivos) e pos-formados (ativos ou induziveis). Aqueles
classificados como pré-formados ja se encontram presentes na planta antes do contato com o
patégeno, enquanto que os pds-formados sdo produzidos ou ativados em resposta a um
contato com o patégeno, estando ausentes ou presentes em niveis baixos antes da infeccdo

(PASCHOLATI & LEITE, 1995).



Os mecanismos de resisténcia pré e pods-formados podem ser bioquimicos ou
estruturais. Os estruturais sdo assim chamados, pois constituem-se em barreiras fisicas a
penetracdo e/ou a colonizacdo do patégeno; j4 os bioquimicos sdo substancias produzidas
capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno ou gerar condi¢des nao favordveis para sua
sobrevivéncia nos tecidos invadidos (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Para garantir sua
efetividade, os fatores de resisténcia bioquimicos devem estar acessiveis ao patdégeno, € em
uma concentra¢do adequada, de forma que a expressao da doenca na planta mude conforme
alteracdes na concentracdo da substancia (GARCION et al., 2007 citado por STANGARLIN
etal., 2011)

No caso dos mecanismos bioquimicos pré-formados, as substancias podem estar
presentes nos tecidos das plantas antes da infec¢do ou ainda converterem-se em substancias
téxicas com auséncia de um precursor remoto (GARCION et al., 2007 citado por
STANGARLIN et al., 2011).

Em regra, segundo PASCHOLATI & LEITE (1995), os mecanismos de resisténcia das
plantas podem ser:

1) Pré-formados (passivos ou constitutivos):

a) Estruturais: cuticula, tricomas, estdmatos e fibras/vasos condutores;

b) Bioquimicos: fendis ou compostos fendlicos, como 4cido clorogénico, por
exemplo, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos, glicosideos cianogénicos,
fototoxinas e inibidores proteicos.

2) Pés-formados

a) Estruturais: papilas, halos, estruturas de lignificacdo, camadas de cortica e
tiloses;

b) Bioquimicos: fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e espécies
reativas de oxigénio (ROS).

A expressdao dos fatores de resisténcia variam de acordo com cada interacdo entre
patégeno-hospedeiro, com a idade da planta, o 6rgdo ou tecido invadido, estado nutricional e
ainda com as condi¢cdes ambientais (JOHAL et al., 1995 citado por STANGARLIN et al.,
2011).

2.6. Compostos Fenolicos Associados a Resisténcia nas Plantas
Os compostos fendlicos sdo produzidos a partir do metabolismo secundério da planta
em seu desenvolvimento normal ou quando € submetida a situagdes de estresse como

infeccdes, radiagdes UV, lesdes etc. (NACZK & SHAHIDI, 2004; ANGELO & JORGE,



2007; MUJICA et al., 2009). S3o essenciais no crescimento e na reprodugdo dos vegetais e
também contribuem na defesa contra os patégenos e na pigmentacdo (ANGELO & JORGE,
2007; MUJICA et al., 2009). Encontram-se localizados usualmente nos vacuolos celulares
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2008) e as vias metabdlicas envolvidas na sintese deles estdo
muito bem estudadas. Sao elas: rota do dcido chiquimico, a qual origina a maioria dos fendis
vegetais e a rota do dcido mevaldnico, que origina produtos secunddrios fendlicos em fungos
e bactérias e € menos expressiva em vegetais superiores (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Na rota do 4cido chiquimico (Figura 1) ocorre a conversdo de precursores de
carboidratos derivados da glicélise e também da rota da pentose fosfato em aminodcidos
arométicos. O dcido chiquimico atua como intermedidrio nessa via. A grande maioria dos
compostos fendlicos secundarios das plantas € derivada do aminodcido fenilalanina através da
formac¢ao do 4cido cinamico. Nessa reacdo, catalisada pela enzima fenilalanina amonialiase
(PAL), ocorre a eliminacdo de uma molécula de amdnia para a formac@o do 4cido cinamico.
O funcionamento da PAL € aumentada por fatores ambientais como luz, baixos niveis de
nutrientes e infeccdo por fungos. Neste ultimo caso, foco deste trabalho, a invasdo do
patégeno desencadeia a transcricdo do RNA mensageiro responsavel por codificar a enzima
PAL. Dessa forma, sua quantidade aumenta na planta, estimulando a sintese de compostos
fendlicos (TAIZ & ZEIGER, 2004). As proximas reacdes provenientes da rota do dcido
chiquimico levam a adi¢do de mais grupos hidroxila e outros substituintes. Esses compostos
sao também chamados de fenilpropandides.

Os compostos fendlicos foram classificados por RIBEREAU-GAYON (1968) em trés
grupos de acordo com a ocorréncia desses compostos na natureza. O primeiro grupo engloba
os pouco distribuidos na natureza — fendis simples, pirocatecol, hidroquinona e resorcinol, etc.
O segundo grupo, os polimeros, englobam os taninos e ligninas, que ndo estao presentes em
sua forma livre na natureza. E o dltimo grupo envolve os compostos largamente distribuidos
na natureza — flavonoides, dcidos fendlicos e cumarinas. E dentro desde tdltimo grupo que
estdo inseridos os compostos ja relatados no amendoim com acdo contra fungos e bactérias.
Os mais importantes sdo: o resveratrol, dentro do grupo dos estilbenos, (OTTO et al., 1999), e
alguns dcidos fendlicos como: &acido p-cumdrico, acido ferdlico, dcido cafeico e &4cido
clorogénico (LOPES et al.,, 2011). Este dltimo é considerado um importante composto na
resisténcia das plantas contra fitopatogenos. Ele pode sofrer oxidagdo por enzimas como a
polifenoloxidase, dando origem a quinonas altamente téxicas aos microrganismos devido a

sua atuacdo em processos enzimaticos vitais de bactérias e fungos. Esse 4cido pode, ainda,



funcionar como um metabdlito intermedidrio na formacdo de compostos fendlicos insoliveis

como a lignina, por exemplo (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

I _l;
PAL
NH;
Fenilalanina

Acido trans-cinimico Acido benzéico
l Py50 Monooxigenase
Nogaliy r
0
Tirosina
OH / Acido p-cumarico Acido p-hidroxibenzoico
7z
lHidroinase l -CO,
0 OH
HO.
OCH, WOH ©
Alcool cumarilico HO

Acido cafeico Fenol

i O-Metiltransferase

Alcool sinapilico ’
Acido ferulico
Hidroxilase
o O-Metiltransferase
H5CO X OH

HO Acido sinapico

Figura 1 — Rota de formacgdo dos fenilpropanédides (adaptada de SHAHIDI & NACZK,
2004).
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A estrutura quimica dos fendlicos € composta por um ou mais anéis aromaticos com
substituintes hidroxilicos. Englobam tanto moléculas simples como de alto grau de
polimerizacdo (BRAVO, 1998). Primeiramente, ocorrem na forma conjugada com acuicares
ligados ao grupo hidroxila ou até com o dtomo de carbono. Mais comumente encontra-se a
glicose como acucar ligado, porém até oligossacarideos podem formar essa associacdo
(VERMERRIS & NICHOLSON, 2006). A atividade bioldgica desses compostos em
alimentos estd estritamente relacionada com sua estrutura quimica, conjugagdo, grau de
polimerizacdo e também solubilidade, pois s@o esses fatores que influenciam na absor¢do e
metabolizacdo dos fendlicos. Dessa forma, foi criada outra maneira de classificar os
compostos fendlicos baseado em sua biodisponibilidade em fun¢do dos fatores citados. Eles
foram divididos em compostos fendlicos soliveis e insoliveis (MIRA et al., 2008). Aqueles
classificados como soliveis estdo compartimentalizados dentro dos vacuolos celulares
(BECKMAN, 2000), podendo estar presente na forma livre ou conjugada com outras
substancias. J4 os compostos fendlicos insoliveis encontram-se ligados (esterificados) aos
componentes da parede celular (FAULDS; WILLIAMSON, 1999), dificultando sua
biodisponibilidade.

Os fendlicos possuem um importante papel na defesa de plantas contra os patégenos.
De acordo com VERMERRIS & NICHOLSON (2006), ha dois mecanismos possiveis pelos
quais os compostos fendlicos podem atuar para conferir resisténcia. O primeiro, definido
como resisténcia passiva, ocorre quando o composto ja estd presente na planta antes da
infeccdo. J4 o segundo, designado como resisténcia ativa, promove a defesa através da
producdo do composto somente apds a infeccdo e caso esses compostos ja existam serdo
ressintetizados.

Para a cultura do amendoim, existem poucos trabalhos envolvendo a quantificacdo de
compostos fendlicos nas folhas. Diversas pesquisas se relacionaram a andlises de fendlicos na
casca do amendoim (WIN et al., 2011; KHAOPHA et al., 2012; MA et al., 2014), no grao
(FAJARDOL et al., 1994; ATTREE et al., 2015) e até em plantulas (SOBOLEYV et al., 2006,
2010). Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar os compostos fendlicos presentes
nas partes da planta que sdo afetadas pelas doencas flingicas mais importantes para a cultura
do amendoim visando um melhor entendimento do funcionamento da defesa associada a

producdo desses compostos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Genético e Experimento de Campo
Os gendtipos avaliados neste experimento sao pertencentes ao Banco de Germoplasma
do Programa de Melhoramento de Amendoim do Instituto Agronémico de Campinas, todos

representantes do amendoim cultivado, espécie Arachis hypogaea L., apresentados na tabela
1.

Tabela 1 - Material genético proveniente do Banco de Germoplasma do Instituto

Agrondmico de Campinas utilizado no experimento e suas caracteristicas.

Germoplasma Origem Subespécie GI'L}pO. Héb}to de
agron0mico  crescimento
Acesso 909 Peru fastigiata - Ereto
Acesso 850 Peru fastigiata - Ereto
Acesso 2452 Brasil (regido Centro-Oeste)  hypogaea Virginia Rasteiro
Acesso 69002 ICRISAT' - India hypogaea - Arbustivo
Acesso 69007 ICRISAT - India hypogaea - Arbustivo
Cultivar Runner IAC 886 IAC hypogaea Virginia Rasteiro
Cultivar IAC 503 IAC hypogaea Virginia Rasteiro
Linhagem 8008 TIAC hypogaea Virginia Rasteiro

'International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics

As informagdes de resisténcia as duas principais doencgas avaliadas no experimento
foram obtidas dos dados de passaporte do Banco de Germoplasma do Programa de
Melhoramento Genético do Amendoim do Instituto Agrondmico de Campinas (Tabela 2).

A partir dessas informacOes e do amplo conhecimento do comportamento desses
gendtipos registrados a partir de diversos experimentos anteriormente realizados pelo
Programa de Melhoramento de Amendoim do IAC, foi estabelecido como controle suscetivel
a Cultivar Runner IAC 886 e controle resistente o Acesso 69007.

O experimento de campo foi conduzido no Polo Regional Centro Leste, da APTA, em
Ribeirdo Preto, SP, situado préximo as regides produtoras de amendoim, onde as condicdes
climéticas sdo favordveis para a ocorréncia natural das doengas foliares. A 4rea experimental
foi previamente calcareada e adubada antes do plantio com 300 Kg/hectare de fertilizante
formula 4-30-10. O experimento foi semeado em esquema fatorial 8 x 2, em delineamento de
blocos ao acaso com trés repeti¢cdes, em parcelas de duas linhas de plantas de 5 metros com
espacamento de 0,9 metros entre linhas. Cada gendtipo foi avaliado em duas condi¢gdes de

controle das doencas: sem controle e com as doencas controladas com fungicidas. O controle
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quimico consistiu de sete pulverizacdes com fungicidas, sendo seis de Chlorothalonil e uma
de mistura de Epoxiconazol e Piraclostrobina durante o ciclo, como recomenda o Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2016). As aplicacoes foram feitas

quinzenalmente a partir de 35 dias da semeadura.

Tabela 2 — Reacdo de acessos, cultivares e linhagem de amendoim a incidéncia de mancha-

preta (MP) e a ferrugem (FE).

Germoplasma Mancha-Preta (MP) Ferrugem (FE)
Acesso 850 Altamente Resistente Moderadamente Suscetivel
Acesso 909 Altamente Resistente Altamente Resistente

Acesso 2452 Altamente resistente — Altamente resistente —

Moderadamente resistente Moderadamente resistente

Acesso 69002 Altamente resistente — Altamente resistente —

Moderadamente resistente Moderadamente resistente
. Altamente resistente —
Acesso 69007 Altamente resistente

Cultivar Runner IAC 886
Cultivar IAC 503

Suscetivel

Moderadamente resistente

Moderadamente resistente

Moderadamente resistente
Suscetivel

Moderadamente resistente

Moderadamente resistente

Linhagem 8008

3.2 Coleta do material

Para a andlise de compostos fendlicos foram coletados vinte foliolos aleatdrios,
situados em posi¢cdo mediana em relacdo a haste principal, sendo dez de cada linha, com
posterior armazenamento em saco de polipropileno, tipo rede, contendo identificagdo do
genotipo. Para evitar oxidacdo do material, os sacos com as amostras foram imediatamente
transferidos para uma caixa de isopor contendo nitrogénio liquido.

As amostras para determinagdo do teor de umidade ou de matéria seca constituiram de
dez foliolos das plantas de cada parcela de campo, escolhidos ao acaso e acondicionados em
saco de papel, previamente pesados e identificados.

A coleta do material foi dividida de acordo com as duas finalidades propostas no
trabalho: cdlculo da curva de progresso da doenca dos genétipos TAC 886 (controle

suscetivel) e acesso 69007 (controle resistente), e também para comparacdo dos oito
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genotipos em seus respectivos estdgios de maturacdo, respeitando o ciclo biolégico de cada
um dos materiais (Tabela 3). Sdo trés datas de maturacdo diferentes, 122, 135 e 138,
entretanto € importante ressaltar que o acesso 69007 pertence ao grupo do estigio de
maturagdo aos 135 DAS, e apenas foi coletado aos 122 DAS para estudo comparativo com o

padrao suscetivel adotado, IAC 886, o qual o estdgio de maturacdo € aos 122 DAS.

Tabela 3 - Datas de coleta das amostras de folhas para a andlise de compostos fendlicos (CF),
teor de umidade, avaliacao de incidéncia e severidade das doengas ferrugem e cercosporioses

em amendoim.

Data de coleta ~ DAS' Gendtipos e finalidade da coleta
(13/1/15) 65
(11/2/15) 94 IAC 886 e 69007 (CF* e Umidade) e demais gendtipos para

avaliacdo das doencgas

(25/2/15) 108
(11/3/15) 122 69007/886/850/909 (CF, Umidade e Doencas)
(24/3/15) 135 69002/69007/TAC 503/8008 (CF, Umidade e Doengas)
(27/4/15) 138 2452 (CF, Umidade e Doencas)

'DAS: dias apés a semeadura; “CF: Compostos fendlicos

3.2.1 Preparacao das amostras para as analises de laboratério

As amostras contidas nos sacos de polipropileno, totalizando vinte foliolos de cada
parcela no campo, foram moidas em almofariz e, dessa massa, pesou-se em balanca de
precisdo cerca de 0,5 g de cada amostra em tubos Falcon de 15 mL. O material foi diluido em
SmL de metanol a 60% contendo 10mM de EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid). Essas
condicdes foram escolhidas para a extracdo de dcidos fendlicos a partir de testes preliminares
realizados para determinar as melhores condi¢des de extragao dos compostos de interesse. O
uso de EDTA foi indispensavel para impedir a oxidacdo dos compostos, ji que atua como
agente quelante/sequestrador de fons metélicos (NARDINI et al., 2002).

Os tubos com o material vegetal foram protegidos contra luz para ndo ocorrer
possiveis degradagdes dos compostos e armazenados em ultrafreezer (-80°C), para posteriores

andlises dos compostos fendlicos totais e de dcidos fendlicos.
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Para as andlises de umidade relativa, 10 folhas de cada parcela foram coletadas e
armazenadas em sacos de papel previamente pesados para posterior secagem até ser obtida

massa constante da amostra.

3.3 Avaliacao de Doencas

Tendo em vista a presenca natural dos patégenos na drea do experimento, as
avaliacoes de doencgas foram realizadas no campo, em trés repeti¢des, considerando-se a
incidéncia de mancha-preta e, em laboratério, a partir de dez folhas destacadas avaliando a
severidade tanto da mancha-preta, como da ferrugem.

A incidéncia da mancha-preta no campo foi avaliada mediante o uso da escala
diagramdtica proposta por SUBRAHMANYAM et al., (1982) (Figura2), em que as notas
variaram de 1 (auséncia de sintomas da doenca) a 9 (grande nimero de lesdes nas folhas). As
avaliacdes da severidade das lesdes provocadas pela mancha-preta e ferrugem (FE), em folhas
destacadas, foram realizadas a partir da atribuicdo de notas 1 (auséncia de lesdes) a 5 (folhas
com grande nimero de manchas e/ou pustulas de ferrugem); esta escala leva em considerac@o

o ndmero e o tamanho das lesoes.

7 41-60% 8 61-80% 9 81-100%

Figura 2 — Escala diagramatica da incidéncia da mancha-preta (SUBRAHMANYAM et al.,
(1982).
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Foram atribuidas, ainda, notas para a esporula¢ido do fungo no caso da mancha-preta.
Esta avaliacdo foi realizada através do auxilio de um microscépio estereoscOpico para
verificar a quantidade de esporos presente na folha. As notas foram atribuidas, de acordo com
MORAES & GODOY (1985), usando a seguinte escala: 0 = lesdo sem esporulacdo; * =
poucos esporos localizados ao centro da lesdo; ** = presenca de esporos em maior quantidade

e esparsos na lesdo; *** = grande nimero de esporos preenchendo a lesdo inteira.

3.3.1 Calculo da ASCPD para o germoplasma avaliado

Para a representacdo das notas de doencgas foi calculada a drea sob a curva de
progresso da doenca (ASCPD). Este valor foi calculado apds cada uma das avaliacdes das
doencas (Tabela 3) de acordo com método proposto por MORAES (1987):

- DAS 65: 65 x nota do DAS 65 + 2 = ASCPD1

- DAS 94: [ASCPD1 + (94 — 65)x nota do DAP 94] + 2 = ASCPD2

- DAS 108: [ASCPD2 + (108 — 94)x nota do DAP 108] + 2 = ASCPD3

- DAS 122: [ASCPD3 + (122 — 108)x nota do DAP 122] + 2 = ASCPD4

- DAS 135: [ASCPD4 + (135 — 122)x nota do DAP 135] + 2 = ASCPD5

- DAS 138: [ASCPD5 + (138 — 135)x nota do DAP 138] + 2 = ASCPD6

3.4 Determinacoes quimicas

As avaliagdes quimicas da umidade e matéria seca, compostos fendlicos totais, acidos
fendlicos soluveis totais, fibra detergente dcida (FDA) e lignina foram realizadas em amostras
compostas por vinte foliolos de cada um dos genétipos de amendoim no Laboratério de
Fitoquimica do Centro de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agrondmico de
Campinas. Todas as avaliacdes quimicas foram realizadas em duplicata, exceto a

quantificagdo de umidade/matéria seca que foi determinada em triplicata.

3.4.1 Determinacao da umidade/matéria seca

As amostras de foliolos inteiros, acondicionados em sacos de papel com massas
previamente definidas, foram pesados em balanga de precisdo para obter, inicialmente, as
massas umidas. Os sacos com material vegetal foram secos em estufa ventilada a 30°C até
obtencdo de massa constante, quantificando, desse modo, o conteido de umidade e de matéria
seca das folhas de amendoim. Os foliolos secos foram armazenados em frascos plasticos

vedados, a -20°C, para serem analisadas em relacdo ao conteido de fibra detergente dcida e
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lignina. Apds completa secagem o contetido de matéria seca (MS) foi calculado através da

equacdo proposta por CARVALHO et al., (1990):

MS (%) = [((Ms + MAS) — Ms) ~ MAU]x 100
Em que: Ms: massa do saco de papel (g); MAS: massa da amostra seca (g); MAU:

massa da amostra imida (g)

A andlise de umidade ou de matéria seca ¢ de grande importincia, pois € a partir dos
seus resultados que se torna possivel expressar o contetido de outras substancias presentes nas
folhas em termos de base seca, ou seja, € possivel calcular e expressar os resultados nas
mesmas condi¢des para fins de comparagdo. A avaliacdo foi realizada apenas com os foliolos
do amendoim, os quais sdo o alvo das manchas necréticas causadas pelos fungos. Eles foram
secos a uma temperatura de 30° C para que nao ocorresse nenhuma oxidacdo excessiva no
material.

As coletas dos foliolos para a andlise de umidade foram efetuadas nos mesmos dias
das coletas destinadas a andlise de compostos fendlicos, a fim de que assumissem as mesmas

condi¢des de umidade nos foliolos destinados as andlises laboratoriais.

3.4.2 Compostos fenoélicos totais e acidos fenélicos

As avaliacdes de compostos fendlicos totais e o perfil dos dcidos fendlicos soliveis
totais que compreendem as formas livre, conjugada e esterificada, foram conduzidas seguindo
os procedimentos descritos por LUTHRIA & PASTOR-CORRALES (2006) e MIRA et al.,
(2008), com algumas adaptacdes definidas a partir de andlises preliminares que serdo descritas

a seguir.

3.4.3 Extracao dos compostos fenélicos

O material vegetal moido e imerso em 5 mL da solu¢do de metanol 60% com EDTA
10mM, armazenado em tubos Falcon de 15 mL e a — 80°C, foi transferido para outros tubos
Falcon de 50 mL para que fosse possivel comportar um maior volume final de extratos. Aos
tubos foram adicionados mais 15 mL da solu¢do metandlica. Na primeira etapa da extragao
dos compostos soliveis, os tubos foram submetidos a agitacdo por uma hora de em banho
ultrassonico (UNIQUE, modelo USC 1450), seguido de centrifugacdo (HETTICH, modelo
Rotina 380R) a 16.098 x g, por 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi coletado e ao residuo

adicionou-se 10 mL da solucdo de extragdo, que foi novamente submetido a uma segunda e
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terceira extracdes. Nestas etapas, os procedimentos continuaram os mesmos, exceto pelo
tempo de agitagdo ultrassonica reduzido a 10 minutos. Dessa forma, o volume final dos
extratos combinados foi de 40 mL. Durante todo o procedimento, as amostras foram
protegidas da luz visando evitar ocorréncia de oxidacdo dos compostos. Para tanto, os tubos

Falcon foram embrulhados em papel aluminio.

3.4.3.1 Compostos fendlicos totais (CFT)

Os compostos fendlicos totais foram avaliados por meio de leituras
espectrofotométricas dos extratos metandlicos, empregando o método de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON et al.,, 1999) e o acido p-cumdrico foi utilizado como padrdo por ser o
majoritario nas amostras de folhas de amendoim. Foi utilizado o espectrofotometro UV/VIS
HITACHI, modelo U 2000 com leituras das absorbincias monitoradas a 765nm,
correspondendo ao comprimento de onda de maior absor¢do para abranger os compostos de
interesse. Os resultados obtidos foram expressos como mg equivalentes de dcido p-cumérico
100 g material vegetal em base seca, usando os teores de umidade para converter os valores
de CFT em base timida para base seca. O padrao do dcido p-cumdrico foi adquirido na Sigma-

Aldrich Co.

3.4.3.1.1 Quantificacdo dos compostos fenolicos totais

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi construida uma curva do acido
p-cumdrico utilizando as concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ug mL"'. Esta curva
foi construida a partir da média de outras curvas, realizadas no decorrer das andlises, para

obtencdo de melhor representatividade dos dados.

3.4.3.2 Extracao dos compostos fenolicos soliveis totais

Nesta andlise, 15 mL do extrato metandlico foi diluido em 10 mL de 4dgua destilada; a
solug@o passou por alcaliniza¢do com adicdo de 5 mL de NaOH 4M. A solucdo foi mantida
em repouso, em temperatura ambiente, por 4 horas, na auséncia de luz. Decorrido esse
periodo, adicionou-se 10 mL de HCL 4N, para neutralizacdo do meio. Em seguida, a solugao
foi submetida a trés extragdes (liquido-liquido), usando acetato de etila como solvente. A
mistura obtida das particdes foi concentrada em rotaevaporador, sob vacuo, a 70°C e o residuo
obtido foi ressuspendido em 5 mL de metanol 60%. Esta solu¢do passou por filtragem

utilizando-se filtro de polietileno com membrana PTFE de 0,45um, sendo o filtrado
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acondicionado em vial devidamente identificado para posterior andlise cromatografica. Todos

os solventes utilizados para analises de bancada foram de grau P.A.

3.4.4 Separacao, identificacio e quantificacao dos compostos

A separacgao, identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foram realizadas
por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para a separagdo
dos compostos fendlicos foi utilizado um cromatégrafo liquido (Agilent Technologies,
modelo 1260 Infinity Quaternary LC), equipado com bomba quartendria (1260 Quat Pump,
G1311B), injetor automdtico (1260 ALS, G1329B) e detector com arranjo de diodos (DAD)
acoplado a um sistema de integracdo ChemStation®. Para aquisicao dos dados utilizou-se o
sistema de software Agilent OpenLAB CDS, versao A.01.04. O metanol utilizado foi grau
HPLC e a 4gua foi preparada utilizando um sistema de purificacdo de dgua Milli-Q
(PURELAB Ultra Mk2).

A separacao dos compostos foi realizada mediante uso de coluna analitica Zorbax C-
18 (250 nm x 4,6 mm, 5 mm) precedida de uma coluna de guarda com a mesma fase
estacionaria. A fase movel consistiu dos solventes: acido féormico a 0,1% (A) e metanol (B),
em sistema gradiente, fluxo de 0,7 mL min’l, e temperatura constante de 30°C, conforme
instru¢des descritas por LUTHRIA & PASTOR-CORRALES (2006), com algumas
modificacOes (Tabela 4). O detector UV/Vis foi monitorado a 300 e 310 nm e o espectro de
absor¢do foi gravado na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm. O comprimento de
onda 300 nm foi utilizado para quantificar a composi¢ao dos eluentes.

Os 4cidos fendlicos foram identificados pela comparacdao dos tempos de retengdo e
espectros de absor¢do com diversos padrdes de 4cidos fendlicos (Sigma) e por comparagdo
com dados da literatura (BECKMAN, 2000). Para a quantificacdo, foram construidas curvas
de calibracdo com os dcidos fendlicos predominantes encontrados nos foliolos de amendoim

(acidos caféico, fertlico, p-cumdrico, sindpico).

3.4.5 Fibra em detergente acido e lignina

Os teores de fibra em detergente dcido (FDA) e lignina foram quantificados a partir de
amostras de folhas secas, oriundas da andlise de umidade, seguindo o método 973.18 da
AOAC (1995). A fragao de FDA corresponde a porcao de celulose e lignina existente nos
tecidos vegetais e a sua determinacdo estd integrada a dosagem do conteido de lignina,

portanto, realizou-se essa avaliacdo apenas com o objetivo de obter o teor de lignina.
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Tabela 4 — Sistema de solventes, composto por dcido férmico aquoso 0,1% e metanol
100%, e condicdes cromatogréficas utilizadas para separacdo dos compostos soldveis na

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

. Acido férmico  Metanol
Tempo (min)

(%) (%)
0 95 5
5 92,5 7.5
10 90 10
15 87,5 12,5
20 85 15
25 82,5 17,5
30 80 20
35 77,5 22,5
40 75 25
45 72,5 27,5
50 70 30
65 50 50
67 30 70
70 0 100
75 20 80
77 40 60
79 60 40
81 80 20
83 95 5
90 95 5

*De 0 a 70 minutos — tempo de corrida; 70 a 83 — lavagem da coluna; 83 — 90 — estabilizagdo da

coluna

3.5 Anailise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo programa SISVAR 4.6 (FERREIRA, 2003). Foram
realizadas as andlises de variancias para cada varidvel bem como estimados os coeficientes de
correlagdo de Pearson entre as varidveis de doencas e das andlises quimicas e ainda o teste t
de comparagdo de médias.

O modelo de andlise de variancia utilizado para avaliacdo dos resultados para os dois
genotipos IAC 886 e 69007 em diferentes datas de semeadura foi o fatorial triplo, sendo os
fatores: a = gendtipos; B = controle quimico; y = DAS. Para andlise dos oito gendtipos em

seus respectivos estdgios de maturacdo utilizou-se o fatorial simples.
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Todos os valores de 4cidos fendlicos determinados pela CLAE foram transformados

para Vx + 1, com a finalidade de tornar possivel a comparagdo entre os quatro dias apds
semeadura (65, 94, 108 e 122), ji4 que inicialmente as plantas quase ndo produziram os
compostos, apresentando valores muito pequenos e em alguns casos os compostos nao foram
detectados, portanto, com valores iguais a zero. Neste caso, a transformacao foi escolhida com
o objetivo de estabilizar a varidncia mais efetivamente do que outros tipos de transformacao.
Assim como foi realizada a transformag¢do matemadtica aos valores de acidos para os dois
genotipos avaliados em diferentes fases do desenvolvimento, da mesma forma foi aplicada a
mesma tranformacao para os dados de 4cidos fendlicos determinados nos oito genétipos em

seus respectivos tempos de maturagdo, com o objetivo de uniformizar o tratamento dos dados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao de Doencas
A incidéncia e severidade das doengas foram as tunicas varidveis analisadas no
decorrer do tempo, em diferentes DAS, para todos os gendétipos (Tabela 3).

Para representacdo das notas nas andlises estatisticas foram utilizados valores

calculados de ASCPD (MORAES, 1987).

4.1.1 Incidéncia em campo da mancha-preta e severidade da mancha-preta e
ferrugem avaliadas em folhas destacadas em oito genétipos de amendoim em quatro
datas de amostragem

a) Mancha-preta

Em campo, de acordo com os valores obtidos nas quatro primeiras avaliagdes de
incidéncia e severidade da mancha-preta, aos 65, 94, 108 e 122 DAS (Figuras 3, 4, 5 e 6)
pode-se inferir, primeiramente, que as pulverizacdes foram efetivas, j& que os valores no
controle pulverizado se mantiveram baixos (Figuras 4 e 6) e, de acordo com a andlise de
variancia, foram diferentes significativamente entre tratamentos para o gendtipo IAC 886,
assumido como padrdo de suscetibilidade. Estes dados demonstram a confiabilidade do
experimento.

A cultivar Runner TAC 886, sabidamente suscetivel a mancha-preta e utilizada como
padrao de suscetibilidade no experimento, apresentou os valores mais altos de incidéncia na

condicdo ndo pulverizada (Figura 3); as médias do controle resistente, acesso 69007, foram
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mais baixas, assim como dos acessos 850, 69002 e 909 evidenciando um menor
acometimento do fungo.

As notas ilustram o comportamento da doenca, anteriormente citado, caracterizado
pelo aparecimento de sintomas no meio do ciclo com aumento da severidade da doenga no
decorrer dos dias. Estes resultados corroboram as informagdes apresentadas por
CANTONWINE et al., (2008). Por isso, quando ndo foram aplicados defensores quimicos a
severidade da doenga foi elevada no final do ciclo.

Em relacdo aos gendtipos, € possivel observar na figura 3 a formacao de trés grupos de
acordo com os seus comportamentos em relacio a doenca. No primeiro, encontram-se 0s
gendtipos resistentes, 69007, 909, 850 e 69002, os quais possuem nota de sintoma inferior a
nota 4, ou seja, baixo indice de incidéncia, aos 122 DAS. No segundo grupo encontra-se o
genotipo 2452, caracterizado como altamente resistente — moderadamente resistente,
apresentando um comportamento intermedidrio em relacdo aos outros dois grupos, tipificado
por um atraso no aumento da incidéncia, observado aos 108 DAS. E por ultimo, o terceiro
grupo que redne os moderadamente resistentes (IAC 503 e linhagem 8008) e a suscetivel IAC

886, com o aumento mais evidente das notas a partir dos 94 dias apds o plantio.

9
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2 6 —m—336
<

g 5 =850
24 909
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£3 69002
2 —0—2452
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g - 503
° [

Z . . . 8008

65 94 108 122
Dias ap6s semeadura (DAS)

Figura 3 — Curvas de incidéncia da mancha-preta avaliada em campo em oito gendtipos
de amendoim sem controle quimico, mediante uso da escala de notas de sintomas visuais

de 1 a9 aos 65,94, 108 e 122 dias apds semeadura (DAS).
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Figura 4 - Curvas de incidéncia da mancha-preta avaliada em campo em oito gendtipos
de amendoim com controle quimico, mediante uso da escala de notas de sintomas

visuais de 1 a 9 aos 65, 94, 108 e 122 dias apds semeadura (DAS).
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Figura 5 - Curvas de severidade da mancha-preta avaliada em laboratério em oito
gendtipos de amendoim sem controle quimico, mediante uso da escala de notas de

sintomas visuais de 1 a 5 aos 65, 94, 108 e 122 dias ap6s semeadura (DAS).
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Figura 6 - Curvas de severidade da mancha-preta avaliada em laboratério em oito
gendtipos de amendoim com controle quimico, mediante uso da escala de notas de

sintomas visuais de 1 a 5 aos 65, 94, 108 e 122 dias apds semeadura (DAS).

Ainda na figura 3, foi possivel observar um padrio caracteristico no comportamento
dos gendtipos, principalmente os suscetiveis, quando acometidos pela mancha-preta. Padrdo
este igualmente reportado por TSHILENGE-LUKANDA et al., (2012). Esse comportamento
€ caracterizado pela formacdo de trés estdgios na curva de desenvolvimento da doenca. O
primeiro estdgio, observado entre 65 e 94 DAS, corresponde ao periodo em que as condi¢des
de temperatura e umidade foram mais favoraveis para o desenvolvimento do fungo causador
da cercosporiose. O segundo estdgio, representado entre os 94 e 108 DAS, corresponde ao
grande aumento da expressdo da doenca. E no ultimo estagio, entre 108 e 122 DAS, também
ocorre aumento da incidéncia, entretanto, diferentemente do primeiro estdgio, as condi¢des
sdo menos favordveis para o desenvolvimento do patdgeno.

Em folhas amostradas de plantas das parcelas ndo pulverizadas, a doenca evoluiu ao
longo do ciclo de desenvolvimento da cultura e diferencas se fizeram notar a partir dos 94
DAS (Figura 5), sendo ainda mais nitidas aos 122 DAS. Apds quatro meses da semeadura a
cultivar JAC 886 apresentou indices médios mais elevados de severidade da doenga. A
cultivar IAC 503 e a linhagem 8008 foram intermedidrias enquanto nos demais genotipos, o
nimero de pontos atribuidos as plantas foi mais baixo, préximo a trés na escala de cinco

pontos utilizada.
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Em laboratorio, na andlise da severidade da doenca realizada em folhas destacadas dos
oito gendtipos de amendoim submetidos ao controle quimico da mancha-preta ndo houve
variacdo ao longo de todo periodo avaliado (Figura 6). Os resultados evidenciam a eficiéncia

dos produtos utilizados, especialmente nos gendtipos considerados suscetiveis a doenga.

b) Ferrugem

Em 2015, a severidade de ferrugem nas parcelas experimentais sem controle quimico
ndo foi elevada como a observada em relacdo a mancha-preta. Contudo, foi possivel observar
a suscetibilidade da cultivar IAC 886 (Figura 7). Os demais gendtipos apresentaram um
comportamento bem parecido devido a baixa incidéncia da doenca no campo e aos diferentes
niveis de resisténcia das plantas.

Nos genétipos submetidos a pulverizagdo ndao houve aparecimento das lesdes

caracteristicas da ferrugem em nenhuma das avalia¢des (Figura 8).

5.0
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g 0,5 503
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0,0 T T T

65 94 108 122

Dias ap6s semeadura (DAS)
Figura 7 - Curvas de severidade da ferrugem avaliada em laboratério em oito genotipos

de amendoim sem controle quimico, mediante uso da escala de notas de sintomas

visuais de 1 a 5 aos 65, 94, 108 e 122 dias ap6s semeadura (DAS).
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Figura 8 - Curvas de severidade da ferrugem avaliada em laboratério em oito gendtipos
de amendoim com controle quimico, mediante uso da escala de notas de sintomas visuais

de 1 a5 aos 65,94, 108 e 122 dias apds semeadura (DAS).

Nas avaliacdes das doencas por meio de diferentes escalas, tanto em campo como em
laboratdrio, a diferenga entre os genotipos s se torna nitida a partir dos 108 DAS, momento
em que a doenca comeca a aumentar a incidéncia e a severidade das manchas nas folhas de

amendoim.

4.1.1.1 Incidéncia das doencas nos genétipos 69007 e TAC 886 levando-se em
consideracio os tratamentos pulverizado e niao pulverizado e as quatro datas de
amostragem

Para a andlise de variancia foram utilizados os valores de ASCPD avaliados por meio
do modelo de fatorial triplo. Como o objetivo do trabalho nao foi apenas verificar os niveis de
resisténcia, mas sim associar a resisténcia e suscetibilidade com a producdo de compostos
fendlicos, a andlise estatistica para as varidveis de doenca avaliadas em diferentes estdgios foi
realizada apenas para os dois genétipos, os quais também foram avaliados para outras
varidveis nos diferentes estagios. O resultado indicou interagdo entre os trés fatores avaliados:
genotipos, tratamentos (pulverizado e ndo pulverizado) e os diferentes dias apds semeadura
(DAS). O teste de médias contemplando a interacdo tripla para as trés varidveis de doenca,
uma de incidéncia para mancha-preta e duas de severidade para mancha-preta e ferrugem, sao

apresentados nas tabelas 5, 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 5 — Incidéncia da mancha-preta, expressa pela drea sob a curva de progresso da
doenca (ASCPD) em gendtipos resistente e suscetivel as doengas avaliados em campo em

diferentes dias apds a semeadura (DAS).

DAS
Gendtipo Tratamento 65 94 108 122
Acesso 69007 Pulverizado 32,50 aA' 47,00 aAB 54,00 aAB 65,66 aB
Acesso 69007 Nao pulverizado 32,50 aA 47,00 aA 62,16 aAB 84,33 aB

IAC 886 Pulverizado 32,50 aA  47,00a AB 56,33 aAB 75,00 aB
IAC 886 Nio pulverizado 32,50aA 61,50bB 111,66 bC 171,16 bD
Acesso 69007 Médias 32,50 aA 47,00 aAB 58,08 aBC 74,99 aC
IAC 886 Médias 32,50aA 5425aB  83,99bC 123,08 bC

"Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem

significativamente pelo teste t a 5% de probabilidade.

Tabela 6 — Severidade da mancha-preta, expressa pela drea sob a curva de progresso da
doenca (ASCPD) em gendtipos resistente e suscetivel as doengas avaliados em laboratério

em diferentes dias apds a semeadura (DAS).

DAS
Gendtipo Tratamento 65 94 108 122

Acesso 69007 Pulverizado 32,50 aA' 47,00 aAB  54,00aB 61,00 aB
Acesso 69007  Nao pulverizado 32,50 aA 47,00 aAB 55,16 aB 65,66 aB

IAC 886 Pulverizado 32,50 aA 47,00aAB 54,00aB 61,00 aB
IAC 886 Niao pulverizado 32,50aA 61,50bB 89,50 bC 122,16 bD
Acesso 69007 Médias 32,50aA 47,00aB 54,58 aBC 63,33 aC
IAC 886 Médias 32,50aA 54225aB  71,75bC 91,58 bD

1 L4 . .o ., . - .
Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitiscula na linha, nido diferem

significativamente pelo teste de t a 5% de probabilidade.

A partir dos dados apresentados nas tabelas 5 e 6, € possivel comprovar a condicao de
suscetibilidade da cultivar IAC 886 em relacdo a incidéncia e severidade da mancha-preta,
uma vez que apresentou valores de ASCPD mais altos do que o acesso 69007 e com
diferencas significativas entre todas as médias de cada DAS entre os gendtipos como entre 0s
DAS. Para a ferrugem (Tabela 7), observa-se a mesma situacao, entretanto com valores mais

baixos devido a baixa severidade da ferrugem quando comparada a mancha-preta.
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Tabela 7 — Severidade da ferrugem, expressa pela drea sob a curva de progresso da doenca
(ASCPD) em gendétipos resistente e suscetivel as doencas avaliados em laboratério em

diferentes dias apds a semeadura (DAS).

DAS
Genétipo Tratamento 65 94 108 122
Acesso 69007 Pulverizado 32,50 aA'  47,00aB 54,00 aBC 61,00 aC
Acesso 69007 N3ao pulverizado 32,50 aA 47,00 aB 54,00 aB 63,33 aC

TIAC 886 Pulverizado 32,50aA 47,00aB 54,00 aBC 61,00 aC
TAC 886 N3io pulverizado 32,50aA 51,83aB 70,50 bC 88,00 bD
Acesso 69007 Médias 32,50aA 47,00aB 54,00aC 62,16 aD
TIAC 886 Médias 32,50aA 49,41aB  62,25bC 74,50 bD

T . " T o " ~ -
Médias seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem

significativamente pelo teste de t a 5% de probabilidade.

A condicdo de resisténcia para a mancha-preta do acesso 69007 fica evidente ao
avaliar as diferencas entre os DAS. Para este gendtipo o teste de médias mostrou aumento
moderado da doenca no decorrer das datas de amostragem, enquanto que a cultivar IAC 886
na condi¢do ndo pulverizada mostrou significativo aumento da doencga até a ultima data,
evidenciando a sua maior suscetibilidade a doenca.

Comparando as médias de ASCPD entre os dois genétipos, em cada DAS, as
diferencas foram significativas apenas a partir dos 108 DAS, tanto para a incidéncia e

severidade da mancha-preta como para a severidade da ferrugem.

4.1.2 Incidéncia da mancha-preta em campo e da mancha-preta e ferrugem em
folhas destacadas nos oito gendtipos em seus respectivos estagios de maturacao

Os oito gendtipos avaliados em seus respectivos estigios de maturacdo para as
varidveis de incidéncia e severidade de doengas, apresentaram na andlise de varidncia
diferencas significativas entre os tratamentos com e sem controle quimico, entre os genotipos
e ainda interacdo significativa entre estes dois fatores. Estes resultados, evidenciados pelo
teste de médias (Tabela 8), reafirmaram a efetividade do controle quimico aplicado.
Evidenciaram ainda, os diferentes niveis de resisténcia encontrados entre os oito genotipos.

Quanto a diferenca entre os genétipos dentro de um mesmo tratamento, convém
observar o tratamento sem controle quimico para verificar o comportamento dos genétipos
naturalmente na presenca da doenca. Na escala de notas de 1 a 9 para mancha-preta,

observamos os menores valores para os acessos 850 e 909 e maiores valores para a cultivar
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503 e a linhagem 8008. Entretanto, levando em considera¢do os dados de caracterizagdao da
reacdo do germoplasma as doencas avaliadas (Tabela 2), o acesso 69007 deveria estar
incluido no grupo com os menores valores na escala e a cultivar Runner IAC 886 no grupo
com os maiores valores, ja que € considerada suscetivel. Assim sendo, para esta avaliagao é
importante ressaltar a diferenca na duragdo dos ciclos de cada um dos genétipos, pois tanto o
acesso 850 como o acesso 909 foram colhidos aos 122 dias, juntamente com a cultivar Runner
IAC 886 e apesar de ambos os acessos serem altamente resistentes a mancha-preta ficaram
menos tempo expostos ao fungo. A cultivar Runner IAC 886, por sua vez, também ficou
menos tempo exposta, porém tem comportamento suscetivel, em consequéncia, apresentou
maiores valores do que os acessos 850 e 909. Por outro lado, o acesso 69007, com
comportamento altamente resistente, apresentou maiores valores que estes por possuir um
ciclo mais longo, assim como o acesso 69002, que nio apresentou diferenca significativa em
relacdo ao acesso 69007 na escala de notas até 9.

Na escala de notas até 5, tanto para mancha-preta como para ferrugem, ficou
evidenciado de forma mais clara a condi¢do de suscetibilidade da cultivar Runner IAC 886,
pois ela apresentou as maiores notas juntamente com a cultivar IAC 503 e a linhagem 8008,
considerados moderadamente resistentes, porém com ciclo maior em treze dias (Tabela 8).

A unidade de avaliacdo para a mancha-preta (ASCPD) na escala de notas de sintomas
visuais até 5 pontos, analisando a severidade do fungo C. personatum, comprovou a condi¢do
de resisténcia do acesso 69007, devido ao fato de apresentar o menor valor juntamente com o0s

acessos 850 e 909 de ciclo reduzido (Tabela 8).
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Tabela 8 — Médias da interacdo entre gendtipos de amendoim no estdgio de maturagdo e o
controle quimico da mancha-preta e ferrugem em experimento de campo e laboratério,
avaliadas pela drea sob a curva de progresso da doenca (ASCPD) calculada a partir de

diferentes escalas de notas.

Mancha-preta/ ASCPD Ferrugem/ASCPD
Gendtipos Escala de notas (1 a 9) Escala de notas (1 a 5) Escala de notas (1 a 5)
Pulverizado Nio pulverizado Pulverizado Nao pulverizado Pulverizado Nao pulverizado
Ac' 69007 91,6 bc’ 129,8 b 68,5 ab 75,4 ab 67,5b 74,1¢
IAC 886 75,0 ab 171,1 ¢ 61,0 a 122,1d 61,0 a 88,0d
Ac 850 69,1 a 77,3 a 61,0a 63,3 a 61,0a 68,0 ab
Ac 909 71,5a 83,1a 61,0a 68,0 ab 61,0a 65,6 a
Ac 69002 88,4 abc 119,75 b 68,5 ab 77,5b 67,5b 70,7 abc
Ac 2452 100,7 c 183,6 c 77,2 bc 1029¢ 69,6 b 744 c
IAC 503 103,7 c 213,6d 87.0c 125,8d 69,6 b 86,7d
L* 8008 101,6 ¢ 207,5d 78,3 bc 1139cd 67,5b 71,0 be
Média 87,7 A 148,27 B 70,31 A 93,63 B 65,60 A 74,84 B

s KVET B T r -
'Ac: Acesso; 2L Linhagem; "Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitdscula na linha para

uma mesma varidvel, ndo diferem significativamente pelo teste de t a 5% de probabilidade.

4.1.3 Avaliacao do tipo de reacao das lesdes causadas pela mancha-preta através
da observacao da esporulacao do fungo Cercosporidium personatum

Para complementar a caracterizacio da doenca, foi realizada a avaliacdo da
esporulacdo do fungo causador da mancha-preta — C. personatum em lupa e a classificacdo
dessa esporulacdo através da escala 0, *, ** e *** (Tabela 9). Todos os materiais com excec¢ao
do acesso 69002 e da cultivar IAC 886, apresentaram duas classificagdes de lesdes
encontradas na amostragem realizada. A avaliacdo ocorreu no estidgio de maturacdo de cada
gendtipo e no tratamento ndo pulverizado - circunstancias de maior expressao do fungo.

E possivel observar que o genétipo suscetivel IAC 886 apresentou maior grau de
esporulacdo (***), constatando a incapacidade de inibir a reprodu¢do do fungo como os
gendtipos com algum grau de resisténcia. O acesso 69007 apresentou a grande maioria de
suas lesdes sem esporulacio, condi¢do representada pela nota 0, com apenas algumas lesoes
com baixissima quantidade de esporos (*), fato também observado por CHITEKA et al.,
(1988) em gendtipos resistentes de amendoim. A cultivar IAC 503, caracterizada como
moderadamente resistente a mancha-preta, apresentou a maioria das lesdes com grande
quantidade de esporos concentrados somente no centro da lesdo (**). A linhagem 8008

apresentou lesdes com dois tipos de esporulacdo, um deles com grande quantidade de esporos
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assim como na IAC 886, porém com lesdes de tamanho reduzido e ainda, lesdes com esporos
concentrados no centro (**), como encontrado na cultivar IAC 503 e também no acesso 2452.
Ja o acesso 69002 também possuiu pequena quantidade de esporos nas lesdes (*), entretanto
algumas delas nao continham esporos. Os acessos 909 e 850 apresentaram média (**) e baixa
esporulacdo (*), mas as lesdes do acesso 909 foram consideradas diferenciadas, com bordos

mais irregulares e de coloracido mais clara.

Tabela 9 - Avaliacdo de esporulagdo do fungo Cercosporidium personatum para oS 0ito

genotipos em seus respectivos estagios de maturacao.

Genotipo Tipo de reacdo das lesdes Tipo de reacdo predominante

Acesso 69007 Oe* 0
IAC 886 o o
IAC 503 * g wk o

Linhagem 8008 *k g AR !

Acesso 2452 * e k* ok

Acesso 69002 * *

Acesso 909 * e k¥ -
Acesso 850 * g kK -

'0s dois tipos de reacio apareceram igualmente na amostragem

4.2 Analise de Umidade e Matéria Seca

Como € possivel observar na tabela 10, a porcentagem de matéria seca nas folhas
mudou no decorrer do ciclo de desenvolvimento das plantas, mas também pode ter sido
influenciada pelas condicdes climaticas. Estes fatos justificam a necessidade de uma nova
andlise de umidade a cada coleta, exclusivamente para o acesso 69007 e para a cultivar
Runner TAC 886, os quais foram submetidos a avaliacio dos compostos fendlicos em
diferentes periodos do desenvolvimento das plantas. Também se observa que as porcentagens
de matéria seca mudam de acordo com o material e entre os tratamentos aplicados, pois os

fungicidas podem exibir efeitos tonificantes.
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Tabela 10 - Porcentagem de matéria seca (MS) dos foliolos em gendtipos de amendoim
submetidos ou ndo ao controle quimico das doencas fingicas mancha-preta e ferrugem

determinada em diferentes dias apds semeadura.

Dias apds semeadura

Genétipo Controle quimico 65 %4 1;8 122 135
(4
Acesso 69007 Pulverlza%do 20,94 18,01 24,63 23,98 25,74
Nao pulverizado 21,70 17,58 28,18 24,34 25,68
IAC 386 Pulverlza%do 21,34 17,51 23,66 24,67 -
Nao pulverizado 22,81 16,22 25,71 25,96 -
Acesso 850 Pulverlza%do - - - 24,04 -
Nao pulverizado - - - 24,13 -
Acesso 909 Pulverlza%do - - - 26,24 -
Nao pulverizado - - - 25,20 -
Acesso 2452 Pulverlza%do - - - - 23,44
Nao pulverizado - - - - 21,70
IAC 503 Pulverlza%do - - - - 26,91
Nao pulverizado - - - - 26,45
Acesso 69002 Pulverlza%do - - - - 26,37
Nao pulverizado - - - - 24,99
Linhagem 8008 Pulverizado - - - - 25,44
Nao pulverizado - - - - 18,54

4.3 Compostos Fendlicos Totais

4.3.1 Definicao e proporc¢ao do solvente utilizado na extraciao

Algumas anélises preliminares foram realizadas para a verificacdo de qual solvente
proporcionaria uma extragdo mais eficiente dos compostos de interesse e também qual seria a
concentracdo mais indicada para esse fim. Com base em artigos encontrados na literatura, os
solventes mais utilizados sdo metanol e etanol, portanto, os testes foram realizados com
diferentes concentracdes destes solventes, fazendo uso do acesso 69007, cujos resultados dos
compostos fendlicos totais, em absorbancia, sdo apresentados na figura 9. Os valores de
absorbancia foram convertidos em massa e, assim, expressos como gramas equivalentes de

4cido p-cumdrico 100g™ de folhas, conforme dados apresentados nas figuras 10 e 11.
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Figura 9 — Absorbancia de extratos de foliolos de amendoim do gendtipo 69007 obtidos a

partir de extragdes realizadas com etanol e metanol em diferentes concentragdes.
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Figura 10 — Compostos fenélicos totais (CFT) determinados em foliolos de amendoim do

gendtipo 69007 obtidos a partir de extragdes com etanol em diferentes concentracoes.
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Figura 11 - Compostos fendlicos totais (CFT) determinados em foliolos de amendoim do

genotipo 69007 obtidos a partir de extracdes com metanol em diferentes concentracdes.

Apesar do solvente etanol ter apresentado maiores concentragdes de CFT para a
maioria das solu¢des de extracdo testadas (Figuras 10 e 11), o metanol 60% (Figura 11) foi
escolhido para ser utilizado na extracdo das substancias fendlicas, pois nos resultados
apresentados na CLAE mostrou-se mais eficiente do que o etanol em relacdo a extragao de
certas classes de compostos de interesse. Nessas condi¢des, o etanol 60%, que apresentou a
maior concentracdo de CFT, ndo foi tdo eficiente como metanol 60% para extrair os dcidos
fendlicos; ele pode ser eficiente na extracdo de outras classes de compostos fendlicos, como

os estilbenos, por exemplo, as quais ndo sao o foco deste trabalho.

4.3.2 Quantificacao dos compostos fenélicos totais (CFT)

Para a quantificacdo dos CFT foram, inicialmente, construidas trés curvas de
calibracdo com diferentes concentracdes do padrio de dcido fendlico p-cumdrico, com
realizacdo das leituras de absorbincia em espectrofotometro de absor¢do molecular. A partir
dessas trés curvas foi construida uma definitiva (Figura 12), correspondente a média dos
pontos de mesmas concentracdes das outras trés curvas. A constru¢do dessas curvas iniciais e
a utilizacdo dos seus resultados médios objetivou maior robustez aos dados e promover maior
confiabilidade aos resultados analiticos. O valor elevado do coeficiente de determinagdo (Rz),
no caso igual a 0,9967, nos indica que o modelo tem boa qualidade com excelente grau de
ajuste dos dados a curva.

A escolha do 4cido p-cumadrico para expressar os resultados de CFT foi determinada

baseando-se em andlises anteriormente realizadas que indicaram esse dcido fendlico como o
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predominante em foliolos de amendoim. Com a curva de calibragdao construida, foi possivel

realizar a quantificacdo dos CFT nas amostras de foliolos de todos os genétipos.
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Figura 12 — Curva de calibracdo de compostos fendlicos totais elaborada a partir dos
valores médios de absorbancia utilizando o 4cido p-cumadrico (mg IOOg'l) como padrdo

em diversas concentracdes.

a) Quantificacao de CFT em genoétipos suscetiveis (IAC 886) e resistentes (acesso 69007)

em diferentes fases do ciclo de desenvolvimento da planta

Na quantificacdo de compostos fendlicos totais dos gendtipos IAC 886 e acesso
69007, avaliados nas diferentes datas apos a semeadura, foi possivel observar uma pequena
varia¢ao no decorrer do tempo (Figura 13), transparecendo uma pequena diferenga no tipo de
curva de cada tratamento. Fica evidente a tendéncia de aumento dos CFT no final do ciclo
para ambos os gendtipos no tratamento sem controle quimico, enquanto que sob efeito da
pulverizacdo a tendéncia foi diminuir. A andlise de variancia através do modelo de fatorial
triplo, considerando como fatores os dias apds semeadura (DAS), os gendtipos e tratamentos,
mostrou diferencga significativa entre os tratamentos com e sem controle quimico e entre as
datas apds semeadura. Os testes de médias para cada fator estdo apresentados nas tabelas 11 e
12.

Observando-se as médias dos compostos fendlicos totais ao longo das datas de
amostragem (DAS) (Tabela 11) € possivel identificar um aumento significativo no teor de
CFT a partir dos 94 dias para os dois genétipos, época que coincide com o aumento da

severidade da mancha-preta no campo. As médias de CFT (Tabela 12) entre os tratamentos
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pulverizado e nao pulverizado (com e sem controle quimico das doengas) (Tabela 12) nao
diferiram estatisticamente entre si, exceto aos 122 DAS. Os resultados indicam que o alto
valor no final do ciclo foi em decorréncia da alta severidade das doengas, pois no tratamento
controlado quimicamente o teor decaiu, como ilustra a figura 13 e os dados de 122 DAS na

tabela 11.
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=0—]AC 886 Pulverizado =l—]AC 886 Nao pulverizado

Acesso 69007 Pulverizado =>é= Acesso 69007 Nio pulverizado

Figura 13 — Teor de compostos fenélicos totais (CFT), em base seca, expressos em g 100g™
de p-cumdrico, para IAC 886 e acesso 69007 para os dois tratamentos nos diferentes dias

apos semeadura (DAS).

Tabela 11 - Médias de compostos fendlicos totais, em base seca e expressos em g IOOg'l,
provenientes da diferenca significativa entre as datas apds a semeadura (DAS) para o acesso

69007 e cultivar IAC 886.

DAS
Genotipos 65 94 108 122
Acesso 69007 3,15A" 468B 403AB 4,62B

IAC 886 2,86 A 412B 4,04B 401B

'Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste t a 5% de probabilidade.
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Tabela 12 — Médias de compostos fendlicos totais, em base seca e expressos em g 100g'1,
provenientes da diferenca significativa entre os tratamentos com e sem controle quimico para

o0 acesso 69007 e cultivar IAC 886 avaliados em diferentes dias apds semeadura (DAS).

DAS
Genoti 65 94 108 122
enotipos Nao Nao Nao Nao
Pulverizado pulverizado Pulverizado pulverizado Pulverizado pulverizado Pulverizado pulverizado
‘2;%30370 301A'  329A  457TA 479A  408A 399A 383A 542B

IAC886 2,86 A 2,86 A 3,46 A 4,80 A 341 A 4,67 A 2,73 A 5,30 B

'Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem significativamente pelo teste t a 5% de

probabilidade.

b) Quantificacio de CFT para todos os gendtipos em seus respectivos estagios de
maturacao

Nas avaliacdes de compostos fendlicos totais para os oito gendtipos em seus
respectivos estdgios de maturacdo, a andlise de varidncia indicou efeito significativo da
interacdo entre os tratamentos com e sem controle quimico e entre os gendtipos. A diferenca
entre os tratamentos fica evidente na figura 14, com valores menores para a o controle
pulverizado demonstrando a eficiéncia dos produtos utilizados para combater os fungos
causadores das doengas.

O teste de médias que avalia as diferencas entre os gendtipos (Tabela 13) indica a
cultivar IAC 886 como menor produtora de compostos fendlicos totais, fato que pode estar
associado a condi¢@o de suscetibilidade desse gendtipo. O acesso 69007 e a linhagem 8008
classificam-se em segundo lugar em relagao a producido de compostos, perdendo apenas para

0 acesso 2452 com uma produgdo 30% maior do que ambos.
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Figura 14 — Concentragdo de compostos fendlicos totais, expressos em g IOOg'1 em base

seca, de oito genétipos de amendoim em seus respectivos estdgios finais do ciclo vegetativo.

Tabela 13 - Valores médios da concentracio de compostos fendlicos totais (CFT),
expressos em g 100g" em base seca, determinados nos oito gendtipos em seus respectivos

estagios de maturacgdo.

Gendtinos Datas de Compostos fendlicos totais
P maturagio g IOOg'l
Acesso 69007 135 6,41 ¢!
Genotipos TAC Séaatelz d;o Cppostos 1fenohcos tOtalﬁ 02 a
Acesso 380'4¢ 122 gloog” 5,29 abc
Acesso 69007 Acesso 90939 122 6,41 ¢' 4.98 ab
IAC886  Acesso 690022 135 4,02 a 6,37 be
Acesso 850 A cesso 245022 138 5,29 abc 9.074d
Acesso 909 IAC 503 122 135 4,98 ab 6,33 bc
Acesso 69002 [ jnhagem 30b% 135 6 37 bc 6,51 ¢
. Acesso 2452 138
Mei%& %ldas de mesma 1l§ga mintscula nio dlfgrglg 1gn1flcat1vamente pelo teste t a 5% de
rabrREdAds00s 135 6,51 ¢
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4.3.3 Quantificacao dos acidos fenélicos solaveis totais

Para a quantificag¢do de dcidos fendlicos soliveis, também foram construidas curvas de
calibracdo. Como a andlise dos acidos fendlicos foi realizada empregando a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi possivel identificar cada substincia, bem como,
quantificd-las separadamente (Figura 15). Desta forma, para cada 4cido presente na amostra
de foliolos de amendoim foi realizada a constru¢do de uma curva de calibragdo com a
substancia padrao de cada um deles, conforme mostram as figuras 16, 17, 18 e 19. Algumas
das substancias detectadas na corrida cromatografica nao foram identificadas, pois a
prioridade era a quantificacdo dos quatro dcidos fendlicos presentes nos foliolos dos gendtipos

de amendoim.
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Figura 15 — Cromatograma representativo para o método escolhido, com os espectros de
todas as substincias detectadas no extrato metandlico de folhas de amendoim. As

substancias 1, 3, 5, 8 € 9, por ndo serem 4cidos, nao foram identificadas.
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As equagdes provenientes das regressoes lineares dos pontos, correspondentes a cada
concentracdo da substancia padrdo injetada no cromatdgrafo liquido, foram utilizadas para
converter os valores das dreas calculadas dos picos cromatogrificos em massa do dcido
fendlico. Os modelos de curva construidos apresentam altos valores do coeficiente de

determinacao, indicando a boa qualidade do ajustamento das regressdes lineares.

250
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100 y =487,63x + 0,1803
R2=0,9998
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O _/ |
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Acido p-cumdrico (ug uL!)

Area (mAU)

Figura 16 - Curva de calibragdo do dcido p-cumdrico, expresso em ug uL™, realizada

através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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Figura 17 - Curva de calibracido do 4cido cafeico, expresso em ug ul.™, realizada através

da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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Figura 18 - Curva de calibracdo do 4cido ferdlico, expresso em ug uL™, realizada através

da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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Figura 19 - Curva de calibracio do 4cido sindpico, expresso em ug uL™', realizada através

da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

a) Quantificacao dos acidos em genétipos suscetivel (IAC 886) e resistente (acesso
69007) de amendoim em diferentes fases do ciclo de crescimento das plantas

Através da anélise da quantificacdo nas diferentes datas avaliadas, foi possivel observar
que cada dcido demonstrou um comportamento diferenciado para cada genétipo e para cada
tratamento (Figuras 20, 21, 22 e 23). No tratamento pulverizado, o qual caracteriza-se pelo
comportamento natural da planta sem o acometimento da doenca interferindo no ciclo de

desenvolvimento, foi possivel observar uma grande diferenca no comportamento do dcido
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cafeico entre os genétipos (Figura 20). Na cultivar IAC 886, este acido sofreu apenas uma
pequena alteracdo em seu teor nos 108 DAS, enquanto que no acesso 69007 a produgdo
comecou a aumentar para decair apos os 108 DAS. Em trabalho realizado com a cultura do
café, producao de 4cido cafeico semelhante foi observada. SILVA (2015), avaliando o perfil
de compostos fendlicos de duas cultivares em condi¢des normais, encontrou teores bem mais

altos do 4cido cafeico para a cultivar resistente, corroborando os dados apresentados nesse

trabalho.

70 /Y\
_. /N
S\

65 DAS 94 DAS 108 DAS 122 DAS

=¢—Acesso 69007 Pulverizado == Acesso 69007 Nao pulverizado
Cultivar IAC 886 Pulverizado ==>¢=Cultivar IAC 886 Nao pulverizado

Figura 20 — Teores de dcido cafeico, expresso em base seca em mg 100g™" aos 65, 94,
108 e 122 dias apds semeadura (DAS) no acesso 69007 e na cultivar IAC 886 em

tratamentos pulverizado e ndo pulverizado com fungicidas.

Ainda com relacdo ao tratamento controlado quimicamente, os dcidos p-cumadrico,
ferdlico e sindpico apresentaram comportamentos semelhantes para os dois genotipos

avaliados, diferindo apenas no teor maior ou menor dos dcidos em cada DAS.
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65 DAS 94 DAS 108 DAS 122 DAS
== Acesso 69007 Pulverizado == Acesso 69007 Nao pulverizado
=== Cultivar IAC 886 Pulverizado === Cultivar IAC 886 Nao pulverizado
Figura 21 - Teores de 4cido p-cumdrico, expresso em base seca em mg 100g™ aos 65,
94, 108 e 122 dias ap6s semeadura (DAS) no acesso 69007 e na cultivar JAC 886 em

tratamentos pulverizado e ndo pulverizado com fungicidas.
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=== Cultivar IAC 886 Pulverizado === Cultivar IAC 886 Nao pulverizado

Figura 22 - Teores de 4cido ferdlico, expresso em base seca em mg 100g'1 aos 65, 94,
108 e 122 dias apds semeadura (DAS) no acesso 69007 e na cultivar IAC 886 em

tratamentos pulverizado e ndo pulverizado com fungicidas.

43



0 ‘___—-%
/
20

0

10 —
0 T T T 1
65 DAS 94 DAS 108 DAS 122 DAS
== Acesso 69007 Pulverizado == Acesso 69007 Nao pulverizado

Cultivar IAC 886 Pulverizado === Cultivar IAC 886 Nao pulverizado

Figura 23 — Teores de 4cido sindpico, expresso em base seca em mg 100g™ aos 65,
94, 108 e 122 dias apds semeadura (DAS) no acesso 69007 e na cultivar IAC 886 em

tratamentos pulverizado e ndo pulverizado com fungicidas.

Nas condi¢des em que a doenga esteve presente, podemos observar que em ambos 0s
genotipos ocorreu um aumento do dcido cafeico a partir dos 65 DAS, atingindo o auge da
producdo nos 108 DAS. Esse fato ocorre devido ao aumento da expressividade da doenca no
meio ciclo, caracteristica do fungo C. personatum no amendoim também reportada por
TSHILENGE-LUKANDA et al., (2012). Nessas condi¢cdes, ambos os gendtipos apresentaram
um elevado aumento no teor do dcido, contudo o gendtipo suscetivel apresentou um aumento
bem maior e ainda assim nao foi suficiente para defendé-lo contra o ataque do patégeno. Fica
evidente a condi¢do de resisténcia do acesso 69007, pois mesmo com um aumento menor do
acido ele permaneceu com menores notas de doenca do que a IAC 886. SILVA (2015) em seu
trabalho com inoculacdo de uma bactéria no café, também observou para uma cultivar
resistente o aumento da produgdo do édcido cafeico quando comparada a uma situacdo de
auséncia da bactéria.

Outro indicativo da capacidade de resposta do acesso 69007 estd no dcido p-cumadrico
(Figura 21). Este, no tratamento sem controle quimico, sofre um declinio até os 108 DAS em
ambos os gendétipos, sendo que o percentual de variagdo é maior negativamente no acesso
69007. Como na via biossintética dos dcidos fendlicos, o p-cumdrico € o precursor da maioria

dos outros acidos (MANN, 1987), é possivel concluir que em resposta a agressio por
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patégeno, a quantidade desse dcido diminui para dar origem a outros 4cidos atuantes no
sistema bioquimico de defesa.

Para a andlise de variancia foi escolhido o modelo de fatorial triplo, aplicado para cada
acido, para que fosse possivel contemplar os trés fatores atuantes. Com o resultado foi
possivel constatar diferengas significativas entre tratamentos e entre os DAS para os acidos
cafeico e sindpico; diferenca significativa entre os dois gendtipos para os dcidos p-cumadrico e
acido ferdlico; e ainda interacdo entre tratamento e gendtipo para o dcido sindpico. Os testes

de média sao apresentados nas tabelas 14, 15 e 16.

Analisando a tabela 14, constata-se que, para ambos 0s 4cidos, ocorre aumento
significativo do teor até os 108 DAS, estdgio de desenvolvimento no qual as doencgas
tornaram-se mais severas quando nao controladas. Na tabela 15, fica evidente que na presenca
da doenca a planta comporta-se diferentemente de quando elas foram controladas, pois em
ambos os genétipos houve diferenga significativa entre os tratamentos, com menor producao
de 4cido cafeico no tratamento pulverizado. Observa-se também, que apesar da IAC 886 ser
suscetivel as doengas, apresentou maior producdo do dcido na presenca da doenca, entretanto
este evento isolado ndo foi capaz de proporcionar uma defesa efetiva ao gendtipo, ja que

demonstrou o maior acometimento da doenga.

Tabela 14 — Valores médios das concentragdes de acido cafeico e dcido sindpico, expressos
em mg 100g" em base seca determinadas em plantas do acesso 69007 e da cultivar Runner

TAC 886 em diferentes fases do desenvolvimento da cultura.

Acido cafeico (mg 100g ™) Acido sindpico mg 100g ™'
65 DAS  94DAS 108DAS 122DAS 65DAS 94DAS 108 DAS 122 DAS
Acesso 69007 2,78 A' 17,13AB  2928B 1332AB 1287A 1462A 2283B 28,10B

IAC 886 0,00 A 8,74 A 39,60 B 943A 1151A 17,03AB 2243B  25,10B
"Médias seguidas de mesma letra maitdscula na linha, para a mesma varidvel, ndo diferem significativamente

Genotipos

pelo teste T a 5% de probabilidade.
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Tabela 15 — Teor do 4cido cafeico, expresso em mg 100g'1, em base seca, para 0 acesso

69007 e a cultivar IAC 886 com diferenca significativa entre os tratamentos.

Acido cafeico (g 100g ™)

Genotipos
Pulverizado Nao pulverizado
Acesso 69007 11,70 A' 19,57 B
IAC 886 2,05 A 26,84 B

1 L 4. . A . ., - .
Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha, para a mesma varidvel, ndo diferem

significativamente pelo teste T a 5% de probabilidade.

Tabela 16 — Teor do 4cido sindpico, expresso em mg 100g™”, em base seca, para 0 acesso

69007 e a cultivar IAC 886 com interagdo significativa entre os tratamento e gendtipo.

Acido sindpico (g 100g ™)

Gendtipos
Pulverizado Nio pulverizado
Acesso 69007 19,16 bA 20,05 aA
IAC 886 12,70 aA 25,33 aB
Médias 1593 A 22,69 B

"Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, para a mesma varidvel, ndao

diferem significativamente pelo teste T a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao 4cido sindpico, a literatura ndo faz men¢ao de sua atuacdo direta no
sistema de defesa das plantas. Entretanto, no presente trabalho foi verificada uma interacio
significativa entre tratamentos e gendtipos. Os dados médios da tabela 16 indicam diferenga
significativa entre os tratamentos, com maior teor do dcido quando as doencas nao foram
controladas. O acesso 69007 ndo apresentou diferenga significativa entre os tratamentos, mas

a cultivar IAC 886 apresentou.

b) Quantificacio dos quatro acidos para todos os gendtipos em seus respectivos
estagios de maturaciao

A partir dos dados de concentragdo dos &cidos avaliados em cada tratamento
separadamente (Figuras 24 e 25), fica evidente a maior producdo para todos os genotipos
quando estes foram submetidos a presenca da doenca.

Na andlise de varidncia realizada utilizando o modelo de fatorial simples, os quatro

acidos avaliados apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos com e sem controle
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quimico e entre os genotipos, entretanto apenas o acido p-cumdrico apresentou interacao
significativa entre gendtipos e tratamentos. Esta diferenca deve-se ao comportamento
diferenciado desse dcido em alguns dos gendtipos, como: o acesso 2452 e a linhagem 8008
aumentaram duas vezes a produ¢do do dcido no ambiente nao pulverizado quando comparado
ao tratamento com fungicidas; o acesso 850 manteve o mesmo contetido de dcido p-cumadrico
nos dois tratamentos aplicados e os demais gendtipos aumentaram aproximadamente de 30 a
60% a producao do 4cido quando na condi¢do sem controle quimico (Tabela 18).

Os testes de médias para os dcidos cafeico, ferulico e sindpico (Tabela 17) e para o p-
cumadrico (Tabela 18) ressaltam o acesso 2452 como maior produtor para todos os dcidos, com
énfase para o cafeico que mostrou um teor bem acima da média nas figuras 24 e 25. Em
contraponto, a cultivar IAC 886 suscetivel, apresentou baixo teor de todos os 4cidos, em
ambos os tratamentos. Levando em consideracdo a hipdtese de que gendtipos resistentes
produziriam mais 4cidos para o sistema de defesa, os dados até agora apresentados mostram
uma incongruéncia. Pois, o acesso 69007, caracterizado como altamente resistente,
apresentou, em ambos os tratamentos, uma producdo dos dcidos cafeico e p-cumdrico duas
vezes menor do que o acesso 2452 apontado como menos resistente que o primeiro. Fato este,

que pode estar relacionado a outros mecanismos de resisténcia nao estudados neste trabalho.

Tabela 17 — Teor dos 4cidos cafeico, fertlico e sindpico, expressos em mg 100g”, em base

seca, que apresentaram diferenca significativa entre os genotipos.

Datas de Acido Cafeico Acido Feriilico  Acido Sindpico
Germoplasma ~
maturagao mg 100g”"

Acesso 69007 135 94,25 be' 53,90 b 51,99 cd
TIAC 886 122 6,39 a 26,87 a 23,90 a
Acesso 850 122 43,48 b 51,99 b 39,96 be
Acesso 909 122 52,14 b 45,10 b 31,03 ab
Acesso 69002 135 83,08 bc 52,29 b 54,35 cd
Acesso 2452 138 288,68 d 89,82 ¢ 58,75d
IAC 503 135 117,59 c 47,02 b 46,19 cd
Linhagem 8008 135 141,56 ¢ 59,99 b 48,28 cd

"Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna, para a mesma varidvel, ndo diferem

significativamente pelo teste T a 5% de probabilidade.
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Tabela 18 — Médias da interagdo entre gendtipos de amendoim no estdgio de maturagdo
e o controle quimico da mancha-preta e ferrugem para o acido p-cumadrico, expresso em

mg 100g™", em base seca.

Ac. p-cumdrico

Genétipos mg 100g™
Pulverizado  Nio pulverizado
69007 24,90 b' 32,40 be
886 13,66 a 18,44 a
850 24,20 b 23,80 ab
909 2501b 32,06 bc
69002 21,94 ab 30,02 be
2452 45,64 c 91,35d
503 15,08 a 23,90 ab
8008 17,40 ab 4047 ¢
Médias 23,48 A 36,55 B

"Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, para a mesma varidvel, ndao

diferem significativamente pelo teste T a 5% de probabilidade.
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m Acido Cafeico  m Acido p-cumdrico Acido Feriilico  m Acido Sindpico

Figura 24 — Concentracdo de 4cidos fendlicos, expressos em g 100g” em base seca, de

genotipos de amendoim com controle quimico em seus respectivos estdgios de maturacao.
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Figura 25 — Concentragdo de 4cidos fendlicos, expressos em g IOOg'1 em base seca, de

gendtipos de amendoim sem controle quimico em seus respectivos estagios de maturacao.

O resultado mais interessante da andlise de 4cidos foi a produgdo expressiva de acido
cafeico para a maioria dos gendtipos quando expostos as doencas, sugerindo um possivel

papel no mecanismo na resisténcia do amendoim.
4.4 Quantificacdo de Fibra em Detergente Acido (FDA) e Lignina

a) Quantificacio de FDA e lignina para IAC 886 e acesso 69007 no decorrer do
tempo

Na quantificacio de FDA e Lignina a andlise de varidncia ndo apontou nenhuma
diferenca significativa para os trés fatores avaliados. Pelo fato da lignina ser um composto
fendlico reconhecidamente atuante na resposta contra micro-organismos pela lignificacdo da
parede celular (PASCHOLATI & LEITE, 1995), era esperado que o seu teor aumentasse nos
genotipos resistentes e, portanto, capaz de inibir a entrada do fungo em suas células.
Entretanto, esse aumento nao foi observado (Figuras 26 e 27), podendo chegar a conclusdo de
que para a cultura do amendoim a lignina ndo atua como composto decisivo no combate as

doencas mancha-preta e ferrugem.

49



20

18
16
14
in 12 7
o0 g
6 -
4 -
2 n
0 -
65 DAS ‘ 94 DAS ‘ 108 DAS ‘ 122 DAS | 65 DAS ‘ 94 DAS ‘ 108 DAS ‘ 122 DAS
Acesso 69007 Cultivar TAC 886

E Pulverizado ® Ndo pulverizado

Figura 26 — Concentracdo de fibra em detergente acido, expressa em g 100g'1 em base

seca, do acesso 69007 e da cultivar IAC 886 em diferentes fases do desenvolvimento.
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Figura 27 — Concentracdo lignina, expressa em g lOOg'1 em base seca, do acesso 69007 e

da cultivar IAC 886 em diferentes fases do desenvolvimento.

b) Quantificacio de FDA e lignina para os oito genétipos avaliados em seus

respectivos estagios de maturacao no final do ciclo de desenvolvimento
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Assim como na andlise em diferentes estigios de desenvolvimento, no estigio de
maturacdo dos oito materiais nio foi encontrada diferenca significativa entre os fatores e nem
interagdo significativa para os teores de FDA e lignina Os valores podem ser observados nas

figuras 28 e 29.
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Figura 28 — Concentracdo de fibra em detergente 4cido, expressa em g lOOg'1 em base

seca, de gendtipos de amendoim em seus respectivos estdgios de maturagao.
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Figura 29 — Concentragao de lignina, expressa em g IOOg'1 em base seca, de genétipos de

amendoim em seus respectivos estdgios de maturagao.
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4.5 Correlacoes

Para andlise dos dados de correlac@o, é importante conhecer a biossintese dos acidos
fendlicos para facilitar a discussdo. Como dito anteriormente, o dcido p-cumdrico € o
precursor direto do acido cafeico e este, por sua vez, atua como precursor direto para
formacdo dos outros dois 4cidos estudados neste trabalho: ferdlico e sindpico (SHAHIDI
&NACZK, 2004). Os resultados ressaltam esse conhecimento, pois se comprovou uma
diminui¢do do p-cumadrico para formacgdo dos outros acidos.

A andlise de correlagdo considerando os diferentes estdgios de desenvolvimento e
apenas o estigio de maturagdo foi realizada avaliando os tratamentos separadamente e
incluindo as varidveis de doenca (incidéncia e severidade) e as varidveis quimicas (compostos

fendlicos totais, dcidos fendlicos e lignina).

a) Correlacoes das variaveis de incidéncia e severidade de doenca e das variaveis
analisadas em laboratério para IAC 886 e acesso 69007 em diferentes estagios de
desenvolvimento do ciclo considerando presenca e auséncia do controle quimico

Tendo em vista a via biossintética formadora dos acidos fendlicos (Figura 1), podemos
compreender, através da observacdo dos valores do tratamento pulverizado (Tabela 19) e nao
pulverizado (Tabela 20) que os recursos da planta sdo alocados de forma diferente nas duas
situagdes. No momento de auséncia da doenga foi possivel observar o valor de correlagao
positivo e de alta magnitude entre o dcido p-cumadrico e o dcido ferdlico. Esta situacdo é
esperada se levada em considerac@o a via biossintética dos 4cidos. Entretanto, ndo ocorre a
correlacdo significativa entre o acido p-cumdrico e o dcido cafeico. Este fato pode estar
relacionado a baixissima produgdo do acido cafeico na cultivar IAC 886 considerando todos
os DAS.

A auséncia de correlagdo positiva com o p-cumdrico na condi¢do sem controle
quimico pode ser explicada através de sua fungdo de precursor dos outros acidos em uma
situacdo de defesa da planta contra o fungo. Nesse caso, a tendéncia seria uma diminui¢do do
p-cumdrico e aumento dos outros dcidos.

No tratamento ndo pulverizado, a correlacdo positiva e significativa entre o acido
sindpico e as trés varidveis de doenca, indica o funcionamento de um sistema que no
tratamento pulverizado estd ausente. A magnitude ndo se apresenta tdo alta, pois o aumento
do 4cido sindpico no decorrer dos DAS nao foi tdo expressiva para a cultivar IAC 886 (Figura

24) e ainda nao houve relatos de sua fun¢ao direta na defesa das plantas.
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Outra correlacdo positiva e significativa que sé ocorreu na presenga da doenca foi
entre os CFT e duas varidveis de doenca. Essa situacdo era esperada, levando-se em
consideragdo a funcao de defesa dos compostos fendlicos.

Em ambos os tratamentos a correlacdo entre as varidveis de doenca foram de alta
magnitude e significativas, demostrando que as escalas de incidéncia e severidade adotadas
para mancha-preta e ferrugem foram eficientes.

Em anélise da correlacdo para os genétipos separadamente, tanto o acesso 69007 como
a cultivar JAC 886 apontaram, para o tratamento sem controle quimico, uma correlacdo
positiva e de alta magnitude entre o 4cido sindpico e as varidveis de incidéncia e severidade
de doencas. Analisando ambos os genétipos separadamente e unindo os tratamentos para
calcular a correlagdo, resultado interessante pode ser observado. A cultivar suscetivel IAC
886 apresentou correlagdo significativa, positiva entre CFT e os dcidos cafeico, fertlico e
sindpico (C=0,748%; C=0,7713* e C=0,8621**, respectivamente) e ainda entre os dcidos
cafeico e sindpico (C=0,7805%*), condi¢cdes ausentes no acesso resistente 69007. Entretanto,
este apresentou uma correlacdo significativa, negativa e de alta magnitude entre o 4cido
cafeico e o acido p-cumdrico (C=-0,8768**), indicando que o acesso tem capacidade de

producdo de um dcido que a cultivar IAC 886 ndo tem.

Tabela 19 — Correlagdo entre varidveis mensuradas em genétipos resistente (acesso 69007) e
suscetivel (IAC 886) de amendoim em diferentes fases do ciclo de desenvolvimento das

plantas submetidas ao controle quimico.

Cf‘;rrﬁfcs;‘;s Acido  Acidop-  Acido  Acido  ASCPD' ASCPD ~ ASCPD . . .
totais cafeico cumdrico  ferilico sindpico MP*1a9 MP1la5 FE*la5s &
Compostos
fendlicos totais 1
Acido Cafeico 0.8392% 1
Acido p-
cumdrico 0,3984  0,6479 1
Acido ferilico o 7518+ 06943  0,8133* 1
Acidosindpico o 4650 (5688  0,5386 04924 1
ASCPDMP 1 a
9 0,0665 0,0623 -0,2501 -0,3231 0,483 1
ASCPDMP 1 a
5 0,2723  0,2398 -0,1802 -0,1757 0,5783 0,9666** 1
ASCPDFE 1 a
5 0,2723  0,2398 -0,1802 -0,1757 0,5783 0,9666** 1,0 1
Lignina 0,2714  0,1546 -0,2257 0,7180 0,4483 00,3990 0,5361 0,5361 1

"ASCPD: Area sob a curva de progresso da doenca; “MP: Mancha-preta; FE: Ferrugem
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Tabela 20 — Correlacdo entre varidveis mensuradas em genodtipos resistente (acesso 69007) e
suscetivel (IAC 886) de amendoim em diferentes fases do ciclo de desenvolvimento das

plantas nao submetidas ao controle quimico.

Cfom,fif’sms Acido  Acidop-  Acido Acido  ASCPD' ~ ASCPD ~ ASCPD . .
eFOOt;fSOS cafeico cumarico ferdlico sindpico MP*1a9 MPla5 FE’la5s 1ghina
Compostos
fendlicos totais 1
Acido Cafeico 0.4734 1
Acido p-
cumdrico -0,5934 -0,8819* 1
Acido ferilico 3998 01704 03116 1
Acidosindpico 7017 06440 -0,8684%* -0,2302 1
ASCPD MP 1
a9 0,6813 0,5622 -0,7564* -0,2022 0,7890* 1
ASCPD MP 1
as 0,7158*  0,6046  -0,7903* -0,1944 0,7936* 0,9920%* 1
ASCPDFe 1 a
5 0,8015*  0,6711 -0,8412**% -0,0852 0,8658** (,9709%* (,9782%: 1

Lignina 0,3795 -0,3645 0,0199 0,1230 0,1123  0,1071  0,1582  0,1215 1
TASCPD: Area sob a curva de progresso da doenca; “MP: Mancha-preta; FE: Ferrugem

b) Correlagoes de todas as variaveis para os oito genétipos em seus respectivos
estagios de maturaciao

Para a andlise de correlacdo considerando os oito gendtipos em seus respectivos
estdgios de maturagcdo, em ambos os tratamentos as correlacdes entre CFT e os quatro dcidos
foram significaticas, positivas € de alta magnitude (Tabelas 21 e 22). Do ponto de vista
quimico, essa € uma correlagdo esperada, ja que os acidos fazem parte do grupo de compostos
fendlicos totais, ou seja, eles compdem esse valor. Portanto, quando um valor de &4cido
aumenta, consequentemente o de CFT também aumenta. Entretanto, essa correlagdo s6 foi
significativa para ambos os tratamentos porque o estdgio do ciclo avaliado € o de maturacio
de cada gendtipo, ou seja, o final do ciclo. E mesmo que a doenga, em via de regra, sO
acometa os materiais no tratamento nao pulverizado, na pratica observou-se que os mesmos
genotipos sob o controle quimico foram acometidos pela doenga no final do ciclo, porém
com severidade reduzida. Dessa forma, ji se esperava que nas condicdes da presenca do
fungo houvesse a produciao de compostos.

No tratamento sem controle quimico foi possivel observar uma correlacio
significativa, positiva e de alta magnitude entre o 4cido cafeico e o 4cido p-cumadrico que nao

estd presente no controle pulverizado. Este evento acontece em decorréncia da possivel
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participacao do 4cido cafeico no sistema de defesa da planta, o qual ndo estd totalmente ativo
quando a doenga foi controlada. O mesmo ocorre com os outros dcidos, os quais tiveram suas
magnitudes de correlacio aumentadas quando correlacionados com o cafeico, que € o
precursor do ferilico e do sindpico.

As correlagdes sigificativas e positivas entre as varidveis de doenca eram esperadas,
principalmente entre as duas escalas para a mancha-preta, representadas nas tabelas pelos
valores de ASCPD, pois, a escala de cinco pontos, realizada no laboratério em folhas
destacadas, avalia a severidade e a escala nove pontos, atribuida no campo, avalia a
incidéncia. A correlacdo entre valores de ASCPD para mancha-preta e ferrugem foi
igualmente significativa e positiva em ambos os tratamentos, pois no decorrer das avaliagdes
em diferentes fases do desenvolvimento das plantas constatou-se um aumento da severidade

de ambas as doengas.

Tabela 21 - Coeficientes de correlagdo de Pearson dos oito gendtipos no tratamento

pulverizado para os estdgios de maturacgao.

Cfom};?’“os Acido  Acidop-  Acido  Acido ASCPD' ~ ASCPD ~ ASCPD . .
eil(;)t;icsos cafeico cumdrico ferdlico sindpico MP*1a9 MP1a5 FE’la5 tgnna
Compostos
fendlicos totais 1
Acido Cafeico 0.9571%* 1
Acido p-
cumarico 0.8531** 0.7013 1
Addotertlico ™ go75w 07781+ 0.9594% 1
Acido sindpico
0.8034* 0.7218* 0.6575 0.8124* 1
ASCPD MP 1
a9 0.5873 0.7018 0.1187 0.2388 0.4847 1
ASCPD MP 1
as 0.4916  0.6094 0.0053 0.1149 0.3652 0.9398** 1
ASCPDFe 1 a
5 0.6780  0.7392* 0.2583 0.3831 0.6688 0.9572%* (0.8776** 1
Lignina 0.2656  0.0539 0.6386 0.5971 0.2811 -0.5735 -0.5692 -0.4065 1

TASCPD: Area sob a curva de progresso da doenca; “MP: Mancha-preta; FE: Ferrugem

55



Tabela 22 — Coeficientes de correlacio de Pearson dos oito gendtipos no tratamento nao

pulverizado para os estdgios de maturacao.

Compostos £ .45 Acidop-  Acido  Acido ASCPD' ASCPD  ASCPD

fe?;)tlalicsos cafeico cumarico ferdlico  sindpico MP*1a9 MPla5 FE*la5s

Lignina

Compostos
fendlicos totais 1
Acido Cafeico 0.9601%* 1
Acido p-
cumarico 0,8279*  0,8327* 1
Acido fertlico gg00+  (0,9385%*  (0,7946% 1
Acidosindpico  goops 8456+ 05937  0,8654%% 1
ASCPD MP 1
a9 0,5081 04919 02602 04737 04642 1
ASCPD MP 1
as 02331 02063 00454 0,865 0,1628 0,9371%* 1
ASCPDFe 1l a
5 20,0036 -0,0868 -02680 -0,2428 -0,1010 0,6627  0,8152% 1

Lignina 0,1793 0,1750  0,3383 0,3875  0,1456  0,4063 0,4630  0,0326

"ASCPD: Area sob a curva de progresso da doenca; “MP: Mancha-preta; FE: Ferrugem
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5. CONCLUSOES

1. Nas avaliacoes de incidéncia e severidade das doengas, os acessos 69007 e 69002
apresentaram os menores valores de ASCPD, considerando seus estdgios de matura¢ido aos
135 DAS. E a cultivar IAC 886, nas avaliacdes de severidade, mostrou-se mais suscetivel que

todos os outros genotipos.

2. As varidveis de incidéncia, severidade, teor de compostos fendlicos totais e dcidos
fendlicos apresentaram maiores valores para o tratamento sem controle quimico para todos os

genOtipos analisados, com excecdo apenas do teor de dcido p-cumdrico para o acesso 850.

3. O estagio de 108 dias apds a semeadura, o qual apresentou a maior expressividade da

doenca, também indicou aumento significativo para todos os dcidos analisados.

4. O 4cido cafeico apresenta um comportamento que indica sua participagdo no mecanismo de

defesa das plantas.

5. O acesso 2452 possui nivel de resisténcia menor do que o acesso 69007 (assumido como
padrdo resistente). Entretanto, o primeiro apresentou valores mais elevados de compostos

fenodlicos totais e de acidos fendlicos.
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