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RESUMO

Rildania Abadia Barcelos. Oleos essenciais na indugio de resisténcia e no manejo do oidio da
soja.

A soja ¢ uma das oleaginosas mais consumidas no mundo e as doengas de plantas sio um dos
fatores limitantes de sua producdo. Como forma de controle dessa doenca ¢ usual o uso de
fungicidas. No entanto, vem aumentandoa busca por produtos naturais que proporcionam
menores riscos para a saude do aplicador e consumidor final, além de diminuir a poluigao
ambiental e a sele¢dao de ragas resistentes. Dessa forma, objetivou-se avaliar o potencial dos
Oleos essenciais de capim-limao e alecrim na indugdo de resisténcia € no manejo de oidio de
soja, bem como as respostas fisiologicas da cultura. Foram estudados o6leos essenciaisde
capim-limao e alecrim (1000, 2000, 4000 e 8000 pL L), acibenzolar-S-metil, fungicida,
controle. Realizaram-se dois experimentos, sendo o primeiro avaliando os 6leos essenciais na
inducdo de resisténcia de plantulas de sorgo e feijdo. Mesocotilos de sorgo e hipocotilos de
feijdo foram tratados com os 6leos essenciais, submetidos em condigdes de inducdo de sintese
de compostos de defesa e avaliados quanto a atividade de fitoalexinas e atividade de
peroxidases. No segundo experimento os Oleos foram aplicados na cultura da soja nos
estadios fenologicos V9, R1, R2 e R3 e avaliou-se a severidade do oidio bem como a
atividade enzimatica, fatores de producao e fatores fisioldgicos da cultura sob tais condigdes.
Oleos essenciais de capim-limao e alecrim possuem a capacidade de induzir resisténcia em
pantulas de sorgo e feijao, sendo que o 6leo essencial de capim-limdo ativa o metabolismo das
fitoalexinas nas duas culturas e o 6leo essencial de alecrim ativa as peroxidases no feijao. Os
Oleos essenciais de capim-limdo e alecrim interferem no manejo de oidio da soja, sendo que o
0leo essencial de capim-limdo reduz a AACPD oidio. Ambos interferem nas respostas
fisiologicas e nos mecanismos de resisténcia da cultura, demonstrando ainda haver
especificidade quanto a concentragdo ¢ modo de acao.

Palavras-Chave: Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus, defesa vegetal, Erysiphe

difusa.



ABSTRACT

Rildania Abadia Barcelos.Alternative management of soybean diseases.

Soybean is one of the most consumed oil in the world and plant diseases are a major factor
limiting production. As a way to control this disease is usual the use of fungicides. However,
is increasing search for natural products that provide less risk to the health of the applicator
and the end consumer, beside reduce environmental pollution and the selection of resistant
strains. This work aimed to evaluate the potential of essential oils of lemongrass and rosemary
in resistance induction and management of powdery mildewsoybean, as well as the
physiological responses of culture. Essential oils of lemongrass and rosemary (1000, 2000,
4000 and 8000 pL L7, acibenzolar-S-methyl, fungicide controlwere studied. Two
experiments were developed, the first evaluating the essential oils under the induction of
resistance in sorghum and bean seedlings. Sorghum mesocotyls and bean hypocotyls were
treated with essential oils, submitted in conditions of defense compounds synthesisand
evaluated phytoalexin and peroxidase activities. In the second experiment the essential oils
were applied in soybean growth stages in V9, R1, R2 and R3 and evaluated the severity of
powdery mildew as well as the enzymatic activity, production factors and physiological
factors of culture under such conditions. Essential oils of lemongrass and rosemary have the
ability to induce resistance in sorghum and beans, and the essential oil of lemon grass
activates the metabolism of phytoalexins in both cultures and the essential oil of rosemary
active peroxidases in beans. The essential oils of lemongrass and rosemary interfere in the
management of soybean powdery mildew, and the essential oil of lemon grass reduces
powdery mildew AACPD. Both interfere with physiological responses and resistance
mechanisms of the culture, demonstrating yet be specific as to the concentration and mode of
action.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus, plant defense, Erysiphe difusa.



1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de agrotoxicos aliado a aplicacdes de forma erronea tem
provocado uma crescente perda da eficacia dos fungicidas convencionais, favorecendo a
selegcdo de ragas resistentes de patogenos (LUIZ, 2013). Esses fatores aumentaram a busca por
métodos alternativos de controle de fitopatogenos.

Produtos naturais extraidos de plantas, produzidos no metabolismo secundario das
mesmas, podem atuar na prote¢ao contra micro-organismos patogénicos (ITAKO, 2008). Tais
produtos sdo classificados nos grupos dos terpenos, dos compostos fendlicos ou dos
compostos nitrogenados. Pesquisas utilizando esses compostos mostram a eficacia dos
mesmos no controle de fitopatdogenos, podendo atuar diretamente sobre o patdégeno, como
substancias toxicas, ou mesmo pela indugdo de resisténcia das plantas (GACHKAR et al.,
2007). No grupo dos terpenos encontram-se os Oleos essenciais, os quais tém sido
amplamente estudados no controle alternativo de doengas, apresentando resultados
promissores, além de preservar o meio ambiente e os seres vivos, pois sdo biodegradaveis a
produtos ndo toxicos (SOYLU et al., 2006).

Oleos essenciais de capim-limdo e alecrim possuem potencial antimicrobiano
observado por alguns autores. Maia et al. (2014a) verificaram que o Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis reduziu cerca de 30 e 50% a severidade da mancha da folha e do
mildio da videira, respectivamente, em duas safras consecutivas, além de induzir a resisténcia
das plantas, observada pelo aumento na atividade das quitinases e redugdo da atividade da
catalase. Perina et al. (2013) avaliaram o efeito dos oleos essenciais de canela, capim-limao,
citronela, eucalipto e melaleuca sobre o controle do oidio da soja sob condi¢cdes de casa de
vegetacao e observaram que os 6leos essenciais apresentaram grande potencial no controle da
doenca. Em um de seus experimentos os autores observaram que o 6leo essencial de capim-
limdo, na concentragio de 1 mL L™, apresentou um controle de 67% da doenga.

Ha a necessidade de se estudar mais sobre os 6leos essenciais em experimentos in
vivo, visto, por exemplo, que a inducdo de resisténcia ¢ dependente do elicitor empregado, da
espécie analisada, das condi¢des fisiolégicas da planta e dos fatores ambientais
(PASCHOLATT et al., 2008). A indugdo de resisténcia ¢ um dos métodos alternativos para o
manejo de doencas. Esse processo gera gastos energéticos para a planta e a determinagdo do

uso dos recursos da planta para o crescimento ou defesa ¢ pela competicdo por substrato



comum e energia. Os assimilados sdo disponibilizados através da fotossintese, e utilizados
para o crescimento produzindo biomassa estrutural. Parte dos assimilados ¢ carreada para
gerar defesas constitutivas e o excedente ¢ conduzido para tecidos de reserva (GAYLER et
al., 2004). Qualquer mudanca que ocorra no interior da planta interfere na taxa de assimilagao

de CO; por ela e, consequentemente, na sua produtividade (PASCHOLATI et al., 2008).

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial dos Oleos essenciais de capim-
limdo e alecrim na indug¢do de resisténcia e no manejo de oidio de soja, bem como as

respostas fisiologicas da cultura.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o potencial dos dleos essenciais de capim-limdo e alecrim na sintese de
metabolitos de defesa em plantulas de sorgo e feijdo.

Avaliar os 0leos essenciais de capim-limao e alecrim sobre o manejo de oidio da soja
e o potencial de ativacdo de mecanismos de resisténcia nas plantas, bem como as respostas

fisiologicas na cultura.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. Culturada soja

A soja ¢ uma planta pertencente ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, género Glycine,
espécie cultivada Glycine max (L.) Merrill (SEDIYAMA, 2009). Foi introduzida no Brasil em
1882 na regido da Bahia, mas somente na década de 70 e 80, com a criagdo de programas de
melhoramento de soja desenvolvendo cultivares adaptadas para as condi¢cdes edafoclimaticas
do pais, que se expandiu sua producio (MISSAO, 2006).

Cada vez mais a cultura da soja ganha destaque na agricultura mundial, sendo que
aestimativa de produ¢do mundial dessa oleaginosa na safra 2012/13 foi de 268 milhdes de

toneladas (CONAB, 2013). O Brasil, segundo maior produtor mundial de soja, apresentou



uma producdo aproximada de 81,7 milhdes de toneladas, superado apenas pelos Estados
Unidos (FAO, 2013). Os estados que lideram a producao de soja no Brasil estdo localizados
nas regides Centro Oeste e Sul do pais. O estado de Mato Grosso, maior produtor nacional de
soja, produziu quase 23,5 milhdes de toneladas, na safra supracitada, aproximadamente 30%
mais que o estado do Parana (segundo colocado) (CONAB, 2013).

Fatores como fertilidade do solo, disponibilidade hidrica, densidade de plantas, época
de semeadura, caracteristicas da cultivar, presenga de plantas daninhas, e ataque de pragas e
doencgas afetam o potencial de rendimento da soja (BELEDELLI et al., 2012). Dentre esses
fatores as doengas sdo as que mais limitam a producao desse grao no mundo. Os prejuizos
anuais na producao devido as doengas sdo estimados de 15 a 20%, sendo que algumas podem

chegar a 100% caso ndo se faca o manejo corretamente (GONCALVES et al., 2009).

4.2. Oidio da soja

O oidio da soja pertence ao grupo dos Ascomicetos, da ordem Erysiphales, familia
Erysiphaceae, género Erysiphe, espécie Erysiphe difusa (SARTORATO e YORINORI,
2001). Erysiphe diffusa ja foi conhecido como Microsphaera diffusa, entretanto, Takamatsu et
al. (1999) realizaram uma andlise filogenética molecular de estrutura miceliana encontrada
nas folhas de soja e concluiram que tratava-se de Erysiphe, sendo o estdgio perfeito
provavelmente de E. diffusa, desse modo os autores propuseram uma nova classificacdo para
o agente causal do oidio da soja.

A fase imperfeita destes fungos corresponde ao género Oidium, fase na qual ocorre a
doenca no Brasil, devido a auséncia de temperaturas suficientemente baixas para o
desenvolvimento do estagio perfeito ou sexuado do patégeno (SARTORATO e YORINORI,
2001).0s patogenos do grupo dos oidios apresentam uma forma bastante evoluida de
parasitismo, eles exploram de um modo sutil,pois dependem do hospedeiro vivo para sua
sobrevivéncia, crescimento e reproducdo, e podem conviver durante todo o ciclo de vida com
a planta ou mesmo leva-la a morte (CATELLI, 2009).

O ciclo de vida sob condigdes favoraveis permite que processo de pré-infeccao,
germinagdo e reproducdo do fungo inicia-se apds trés horas da inoculacdo. O esporo do fungo
ao entrar em contato com a folha germina e desenvolve o micélio que pode recobrir toda a

planta. Apos oito horas ja ocorre a penetracdo nas células epidérmicas e dentro de sete a dez



dias ocorre a formacao dos haustorios intracelulares e conidios (SARTORATO e YORINORI,
2001; YORINORI, 1997).

Os sintomas sempre se manifestam como manchas recobertas por uma massa
pulverulenta esbranquicada na forma de mofo de coloragao branca ou levemente acinzentado
que evoluem cobrindo toda a superficie foliar. As folhas ainda podem apresentar clorose
seguida de necrose que consequentemente ocorrerd uma desfolha acentuada dependendo da
cultivar ¢ do desenvolvimento fungico. Quando encontrada nas outras partes da planta
atacada, como hastes, peciolos e vagens, o oidio normalmente os recobre dando o aspecto
pulverulento esbranquigado tipico da doenga (CATELLI, 2009). Os sinais do patégeno sao
caracterizados por estruturas brancas, constituida por uma fina camada de micélio e conidios
pulverulentos (ALVES et al., 2009).

A doenga ¢ observada mais frequentemente na face superior das folhas, aparecendo na
forma de manchas ou toda a area foliar, e sua identificagdo pode ser feita de forma rapida e
segura devido a presenca dos sinais do fungo (estruturas do patdégeno). Podem também se
desenvolver em hastes e vagens, formando uma fina camada de micélios e esporos
pulverulentos que recobrem toda a parte aérea (LESSIN e GHINI, 2009). Lavouras atacadas
pelo oidio sdo facilmente identificadas a distancia pela coloracdo prateada da face inferior das
folhas quando expostas ao vento. Ataques severos podem provocar retorcimento,
subdesenvolvimento e queda de folhas, morte de ramos novos, queda de flores,
subdesenvolvimento e sintomas de crestamento (SARTORATO e YORINORI, 2001).

O oidio ¢ uma das doengas mais antigas encontradas na cultura da soja, sendo o
primeiro registro em 1921 na Alemanha (SARTORATO e YORINORI, 2001). Em 1931 foi
relatada a primeira ocorréncia da doenca nos Estados Unidos em condi¢des de casa-de-
vegetacdo, em seguida, no ano de 1945, foi identificada a campo em final de ciclo de cultivar
tardia, sem danos significativos (LESSIN, 2008). Desde entdo, ha referéncias de ocorréncia
em praticamente todas as regides produtoras no mundo (LESSIN e GHINI, 2009).

Os primeiros estados a apresentarem a constatacdo da doenca em condi¢cdes de campo
foram Minas Gerais e Distrito Federal (PEREIRA et al., 2008). O oidio foi considerado uma
doenca secundéria até a safra de 1995/96, entretanto registrou uma epidemia no Brasil na
safra de 1996/97 (BLUM et al., 2002) e pode ocasionar redugdes de até 40% no rendimento
de cultivares suscetivel (PEREIRA et al., 2012). Estes danos sao decorrentes da retirada de

nutrientes das células pelos haustorios intracelulares, da interferéncia do fungo no processo de



fotossintese pela diminuicdo da quantidade de luz na superficie das folhas que pode reduzir
mais da metade a atividade fotossintética, além de reduzir substancialmente a transpiracao
(MIGNUCCI e BOYER, 1979).

A doenga encontra-se disseminada em todas as regides produtoras do pais
(EMBRAPA, 2011). As plantas voluntarias ou as sojas guaxas sdao as principais fontes de
iodculo. Outros fatores que favorecem a infeccdo sdo a €época de semeadura, resisténcia do
cultivar e estadio de desenvolvimento da cultura (YORINORI, 1997). Segundo Mignucci e
Lim (1980) folhas inferiores de plantas mais jovens sao mais suscetiveis do que folhas
superiores.

O fungo ¢ facilmente disperso pelo vento podendo alcangar longas distancias e se
espalha pela lavoura de forma generelizada. Pode atacar a planta em qualquer estddio de
desenvolvimento da planta, sendo mais suscetivel no inicio da floragdo. A infec¢do ¢
favorecida por temperaturas entre 18 e 24°C e umidade relativa do ar entre 50 e 90%, todavia,
temperaturas acima de 30°C e precipitagdes intensas e frequentes constituem fatores
inibidores ao desenvolvimento do fungo (SARTORATO e YORINORI, 2001). Algumas
praticas como o uso de cultivares resistentes, plantio em época desfavoravel para o patdgeno,
densidade de plantio, adubagdo equilibrada tem amenizados as perdas pela doenca (PEREIRA
et al., 2012; GALLOTTI et al., 2005).

4.3. Controle alternativo de doencas

Existem diversas medidas preventivas de controle de doengas para a cultura da soja,
tais como vazio sanitdrio, rotacdo de cultura, emprego de cultivares resistentes, época de
semeadura, densidade de semeadura, acompanhamento das condi¢cdes climaticas e
monitoramento da lavoura (PERINA et al., 2013; MEDICE et al., 2013). O uso de fungicidas
também ¢ utilizado para o controle de doengas, entretanto o uso indiscriminado desses
produtos, aliado a aplica¢des de forma erronea, tem favorecido a selecdo de ragas resistentes
(GHINI e KIMATI, 2000). A crescente perda da eficacia dos fungicidas convencionais devido
a resisténcia dos micro-organismos patogénicos e a inaceitabilidade do uso de alguns produtos
sintéticos, restringidos devido a possivel carcinogenicidade, alta toxicidade, longos periodos
para sua degradagdo e alto risco de poluicdo ambiental; tem aumentado a preocupagdo de

pesquisadores, produtores e consumidores (SOYLU et al., 2006).



Existem diversos produtos altenativos para o controle de doengas como as caldas
(calda bordalesa, calda sulfonada, calda vicosa e muitas outras), biofertilizantes, extratos de
plantas, 6leos essenciais, entre outros (PERINA et al., 2013; MEDICE et al., 2013). As
plantas medicinais produzem compostos secundarios que podem ser ativos contra patdgenos e
sdo biodegradaveis a produtos nao-tdxicos, dessa forma tornam-se potencialmente adequados
para uso em programas de manejo integrado de doencas (SOYLU et al.,, 2006).Tais
compostos constituem uma rica fonte de produtos bioativos, tais como os fendis, flavonoides,
taninos, quinonas, alcaldides, saponinas, esteroides,terpenos, cumarinas, benzendides,
xantonas e lactonas (BURT, 2004; CASTRO et al., 2004; ISMAN, 2000).

Esses compostos nao estao diretamente ligados ao metabolismo primario das plantas,
mas possuem fungdo de protegdo das mesmas contra outras plantas (alelopatia), contra
animais (anti-herbivoria) e micro-organismos (patogénica), ou mesmo na atracdo de agentes
polinizadores e dispersores de sementes (ITAKO, 2008). Sob o aspecto patogénico, pesquisas
desenvolvidas utilizando compostos de plantas biologicamente ativos tem indicado o
potencial dos mesmos no controle de fitopatdgenos, atuando como substancias toxicas aos
patdgenos ou mesmo pela indugdo de resisténcia das plantas (GACHKAR et al., 2007).

Os compostos secundarios produzidos pelas plantas podem ser classificados em trés
grandes grupos: a) terpenos; b) compostos fendlicos e; ¢) compostos nitrogenados. No grupo
dos terpenos encontram-se os piretroides, Oleos essenciais, cardenolideos e saponinas. No
grupo dos compostos fendlicos estdo as ligninas, fitoalexinas e taninos. E no grupo dos
compostos nitrogenados estdo os alcaloides, glicosideos cianogénicos, glucosinatos,
aminoacidos nao-protéicos (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Oleos essenciais de plantas sdo constituintes volateis organicos responsaveis pela sua
fragrancia. Podem ser obtidos de flores, folhas, frutos, sementes, raizes, rizomas e caules das
plantas. Devido a sua capacidade antioxidante, antifiingica, antirrepelente, tem sido fonte de
pesquisa e desenvolvimento para novos produtos (TISSERAND e BALACS, 1999).

Morais (2009) estudou o emprego de Oleos essenciais de plantas para controle
fitossanitario, devido a producao de compostos secundérios das plantas que podem servir para
esse fim. Taiz e Zeiger (2004) citam que esses compostos, também conhecidos como
metabolitos secundarios, servem de estratégia de sobrevivéncia para as plantas. Os autores
também citam exemplos de metabolitos secundarios sintetizado pelas plantas, como as

fitoalexinas, produzidas como consequéncia de estresses fisicos, quimicos ou biologicos.



Alguns autores estudaram os efeitos de oOleos essenciais sobre doengas de plantas e
observaram controle promovido pelo uso desses. Assim, nota-se que esses produtos
apresentam agao fungitoxica diretamente pela inibicao da esporulagdao ou do desenvolvimento
do fungo, ou ainda de forma indireta, pela indugdo de resisténcia (TATSADIJIEU et al., 2009;
BONALDO et al., 2007; SALGADO et al., 2003; FIORI et al., 2000).

4.4. Oleos essenciais

Metabolitos secundarios de plantas, tais como dleos essenciais e extratos de plantas
sdao conhecidos por apresentarem atividades inseticida, fungicida, acaricida, antibacteriana e
atividade citotoxica (FALEIRO et al., 1999). Eles tém sido amplamente estudados e aplicados
nos campos da farmacologia, botanica, microbiologia, fitopatologia e conserva¢dao de
alimentos (DAFERERA et al,, 2000). Os estudos tém se concentrado em relagdo as

propriedades biologicas e antimicrobianas dos 6leos essenciais (CELIKTAS et al., 2007).

4.5. Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf também ¢ conhecido popularmente no Brasil como
capim-limio, erva cidreira, capim cidreira, capim-santo. E uma espécie pertencente a Familia
Poaceae, uma das maiores familias botanicas, denominada popularmente como gramineas
(GOMES e NEGRELLE, 2003). O estado do Parana lidera em relagdo a producdo de plantas
medicinais aromaticas no pais € o capim-limdo ocupa posicdo de destaque nesta produgdo e
tem sido muito valorizado no estado. Na safra 2007/2008 o estado do Parana totalizou 2.029,7
t, ocupando 102,6 ha distribuidos em 21 municipios produtores. O valor bruto da producao
agricola da safra totalizou R$ 1.045.308,00 (PINTO et al., 2014).

A planta de capim-limao sempre foi muito utilizada devido a seu efeito analgésico e
calmante. O oleo essencial desta espécie ¢ utilizado mundialmente como componente
aromatico em industria de alimentos, cosméticos e perfumaria, sendo um dos 6leos essenciais
mais importantes e comercializados (ITAKO, 2008; QUEIROZ, 1993). O principal
componente desse Oleo essencial € o citral, mas também hd a presenca significativa de
mirceno, limoneno, nonanal, nerol, geraniol, linalol e terpineol (MAIA et al, 2014a;

BERTINI et al., 2005; EL FATTAH et al., 1992).0 citral ¢ uma mistura de isdmeros e possui



atividade antimicrobiana reconhecida contra diversos micro-organismos, sendo também usado
como larvicida, inseticida, além de apresentar propriedades antifingicas (PARANAGAMA et
al., 2003; MING et al., 1996).

4.6. Rosmarinus officinalis

Rosmarinus officinalis L., conhecido popularmente no Brasil como alecrim, pertence a
familia Lamiaceae, e € muito utilizado como um condimento alimentar, também € conhecido
por sua capacidade antibacteriana, propriedades antimutagénicas € como agente
quimiopreventivo (OLUWATUYT et al., 2004). Devido as propriedades antioxidantes das
folhas, o alecrim tem sido amplamente aceito como uma das especiarias com a maior
atividade antioxidante (WANG et al., 2008; PENG et al., 2005).

Os principais componentes do 6leo essencial de alecrim sao: 1,8 cineol (eucaliptol),
canfora, a-pineno, P-cariofileno e canfeno (MAIA et al, 2014b). Gachkar et al.(2007)
confirmaram que os metabdlitos 1,8 cineol, a-pineno, borneol e canfora sdo ativos contra
micro-organismos. Lorenzi e Matos (2006) comprovaram a capacidade antimicrobiana do

0leo essencial de alecrimcontra Staphylococus e Monilia.

4.7. Indugio de resisténcia de plantas

As plantas possuem diversos mecanismos de defesa que sdo extremamente eficientes.
A resisténcia de um hospedeiro a um patdégeno pode ser definida como a capacidade da planta
em retardar ou impedir a entrada do patégeno e sua atividade contra a planta. A defesa das
plantas contra os patdgenos pode ocorrer com mecanismos pré-formados (passivos,
constitutivos) e pos-formados (ativos, induziveis) (PASCHOLATI et al., 2008). Esses
mecanismos constituem-se em barreiras fisicas a penetragdo e/ou colonizagdo do patégeno, ou
em barreiras quimicas que sdo substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patdégeno
(STANGARLIN et al., 2011; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Os mecanismos pré-formados, também chamados de constitutivos, sdo aqueles
presentes na planta independente da acdo do patdégeno e se dividlem em dois grupos:
estruturais e bioquimicos. No grupo dos pré-formados estruturais pode-se citar a presenca de

cuticula, tricomas, estomatos, fibras/vasos condutores, pilosidade e camada de silica, neste



grupo as estruturas formadas possuem outras fungdes na planta além da resisténcia (BARROS
et al., 2010). No grupo dos mecanismos bioquimicos pré-formados encontram-se substancias
quimicas da classe dos fenois, alcaldides, glicosideos, lactonas, terpendides e algumas
proteinas, presentes nas plantas em altas concentragdes nas plantas sadias independente da
presenca do patégeno que podem se tornar altamente toxicas para o patdgeno no inicio da
infeccao (PASCHOLATI et al., 2008).

Os mecanismos pos-formados, também chamados de induziveis, sdo aqueles ausentes
ou presentes em baixos niveis antes da infec¢do, e sdo ativados pela agao do patdgeno ou em
resposta de um eliciador. Sao divididos em dois grupos: estruturais e bioquimicos. No grupo
dos poés-formados estruturais pode-se citar a formacdo de papilas, halos, lignificacao,
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina e glicina, camadas de cortica, camadas de abscisdo e
tiloses. No grupo dos bioquimicos pds-formados encontram-se as fitoalexinas, proteinas
relacionadas a patogénese (B-1,3 glucanases e quitinasesdegradadoras da parede celular dos
fungos), espécies ativas de oxigénio e fototoxinas (PASCHOLATI et al., 2008).

A inducdo de resisténcia pode atuar no local da infec¢@o ou nos tecidos tratados com o
indutor, como também pode atuar de forma sistémica, manifestando-seem outra parte da
planta, longe do local de aplicagdo do indutor (MORAES, 1992). A prote¢do da planta
devido & indu¢do de resisténcia ¢ dependente do intervalo de tempo entre a aplicagdo do
indutor e o ataque do patdégeno. Uma vez ativada seus mecanismos de defesa o efeitor pode
persistir por poucos dias ou por todo o periodo de vida da planta, reduzindo a necessidade de

outras aplicagdes para o controle de doengas (PASCHOLATI, 2011).

4.8. Inducio de fitoalexina

As fitoalexinas constituem um grupo de metabdlitos secundéarios que pertencem a
diversos grupos quimicos, tais como os isoflavonoides e sesquiterpenos. Geralmente as
fitoalexinas ndo estdo presentes nas plantas, mas sdo produzidos rapidamente pelas plantas em
resposta a estresses fisicos, quimicos ou biolégicos (STANGARLIN et al., 2011; TAIZ e
ZEIGER, 2004). Elas possuem capacidade antimicrobiana e sdo capazes de se acumular no
local da infeccdo a niveisque limitam o desenvolvimento do patdégeno e sdo toxicas para
protoplastos, células animais, bactérias e fungos (BARROS et al., 2010; DEFFUNE, 2001).

O modo de acdo das fitoalexinas sobre fungos inclui granulacdo citoplasmatica,

desorganizacdo dos conteudos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de



enzimas fungicas, promovendo inibicdo da germinagdo e elongagdo do tubo germinativo e
reducdo total ou parcial do crescimento micelial (BRAGA, 2008).

Oleos essenciais podem conter diversas substincias organicas com potencial eliciador,
tais como hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpé€nicos, aldeidos, cetonas, fendis,
¢ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos contendo enxofre. Essas substancias sdao encontradas em alta concentragdo e
diversidade nos 6leos essenciais, possivelmente pela forma de obtencao e por ser um produto
concentrado. Pesquisas para avaliar o potencial de diferentes preparados de pitangueira
demonstraram que o 6leo essencial apresentou destacavel efeito ativagdo de mecanismo de
defesa em plantas por meio da indugdo de fitoalexinas em cotilédones de soja, sendo superior
aos demais preparados obtidos por extrato alcodlico 40%, infusdo 40%, decoccdo 40%,

maceracdo 40% e quitosana (1%) (MAZARO et al., 2008).

4.9. Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas reduzidas, transitorias,
altamente reativas produzidas durante a transformacdo do oxigénio molecular (O,) a agua
(H20). Especialmente os radicais superdxidos (O,) e perdxido de hidrogénio (H,O,), sdo
encontrados nas células vegetaisresultante do metabolismo aerdbio normal. As plantas
possuem mecanismos de defesa celular para manter essas espécies de oxigénio abaixo dos
niveis prejudiciais, para isso incluem a agdo de varias enzimas e algumas substancias
antioxidantes (PASCHOLATI et al., 2008).

Quando a planta passa por algum tipo de estresse, bidtico ou abidtico, ocorre a
producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio que podem exceder a capacidade do
sistema de limpeza, resultando num aumento da peroxidagdo lipidica e, consequentemente,
danos ao plasma estrutural e fungdo da membrana (PEIXOTO et al., 1999). Além de atuar na
peroxidacao de lipidios da membrana plasmatica, as EROs também podem atuar diretamente
sobre o patogeno, inibindo seu desenvolvimento; ou mesmo fortalecendo a parede celular,
favorecendo a formacao de ligagdes cruzadas com proteinas estruturais (PASCHOLATI et al.,
2008).

As EROs podem ser formadas principalmente por trés mecanismos: a) reacdes de

oxigénio com ions de metais de transi¢do descompartimentalizados; b) reacdo colateral da
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cadeia de transporte de elétrons; ou c) reacdes enzimaticas normais (BAYNES, 2007). A
redug¢do parcial de O, resulta em moléculas reativas de importancia bioldégica como o
superoxido (O;), considerado precursor de muitas EROs. A dismutagdao do O, pode ocorrer
espontaneamente ou pela atividade da superoxido dismutase (SOD), que catalisa a reagdo
produzindo o peroxido de hidrogénio (H,O;), que pode ser reduzido totalmente a dgua pela
acdo das enzimas catalase e peroxidase ou ser reduzido parcialmente ao radical hidroxila
(OH) (TURRENS, 2003).

A propriedade antioxidante de Oleos essenciais pode ser atribuida a sua atividade
antiradical livre contra radicais alquil € em um grau menor contra o anion superdxido. Essa
atividade antioxidante ¢ determinada por diversos fatores, como sua reatividade frente ao
radical, nimero de radicais que consegue seqiiestrar, destruicdo do radical gerado pelo
antioxidante, concentracdo e mobilidade, interacdo com outros antioxidantes e sitio de
geracao ¢ reatividade do radical. Apds a andlise de pesquisas com o6leos essenciais de
Baccharis uncinella e B. dracunculifolia verificou-se que ambos possuem atividade
antioxidante quando avaliados pela oxidagdo acoplada do B-caroteno e do 4cido linoleico

(FERRONATO et al., 2006).

4.10. Superdxido Dismutase (EC 1.15.1.1)

Superoxido dismutase (SOD) sdo as primeiras enzimas a atuarem no sistema de defesa
antioxidante e sdo as unicas enzimas capazes de regular a concentra¢do de O, e H,O,, sendo
um fator importante no mecanismo de defesa das plantas, além de prevenir a formagao de
radicais hidroxilas, que sdo altamente toxicos para as plantas (ALSCHER et al., 2002; LEON
et al., 2002).

As SODs siao metaloenzimas que podem ser classificadas de acordo com os grupos
ligados a suaforma molecular: ligado a metais Mn, Fe ou Cu/Zn (GOMES JUNIOR, 2006). A
Mn-SOD ¢ encontrada nas mitocondrias e raramente nos cloroplastos de algumas plantas,
enquanto a Fe-SOD estd mais associada aos cloroplastos, apesar de ser observada em um
numero mais limitado de plantas. Ja as Cu/Zn-SOD sdo mais abundantes, geralmente
encontradas no citosol e cloroplastos (VITORIA et al., 2001; AZEVEDO et al., 1998).

A enzima SOD catalisa a dismutagdo de O, e seus produtos de reacdo sdo H,O, e O,.

Uma vez que a atividade da SOD resulta na formacdo de H,O, isso demonstra estar
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intimamente ligada as enzimas catalase (CAT) e peroxidase (POX), essa interacdo tem a
finalidade de garantir um balango altamente otimizado para reduzir os danos oxidativos nas
plantas, visto que a regulagdo dos genes de SOD ¢ muito sensivel a estresses ambientais
presumivelmente como uma consequéncia do aumento de formacao das espécies reativas de
oxigénio. Os altos niveis de estresse oxidativo resultam na alta degradagdo da proteina SOD
requerendo uma nova sintese de SOD para manter niveis adequados da enzima para uma
protecao efetiva. (GOMES JUNIOR, 2006).

O aumento da atividade da SOD apo6s aplicagdo de algum possivel eliciador ¢ um
indicativo da inducdo de resisténcia. Xavier (2014) alega que o aumento da atividade
enzimatica possivelmente se deve pelo reconhecimento dos oligogalacturonideos pelas

plantas ativando as respostas de defesa das plantas, dentre as quais se observa a sintese da

SOD.

4.11. Peroxidase (EC 1.11.1.7)

Aenzima peroxidase (POX) estd envolvida em diversos processos fisiologicos de
grande importancia. Atua no processo de biossintese da lignina em plantas catalisando a
oxida¢do e a polimerizagdo de 4lcool hidroxicindmico em presenca de perdxido de hidrogénio
(H203), na biossintese do horménio vegetal etileno, oxidagdo de compostos fenolicos, que se
acumulam em resposta a infec¢do, na degradacdo do 4cido indolil-3-acético, participando na
defesa contra patogenos (ITAKO, 2008; FERNANDES, 2003).

A POX esta presente em todas as plantas verdes, em algumas células animais e de
micro-organismos. S3o encontradas em varios locais da célula, tais como vactolos, parede
celular, citosol e apoplasto. Algumas dessas enzimas sdo expressas naturalmente durante o
desenvolvimento da planta, enquanto outras sdo induzidas durante estresse bidtico ou abiotico
(HIRAGA et al., 2001).

A enzima POX ¢ classificada como uma glicoproteina relacionada a patogénese (PR-
proteina) pertencente a familia PR-9. Pode ser dividida em trés superfamilias com base na sua
composi¢do estrutural e caracteristica catalitica: planta peroxidase, animal peroxidase e
catalase peroxidase. Dentro da superfamilia planta peroxidase encontram-se trés classes: a
classe I ¢ formada pelas peroxidases intracelulares de plantas, bactérias e leveduras, como a

citocromo c¢ peroxidase e a ascorbato peroxidase; a classe II consiste em peroxidases

12



extracelulares de fungos e a classe I, que compreende as classes vegetais, composta pelas
peroxidases secretadas no apoplasto (SILVA et al., 2012; HUSSAIN, 2010; PASSARDI et
al., 2007).

A classe III apresenta uma altadiversidade de substratos que reagem com compostos
que contém grupo hidroxila ligado a anel aromatico, ¢ uma alta diversidade de isoformas de
peroxidases. Rotineiramente, utiliza-se o substrato guaiacol para se determinar a atividade das
peroxidases totais (VILLA, 2010). A oxidacdo desidrogenativa do guaiacol resulta na
formacao de radicais fenoxi e a subsequente ligagdo de radicais instaveis leva a polimerizagao
nao enzimatica de mondmeros (HIRAGA et al., 2001).

A POX catalisa a oxirreducao do H,O; e o convertem em agua na presenca de um
substrato (STANGARLIN et al., 2011). Além de reduzir o nivel de peroxido de hidrogéniopor
meio dapolimerizacdo de 4lcoois hidroxicinamil durante a biossintese da lignina e da liga¢ao
cruzada das proteinas de parede celular, as peroxidases também podem gerar H,O; que lhes
servira de substrato (TOMANKOVA et al., 2006; MLICKOVA et al., 2004).

As enzimas antioxidantes sdo importantes nos processos de defesa da planta, na
maioria dos casos, o aumento na atividade da POX est4 diretamente relacionado a redugao da
severidade da doenca. Aplicagdo preventiva de Oleo essencial de C. citratusem folhas de
tomate aumentou a atividade enzimatica local em folhas tratadas e sistémico em folhas ndo
tratadas, além disso, também promoveu a formagdo de papilas e lignificacdo de células

epidérmicas, que contribuiram para o controle da pinta preta do tomateiro (ITAKO, 2008).

4.12. Trocas gasosas

A relagdo entre a fotossintese e a respiragdo ¢ fundamental para caracterizacdo da
produtividade da planta, entretanto sdo afetados por diversos fatores como temperatura, fluxo
de irradiacdo, estresses, limitacdes metabdlicas, bem como a sanidade das plantas. A reducdo
da fotossintese e/ou aumento da respiragdo reduz a assimilacdo do CO; e, consequentemente,
interfere no acimulo de biomassa pela planta (CATUCHI et al., 2012; PINHEIRO e
CHAVES, 2011). Tomazeli (2010) alega que a maior taxa de assimilagdo de CO; observada
nos tratamentos estudados esté relacionada com a boa sanidade das plantas, que no estudo foi
promovida pela inducdo de resisténcia das plantas tratadas com harpina.

O processo de inducdo de resisténcia gera gastos energéticos para a planta e a
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determinagdo do uso dos recursos da planta para o crescimento ou defesa ¢ determinada pela
competicdo por substrato comum e energia, sendo que a planta deve balancear os
investimentos nesses processos. Os assimilados sao disponibilizados através da fotossintese e
utilizados para o crescimento produzindo biomassa estrutural. Parte dos assimilados ¢
carreada para gerar defesas constitutivas e o excedente ¢ conduzido para tecidos de reserva.
Quando a planta necessitar, estes fotoassimilados sdao carreados para a defesa induzivel e se a
disponibilidade dos mesmos for baixa, pode ocorrer a inversao por parte das reservas e estas

voltam a ser disponiveis (GAYLER et al., 2004).
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CAPITULO I. OLEOS ESSENCIAIS NA INDUCAO DE FITOALEXINA E
PEROXIDASES EM SORGO E FEIJAO

RESUMO

Oleos essenciais possuem potencial na ativagio de respostas de defesa da planta, como a
producdo de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a patogénese. Visando contribuir para
este conhecimento o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos 6leos
essenciais de capim-limao e alecrim na sintese de metabdlitos de defesa de plantulas de sorgo
e feijao. Foram estudados os dleos essenciais de capim-limao e alecrim (1000, 2000, 4000 e
8000 puL L™), acibenzolar-S-metil, além da testemunha com agua destilada. Os experimentos
foram desenvolvidos em delineamento inteiramente casualizado com cinco repetigdes.
Mesocdtilos de sorgo e hipocotilos de feijdo foram tratados com os Oleos essenciais,
submetidos em condi¢des de indugdo de sintese de compostos de defesa e avaliados quanto a
atividade de fitoalexinas e atividade de peroxidases. Os Oleos essenciais de capim-limdo e
alecrim induziram a resisténcia em plantulas de sorgo e feijdo, sendo que o oleo essencial de
capim-limdo ativa o metabolismo das fitoalexinas nas duas culturas e o dleo essencial de
alecrim ativa as peroxidases no feijao.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus, fitoalexinas, peroxidase.
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CHAPTER 1. ESSENTIAL OILS IN PHYTOALEXIN AND PEROXIDASE
INDUCTION IN SORGHUM AND BEAN

ABSTRACT

Essential oils have potential in the activation of plant defense responses, such as the
production of phytoalexins and pathogenesis-related proteins. To contribute to this
knowledge, this study aimed to evaluate the potential of essential oils of lemongrass and
rosemary in the synthesis of defense sorghum and bean seedlings metabolites. Essential oils
were studied lemongrass and rosemary (1000, 2000, 4000 and 8000 uL L™), acibenzolar-S-
methyl, and a control with distilled water. The experiments were conducted in a completely
randomized design with five replicates. Sorghum mesocotyls and bean hypocotyls were
treated with essential oils, submitted in conditions of synthesis of defense compounds and
evaluated phytoalexin and peroxidase activities. The lemongrass and rosemary essential oils
have the ability to induce resistance in sorghum and beans, and the lemongrass essential oil
activates the metabolism of phytoalexins in both cultures and the rosemary essential oil active
peroxidases in beans.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus, phytoalexin, peroxidase.
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1. INTRODUCAO

No metabolismo secundario das plantas ocorre a producdo de compostos que podem
atuar na protecdo das mesmas contra patogenos. Esses compostos sdo uma estratégia de
sobrevivéncia como consequéncia de estresses fisicos, quimicos ou bioldégicos e um exemplo
dessas substancias que sdo sintetizadas pelas plantas sdo as fitoalexinas (TAIZ e ZEIGER,
2004).

A primeira fitoalexina caracterizada quimicamente foi a pisatina, isolada de plantas de
ervilha, desde entdo, diversas outras fitoalexinas foram caracterizadas, como as obtidas de
feijdo, soja, ervilha, batata, tomate, alface, algoddo, arroz, cevada, banana, entre outras
(BRAGA, 2007). As fitoalexinas podem ser induzidas apds algum tipo de estresse, durante o
processo de infecgdo ou mesmo por agdo de algum elicitor e os 6leos essenciais podem
constituir uma forma de controle alternativo de doencas de plantas cultivadas (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2000).

Oleos essenciais extraidos de diversas plantas tem-se mostrado com potencial no
controle de patdgenos, tanto diretamente, com efeito toxico aos patdogenos quanto pela
ativagdo dos mecanismos de defesa das plantas, dentre eles a producdo de fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogénese (GACHKAR et al., 2007; PASSARDI et al., 2007). Em
sorgo sao conhecidas quatro fitoalexinas: luteolinidina, 5-metoxiluteolinidina, apigeninidina e
éster do acido caféico de arabinisol 5-O-apigeninidina (NICHOLSON et al., 1987). No caso
do feijdo a faseolina ¢ a fitoalexina importante na interagdo planta-patogeno (BAILEY e
BURDEN, 1983).

Ha necessidade de aprofundamento dos estudos dos Oleos essenciais na atividade
elicitora de fitoalexinas e suas respectivas dosagens. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalis na

sintese de fitoalexinas em plantulas de sorgo e feijao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local dos experimentos

Foram realizados dois experimentos seguindo a mesma metodologia, porém com
tratamentos diferentes. Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratdério de Fitopatologia do
Departamento de Agronomia da UNICENTRO - campus CEDETEG, no municipio de

Guarapuava-PR.

2.2.Produtos utilizados

Foram utilizados o6leos essenciais de Cymbopogon citratus (capim-limdo) e
Rosmarinus officinalis (alecrim), obtidos do horto de plantas medicinais localizado na
Fazenda Experimental de Iguatemi, Universidade Estadual de Maringd (UEM) - PR, extraido
por hidrodestilacdo a partir de 2,0 Kg de folhas secas ao ar (WORWOOD, 1995) e, também
se avaliou o Acibenzolar-S-Metil (ASM — Bion® — empresa Syngenta), como testemunha,
pois ¢ um indutor registrado comercialmente, utilizado na concentragdo de 200 mg L™ do

produto comercial.

2.3.Descriciao dos experimentos

Foram realizados dois experimentos, com os Oleos essenciais de capim-limdo e
alecrim, nas concentragdes de 1000, 2000, 4000 e 8000 pL L™ para verificar se induziam a
producdo de fitoalexinas e atividade de peroxidase em plantulas de sorgo e feijao. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes para cada
experimento de inducdo de fitoalexina. O material vegetal residual de cada experimento foi
armazenado em freezer para posterior andlise da atividade da peroxidase. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando

o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).
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2.4.Inducio de Fitoalexina em sorgo

Sementes de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] hibrido ‘Jumbo’ foram
desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sédio 1% por 15 min, lavadas em agua
destilada e entdo embebidas em agua destilada a temperatura ambiente por 6 horas.
Posteriormente, foram enroladas entre folhas de papel germiteste umedecidas e incubadas no
escuro por 4 dias a temperatura de 28°C. Apds este periodo, as plantulas foram mantidas por 4
h na luz, visando paralisar a elonga¢ao dos mesocétilos (NICHOLSON et al., 1987).

Os mesocotilos obtidos foram excisados 0,5 cm acima do no6 escutelar e colocados em
tubos de ensaio (trés mesocdtilos/tubo) contendo uma aliquota de 1 mL de cada tratamento.
Os tubos de ensaio foram mantidos em camara umida utilizando bandejas e sacos plasticos e
mantidos na sala de crescimento a 25°C sob luz fluorescente (WULFF, 1999). Apds 60 h, os
mesocdtilos foram secos e os 5 mm basais de cada mesocdtilo foram excisados e descartados.
A porcao superior (2,5 cm), excetuando-se as folhas, foi pesada, cortada em pequenos
segmentos e colocada em tubos para microcentrifuga contendo 1,4 mL de metanol 80%
acidificado (0,1% HCI; v/v). Os mesocotilos cortados foram mantidos a 4°C no metanol por
96 h para extragdo dos pigmentos. A absorbancia foi determinada em espectrofotometro a 480
nm (NICHOLSON et al, 1987). O material vegetal residual desta etapa (folhas) foi
acondicionado em papel aluminio e congelado em freezer para serem utilizados na

determinagdo da atividade enzimatica (peroxidase).

2.5.Inducio de Fitoalexina em feijao

Sementes de feijao (Phaseolus vulgaris) cv. ‘Cavalo’ foram desinfestadas em
hipoclorito de s6dio 1% por cinco minutos, posteriormente, foram lavadas em agua destilada
estéril e semeadas em areia esterilizada mantidas a 24°C no escuro. Apos sete dias, foram
cortados 5 cm dos segmentos de hipocotilo estiolado das plantulas, lavados em agua destilada
estéril e secados. Cinco segmentos de hipocotilo (aproximadamente 1 g) foram colocados em
placa de Petri contendo papel filtro umedecido com agua destilada esterilizada. Aplicou-se 20
uL do tratamento sobre cada hipocoétilo. As placas de Petri foram mantidas em camara tipo
BOD a 25°C no escuro. Apos 48 horas, quatro hipocétilos foram transferidos para tubos de

ensaio contendo 10 mL de etanol e armazenados a 4°C por 48 horas para extracdo da
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fitoalexina. Apos esse periodo, os tubos de ensaio foram agitados por uma hora em uma mesa
agitadora e, posteriormente, a faseolina formada foi mensurada indiretamente por absorbancia
em espectrofotometro a 280 nm (BAILEY e BURDEN, 1983). O hipocotilo restante foi
acondicionado em papel aluminio e congelado em freezer para ser utilizado na determinagao

da atividade enzimatica.

2.6.Extrato enzimatico

Primeiramente, preparou-se 100 mL de solu¢ao estoque de fosfato de potassio
monobasico 1 M, sendo utilizado 13,61 g de KH,PO4 e entdo completou-se o volume para
100 mL com agua destilada; preparou-se também a solugdao estoque de fosfato de potéssio
dibasico 1 M, utilizando 22,83 g de K,HPO4 e completou-se o volume para 100 mL com 4gua
destilada. Com as solugdes estoques preparadas, combinou 61,5 mL da solu¢do estoque de
fosfato de potassio dibasico com 38,5 mL da solucdo estoque de potdssio monobasico,
completou o volume final para 1000 mL com 4gua destilada, a fim de se obter o tampao
fosfato de potassio 0,1 M; posteriormente o pH foi ajustado para 7,0, com as solugdes
estoques, e por fim adicionou 0,037 g de EDTA.

O material vegetal armazenado foi macerado em nitrogénio liquido, em almofaziz
previamente resfriado com nitrogénio liquido, adicionando-se polivinilpirolidona (1% do peso
do material vegetal utilizado) e tampao fosfato 0,01 M (pH 7,0) na propor¢io de 4 mL g™’
material vegetal. A suspensdo vegetal foi colocada em tubos para microcentrifuga e
centrifugada a 15000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado em freezer
para posterior determinagdo de proteina (BRADFORD, 1976) e da atividade enzimatica
(KAR e MISHRA, 1976).

2.7.Determinacio de proteinas

Em béquer de 250 mL colocou-se 0,0615 g do corante Azul de Coomasie Brilhante
G-250 e 50 mL de etanol 95%, mexeu-se com bastdo de vidro até dissolver totalmente.
Posteriormente adicionou, lentamente, 100 mL de 4cido fosforico (H3;PO4) e completou-se o
volume de 1000 mL com d4gua destilada. Filtrou-se a vacuo até que a absorbancia

apresentasse resultado entre 0,2 e 0,3 no espectrofotdmetro a 595 nm e foi armazenado em
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frasco ambar identificado em geladeira. Durante toda a reagdo os materiais encontravam-se
sobre gelo em escama para manutencao da temperatura e evitar degradagdo do material. Em
tubos de ensaio foram adicionados 50 pL do extrato enzimatico mais 2,5 mL do reagente
Bradford, esses foram agitados em um agitador de tubos tipo vortex. Apds 5 minutos foram
efetuadas leituras em espectrofotometro a 595 nm. A média da duplicata de cada amostra foi
utilizada na equacao da reta padrao de albumina bovina 50 mg, onde o resultado foi expresso
em pg de proteina mL™, e foi transformado para mg de proteina mL'para quantifica¢io da

atividade enzimatica (BRADFORD, 1976).

2.8.Atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7)

O substrato enzimatico foi preparado adicionando 250 pL de guaiacol e 306 pL de
peroxido de hidrogénio e completou o volume para 100 mL com tampao fosfato 0,01 M
(pH 6,0), misturou-se em agitador magnético e foi mantida em banho-maria a 30°C. Para a
determinagdo da atividade da peroxidase, adicionou-se 100 pL do extrato enzimatico (LUSSO
e PASCHOLATI, 1999) seguido de 2900 puL do substrato enzimatico na cubeta que ja se
encontrava dentro do espectrofotometro e imediatamente fechou-se este. A leitura foi
realizada a cada 10 segundos por dois minutos a 470 nm. Os resultados foram expressos em

unidades de absorbancia min™ mg™ de proteina.

3. RESULTADOS

3.1.Efeito do oleo essencial de Cymbopogon citratus na inducdo de fitoalexina e

peroxidases em sorgo e feijao

O dleo essencial de capim-limdo em mesocdtilos de sorgo apresentou efeito linear
negativo em relacdo a inducdo de fitoalexina, sendo que as concentragcdes de1000, 2000 e
4000uL L' induziram 1550, 1409 ¢ 1145 % a mais que a testemunha, respectivamente, nao
diferindo estatisticamente do ASM (Figura 1A), produto registrado no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento como um ativador de plantas. O dleo essencial
apresentou efeito linear em hipocotilos de feijao, sendo que as concentragdes induziram a

producado de fitoalexinas similarmente ao ASM (Figura 1B).
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Figura 1. Oleo essencial de Cymbopogon citratus na indugio de fitoalexina em mesocotilos
de sorgo (A) e em hipocotilos de feijao (B). Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. ASM,
Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2013).

Na atividade da peroxidase em mesocotilos de sorgo, houve efeito linear negativo em
fungdo das concentragdes do dleo essencial, entretanto ndo apresentando diferenga estatistica
entre os tratamentos (Figura 2). Em hipocotilos de feijdo ndo houve efeito significativo entre
os tratamentos sendo que os valores firacam dentro da normalidade para a cultura, com

médias de 1,08 Abs min"'mg proteina™.

0,3 y =-0,0106x + 0,2399; R>=0,5267*

Figura 2.0leo essencial de Cymbopogon citratus na atividade da peroxidase em mesocotilos

de sorgo. ASM, Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2013).
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3.2.Efeito do odleo essencial de Rosmarinus officinalis na inducdo de fitoalexina e

peroxidasesem sorgo e feijao

O o6leo essencial de alecrim apresentou efeito quadratico em relacdo a inducdo de
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fitoalexina em mesocotilos de sorgo e em hipocotilos de feijao (Figura 3 A e B), sendo que

em sorgo as concentragdes do 6leo essencial ndo diferiram significativamente da testemunha,

apresentando baixa indugdo de fitoalexina (Figura 3 A), enquanto que em hipocotilos de

feijdo o oOleo essencial induziu a sintese de fitoalexina semelhante ao ASM, diferindo da

testemunha (Figura 3 B).
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Figura 3. Oleo essencial de Rosmarinus officinalis na inducdo de fitoalexina em mesocotilos

de sorgo (A) e em hipocotilos de feijao (B). Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. ASM,

Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2013).

Em

relacdo a atividade da peroxidase no material residual da indu¢do de fitoalexina

houve efeito quadratico em fun¢do das concentracdes do 6leo essencial tanto em sorgo quanto

em hipocotilos de feijao (Figura 4A e B), sendo que em mesocoétilos de sorgo ndo houve

diferenga estatistica entre os tratamentos (Figura 4A). As concentragdes de 2000 e

4000 uL L apresentaram maior atividade enzimatica em hipocétilos de feijao (Figura 4B).
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Figura 4. Oleo essencial de Rosmarinus officinalis na atividade da peroxidase em

mesocdtilos de sorgo (A) e em hipocotilos de feijao (B). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. ASM, Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2013).
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4. DISCUSSAO

A diferenca de efeito na inducdo de fitoalexina observada pelas culturas de sorgo e
feijao e pelos diferentes 6leos essenciais estudados ocorre visto que a produgao de fitoalexina
pode variar com a espécie estudada, com o tecido inoculado, com as condigdes fisioldgicas
da planta, com fatores ambientais € com o agente indutor empregado (PASCHOLATI et al.,
2008), além disso, as fitoalexinas formadas e a metodologia empregada em cada espécie sao
diferentes o que interfere na producao de fitoalexina (BRAGA e DIETRICH, 1987).

Alguns autores verificaram efeito semelhante, como Moreira et al. (2008), que
observaram efeito antifungico e elicitor de fracdes obtidas da citronela (planta pertencente ao
mesmo género do capim-limdo) extraidas de extratos brutos metanolicos de C. nardus,
que induziram o acumulo de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo cinco vezes mais, quando
comparado com o controle (4gua destilada). Franzener et al. (2007) avaliaram o efeito dos
hidrolatos de canela-de-veado, buva e citronela na atividade indutora de fitoalexinas em
sorgo e observaram que o hidrolato de citronela proporcionou maior efeito na inducdo de
fitoalexina, promovendo, na maior concentracdo, incremento de até 4,3 vezes em relagdo ao
controle (dgua destilada esterilizada). Brand et al. (2010) avaliaram o efeito dos extratos
aquosos de alho e alecrim autoclavados e ndo autoclavados sobre a produgdo de faseolina em
feijoeiro e verificaram que a dose de 3% foi a mais efetiva na indugdo de faseolina, sendo
superior ao indutor comercial ASM.

Em relagdo a atividade de peroxidase sdo observados efeitos aleatorios, também
observado por Peiter-Beninca et al. (2008) ao avaliarem a indugdo de fitoalexinas e a
atividade de peroxidases em sorgo e soja tratados com 100, 250, 500 e 750 mg/L de extratos
de basidiocarpos de Pycnoporus sanguineus, os autores verificaram que mesmo com a
inducdo de fitoalexina em mesocoétilos de sorgo, ndo ocorreu resposta significativa para a

peroxidade, obtendo R? relativamente baixo para os extratos.
5. CONCLUSAO
Os 6leos essenciais de capim-limdo e alecrim possuem a capacidade de induzir resisténcia em

pantulas de sorgo e feijao, sendo que o dleo essencial de capim-limdo ativa o metabolismo das

fitoalexinas nas duas culturas e o 6leo essencial de alecrim ativa as peroxidases no feijao.
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CAPITULO II. OLEOS ESSENCIAIS NO MANEJO DO OiDIO DA SOJA
RESUMO

O oidio da soja ¢ uma das doencas de grande importancia principalmente em condi¢des de
baixa umidade do ar etemperaturas amenas, ideais para seu desenvolvimento, o que aumenta o
uso de fungicidas e consequentemente o risco para o ser humano e para o meio ambiente.
Visando alternativas, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos 6leos essenciais
de capim-limao e alecrim no manejo de oidio de soja, bem como as respostas fisioldgicas da
cultura. Foram estudados o6leos essenciais de capim-limao e alecrim (1000, 2000, 4000 e 8000
uL L), acibenzolar-S-metil, fungicida convencional, além do controle (agua). O
experimento foi conduzido a campo em delineamento de blocos casualizados com quatro
repetigdes. Os dleos foram aplicados na cultura da soja nos estadios fenoldgicos V9, R1, R2 e
R3 e avaliou-se a severidade do oidio bem como a atividade da superdxido dismutase e da
peroxidase e também fatores de produgdo e fatores fisiologicos da cultura. Os 6leos essenciais
de capim-limdo e alecrim interferiram no manejo de oidio da soja, sendo que o 6leo essencial
de capim-limdo reduziu a area abaixo da curva do progresso do oidio. Ambos interferem nas
respostas fisiologicas e nos mecanismos de resisténcia da cultura, demonstrando ainda haver
especificidade quanto a concentragdo e modo de acao.

Palavras-chave: Rosmarinus offcinallis, Cymbopogon citratus, Erysiphe difusa.
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CHAPTER II. ESSENTIAL OILS IN THEMANAGEMENT OF POWDERY MILDEW
SOYBEAN

ABSTRACT

The powdery mildew soybean is a disease of major importance particularly in conditions of
low humidity and warm temperatures, ideas for development, which increases the use of
fungicides and therefore risk to humans and the environment. Aiming alternatives, this study
aimed to evaluate the potential of essential oils of lemongrass and rosemary in the
management of powdery mildewsoybean, as well as the physiological responses of culture.
Essential oils were studied lemongrass and rosemary (1000, 2000, 4000 and 8000 pL L™,
acibenzolar-S-methyl, conventional fungicide, beyond control. The experiment was
conducted on a randomized complete block design with four replications. The essential oils
were applied in soybean growth stages in V9, R1, R2 and R3 and evaluated the severity of
powdery mildew and the activity of superoxide dismutase and peroxidase, and also factors of
production and physiological factors of culture. The essential oils of lemongrass and rosemary
interfere in the management of soybean powdery mildew, and the essential oil of lemon grass
reduces the area under the powdery mildew progress curve. Both interfere with physiological
responses and resistance mechanisms of the culture, demonstrating yet be specific as to the
concentration and mode of action.

Keywords: Rosmarinus offcinallis, Cymbopogon citratus, Erysiphe diffusa.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) ¢ suscetivel a diversas doengas fungicas e em safras que ha
ocorréncias de estiagem, o oidio se torna relevante no quesito econdmico, pois hd formagao
da estrutura do fungo sobre as folhas, que dificulta a interceptacdo da radiacdo solar pelas
plantas, reduzindo assim a fotossintese e consequentemente sua producao. Uma das solugdes
encontradas pelos produtores € o aumento do uso de fungicidas, o que aumenta o risco para a
saude e para o meio ambiente bem como o custo da producdo (EMBRAPA, 2011;
IGARASHI et al., 2010).

O uso de produtos com menores riscos para o ambiente e para o ser humano tem
grande potencial e vai ao encontro de sistemas produtivos adaptados reduzindo ou até mesmo
eliminando os efeitos negativos do uso de agrotoxicos. Os indutores de resisténcia agem
estimulando a producdo de metabolitos secundérios e proteinas relacionadas a patogénese,
responsaveis pela defesa natural das plantas e, portanto, apresentam-se como uma linha de
produtos de baixo impacto (PASCHOLATI et al., 2008).

Pesquisas utilizando metabolitos secundarios de diversas plantas revelam a eficacia
dos mesmos no controle de fitopatdgenos. Gachkar et al.(2007) afirmam que estes compostos
podem atuar diretamente sobre o patdgeno, como substancias toxicas, ou mesmo ativando as
respostas de defesa da planta.

Poucos sdo os estudos com eliciadores para cultura da soja, sendo necessarias
maiores informagdes pertinentes aos efeitos sobre fitopatdgenos, produtividade, atividade
fotossintética, e o efeito de diferentes eliciadores e suas respectivas dosagens. Neste sentido,
este trabalho teve como objetivo avaliar os 6leos essenciais de capim-limao e alecrim sobre o
manejo de oidio da soja e o potencial de ativagdo de mecanismos de resisténcia nas plantas,

bem como as respostas fisioldgicas na cultura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Local dos experimentos

Foram realizados dois experimentos seguindo a mesma metodologia, porém com
tratamentos diferentes. Os ensaios foram instalados na safra 2012/2013 no campo
experimental do Departamento de Agronomia da UNICENTRO — campus CEDETEG, no
municipio de Guarapuava-PR, localizada na latitude 25°23°36”S e na longitude 51°27'19" W,
com altitude aproximada de 1.120 m. O clima regional ¢ classificado como Cfb — subtropical
mesotérmico umido, de acordo com a classificagdo de Kdeppen e Geiger (1928). Pelo Sistema
Brasileiro de Classificagao de Solos (SANTOS, 2013) o solo do local ¢ classificado como
Latossolo Bruno distroférrico. Os dados climaticos no periodo do experimento foram obtidos
da Estacdo Meteorologica da Unicentro/Iapar, localizada a aproximadamente 200 m da area

experimental.

2.2.Produtos utilizados

Foram utilizados os 0¢leos essenciais de Cymbopogon citratus (capim-limio) e
Rosmarinus officinalis (alecrim), obtidos do horto de plantas medicinais localizado na
Fazenda Experimental de Iguatemi, Universidade Estadual de Maringa (UEM) - PR, extraidos
por hidrodestilacdo a partir de 2,0 Kg de folhas secas ao ar (WORWOOD, 1995). Foram
também avaliados os tratamentos Acibenzolar-S-Metil (ASM — Bion"— empresa Syngenta),
que é um indutor registrado comercialmente, utilizado na concentragio de 200 mg L™ do
produto comercial e um fungicida utilizado no cultivo convencional de soja (azoxistrobina +

ciproconazole, 300 mL pc ha™), como padrio e a testemunha, sem aplicagio
2.3.Instala¢io e conducio do experimento

O delineamento foi em blocos casualizados com quatro repetigdes. As unidades experimentais
foram constituidas de 5 linhas de semeadura de 5 metros, espagadas em 0,45 metros, perfazendo uma
area de 11,25 n’, enquanto que a parcela util foi composta das trés linhas centrais, descartando 0,5 metros
em cada extremidade, totalizando-se 5,75 m’. A densidade de semeadura foi de 14 sementes por metro.

Os tratamentos utilizados para o experimento com o 6leo essencial de capim-limao encontram-
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se na Tabela 1 e os tratamentos para o experimento com o 6leo essencial de alecrim encontram-se na
Tabela 2. Os tratamentos alternativos (6leo essencial e ASM) foram aplicados de forma preventiva e nos
estadios R1, R2 e R3. Para o tratamento com azoxistrobina + ciproconazole foi realizada aplicacdo
preventiva ¢ em R3. Todas as aplicagdes foram realizadas utilizando um pulverizador costal
pressurizado 4 CO,, equipado com barra de 2 m e 4 bicos Jacto™ tipo cone vazio J5-2 (disco J5, didmetro
externo 15 mm) e velocidade de deslocamento de 3,6 km h” e volume de calda de 200 litros ha™. Os
tratos culturais para a area do ensaio foram realizados conforme a necessidade e seguindo as

recomendagoes para a cultura da soja.

Tabela 1 — Tratamentos utilizados no experimento 1 (Efeito do 6leo essencial de capim-limao
no manejo do oidio da soja) (Guarapuava-PR, 2013/14).

Tratamento Concentracio Epoca de aplicaciio
Oleo essencial de Cymbopogon citratus 1000 uL L-l V9, R1,R2, R3
Oleo essencial de Cymbopogon citratus 2000 puL L-l V9, R1,R2, R3
Oleo essencial de Cymbopogon citratus 4000 puL L-l V9, R1, R2, R3
Oleo essencial de Cymbopogon citratus 8000 pL L-l V9, R1,R2, R3
Acibenzolar-S-Metil (ASM) 200 mg p.c. L-l V9, R1,R2, R3
Azoxistrobina + ciproconazole 0,3 Lp.c. ha-l V9, R3
Controle - -

Tabela 2 — Tratamentos utilizados no experimento 2 (Efeito do 6leo essencial de alecrim no
manejo do oidio da soja) (Guarapuava-PR, 2013/14).

Tratamento Concentracio Epoca de aplicacio
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis 1000 pL L_l V9, R1, R2, R3
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis 2000 ul L_l V9, R1, R2, R3
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis 4000 puL L_l V9, R1,R2, R3
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis 8000 uL L_l V9, R1, R2, R3
Acibenzolar-S-Metil (ASM) 200 mg p.c. L_l V9, R1,R2, R3
Azoxistrobina + ciproconazole 0,3 Lp.c. ha_l V9, R3
Controle - -
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2.4.Avaliacao da doenca

Foram realizadas, em cada parcela, cinco avaliagdes para quantificacdo do oidio,
tomando-se 10 plantas ao acaso por parcela e atribuindo valores de severidade nos foliolos
obtidos nos tercos superior, médio e inferior seguindo a escala diagramatica (Anexo 3)
proposta por Mattiazzi (2003). Foi calculada a AACPD* (area abaixo da curva de progresso
da doenga) pela metodologia de Campbell ¢ Madden (1990) utilizando os valores de
severidade das cinco avalia¢des na formula abaixo:

*AACPD =X [(y; + yi+1)/2] X (tir1 — 1))

onde:

yi = severidade inicial da doenca

yi+1 = severidade final da doenga

tir1 - ti = intervalo de tempo entre as leituras inicial e final

A avaliacdo da desfolha foi feita visualmente considerando a porcentagem da desfolha

na planta. Esta avalia¢do ocorreu no estadio R6.

2.5.Analise enzimatica

Discos de folhas foram coletados de cada parcela, acondicionados em papel aluminio e
armazenados em freezer, para posterior analise das enzimas superoxido dismutase e
peroxidase. As coletas foram baseadas nas épocas de aplicacdo e sdo apresentadas na Tabela

3.

Tabela 3 — Epoca das coletas dos discos foliares de soja. Guarapuava, 2013.

Coleta Epoca
Primeira coleta 24 horas ap0s a primeira aplicagdo
Segunda coleta 24 horas antes da segunda aplicagdo
Terceira coleta 24 horas ap0s a segunda aplicagdo
Quarta coleta 24 horas antes da terceira aplicacio
Quinta coleta 24 horas apo0s a terceira aplicacao
Sexta coleta 24 horas antes da quarta aplicacao
Sétima coleta 24 horas ap0s a quarta aplicacao
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2.6. Determinacao de proteinas

Em béquer de 250 mL colocou-se 0,0615 g do corante Azul de Coomasie Brilhante

G-250 e 50 mL de etanol 95%, mexeu-se com bastdo de vidro até dissolver totalmente.
Posteriormente adicionou lentamente 100 mL de 4cido fosforico (H3;PO4) e completou-se o
volume de 1000 mL com 4gua destilada. Filtrou-se, a vacuo, até que a absorbancia
apresentasse resultado entre 0,2 ¢ 0,3 no espectrofotometro a 595 nm e foi armazenado em
frasco ambar identificado em geladeira. Durante toda a reagdo os materiais encontravam-se
sobre gelo em escama para manutencao da temperatura e evitar degradagao do material. Em
tubos de ensaio foram adicionados 50 pL do extrato enzimatico mais 2,5 mL do reagente
Bradford, esses foram agitados em um agitador de tubos tipo vortex. Apds 5 minutos foram
efetuadas leituras em espectrofotometro a 595 nm. A média da duplicata de cada amostra foi
utilizada na equacdo da reta padrdo de albumina bovina 50 mg, onde o resultado foi expresso
em pg de proteina mL™, e foi transformado para mg de proteina mL'para quantificacio da

atividade enzimatica (BRADFORD, 1976).
2.7.Extrato enzimatico

Primeiramente preparou-se 100 mL de solugcdo estoque de fosfato de potéssio
monobasico 1 M, sendo utilizado 13,61 g de KH,PO4 e entdo completou-se o volume para
100 mL com agua destilada; preparou-se também a solugdo estoque de fosfato de potéssio
dibasico 1 M, utilizando 22,83 g de K;HPO4 e completou-se o volume para 100 mL com dgua
destilada. Com as solugdes estoques preparadas, combinou 61,5 mL da solugdo estoque de
fosfato de potéassio dibasicocom 38,5 mL da solu¢do estoque de potdssio monobasico,
completou o volume final para 1000 mL com agua destilada, a fim de se obter o tampao
fosfato de potassio 0,1 M; posteriormente o pH foi ajustado para 7,0, com as solugdes
estoques, e por fim adicionou 0,037 g de EDTA.

O material vegetal armazenado anteriormente foi macerado em nitrogénio liquido em
almofaziz previamente resfriado com nitrogénio liquido, adicionando-se polivinilpirolidona
(1% do peso do material vegetal utilizado) e tampao fosfato 0,01 M (pH 7,0) na proporg¢ado de
4 mL g material vegetal. A suspensdo vegetal foi colocada em tubos para microcentrifuga e

centrifugada a 15000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado em freezer

45



para posterior determinacdo da atividade enzimatica (KAR e MISHRA, 1976).

2.8.Atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7)

O substrato enzimatico foi preparado adicionando 250 pL de guaiacol e 306 uL de
peroxido de hidrogénio e completou o volume para 100 mL com tampao fosfato 0,01 M
(pH 6,0), misturou-se em agitador magnético e foi mantida em banho-maria a 30°C. Para a
determinacdo da atividade da peroxidase, adicionou-se 100 uL do extrato enzimatico (LUSSO
e PASCHOLATI, 1999) seguido de 2900 puL do substrato enzimatico na cubeta que ja se
encontrava dentro do espectrofotometro e imediatamente fechou-se este. A leitura foi
realizada a cada 10 segundos por dois minutos a 470 nm. Os resultados foram expressos em

. A . - -1 -1 ’
unidades de absorbancia min~ mg~ de proteina.

2.9.Atividade da superéxido dismutase (EC 1.15.1.1)

O meio de reagdo foi preparado no momento da andlise e no escuro. Para o preparo de
250 mL do meio de reagdo misturou-se na seguinte ordem: 125 mL de tampao fosfato de
potassio 0,105 M pH 7,8; 250 uL de EDTA 0,1 mM; 15 mg de NBT; 13 mL de metionina
0,25 M pH 7,8; 50 uL de riboflavina 0,01 M e completar o volume de 250 mL com agua
destilada (GIANNOPOLITIS e REIS, 1977).

Diferentes volumes do extrato enzimatico foram analisados para os diferentes
materiais vegetais. Optou-se entdo que a reacdo fosse feita com um volume de 20 pL do
extrato enzimatico. Placas de cultivo de células com 24 pocos e fundo chato com capacidade
maxima de 3,5 mL foram utilizadas para a reagdo. O extrato enzimatico foi colocado pogos e
adicionou-se 3 mL de meio de reagdo, o controle da reacdo foi obtido pela adi¢gdo do meio de
reacdo sem a adi¢do do extrato enzimatico nos pogos. A reagdo iniciou-se com o ascender da
luz (15 W), ap6s 10 minutos desligou-se a luz, paralisando a reagdo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 560 nm.

Para o calculo da atividade da SOD utilizou-se a seguinte formula:

Atividade da SOD (U pg de proteina™) = % inibicao x vol da amostra (uL)

50 % x concentragio de proteina (ug pL™)
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Sendo que 1 unidade de SOD representa 50 % de inibicao da fotorreducdo do NBT
(GIANNOPOLITIS e REIS, 1977).

2.10. Trocas gasosas

Para as avaliacOes das trocas gasosas foram mensuradas a taxa de assimilacdo de CO;
(A) (umol m™s™), transpiragio (E) (mmol de H,O m™s™) e concentragio interna de CO, (C;).
A partir destes dados, foram quantificadas a eficiéncia no uso de agua (EUA) (A/E)
[(umol m™s™) (mmol H,O m?s™")"] e a eficiéncia instantinea da carboxilacio (EiC) (A/C))
[(umol m™?s™) (umol mol™)"]. Utilizou-se o analisador de gés infravermelho IRGA (LI-6400,
LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA). Procedeu-se as aferigdes das respectivas variaveis, em R1,
24 h antes da 2% aplicacdo, adotando-se, como critério, a ultima folha totalmente expandida,

no apice do ramo principal.

2.11.Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e comparados pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05), e andlise de regressdo apenas para as concentragdes dos Oleos

essenciais, utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS

3.1.Experimento 1: dleo essencial de Cymbopogon citratus no manejo do oidio da soja

As concentragdes do dleo essencial de capim-limdo apresentaram efeito quadratico em
relacdo a AACPD de oidio, sendo significativamente semelhante ao indutor estudado (ASM),
além disso, apresentaram menor AACPD do que a testemunha, entretanto maior do que o
tratamento convencional (azoxistrobina + ciproconazole) (Figura 5A).

Em relacdo a desfolha, o dleo essencial de capim-limdo apresentou efeito linear
negativo, sendo que a concentragio de 8000 uL L™ foi semelhante estatisticamente ao
controle convencional, apresentando desfolha de 17,09 % a menos que a testemunha (Figura

5B).
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Figura 5. Oleo essencial de Cymbopogon citratus na Area Abaixo da Curva do Progresso da doenga
(AACPD) de oidio (A), e porcentagem de desfolha em R6 (B) na cultura da soja. Médias

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

probabilidade. ASM, Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).

Para nimero de vagens e niimero de graos por planta, houve efeito quadrético em funcdo das

~ P . ~ 1 .
concentragdes do Oleo essencial, a concentragdo de 4000 pLL L™ apresentou maiores valores para ambas

as variaveis, sendo semelhante estatisticamente ao tratamento convencional (Figura 6A e B). Para peso

de mil graos, o 6leo essencial apresentou efeito quadratico em funcdo das concentragdes, entretanto

apresentaram menores pesos que os demais tratamentos (Figura 6C).
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Figura 6. Oleo essencial de Cymbopogon citratus no nimero de vagens planta’ (A), no nimero de grios

planta” (B) e peso de mil grdos (C). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. ASM, Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).
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Para a atividade da superdxido dismutase (SOD) o 6leo essencial de capim-limao apresentou
efeito linear positivo, no entanto, a atividade da SOD na primeira coleta foi menor do que a testemunha e
o controle convencional, sendo similar ao ASM (Figura 7 A). Na terceira, quinta e sétima coletas
apresentaram efeito quadratico em relagdo a atividade da enzima (Figura 7 B e C), sendo que a
concentragio de 8000 pL L' na terceira coleta apresentou maior atividade enzimética quando
comparada com a testemunha, ndo diferindo dos tratamentos ASM e azoxistrobina + ciproconazole
(Figura 7 B). Na quinta coleta, todos os tratamentos mostraram menor atividade do que a testemunha
(Figura 7 C), e nao houve diferenga entre os tratamentos na sétima coleta. Nas coletas realizadas antes

das aplicagdes, os tratamentos nao apresentaram diferenca estatistica (dados ndo mostrados).
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Figura 7. Atividade da superdxido dismutase em folhas de soja submetidas a diferentes concentragdes
de 6leo essencial de Cymbopogon citratus. A =24 horas apds a primeira aplicacdo (primeira
coleta); B = 24 horas ap0s a segunda aplicacdo (terceira coleta); C = 24 horas ap0s a terceira
aplicacdo (quinta coleta). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade. ASM, Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).

Apbs 24 horas da segunda aplicagdo e 24 horas antes da terceira aplicagdo o dleo essencial de
capim-limaoapresentou efeito quadratico em relacdo a atividade da enzima peroxidase (Figura 8A e B),
sendo que o 6leo essencial24 horas ap6s a segunda aplicacdo apresentou maior atividade enzimatica

quando comparada com a testemunha, tratamentos ASM e azoxistrobina + ciproconazole (Figura 8A).

Na quarta coleta, a concentragdo de 1000 pL L™ apresentou maior atividade enzimética que os demais
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tratamentos (Figura 8B). O 0leo essencial apresentou efeito linear negativo na quinta coleta, no entanto,
as concentracdes de 1000 ¢ 2000 uL L™ proporcionaram maior atividade enzimatica (Figura 8C). Na
sétima coleta, ndo foi observado efeito significativo de regressdo no oOleo essencial, entretanto, a
concentragio de 2000 pL L'apresentou maior atividade da peroxidase que os demais tratamentos

(Figura 8D). Para as demais coletas nao houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 8. Atividade da peroxidase em folhas de soja submetidas a diferentes concentragdes de 6leo
essencial de Cymbopogon citratus. A =24 horas ap6s a segunda aplicacdo (terceira coleta); B
= 24 horas antes da terceira aplicacdo (quarta coleta); C = 24 horas ap0s a terceira aplicagao
(quinta coleta) e D = 24 horas apds a quarta aplicagdo (sétima coleta). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. ASM,
Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).

Em relagdo s trocas gasosas, as concentragdes de 4000 ¢ 8000 uL L™ do 6leo essencial ¢ o
tratamento com ASM foram os tratamentos que apresentaram maior fotossintese liquida (taxa de
assimilagdo de CQO,), maior eficiéncia do uso da 4gua e melhor atividade da Rubisco (eficiéncia
instantanea de carboxilacio). J4 a concentracio de 2000 uL L' mostrou-se inversamente as demais
concentragdes (Figura 9 A, E e F). Na testemunha € possivel observar uma queda na taxa de assimilagdo
de CO,, na eficiéncia do uso da dgua e na atividade da Rubisco (Figura 9 A, E e F), associado a baixa
atividade da POX (Figura 8 A) e a alta atividade da SOD (Figura 7 A).
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3.2.Experimento 2: o6leo essencial de Rosmarinus officinalis no manejo de doencas da

soja

O dleo essencial de alecrim apresentou efeito quadratico em relacdo a AACPD de
oidio, entretanto, nio diferiram da testemunha (Figura 10A). A concentracio de 2000pL L
apresentou menor porcentagem de desfolha que os demais tratamentos, promovendo uma

reducdo de 23% de desfolha em relagdo ao controle (Figura 10B).

1000 y=-1,9282x2 + 23,729x + 741,17; R? = 0,9351*
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Figura 10. Oleo essencial de Rosmarinus officinalis na Area Abaixo da Curva do Progresso
da doenca (AACPD) de oidio (A), e porcentagem de desfolha em R6 (B) na cultura
da soja. Analise de regressdo apenas para as concentracdes do Oleo essencial.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a

5% de probabilidade. ASM, Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).

Em relagdo ao nimero de vagens e nimero de graos por planta houve efeito
quadratico em funcdo da concentracdo do Oleo essencial, sendo que a concentracdo de
4000 pL L apresentou maiores valores ndo diferindo do controle convencional e¢ da
testemunha (Figura 11A e B). Os tratamentos com 6leo essencial apresentaram menor peso de

mil graos que os demais tratamentos (Figura 11C).
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Figura 11. Oleo essencial de Rosmarinus officinalis no nimero de vagens planta” (A); no
namero de grios planta” (B) e no peso de mil grios (C). Analise de regressdo
apenas para as concentragoes do 6leo essencial. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. ASM,
Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).

O dleo essencial de alecrimapresentou efeito quadratico, em relagdo a atividade da
superdxido dismutase, em todas as coletas, exceto na quarta coleta (24 horas antes da terceira
aplica¢do) que nao houve efeito significativo (Figura 12A, B, C, D, E e F). Na segunda coleta,
a concentragao de 1000 e 2000 uL L apresentaram maior atividade enzimatica, entretanto
ndo diferiram do controle convencional e testemunha (Figura 12B). Na quinta coleta e sétima,
a concentragio de 1000 uL L™ apresentou atividade enzimatica maior que os demais
tratamentos, excetuando a testemunha na quinta coleta (Figura 12D e F) Somente na sexta
coleta que a concentragio de 8000 uL L™ apresentou atividade enzimatica maior que os
demais tratamentos, ndo diferindo do tratamento com azoxistrobina + ciproconazole e
testemunha (Figura 12E). Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos na terceira
coleta.Em algumas coletas a atividade da SOD foi inferior ou ndo houve diferenga

significativa em relagdo a testemunha (Figura 12A, B, C, D e E).
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Figura 12. Atividade da superdxido dismutase em folhas de soja submetidas a diferentes

concentragdes de 6leo essencial de Rosmarinus officinalis. A = 24 horas apods a
primeira aplicacdo (primeira coleta); B = 24 horas antesda segunda aplicagdo
(segunda coleta); C = 24 horas ap0s a segunda aplicagdo (terceira coleta); D =24
horas apds a terceira aplicagdo (quinta coleta); E = 24 horas antes da quarta
aplicacdo (sexta coleta) e F = 24 horas apds a quarta aplicacdo (sétima coleta).
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

a 5% de probabilidade. ASM, Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).

Em relagdo a atividade da peroxidase em fun¢do das concentragdes do 6leo essencial,

houve efeito linear negativo na quarta coleta (Figura 13A) e efeito quadratico na sexta e

sétima coleta (Figura 13B e C). Na quarta coleta o 6leo essencial ndo diferiu do ASM e
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apresentaram maior atividade enzimatica que o controle convencional e testemunha (Figura
13A), enquanto que na sexta coleta, somente as concentracdes de 4000 ¢ 8000 pL L
apresentaram atividade superior aos demais tratamentos (Figura 13B), e na sétima coleta nao

houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 13. Atividade da peroxidase em folhas de soja submetidas a diferentes concentracdes
de Oleo essencial de Rosmarinus officinalis. A= 24 horas antes da terceira
aplicacdo (quarta coleta); B = 24 horas antes da quarta aplicacdo (sexta coleta) e C
= 24 horas ap6s a quarta aplicacdo (sétima coleta). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. ASM,
Acibenzolar-S-Metil (Guarapuava-PR, 2014).

As concentragdes de 2000 ¢ 8000 puL L™ e o tratamento com ASM apresentaram maior
taxa de assimilacdo de CO,, maior eficiéncia do uso da agua e maior eficiéncia de
carboxilagdo (Figura 14A, E e F). Ja a concentragio de 1000 e 4000 pL L mostraram-se
inversamente as outras concentragdes, entretanto apresentavam alta concentragdo interna de
CO, e condutincia estomatica similar a concentragio de 4000 puL L (Figura 14B e C).
Apesar de a testemunha apresentar um taxa de assimilagdo de CO; relativamente semelhante
aos melhores tratamentos (Figura 14A), ela mostrou uma baixa eficiéncia do uso da agua e

baixa atividade da Rubisco (Figura 14E e F).
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4. DISCUSSAO

A ocorréncia de oidio na cultura da soja foi favorecida pelas condigdes ambientais
(Apéndice 1) durante o desenvolvimento do experimento, que condiz com Reis (2004) que
afirma que as condigdes ideias para o desenvolvimento da doenga sdo a baixa umidade do ar e
temperaturas amenas (18-22°C). A reducdao da AACPD como observada no experimento 1,
utilizando o6leo essencial de capim-limao, também foi notada por outros autores como
Carnelossi et al. (2009) ao avaliarem, in vitro e in vivo, o controle de Colletotrichum
gloeosporioides (agente causal da antracnose do mamao) por 6leos essenciais de capim-limao,
eucalipto, menta e estragdo verificaram a eficiéncia antimicrobiana do dleo essencial de
capim-limdo, observada em frutos de mamao tratados com 1% desse Oleo, os quais
apresentavam menor area abaixo da curva de progresso da antracnose do mamao. E também
por Sarmento-Brum et al. (2013) que avaliaram a fungitoxicidade in vitro e in vivo dos 6leos
essenciais de capim-limao, citronela, erva-cidreira, hortela-pimenta e nim (este ultimo apenas
no ensaio in vivo) sobre o fungo Colletotrichum graminicola (agente causal da antracnose do
sorgo) e verificaram que o 6leo essencial de capim-limdo foi um dos mais eficientes na
reducdo do crescimento micelial do fungo, além de reduzir a severidade da antracnose tanto
de forma preventiva quanto curativa.

Assim também, Itako et al. (2009) avaliaram a fungitoxidade in vitro dos extratos
brutosaquosos de mil folhas, canfora, capim-limao e alecrim contra Cladosporium fulvum e o
efeito protetor destes extratos para a cladosporiose em plantas de tomateiro em casa-de-
vegetacdo, os autores verificaram, in vivo, uma reducdo no niimero de lesdes e uma possivel
indugdo de resisténcia pelos extratos brutos aquosos, principalmente para cinfora e alecrim.
Vigo et al. (2009) estudando o efeito de tinturas de erva cidreira, alecrim pimenta, guaco,
cavalinha e hera e de dleos essenciais de alecrim e canela sobre o crestamento bacteriano
comum de feijoeiro, ndo constataram diferenca significativa entre o dleo essencial de alecrim
e a testemunha, assim como observado no experimento 2.

A redu¢do do peso e da produgdo observada em ambos os experimentos,
possivelmente, se deve ao fato dos recursos para o crescimento e defesa serem os mesmos, o
que promove um desvio da energia e dos fotoassimilados para o processo de inducdo de
resisténcia para a planta e redug¢do dos recursos da planta para o crescimento (GAYLER et al,,

2004).
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O aumento da atividade da SOD resulta no aumento da concentracdao de H,O,, o qual
pode agir como sinalizador nas respostas de defesa em plantas, reforcando a parede celular
por meio das ligagdes cruzadas das proteinas estruturais. A SOD ¢ a primeira enzima a atuar
no sistema de defesa antioxidante dismutando o O, a H,O, (PASCHOLATI et al., 2008). No
presente trabalho, o aumento da atividade enzimatica utilizando o 6leo essencial de capim-
limao foi observado somente 24 horas apos a segunda aplicacdo, enquanto que utilizando o
oleo essencial de alecrim a atividade da SOD foi inferior ou ndo houve diferenca significativa
em relagdo a testemunha. Esse fato ocorre devido a rapida formacao das EROS no inicio do
processo infeccioso ou mesmo um eliciador, também conhecida como explosao oxidativa
(PEREIRA et al., 2008).

O aumento da atividade da peroxidase observada em ambos os experimentos ¢ um
indicativo da inducao de resisténcia. As peroxidases sdo enzimas com funcdo dupla, pois
conseguem gerar o H,O» que lhes servira de substrato e possuem grande afinidade por parede
e outros componentes celulares, podendo, durante o processo de lignificagdo, ficar aderidas a
parede celular ou @ membrana envolvida na sintese da lignina (PASCHOLATI et al., 2008). A
atividade da enzima est4 correlacionada com a ocorréncia de infeccdo por patdgenos, ela
participa no processo de defesa, catalisando a oxirredugao do H,O, convertendo-o em agua na
presenca de um substrato (STANGARLIN et al., 2011), além de reforgar a parede celular a
partir da formagdo de lignina, suberina, polissacarideos e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina (ITAKO, 2008). A falta de diferenca significativa entre os tratamentos, na
ultima coleta utilizando o 6leo essencial de alecrim, possivelmente estd relacionada com o
estadio das plantas, semelhante aos resultados de Vigo et al. (2009), que ndo observaram
diferenca na producdo de peroxidase pelos oleos essenciais de alecrim e canela sobre o
crestamento bacteriano comum de feijoeiro.

A concentragio de 2000uL L™ do 6leo essencial de capim-limdo apresentou efeito
diferente das demais concentragdes, possivelmente pelo fato devido a atividade da SOD e da
POX estar um pouco mais elevada nessa concentracdo. Uma das caracteristicas da indugdo de
resisténcia ¢ a auséncia do efeito de dose, entretanto, hd a necessidade de uma dosagem
minima do agente indutor para desencadear o inicio da reacdo (MACAGNAN et al., 2008).
Portanto, as concentragdes mais baixas do 6leo essencial de capim-limdo (1000 e 2000uL L™
e do dleo essencial de alecrim (1000, 2000 ¢ 4000uL L™), podem ter sido inferiores as

dosagens necessarias para desencadear as respostas de defesa.
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A queda na taxa de assimilacdo de CO,, na eficiéncia do uso da 4gua e na eficiéncia
instantdnea de carboxilacdo, podem estar associadas a alta severidade do oidio, que se
desenvolve em toda a parte aérea, formando uma fina cobertura esbranquicada constituida de
micélio e esporos pulverulentos, interferindo na interceptagcdo da radiacdo solar,
consequentemente, reduzindo a fotossintese (IGARASHI et al., 2010). A fotossintese ¢ um
processo primordial para todos os organismos vivos, em que 0os organismos fotossintetizantes
captam a energia solar para gerar ATP e NADPH, posteriormente usados como fonte
energética para a sintese de carboidratos e outros compostos organicos a partir de CO, e H,O,
liberando, concomitantemente, O, na atmosfera (PASCHOLATT et al., 2008).

Pimentel e Perez (2000) afirmam que em folhas iluminadas, a resisténcia estomatica
pode ter interferéncia de varios fatores ambientais como temperatura do ar, déficit de pressao
do vapor, concentracao de CO; e potencial hidrico no solo, além disso, o aumento da radiacao
solar associado com a reducao do potencial hidrico no solo pode aumentar a resisténcia
estomatica. Na cultura da soja, a radiacdo solar influencia a taxa fotossintética, elongacdo da
haste principal e ramificagdes, expansdo foliar, pegamento de vagens e gridos e fixacdo
biolégica do N. Uma maior eficiéncia no uso da radiacdo solar ¢ importante para o
rendimento da cultura da soja, principalmente durante o periodo de enchimento de grdos
(SILVA e SAMPAIO, 2012).

Os tratamentos ASM, 4000 e 8000 puL L' do oleo essencial de capim-limio
aumentaram a taxa de assimilagdo de CO,, a eficiéncia do uso da agua, a atividade da Rubisco
(estimada pela eficiéncia instantdnea de carboxilagdo) e a atividade da SOD e redu¢do na
atividade da POX e da AACPD oidio. Esses dados se devem ao fato das concentracdes do
6leo essencial de capim-limdo induzirem a resisténcia nas plantas de soja, reduzindo a
severidade do oidio e, consequentemente reduzindo a interferéncia dos sintomas/sinais do
fungo na interceptacdo da radiacdo solar. Efeito contrario do observado no tratamento com
2000 pL L do dleo essencial de capim-limdo e no controle, que apresentaram redugdo da
taxa de assimilagdo de CO,, da eficiéncia do uso da 4gua, da atividade da Rubisco e da
atividade da POX e aumento na atividade da SOD e da AACPD oidio. Possivelmente a
concentragdo nao foi suficiente para desencadear o inicio da inducdo de resisténcia, logo nao
reduzindo a severidade do oidio, isso porque a area fotossinteticamente ativa apresentava as
estruturas do fungo que reduziam a interceptagdo da radiacdo solar, consequentemente

reduzindo a fotossintese (IGARASHI et al., 2010; MACAGNAN et al., 2008).
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Os tratamentos ASM, 2000 e 4000 uL L do 6leo essencial de alecrim apresentaram
aumento na taxa de assimilagdo de CO,, na eficiéncia do uso da 4gua e na eficiéncia
instantanea de carboxilagdo. A concentra¢do de 4000 pL L' do 6leo essencial de alecrim
ainda apresentou reducdo da atividade da SOD e aumento da POX, que reflete a indugdo de
resisténcia, reduzindo o desenvolvimento do patdogeno sem interferéncia na absorcdo da
radiacdo solar. O controle também apresentou aumento na taxa de assimilacdo de CO-,
entretanto, observou-se redugdo na eficiéncia do uso da dgua e na eficiéncia instantanea de
carboxilacdo. Esses dados refletem o aumento da resisténcia estomatica causado pela

interferéncia de varios fatores ambientais como temperatura do ar, déficit de pressdao do vapor,

concentracdo de CO, e potencial hidrico no solo (PIMENTEL E PEREZ, 2000).

5. CONCLUSAO

Os oleos essenciais de capim-limdo e alecriminterferem no manejo de oidio da seja,
sendo que o 6leo essencial de capim-limao reduz a AACPD do oidio. Os dois 6leos essenciais
interferem nas respostas fisiologicas e nos mecanismos de resisténcia da cultura,

demonstrando haver ainda especificidade quanto a concentragdo e forma de agao.
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APENDICE

Apéndice 1 - Precipitacao pluviométrica (mm) (colunas) e temperatura média do ar (°C)
(linha) entre 26/11/2013 e 15/02/2014 em Guarapuava — PR
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ANEXOS

20,14% 27,05% 43,65% >60%

Anexo 1 — Escala diagramatica do oidio da soja (M. diffusa) (MATTIAZZI, 2003)
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Anexo 2 - Andlise cromatografica expandida do o6leo essencial de capim-limdo, por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Compostos: 5) B-mirceno, 7) 1,8

cineol (eucaliptol) 10) linalol 19) Nerol 20) Geraniol 21) 2-undecanona 22) 2-tridecanona
(MAIA et al., 2014Db)

Anexo 3 - Componentes do 6leo essencial de alecrim(Rosmarinus officinalis), identificados
por CG-EM, e seus respectivos teores expressos em normalizagio de area'’ (MAIA et al.,

2014a).

Componentes t, (min) IK Teor (%)
o-pineno 12,72 930,94 12,00
Canfeno 13.40 943,46 4,08
B-pineno 14,91 971.27 3.03
1-octen-3-ol 15,58 983.61 0.13
[B-mirceno 15.97 990,79 1.24
A-terpineno 17.17 1.013.36 0.44
1.8 cineol (eucaliptol) 18,10 1.031.11 44.39
y-terpineno 19.45 1.056.87 0.47
Terpinoleno 20.94 1.085.31 0.24
Linalol 21.77 1.101,22 0,93
Canfora 23.90 1.144.69 19.75
Borneol 24.85 1.164,08 3.22
Terpineno-4-ol 25.39 1.175.10 0.56
a-terpineol 26.14 1.190.41 2.33
Verbenona 26.92 1.203.46 0.07
Acetato de bornila 30,51 1.243.58 0.37
[B-cariofileno 36.30 1.418.14 4,53
a-humeleno 37.63 1.450,74 0.38

(DCG-EM, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa;

tr, tempo de retengdo; IK, indices de retengdo de Kovats.
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