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Resumo - Diversas substancias podem ativar os mecanismos de defesa vegetal, atuando como
indutores de resisténcia contra patdgenos. O extrato de alecrim tem sido utilizado para controle
de doencas de plantas e enriquecido com o célcio da alga Lithothamnium tem seu potencial
bioativo melhorado, atuando como indutores de resisténcia contra patégenos. O trabalho
objetivou-se verificar o potencial do formulado de alecrim + Lithothamnium na inducéo de
mecanismos de defesa da soja e feijdo. O experimento foi conduzido através do Delineamento
Inteiramente Casualizados (DIC), com cinco repeti¢des. Os respectivos tratamentos foram: 0,
100, 200, 300, 400 e 500 mg L do formulado alecrim + Lithothamnium (produto comercial),
preparadas pela dissolucdo do produto em agua destilada. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e de regressao. O formulado a base de alecrim + Lithothamnium obteve
potencial para indugéo da fitoalexina faseolina no feijéo e gliceolina na soja.

Palavras-chave: faseolina; gliceolina; mecanismo de defesa.

Abstract - Several substances can activate plant defense mechanisms, acting as resistance
inducers against pathogens. The rosemary extract has been used to control plant diseases and
enriched with calcium from the Lithothamnium seaweed has its bioactive potential improved,
acting as resistance inducers against pathogens. The objective of this work was to verify the
potential of the rosemary + Lithothamnium formulation in the induction of defense mechanisms
in soybeans and beans. The experiment was carried out using a completely randomized design
(DIC), with five replications. The respective treatments were: 0, 100, 200, 300, 400 and 500
mg LT of the formulated rosemary + Lithothamnium (commercial product), prepared by
dissolving the product in distilled water. The results were submitted to analysis of variance and
regression. The formula based on rosemary + Lithothamnium had potential for inducing
phytoalexin phaseolin in beans and glycolin in soybeans.
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Introducéo

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) sempre teve grande importancia econémica e social
para a agricultura brasileira, onde o pais € um dos maiores produtores e consumidores mundiais
desta leguminosa, sendo esta a principal fonte proteica da populagdo, em especial a de baixo
poder aquisitivo (MELO FILHO, 2008). No Brasil, a area cultivada com essa cultura é de
aproximadamente 2.972,8 mil ha, na safra 2020/2021, havendo uma produtividade de 1.106
quilos por hectare, correspondendo a producéo a cerca de 3,28 milhdes de toneladas (CONAB
2021).

No entanto, diversos fatores podem interferir nessa produgdo, entre estes, 0
aparecimento de doencas que sdo uma das principais causas de sua baixa produtividade no
Brasil, podendo causar a morte da cultura, reducdo significativa da produtividade e até
inviabilizar areas para o cultivo. Tais doencas sdo causadas por patdgenos como virus, fungos,
bactérias e nematoides (WENDLAND et al., 2016).

A soja (Glycine max L.) é uma das leguminosas mais produzidas no Brasil e no mundo,
sendo considerada uma das culturas agricolas que mais cresceu nas Gltimas trés décadas, com
uma area de cultivo relevante correspondendo a mais de 50% de toda area cultivada com gréos
no Brasil (ZAMBIAZZI et al., 2017) e, devido a sua rentabilidade e seu potencial econémico
para a comercializagdo no mercado nacional e internacional, é uma cultura de grande
importancia econémica para o Brasil, sendo a commodity que mais se destaca em territorio
brasileiro e uma das principais culturas do agronegécio (VINHAL-FREITAS et al., 2011;
FRARE, 2020). Porém, dezenas de doencas tem sido identificadas em soja, o que pode
comprometer a sua producdo (GODOQY et al., 2016).

Para se defender do ataque de um patdgeno, a planta pode utilizar diversos mecanismos
de defesa ou de resisténcia (STANGARLIN et al., 2011). A resisténcia de um hospedeiro ao
ataque de microrganismos causadores de doencas pode ser definida como a capacidade da
planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade de um patdégeno em seus
tecidos (PASCHOLATI; DALIO, 2018). Os mecanismos de defesa podem ser estruturais ou
bioguimicos. Os mecanismos estruturais sdo as barreiras fisicas da planta, que atuam impedindo
a entrada do patégeno e a colonizagdo dos tecidos, enquanto os bioquimicos englobam as
substancias capazes de inibir a acdo do patogeno na planta (STANGARLIN et al., 2011).

Entre os mecanismos bioquimicos de defesa vegetal estdo as fitoalexinas, que sdo
compostos antimicrobianos de baixa massa molecular, que sdo produzidas pelas plantas em
resposta a estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos, acumulando-se nas células vegetais e sendo
capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes patogénicos (BRAGA, 2001).

Na cultura do feijoeiro, a fitoalexina mais importante na interacdo patdégeno-planta no é
a faseolina, que foi primeiramente detectada por Muller (1958) e, desde entéo, estudos tém sido
conduzidos comprovando sua acdo no controle de patégenos (BRAND et al., 2010). J& na
cultura da soja, a fitoalexina gliceolina (pterocarpanoide) mostra-se importante na interacdo
dessa leguminosa com fitopatdgenos, sendo que a utilizacdo de cotilédones de soja mostrou-se
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como excelente ferramenta para estudos envolvendo acédo elicitora de moléculas de origem
bidtica e abidtica (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

O alecrim, pertencente a familia Limiaceae, € um arbusto perene, nativo do
Mediterraneo (MAY et al., 2010). O extrato de alecrim, Rosmarinus officinalis identificador e
familia tem sido utilizado em diversas pesquisas para controle de doencas de plantas, atuando
como indutores de resisténcia contra patdgenos e, enriquecido com o céalcio da alga
Lithothamnium tera seu potencial bioativo melhorado (MULLER et al., 2016; LORENZETTI
et al.,, 2017; LORENZETTI et al., 2018; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005). O
potencial de alecrim para o controle de patdgenos tem sido verificado em diversos
patossistemas, como Cladosporium fulvum em tomateiro (ITAKO et al., 2009),
Pseudocercospora vitis e Plasmopara viticola em videira (MAIA et al., 2014) e Macrophomina
phaseolina em soja (LORENZETTI et al., 2016).

O calcio é um importante elemento envolvido na resisténcia das plantas contra
fitopatogenos, em funcédo do seu papel como fortalecedor de parede celular e lamela media
vegetal (PASCHOLATI; DALIO, 2018).

No caso do Lithothamnium (esqueleto de alga calcéaria), através de pesquisas a respeito
de seu uso, verificou-se que até 0 momento, ndo ha nenhum relato sobre a utilizacdo do mesmo
como ativador de mecanismos de defesa vegetal em plantas.

Assim, estudo da sintese de fitoalexinas, abre enormes perspectivas para a descoberta
de novos produtos naturais com atividade antimicrobiana e cujas estruturas podem servir como
modelo para a sintese quimica de defensivos agricolas naturais (BRAGA, 2001).

Dessa forma, a conducao deste trabalho preliminar, dara indicagdes para que 0 mesmo
possa ser utilizado em ensaios futuros de inducéo de resisténcia em feijdo e soja para controle
de doengas. Diante disso, o trabalho objetivou verificar o potencial do formulado de alecrim +
Lithothamnium na inducdo de mecanismos de defesa da soja e feijéo.

Material e métodos

Os trabalhos foram realizados nos Laborat6rios de Nematologia e de Fitopatologia da
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, campus de Marechal Candido
Rondon.

Para o ensaio de producdo da fitoalexina faseolina, sementes de feijdo da variedade
Carioca foram desinfestadas superficialmente em etanol 70% por 2 minutos, hipoclorito de
sodio (1 parte de hipoclorito para 3 partes de dgua destilada) por 3 minutos e lavadas em agua
destilada. Assim, ap0s a desinfestacdo, as sementes foram semeadas em bandejas de
poliestireno expandido contendo areia esterilizada em autoclave a 120 °C e 1 atm no periodo
de 1 h. As bandejas foram cobertas com papel aluminio e mantidas a 25 °C por sete dias até
que os hipocétilos estiolassem. Estes foram cortados com bisturi em segmentos de 5 cm, e
lavados em agua destilada para retirada de impurezas. Apds, foram mantidos sobre papel
absorvente por 10 minutos, para retirada do excesso de agua. Em tubos de ensaio, foram
transferidos quatro segmentos de hipocétilo, de modo que cada um recebeu 1 mL do tratamento.

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizados, com cinco
repeticdes. Os respectivos tratamentos foram: 0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg L™ do formulado
alecrim + Lithothamnium (produto comercial adquirido), preparadas pela dissoluc¢éo do produto
em agua destilada.
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Depois de 48 h em escuro, os hipocoétilos de cada tratamento foram pesados e
transferidos para tubos de ensaio contendo 5 mL de etanol 98% e mantidos a 4 °C por 48 h para
extracdo da fitoalexina formada. Posteriormente, o teor de faseolina produzida foi mensurado
em espectrofotdmetro a 280 nm. Os valores foram expressos em absorbancia por grama de
massa fresca (ABS gpf!) (BAILEY; BURDEN, 1983).

Para os tratamentos eliciadores da sintese da fitoalexina gliceolina em cotilédones de
soja, o formulado alecrim + Lithothamnium foi utilizado nas mesmas concentragdes do feijéo,
a partir de produto desenvolvido pelo grupo de pesquisa de Controle Biol6gico e Alternativo
em Fitossanidade (COBALFI-Unioeste). Como tratamento testemunha, foi utilizada agua
destilada.

O delineamento empregado bem como o numero de repeticbes foram os mesmos
descritos anteriormente.

Sementes de soja foram desinfestadas em &lcool 70% por 30 segundos e em hipoclorito
de sddio (3 partes de hipoclorito para 1 parte de dgua) por 1 minuto, sendo entdo lavadas em
agua destilada e semeadas em bandejas de poliestireno expandido contendo areia esterilizada
em autoclave (120 °C e 1 atm durante 1 h). As bandejas foram colocadas em camara de
crescimento (25 °C e fotoperiodo de 12 h com luminosidade de lampadas LED; 274 umol m-2
s-1) por 10 dias.

Os cotilédones foram entdo destacados e colocados em placas de petri (seis
cotilédones/placa) contendo trés folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas em agua
destilada esterilizada. Em cada cotilédone foi feita uma “cunha” na superficie adaxial, com o
auxilio de um estilete e, em cada uma destas, foram adicionados 20 uL dos tratamentos.

As placas ficaram incubadas em BOD a 25 °C, no escuro, por 20 h. Apés esse periodo,
os cotilédones foram transferidos para tubos de ensaio com 15 mL de agua destilada esterilizada
e esses foram agitados em agitador orbital (150 rpm) durante 1 h, para extracédo da fitoalexina
gliceolina.

Em seguida, os cotilédones foram retirados e o sobrenadante teve sua absorbéancia lida
em espectrofotbmetro a 285 nm. Como testemunha negativa foi utilizada adgua destilada
esterilizada (BAILEY; BURDEN, 1983).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e de regressao, utilizando o
programa estatistico Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011).

Resultados e discussao

O extrato a base de alecrim + Lithothamnium induziu a sintese da fitoalexina faseolina
no feijoeiro, de maneira dose-dependente, representada por equacdo quadratica (Figura 1). As
maiores concentracdes de extrato de alecrim, favoreceram a producéo da faseolina.

As fitoalexinas sdo metabolitos secundéarios, antimicrobianos, produzidos pelas plantas
em resposta a estresses fisicos, quimicos ou biologicos (MAZARO et al., 2008). O acumulo de
fitoalexina na concentracdo zero (tratamento controle), possivelmente foi ocasionado pela
injuria fisica decorrente da fragmentacao do hipocétilo durante a montagem do experimento.
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Figura 1. Inducéo da fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijoeiro pelo formulado alecrim +
Lithothamnium. CV = 27,87%.

O fato das demais concentragcfes terem induzido a sintese de faseolina de maneira
significativa indica que este formulado a base de alecrim + Lithothamnium pode ser uma
alternativa para ensaios futuros de controle de doencas em plantas através do mecanismo de
inducéo de resisténcia vegetal a fitopatdgenos.

De acordo com a Figura 2, o formulado a base de alecrim + Lithothamnium obteve
potencial para inducgéo da fitoalexina gliceolina na soja. Esse efeito indutor foi dose-dependente
representado por equacdo quadratica. A medida que as concentracbes do formulado foi
aumentando, houve efeito de maior inducéo, sendo a dose méaxima trabalhada (500 mg L) a
que obteve-se maior producdo de fitoalexina. Esse resultado indica o potencial do extrato na
inducdo desse importante mecanismo de defesa em plantas.
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Fonte: Elaborado pelos autores

Figura 2. Produgdo da fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja tratada com
concentracdes do formulado alecrim (Rosmarinus officinalis) + Lithothamnium. CV = 36%.

Esses resultados séo corroborados pela afirmacdo de Diana et al. (2014) que diz que
diversos extratos naturais, como derivados de plantas e microrganismos, tém mostrado
potencial para o controle alternativo de doengas em plantas, ou por sua atividade direta sobre o
fitopatogeno ou pela inducéo de resisténcia.

Mazaro et al. (2008) obteve resultados semelhantes ao avaliar o potencial de diferentes
preparados de pitangueira para a ativacdo dos mecanismos de defesa vegetal por meio da
producdo de fitoalexinas em soja, também de maneira dose-dependente. Ademais, foi avaliado
por Gouvea et al. (2011) o efeito da aplicacdo de extrato de alho na producéo de fitoalexinas
em soja e obtiveram resultados significativos.

Conclusao

O formulado a base de alecrim + Lithothamnium apresenta efeito potencial de inducao
de fitoalexina faseolina em hipocotilos de feijao e de fitoalexina gliceolina em soja de maneira
dose-dependente.
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