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RESUMO

LORENZETTI, Eloisa. Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE.
Fevereiro de 2017. Controle de Macrophomina phaseolina em soja por extrato
de alecrim e analise dos mecanismos de defesa envolvidos. Orientador: Prof. Dr.
José Renato Stangarlin. Coorientador: Prof. Dr. Odair José Kuhn.

Diversos trabalhos utilizando extratos obtidos de plantas medicinais tém
demonstrado acédo antimicrobiana direta e potencial de induzir o acumulo de
metabolitos secundarios, sendo estes muito importantes nos principais mecanismos
de defesa das plantas aos patdogenos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um
método alternativo através da utilizacdo do extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis
L.), nas concentracdes 0%, 1%, 2,5% e 5%, para verificar a atividade antimicrobiana
contra Macrophomina phaseolina, controlar a podriddo cinzenta da haste em soja e
determinar as atividades de peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina amoénia-liase e
teor de proteina de plantas de soja tratadas. Foram realizados ensaios in vitro a fim
de analisar o crescimento micelial do fungo, a massa do fungo e o nimero de micro-
esclerodios, ensaios in vivo em casa de vegetacdo para avaliar a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), além de andlises bioquimicas para verificar
uma possivel inducdo de resisténcia nas plantas tratadas. Para determinagédo das
enzimas de defesa, plantas de soja foram tratadas com os extratos e inoculadas com
M. phaseolina, sendo retiradas amostras para analise nos tempos 0, 36, 72, 120,
168, 216 e 264 h apds o tratamento. O extrato de alecrim reduziu em até 44% e 74%
o crescimento fungico em meios sélido e liquido, respectivamente, enquanto que
para micro-esclerédios a reducdo foi de 61%. Para AACPD, no primeiro e no
segundo ensaios houve reducdo de 53% e 56% respectivamente. Nas amostras
retiradas do colo das plantas, para peroxidase, as concentracées mais elevadas do
extrato proporcionaram dois picos de inducdo. Houve constante incremento na
atividade de polifenoloxidase desde 36 até 120 h apds o tratamento para a
concentracdo 5% do extrato de alecrim. Para FAL apenas a concentracdo 5%
promoveu incremento 83% e 130% maior nos tempos 168 e 216 h apos o
tratamento, respectivamente. Para as atividades na raiz, a peroxidase novamente
apresentou dois picos de incremento para a concentracdo 5% do extrato, a
polifenoloxidase foi 426% maior na concentracao 5% as 216 h apés o tratamento e a
atividade de FAL apresentou incremento de 340% no tempo 216 h apds o
tratamento com 5% do extrato. Estes resultados indicam potencial do extrato de
alecrim no controle de podrid&do cinzenta da haste em soja e na inducdo da atividade
de enzimas de defesa em colo e raiz de soja.

Palavras-chave: Fenilalanina aménia-liase. Glycine max. Inducdo de resisténcia.
Macrophomina phaseolina. Peroxidase. Podriddo carvdo da soja. Polifenoloxidase.
Rosmarinus officinalis.



Vi

ABSTRACT

LORENZETTI, Eloisa. Western Parana State University - UNIOESTE. February
2017. Macrophomina phaseolina control in soybean by rosemary extract and
defense mechanisms involved. Advisor: Prof. Dr. José Renato Stangarlin.
Coadvisor: Prof. Dr. Odair Jose Kuhn.

Several works using extracts obtained from medicinal plants have demonstrated
direct and potential antimicrobial action to induce the accumulation of secondary
metabolites, which are very important as plant defense mechanisms against
pathogens. The objective of this work was to develop an alternative method using
rosemary extract (Rosmarinus officinalis L.) at concentrations 0%, 1%, 2.5% and 5%,
to verify the antimicrobial activity against Macrophomina phaseolina, control of
charcoal rot in soybean stem and determine the activity of peroxidase, polyphenol
oxidase, phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and protein content on soybean plants.
We performed in vitro assays in order to analyze mycelial growth of the fungus,
fungus mass and number of micro-sclerotia, greenhouse tests to evaluate the area
under the disease progress curve (AUDPC), and biochemical analyzes to verify a
possible induction of resistance in the treated plants. For the determination of the
defense enzymes, soybean plants were treated with the extracts and inoculated with
M. phaseolina. Samples were collected at 0, 36, 72, 120, 168, 216 and 264 h after
treatment. The rosemary extract reduced by 44% and 74% the fungal growth on solid
and liquid media, respectively, while for the micro-sclerotia the reduction was of 61%.
For the AUDPC in the first and in second assays, there were a reduction of 53% and
56% respectively in the disease. For the samples collected at the base of steam,
peroxidase had the highest concentrations of the extract with two peaks of induction.
The polyphenol oxidase activity increased from 36 to 120 hours after treatment with
extract at 5%. PAL activity was induced only with 5% extract, with increases 83% and
130% higher in times 168 and 216 hours after treatment, respectively. For enzymes
activities in root, peroxidase again showed two peaks for increase at 5%
concentration, polyphenol oxidase was 426% higher at 216 hours after treatment and
PAL showed an increase of 340% at 216 hours after treatment with 5% extract.
These results indicate potential of rosemary extract in the control of charcoal rot in
soybean and in the induction of plant defense enzymes in soybean.

Keywords: Glycine max. Induction of resistance. Macrophomina phaseolina.
Peroxidase. Phenylalanine ammonia-lyase. Polyphenol. Rosmarinus officinalis.
Soybean charcoal rot.
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1 INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max) é uma planta anual, de caule ereto, pertencente a familia
das leguminosas, sendo considerada a principal oleaginosa cultivada no mundo. Sua
expectativa de producdo mundial para a safra 2016/2017 é de 336,09 milhdes de
toneladas, sendo os principais produtores Estados Unidos, Brasil e Argentina. Em
2017 a estimativa é que, ocupando a segunda posicéo, o Brasil seja responsavel por
uma producdo acima de 102,5 milhdes de toneladas, perdendo apenas para 0s
Estados Unidos (CONAB, 2016).

Com o passar dos anos e com 0 aumento da area de soja cultivada,
promoveu o surgimento de doencas que comecaram a prejudicar a produtividade,
sendo uma das mais importantes a podridao cinzenta da haste, causada pelo fungo
Macrophomina phaseolina, que infecta a raiz e a parte inferior do caule da planta,
apresentando ocorréncia generalizada nos solos cultivaveis do Brasil. Devido aos
elevados danos causados pela doenca, faz-se necessario o seu controle. O método
mais pratico e econdmico seria a resisténcia genética, porém, ndo ha cultivares
comerciais resistentes a esse fungo, mesmo ja tendo sido identificados genétipos
moderadamente resistentes (ALMEIDA et al., 2014).

A rotacdo de culturas também é uma alternativa, porém questionavel, uma
vez que este fungo é polifago e capaz de sobreviver e se multiplicar em restos de
cultura, além de que em muitas regides, em funcao da estrutura das propriedades, a
rotacdo de cultura se torna uma pratica inviavel (GODOY et al., 2005), assim,
métodos alternativos de controle seriam uma opgao.

Os métodos alternativos de agricultura sédo considerados modernos,
desenvolvidos em sofisticado e complexo sistema de técnicas agronémicas, cujo
objetivo principal ndo é a exploracdo econ6mica imediatista e inconsequente, mas
sim, a exploracdo econémica em longo prazo, mantendo o agroecossistema estavel
e autossustentavel (CARNEIRO et al., 2011).

A agricultura alternativa esta sendo estudada com o intuito de buscar novas
medidas de protecéo das plantas contra doencas (CARNEIRO et al., 2011). Diversos
trabalhos utilizando extratos e 6leo essencial obtidos de plantas medicinais, tém
demonstrado o potencial das mesmas no controle de fitopatdégenos (GARCIA et al.,

2012) como é o caso do alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (MAIA et al., 2014).
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O alecrim é uma planta nativa do mediterrdneo pertencente a Familia
Lamiaceae (MAY et al., 2010) e apresenta inUmeros compostos como pineno,
canfeno, cineol, borneol, acetato de bornila, canfora, diterpenos, acidos organicos
saponina, tracos de alcaloides, principios amargos, taninos e acido rosmarinico
(TESKE; TRENTINI, 1997).

A atividade antimicrobiana de R. officinalis foi observada por Soylu et al.
(2006) no desenvolvimento in vitro de Phytophthora infestans onde ocorreu a
inibicdo total do patégeno por contato direto e pela acdo de compostos volateis na
reducdo da formacgdo de esporangios e alteracdes na morfologia das hifas e dos
vacuolos do fungo. Da mesma forma, Diaz Dellavalle et al. (2011) utilizando extratos
de R. officinalis verificaram inibigdo do crescimento micelial de Alternaria spp..

O potencial de alecrim para controle de patdgenos também tem sido
verificado em diversos patossistemas, como Pseudocercospora vitis e Plasmopara
viticola em videira (MAIA et al., 2014), Alternaria solani em soja (MENEZES et al.,
2009), Cladosporium fulvum em tomateiro (ITAKO et al., 2009), Ralstonia
solanacearum em pimentdo (MARTINS et al., 2010), Meloidogyne javanica em soja
(MATTEI et al., 2014) e Meloidogyne incognita em soja (MULLER et al., 2016).

Os vegetais respondem ao ataque de patdgenos ativando seus mecanismos
de defesa (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). As plantas se defendem utilizando
arsenal estrutural, os quais agem como barreiras fisicas ndo permitindo que o
patdogeno penetre na planta, e por reacdes bioquimicas que protegem as células e
tecidos produzindo substancias téxicas ao patégeno ou criando condicfes para inibir
seu crescimento (AGRIOS, 2005).

Estes mecanismos de defesa podem ser pré-formados, que ja estdo
presentes nas plantas antes do contato com os patégenos, ou pos-formados que
estdo ausentes ou presentes em baixos niveis antes da infeccéo, sendo produzidos
ou ativados em resposta a presenca dos patdgenos (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2008). Estes mecanismos induziveis sdo ativados no momento em que a planta
hospedeira reconhece os sinais emitidos pelo patégeno (PASCHOLATI, 2011).

A resisténcia pré-formada é o principal mecanismo em se tratando de
resisténcia ndo especifica, onde o0s vegetais realizam a sintese de proteinas,
peptideos e metabdlitos secundarios, os quais restringem a infecgdo por patégenos
(HEATH, 2000). No entanto, quando se trata de indugcdo de resisténcia, 0s



mecanismos de defesa pos-formados, tem papel fundamental (STANGARLIN et al.,
2011).

A inducédo de resisténcia em plantas envolve a ativacdo de mecanismos de
defesa como fitoalexinas (CAVALCANTI et al., 2006) e enzimas importantes como
peroxidase, polifenoloxidase e proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP)
(PASCHOLATI, 2011), em resposta ao tratamento com agentes como acibenzolar-S-
metil (CAVALCANTI et al., 2006), e extratos vegetais (MAZARO et al., 2008).

As proteinas-RP estéo presentes nas plantas e sao toxicas aos patdégenos. As
plantas as produzem em baixas quantidades, porém, essa producdo é ampliada
apos o ataque do patégeno ou estresses (AGRIOS, 2005) e é uma das principais
estratégias de defesa das plantas aos patégenos com a funcdo de protecao
(EDREVA, 2005).

Segundo Stangarlin et al. (2011) as proteinas-RP podem ser induzidas na
planta hospedeira em resposta a infeccdo por patégeno ou devido a estimulos
abibticos. A acdo dessas proteinas na resisténcia das plantas contra patégenos
pode ser direto, quando ocorre a inibicdo do crescimento ou da germinacdo do
patdégeno, ou indireto, agindo na inducao de resisténcia.

As peroxidases estdo presentes em células vegetais, de animais e em
microrganismos. Van Loon; Van Strien (1999) classificou-nas como proteinas
relacionadas a patogénese (proteinas-RP) pertencentes a familia PR-9. Essas
enzimas sado estudadas na inducdo de resisténcia por serem consideradas
importantes nos processos de defesa (CAVALCANTI et al., 2005). Isso se da pela
participacdo dela na lignificacdo, suberizacdo e metabolismo da parede celular
(HIRAGA et al., 2001), assim como respostas de hipersensibilidade e producéao de
fitoalexinas (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

A reducao da severidade da doenca esta muito relacionada com o incremento
na atividade dessa enzima (CAVALCANTI et al., 2005). Segundo Stangarlin et al.
(2011) modificacdes na atividade das peroxidases tém sido correlacionadas a
resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diversos patossistemas.

A polifenoloxidase (PFO) agrupa um conjunto de enzimas presentes em
diversas espécies de bactérias, fungos, algas e plantas, sendo abundantes em
tecidos de plantas infectados por insetos ou patdgenos e estdo envolvidas nos
mecanismos de defesa ou senescéncia (MAYER, 2006), no processo de

escurecimento de alimentos, e durante o processamento e armazenamento deles



(CARNEIRO et al., 2003). A atividade dessa enzima na resisténcia a doencas esta
na propriedade de oxidar compostos fendlicos para quinonas, sendo estas toxicas
para determinados microrganismos (AGRIOS, 2005).

A fenilalanina amonia-liase (FAL) possui elevada importancia no metabolismo
secundério das plantas e por isso vem sendo estudada no fenémeno de inducéo de
resisténcia (KUHN, 2007). A reacdo catalisada por esta enzima é importante na
formacdo de muitos compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2009), fitoalexinas e
lignina, sendo sua atividade variavel em funcdo da parte da planta analisada
(KALAIARASAN, 2009).

A FAL é responsavel na desaminacao da L-fenilalanina, transformando-a em
acido trans-cindmico e aménia, sendo o primeiro incorporado em diferentes
compostos fendlicos presentes na formacéo de ésteres, coumarinas, flavondides e
ligninas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). De acordo com Camm e Towers (1973)
por ser muito sensivel ao estado fisioldégico das plantas e devido a grande variedade
de estimulos, a atividade desta enzima pode variar muito, em pouco tempo.

Como um componente da resisténcia sistémica induzida associado a maior
capacidade de resposta das plantas tem-se o priming. Quando uma planta é
induzida por algum elicitor antes ter contato com qualquer patégeno, a planta
consegue reagir de forma mais rapida e eficiente quando o contato acontecer
ativando as respostas de defesa celular (CONRATH, et al., 2002).

Diante disso, o0 presente estudo teve como principal objetivo desenvolver um
método alternativo através da utilizacdo do extrato de alecrim para controlar a
podriddo carvdo causada por M. phaseolina em soja, além de verificar a atividade
antimicrobiana desse extrato contra o patégeno e verificar a atividade das enzimas
de defesa peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase envolvidas neste

processo.
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FUNGITOXIDADE DE EXTRATO DE ALECRIM SOBRE Macrophomina
phaseolina E CONTROLE DE PODRIDAO CINZENTA DA HASTE EM SOJA

FUNGITOXICITY OF ROSEMARY EXTRACT ON Macrophomina phaseolina AND
CONTROL OF CHARCOAL ROT IN SOYBEAN

Resumo

A podriddo cinzenta da haste ou podriddo carvdo, causada pelo
fungo Macrophomina phaseolina, € uma importante doenca em soja, para a qual ndo
h& variedades resistentes ou fungicidas recomendados. O objetivo deste estudo foi
verificar a atividade antimicrobiana e avaliar o controle da podriddo cinzenta da
haste em soja com extrato aquoso de alecrim nas concentracdes 0%, 1%, 2,5% e
5%. Foram realizados ensaios in vitro avaliando-se o crescimento micelial e
producdo de micro-esclerédios em meios de cultivo solidos e liquidos, bem como
ensaios in vivo avaliando-se o progresso da doenca. O extrato de alecrim reduziu em
44% e 74% o crescimento do fungo em meios sélidos e liquidos, respectivamente,
enquanto que para micro-esclerddios a reducédo foi de 61%. Para a area abaixo da
curva de progresso da doenca, no primeiro e no segundo testes, houve reducao de
53% e 56%, respectivamente, na doenca. Estes resultados indicam o potencial do

extrato de alecrim no controle de podridao cinzenta da haste em soja.

Palavras-chave: Controle alternativo, Glycine max, Rosmarinus officinalis L.

Abstract

The charcoal rot caused by the fungus Macrophomina phaseolina is an
important disease in the soybean crop, for which there is no recommended
fungicides or resistant varieties. The aim of this study was to investigate the
antimicrobial activity and the control of charcoal rot in soybean stem with aqueous
extract of rosemary at concentrations of 0%, 1%, 2.5% and 5%. The in vitro assays
were carried out evaluating the mycelial growth and the production of micro-sclerotia
in solid and liquid culture media, while in vivo assays were evaluated the progress of
the disease. The rosemary extract reduced 44% and 74% the fungal growth on solid

and liquid media, respectively, while for the micro-sclerotia the reduction was 61%.



For the area under the disease progress curve in the first and in second assays,
there were a reduction of 53% and 56% respectively in the disease. These results

indicate the potential of the rosemary extract for controlling charcoal rot in soybean.

Key words: Alternative control, Glycine max, Rosmarinus officinalis L.

Introducao

A producéo de soja € uma das atividades econémicas de crescimento muito
expressivo e de elevada importancia comercial. No Brasil a soja € o principal produto
da agricultura, colocando o pais entre os mais importantes do comércio agricola
mundial (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).

Entre os fatores que limitam a exploracdo maxima do potencial de
produtividade da soja estdo as doencas, como a podriddo cinzenta da haste ou
podriddo de carvdo causada pelo fungo Macrophomina phaseolina, o qual é
comumente encontrado em todas as areas de cultivo da soja, visto que o fungo é um
habitante natural dos solos. Esta doenca causa problemas com apodrecimento de
raizes e morte de plantas em anos em que ocorrem veranicos aliado a solos
compactados e rasos, 0s quais ndo permitem adequada penetracdo das raizes
(HENNING, 20009).

Ferreira et al. (1979) (apud ALMEIDA et al., 2014) realizaram o primeiro relato
gue apontou a M. phaseolina como causadora de expressivos danos a cultura da
soja, onde constataram que em anos secos e guentes, na regido norte do Parana,
os danos chegaram a atingir 50% da producéao.

O controle desta doenca € dificultado pelo fato de n&o existir controle quimico
nem variedades resistentes, assim, o controle fica restrito a rotacdo de cultura e ao
manejo do solo, pois o estresse hidrico favorece a ocorréncia da doenca (HENNING,
2009).

Diante deste contexto, a utilizacdo da inducao de resisténcia poderia ser uma
forma de controle através da utilizacdo de extratos vegetais com propriedades
eliciadoras de mecanismos de defesa vegetal (SCHWAN-ESTRADA et al., 2012).
Além disso, algumas espécies de plantas possuem em sua composi¢cao substancias

gue apresentam potencial fungicida contra patdgenos de solo (GARCIA et al., 2012).



A planta medicinal Rosmarinus officinalis (alecrim) apresenta inumeros
compostos como pineno, canfeno, cineol, borneol, acetato de bornila, canfora,
diterpenos, acidos organicos saponina, tracos de alcaloides, principios amargos e
taninos e acido rosmarinico (TESKE; TRENTINI, 1997) sendo que algum desses
compostos como o cineol, pineno, borneol e canfora possuem atividade
antimicrobiana conhecida (GACHKAR et al., 2007).

Extratos e 6leos essenciais da planta medicinal R. officinalis tem sido efetivo
para o controle de doencas em plantas, tanto de patdogenos de parte aérea como
Alternaria solani (MENEZES et al., 2009) e Cladosporium fulvum (ITAKO et al.,
2009) em tomateiro, e bacterianos como Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(VIGO et al., 2009) e Ralstonia solanacearum (MARTINS et al., 2010), quanto de
patégenos veiculados pelo solo, como Meloidogyne javanica (MATTEI et al., 2014) e
Meloidogyne incognita (MULLER et al., 2016).

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana do extrato de
alecrim contra M. phaseolina e controlar a podridao cinzenta da haste em soja.

Material e Métodos

O isolado de M. phaseolina foi obtido a partir de raizes e caules de plantas de
soja infectadas naturalmente. O fungo foi cultivado em placas de Petri com meio
batata dextrose agar (BDA) e conservado neste meio para posterior utilizacao.

Para a obtencdo do extrato, folhas de alecrim foram trituradas com agua
destilada em liquidificador durante 2 minutos na proporcédo de 50 g de folhas para
450 mL de agua destilada. Apos, filtrou-se o extrato em peneira de 48 mesh e o
bagaco retido nessa peneira foi prensado em pano e acrescido ao extrato filtrado
para melhor aproveitamento do mesmo. O extrato aquoso obtido na filtracdo com a
peneira de 48 mesh foi novamente filtrado em uma peneira de 200 mesh, sendo o
bagacilho retido na peneira prensado em pano e acrescentado ao extrato filtrado. O
extrato aquoso obtido na filtragdo com a peneira de 200 mesh foi novamente filtrado
em uma peneira de 400 mesh, sendo o bagacilho retido na peneira descartado e o
extrato filtrado final coletado. O filtrado final obtido foi considerado como extrato de
alecrim 10% que foi posteriormente diluido para 1%, 2,5% e 5% com agua destilada.

Para a determinacdo da atividade antifungica o extrato de R. officinalis nas
concentracgdes indicadas foi incorporado ao meio de cultura BDA e apés foi realizada

a autoclavagem a 120 °C, 1 atm por 20 minutos. Foi adicionado no centro de cada



placa de Petri um disco de 1 cm de diametro segundo Lorenzetti et al. (2016). As
placas permaneceram em temperatura de 25 °C e as medi¢Oes diarias do didametro
das colbnias se iniciaram 24 h apds a instalacdo do experimento e com os valores

obtidos foi calculada a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) pela

equacgao:
Y. +Y, Y, +Y- Y. +Y
atcom = [Et Vi) 1, [0t V) T [+ Boun) ]
Onde:

AACCM= area abaixo da curva de crescimento micelial (adimensional);

Yi e Yix1= Tamanho do micélio do fungo observado em duas avaliagbes consecutivas
(cm);

I= Intervalo entre duas avaliagbes consecutivas (dias).

Ao término do teste de inibicdo do crescimento micelial, avaliou-se o niumero
de micro-esclerédios de cada col6nia a partir de uma amostra de micélio de 0,1 cm?.

Outro método que foi utilizado para a determinacdo da atividade
antimicrobiana foi através da incorporacédo do extrato de alecrim, nas concentracées
indicadas em meio liquido batata dextrose (BD). ApOs autoclavado durante 20
minutos a 120 °C e 1 atm, foram adicionadas ao meio trés discos de 1 cm de
diametro de micélio o fungo M. phaseolina. Os frascos permaneceram em agitacao a
150 rpm a 25 °C por 10 dias, quando o conteudo foi filtrado em papel 11 pm de
didmetro de poro. O micélio obtido foi seco em estufa a 50 °C por 24 horas e
determinada a massa.

Para a avaliacdo do controle da podriddo cinzenta em soja foram semeadas
trés sementes do cultivar 6563 IPRO. Os ensaios foram realizados em vasos
plasticos com capacidade para 2 L contendo a mistura solo, areia e matéria organica
na proporcao de 2:1:1, esterilizados em autoclave a 120 °C, 1 atm, durante 1 hora.

Quando as plantas apresentavam o primeiro trifélio totalmente expandido
(estadio fenoldgico V2) foi realizado o tratamento no colo (regido entre o solo e a
insercao dos cotilédones) e na superficie do solo, utilizando borrifadores com extrato
de alecrim nas concentracdes 0%; 1%; 2,5% e 5%, aplicando-se aproximadamente 1
mL no colo e 2 mL no solo.

Trés dias apoOs o tratamento foi realizada a inoculacdo do patégeno com

quatro discos de 1 cm de diametro retirados de col6nias em meio BDA com 14 dias
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de idade. Os discos foram colocados em contato com o colo e com as raizes
proximas ao colo da planta. Apés a inoculacdo, para manter a umidade necessaria
para que o fungo continuasse vivo, utilizou-se papel celofane, o qual foi cortado no
formato circular do vaso e mantido sobre o solo durante 10 dias.

A severidade da doenca foi avaliada através de medi¢cdes do crescimento
longitudinal da lesdo na haste da planta a cada 2 dias, utilizando régua graduada em
centimetros. Com os dados obtidos, foi calculada a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) por meio da equacdo proposta por Campbell e
Madden (1990). Foram realizados dois ensaios para maior confiabilidade dos dados
obtidos.

O delineamento experimental para o0s ensaios in vitro foi inteiramente
casualizado, enquanto que para os in vivo foi em blocos casualizados. Ambos
experimentos possuiram quatro tratamentos representados pelo extrato de R.
officinalis nas concentracdes 0%; 1%; 2,5% e 5%, com cinco repeticdes. A andlise
estatistica foi realizada com o software livre Genes (CRUZ, 2013). Os dados obtidos

foram submetidos a analise de regressao.

Resultados e Discusséo

Para a atividade antimicrobiana em meio sélido observou-se inibicdo do
crescimento micelial dependente da dose. Para AACCM, o extrato de alecrim
apresentou efeito positivo reduzindo a AACCM, tendo seu comportamento
representado por equacao quadratica. A partir da regressédo pode-se verificar que o
ponto de minima é na concentragédo 4,5% do extrato de alecrim, onde se verifica a
menor AACCM (Figura 1).
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Figura 1 - Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Macrophomina
phaseolina em meio de cultura sdlido acrescido de diferentes doses de extrato de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) CV= 6,94%.

Este resultado é parecido com o encontrado por Goetten et al. (2014), que
utilizou extrato bruto aquoso de alecrim nas concentracdes 0, 10, 30 e 40% e
observou inibicdo no desenvolvimento micelial do fungo Sphaceloma ampelinum,
agente causador da antracnose da videira, com efeito dose-dependente.

Itako et al. (2009) também obtiveram efeitos significativos na inibicdo do
crescimento micelial de Cladosporium fulvum utilizando extrato bruto aquoso de R.
officinalis nas concentracbes 20% e 40% observando reducédo da esporulacdo de
85,72% e 93,49% respectivamente, assim como Pereira et al. (2006), que utilizando
Oleo essencial de alecrim, verificaram a inibicAo do crescimento micelial de
Aspergillus niger, A. flavus, A. ochraceus e Fusarium sp..

Corroborando com esses resultados, Scapin et al. (2010), utilizando extrato
bruto aquoso de R. officinalis nas concentracdes 1%, 10%, 20% e 40%, encontraram

em todas as concentracdes testadas inibicdo do crescimento micelial de até 59%
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para Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs. O mesmo foi encontrado por
Formentini et al. (2014) quando estudaram o efeito do extrato de alecrim sobre o
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae.

Inibicdo do crescimento fangico foi relatada também por Camatti-Sartori et al.
(2011) para Fusarium sp. e Botrytis sp. na presenca de extrato acético de alecrim na
concentracdo de 25%. Os autores observaram reducdo de 40% para Fusarium sp. e
de 90% para Botrytis sp. Em trabalho realizado por Hillen et al. (2012) utilizando 6leo
essencial de alecrim, o crescimento micelial de Alternaria carthami, Alternaria sp.
e Rhizoctonia solani foram inibido em 100% a partir da concentracao de 200 pL.
Também utilizando o éleo essencial de alecrim, Nozaki et al. (1999) obtiveram
resultados de inibicho do crescimento  micelial de Alternaria sp., A.
carthami e Sclerotium rolfsii, chegando a inibicdo completa de S. rolfsii em aliquotas
acima de 60 pL, e para o crescimento de Alternaria sp. inibicdo de 100% utilizando
aliquotas acima de 200 uyL. Segundo Rozwalka et al. (2008), o extrato aquoso de
alecrim na concentragéo 10% inibe o crescimento micelial de Glomerella cingulata e
Colletotrichum gloeosporioides.

Esses resultados sustentam a hipétese de que o alecrim possui acao
antimicrobiana podendo estar relacionado a compostos antifungicos presentes em
suas folhas como por exemplo o cineol, pineno, borneol e canfora os quais possuem
atividade antimicrobiana conhecida (GACHKAR et al., 2007).

Quanto a producao de micro-esclerddios, houve efeito dose-dependente onde
0 ponto de minima ocorreu na concentracao 4,74% do extrato de alecrim, na qual o

menor numero de micro-esclerédios (1622,86) foi encontrado (Figura 2).



13

- 2
5000 - ® y= 4230,90-1099,11x+115,80x

R?=0,99
4000 -
ke 2
'TEJ 3000 -
Q@
Qo
wn
@
o) ]
5 2000
=
1000 -
O T T T 1
0,0 1,0 25 5.0

Concentragao (%)

Figura 2 - Inibicdo in vitro da producdo de micro-esclerédios de Macrophomina
phaseolina em funcdo do tratamento com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis
L.) CV=19,97%.

Embora os micro-esclerédios ndo sejam esporos, ou seja, ndo sirvam
primariamente para multiplicar e dispersar o fungo, séo estruturas que M. phaseolina
produz que, além de favorecerem sua sobrevivéncia em condi¢cOes adversas, podem
contribuir para sua disseminacéo, dada a grande quantidade em que sdo produzidos
e pelo fato de germinarem produzindo hifas infectivas. Dessa forma, poderiam ser
considerados secundariamente, em relacdo a esta ultima funcédo, como propégulos
assexuais (ALEXOPOULOS et al., 1996), e, portanto, a reducdo na sua producao,
pode ter implicacdes epidemioldgicas.

Alguns trabalhos indicam o efeito de alecrim na producdo de esporos
fungicos. Itako et al. (2008), utilizando extrato de alecrim na concentragdo de 10%,
observaram inibicéo de 78,9% da esporulacéo de Alternaria solani, assim como Itako

et al. (2009) verificaram efeitos significativos na esporulacdo e germinacdo de
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esporos de Cladosporium fulvum utilizando o extrato bruto aguoso de R. officinalis,
observando reduc¢des de 85,72% da esporulacao, utilizando a concentracao de 20%
do extrato e reducédo de 93,49% da esporulacao, utilizando a concentracdo de 40%
do extrato de alecrim.

Para crescimento micelial de M. phaseolina em meio liquido, observou-se o
mesmo comportamento que no meio soélido, representado por equacdo quadrética
onde o ponto minimo da equacdo encontra-se apds a concentracdo mais alta
avaliada (5% do extrato de alecrim), sendo assim entre as concentracdes avaliadas,

esta foi a que proporcionou a menor massa micelial (Figura 3).
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Figura 3 - Massa micelial de Macrophomina phaseolina em meio de cultivo liquido
acrescido de diferentes doses de extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) CV=
28,70%.

Por estes dois ensaios de crescimento micelial observa-se que mesmo
autoclavado, o extrato de alecrim ainda manteve atividade antifungica, indicando a
presenca de compostos termoestaveis, como provavelmente, o proprio &cido
rosmarinico, cujo ponto de fusédo é de 175 °C (PAETERSEN; SIMMONDS, 2003), o
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borneol que possui ponto de fusdo de 208 °C (CONSTANTINO et al., 2004) e a
canfora com ponto de fusdo de 179 °C (SOUSA et al., 1998).

Brand et al. (2010) verificaram que o crescimento micelial de Colletotrichum
lindemuthianum foi inibido pelo extrato de alecrim autoclavado, com reducéo de 19%
para a concentracdo de 2,5%. Semelhantemente, Rozwalka et al. (2008) também
verificaram que o extrato de alecrim autoclavado inibiu o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides.

Para avaliacdo da severidade em soja infectada com M. phaseolina, verificou-
se que tanto no primeiro quanto no segundo ensaio o comportamento dos
tratamentos foi representado por equacao quadratica. No primeiro ensaio 0 ponto
minimo da equacao foi encontrado na concentracdo de extrato de alecrim 4,26%,
sendo a menor AACPD. Muito parecido com o segundo ensaio, onde o melhor

controle foi na concentragéo do extrato de alecrim 5,27% (Figura 4).
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Figura 4 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) podriddo cinzenta
da haste em plantas de soja (Glycine max) tratadas com extrato de alecrim
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(Rosmarinus officinalis L.). ® Primeiro ensaio CV= 16,08%. ©Segundo ensaio CV=
22,24%.

A eficiéncia do extrato de alecrim na reducdo da severidade de doenca
também ¢é relatada por outros autores como Roder et al. (2007), os quais
observaram diminuicao da incidéncia da podriddo em morangos causada pelo fungo
Colletotrichum sp. quando utilizada a concentracdo 5% do extrato de alecrim. Itako
et al. (2009) verificaram a capacidade protetora do extrato aquoso de alecrim contra
a cladosporiose quando aplicado em tomateiro cultivado em casa de vegetacdo. Foi
constatado pelos autores diminuicdo da quantidade de lesGes nas folhas que foram
tratadas com extrato aquoso de alecrim nas concentracfes 10% e 20% quando
comparado a testemunha.

Testando extrato bruto aquoso de R. officinalis na concentracdo de 20%,
Becker et al. (2004) verificaram inibicdo do crescimento micelial de 42,8% do
fitopatogeno Cercospora kikuchii isolado de plantas de soja. Estes autores
concluiram que o extrato de alecrim oferece protecdo em soja contra doencas
causadas por C. kikuchii, Septoria glycines e Microsphaera difusa resultando no
aumento da produtividade, sendo que o extrato de R. officinalis na concentracédo de
5% foi tao eficiente quanto o fungicida no controle de oidio.

Segundo Soylu et al. (2010), 6leo essencial de alecrim demonstra efeito no
controle de Botrytis cinerea em tomateiro e segundo Rozwalka et al. (2008) o extrato
aguoso de alecrim na concentracdo 10% apresenta potencial de controle da
antracnose em frutos de goiabeira.

Os extratos vegetais sdo importante fonte de substancias biologicamente
ativas. Além do extrato de alecrim ser um produto natural, sua eficiéncia no controle
de M. phaseolina em casa de vegetagcdo indica seu potencial uso na agricultura

organica através da indugdo de resisténcia nas plantas de soja.

Conclusdes

O extrato de alecrim mostrou atividade fungitoxica direta contra M.
phaseolina, representada pela reducdo no crescimento micelial e na producdo de
micro-esclerddios de maneira dose-dependente. Além disso, o extrato de alecrim

tem potencial para controlar a podriddo cinzenta da haste em soja.
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3 ARTIGO I

INDUCAO DE PROTEINAS RELACIONADAS A DEFESA EM SOJA TRATADA
COM EXTRATO DE ALECRIM
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INDUCAO DE PROTEINAS RELACIONADAS A DEFESA EM SOJA TRATADA
COM EXTRATO DE ALECRIM

INDUCTION OF RELATED DEFENSE PROTEIN IN SOYBEAN TREATED WITH
ROSEMARY EXTRACT

Resumo

Extratos vegetais podem induzir mecanismos de resisténcia de plantas em
funcdo da presenca de compostos com caracteristicas eliciadoras. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do extrato de alecrim nas concentragdes 0%; 1%; 2,5% e
5% sobre a atividade de peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina aménia-liase
(FAL) e teor de proteina de plantas de soja. Para determinacdo das enzimas de
defesa, plantas de soja foram tratadas com o0s extratos e inoculadas com
Macrophomina phaseolina, sendo retiradas amostras para analise nos tempos 0, 36,
72, 120, 168, 216 e 264 h apds o tratamento. Nas amostras retiradas do colo das
plantas, para peroxidase, as concentracbes mais elevadas do extrato
proporcionaram dois picos de inducdo. Houve constante incremento na atividade de
polifenoloxidase desde 36 até 120 h apOs o tratamento para a concentracdo 5%.
Para FAL apenas a concentracdo 5% promoveu incremento 83% e 130% maior nos
tempos 168 e 216 h apds o tratamento, respectivamente. Para as atividades na raiz,
a peroxidase novamente apresentou dois picos de incremento para concentracao
5%, a polifenoloxidase foi 426% maior na concentracdo 5% as 216 h apds o
tratamento e a atividade de FAL apresentou incremento de 340% no tempo 216 h
apOs o tratamento com 5% do extrato. Estes resultados indicam o potencial do
extrato de alecrim em induzir a atividade de enzimas de defesa em colo e raiz de

soja.

Palavras-chave: Fenilalanina aménia-liase. Indugcdo de resisténcia. Peroxidase.

Polifenoloxidase.

Abstract
Plant extracts may exhibit induction of plant resistance mechanisms to elicitor

compounds. The aim of this study was to evaluate the effect of rosemary extract at
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concentrations 0%; 1%; 2.5% and 5% on the activity of peroxidase, polyphenol
oxidase, phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and protein content on soybean plants.
To determine the defense enzymes, soybean plants were treated with extracts and
inoculated with Macrophomina phaseolina. Samples were taken for analysis at 0, 36,
72, 120, 168, 216 and 264 hours after treatment. For the samples collected at the
base of steam, peroxidase had the highest concentrations of the extract with two
peaks of induction. The polyphenol oxidase activity increased from 36 to 120 hours
after treatment for extract at 5%. PAL activity was induced only for 5% extract, with
increases of 83% to 130% higher in times 168 and 216 hours after treatment,
respectively. For enzymes activities in root, peroxidase again showed two peaks for
increase at 5% concentration, polyphenol oxidase was 426% at 216 hours after
treatment and PAL showed an increase of 340% at 216 hours after treatment with
5% extract. These results indicate the potential of rosemary extract to induce plant

defense enzymes activities on soybean.

Keywords: Glycine max. Induction of resistance. Peroxidase. Polyphenol.

Phenylalanine ammonia-lyase.

Introducéo
A soja, como as demais culturas, enfrenta problemas fitossanitarios que

podem comprometer a produtividade e a qualidade final do produto (JUHASZ et al.,
2013). Dentre inimeras doencas que acometem a cultura da soja tem-se a podridao
cinzenta da haste ou podriddo carvao, causada pelo fungo Macrophomina
phaseolina, capaz de sobreviver e se multiplicar em restos de cultura, afetando
raizes e caule da soja e acarretando expressivas perdas econdmicas (ALMEIDA et
al., 2014).

A podridao cinzenta da haste ou podridédo carvao é considerada uma doenca
de dificil controle visto que ndo existe controle quimico nem cultivares resistentes a
esse fungo (MENGISTU et al., 2011), e, por ser polifago, a rotacdo de cultura é uma
pratica de pouca eficiéncia (GODOY et al., 2005). Assim, justifica-se a utilizacdo de
meétodos alternativos de controle, como o principio da imunizacéo através da inducao
de resisténcia.

A inducéo de resisténcia € a ativagcdo dos mecanismos latentes de defesa das

plantas contra patdgenos, o que pode ocorrer pelo tratamento com moléculas
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eliciadoras de origem bidtica ou abiotica (PASCHOLATI, 2011). Dentre os
mecanismos de defesa que podem ser ativados estdo muitas enzimas, como
peroxidase, envolvida nos processos de lignificacdo celular, polifenoloxidase que
transforma fenois em quinonas téxicas aos microrganismos, e fenilalanina aménia-
liase, enzima precursora da sintese dos fenilpropandides envolvidos na defesa
vegetal (STANGARLIN et al., 2011a).

Dentre os eliciadores utilizados na inducéo de resisténcia como pratica de
manejo de doencas, estdo 0s extratos e 0leos essenciais de plantas medicinais, com
eficAcia comprovada para inUmeros patossistemas (STANGARLIN et al., 2011b).

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma planta que pertence a Familia
Lamiaceae (MAY et al., 2010) e apresenta inidmeros compostos como pineno,
canfeno, cineol, borneol, acetato de bornila, canfora, diterpenos, acidos organicos
saponina, tracos de alcaloides, principios amargos e taninos e acido rosmarinico
(TESKE; TRENTINI, 1997). O potencial de alecrim para controle de patégenos tem
sido verificado em diversos patossistemas, como Pseudocercospora Vvitis e
Plasmopara viticola em videira (MAIA et al.,, 2014), Alternaria solani em soja
(MENEZES et al., 2009), Cladosporium fulvum em tomateiro (ITAKO et al., 2009),
Ralstonia solanacearum em pimentdo (MARTINS et al., 2010), Meloidogyne javanica
em soja (MATTEI et al., 2014) e Meloidogyne incognita em soja (MULLER et al.,
2016).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes do
extrato de alecrim sobre a atividade de peroxidase, polifenoloxidase, fenilalanina
amonia-liase e teor de proteina das plantas de soja tratadas com diferentes

concentragdes do extrato de alecrim e inoculadas com Macrophomina phaseolina.

Material e Métodos

O isolado de M. phaseolina foi obtido a partir de raizes e hastes de plantas de
soja infectadas naturalmente com a doenca. O fungo foi cultivado em placas de Petri
com meio batata, dextrose e agar (BDA).

Para a obtencdo do extrato, folhas frescas de alecrim foram trituradas com
agua destilada em liquidificador durante 2 minutos na proporcédo de 50 g de folhas
para 450 mL de agua destilada. Apos, filtrou-se o extrato em peneira de 48 mesh e o
bagaco retido nessa peneira foi prensado em pano e acrescido ao extrato filtrado

para melhor aproveitamento do mesmo. O extrato aquoso obtido na filtracdo com a
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peneira de 48 mesh foi novamente filtrado em uma peneira de 200 mesh, sendo o
bagacilho retido na peneira, prensado em pano e acrescentado ao extrato filtrado. O
extrato aquoso obtido na filtracdo com a peneira de 200 mesh foi novamente filtrado
em uma peneira de 400 mesh, sendo o bagacilho retido na peneira descartado e o
extrato filtrado final coletado. O filtrado final obtido foi considerado como extrato de
alecrim 10% que foi posteriormente diluido para 1%, 2,5% e 5% com agua destilada.

O ensaio foi realizado utilizando vasos plasticos com capacidade para 2 L
contendo a mistura solo, areia e matéria organica na proporcado de 2:1:1 (v/v/v),
esterilizados em autoclave a 120 °C durante 1 h a 1 atm.

As sementes de soja utilizadas foram da cultivar 6563 PSF IPRO. Tais
sementes foram semeadas a aproximadamente 2,5 cm de profundidade e apos
emergirem foi realizado o raleio, mantendo apenas trés plantas de soja por vaso.

Quando as plantas apresentaram o primeiro trifélio totalmente expandido
(estédio fenoldgico V2), foi realizado o tratamento das plantas no colo (regido entre o
solo e a insercao dos cotilédones) e no solo utilizando borrifadores com extrato de
alecrim nas concentracbes 0%; 1%; 25% e 5%. Foram pulverizados
aproximadamente 1 mL no colo e 2 mL no solo.

Trés dias (72 horas) apés o tratamento foi realizada a inoculacédo do fungo M.
phaseolina. A partir de uma placa de Petri contendo o fungo com 14 dias de idade,
retirou-se quatro discos de 1 cm de diametro, que foram colocados em contato com
o colo e as raizes proximas ao colo. Apds a inoculacdo, para manter a umidade
necessaria para que o fungo continuasse vivo, utilizou-se papel celofane o qual foi
cortado no formato circular do vaso e mantido sobre os mesmos por 10 dias.

A coleta das amostras do colo das plantas de soja foi realizada cortando 2 cm
acima do solo e 1 cm abaixo do solo, totalizando uma amostra de 3 cm de colo. A
coleta das amostras das raizes foi realizada cortando 0os 2 cm iniciais das raizes.
Este processo foi realizado 0, 36, 72, 120, 168, 216 e 264 horas apos o tratamento
tanto para o colo quanto para raiz. Tais amostras foram lavadas em agua corrente e
imediatamente acondicionada em envelopes de papel aluminio e congeladas a —20
°C.

Tanto as amostras de colo quanto as de raizes foram pesadas e
posteriormente trituradas em 4 mL de tampao fosfato de sddio 0,01 M (pH 6,0) em
almofariz de porcelana previamente resfriado. O homogeneizado foi centrifugado a
6.000g durante 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido, considerado como a



25

fracdo contendo as proteinas sollveis, o qual foi armazenado em micro tubos a -20
°C para posteriores analises bioquimicas.

A atividade da peroxidase foi determinada a 30 °C, através do método
espectrofotométrico direto (HAMMERSCHMIDT et al., 1982). A mistura da solucéo
continha 900 pL do substrato para enzima (306 pyL de perdxido de hidrogénio, 12,5
mL de guaiacol 2% e 87,5 mL de tampéo fosfato 0,01M (pH 6,0)) e 100 pL de
sobrenadante. A reacéo foi conduzida em espectrofotometro a 470 nm pelo periodo
de 2 minutos.

Para determinagdo da atividade das polifenoloxidases foi utlizada a
metodologia de Duangmal e Apenten (1999). O substrato para enzima consistiu de
110,1 mg de catecol diluido em 50 mL de tampé&o fosfato de sodio 0,1 M (pH 6,0),
formando uma solucédo de catecol 0,02 M. A reacdo se desenvolveu misturando 980
ML do substrato e 20 uL do sobrenadante. A temperatura de reacao foi de 30 °C e as
leituras em espectrofotdmetro a 420 nm pelo método direto durante 2 minutos. Os
resultados obtidos foram expressos em absorbancia min mg? de proteina.

A atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada através da
quantificacdo colorimétrica do acido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina
segundo a metodologia descrita por Umesha (2006), onde acrescentou-se 50 uL do
sobrenadante a 450 pL de tampao Tris-HCI 0,025 M (pH 8,8) e 500 pL de uma
solucéo de L-fenilalanina 0,05 M (825,9 mg diluido em 100 mL de tampé&o Tris-HCI
0,025 M (pH 8,8)). Tal mistura foi incubada a 40 °C durante 2 h. Passadas as 2 h, foi
adicionado 60 uL de HCI 5 M para cessar a reacao e em seguida realizada a leitura
em espectrofotbmetro a 290 nm. A atividade de fenilalanina amonia-liase foi
constituida através da diferenca da absorbancia da mistura contendo amostra e do
controle (20 pL de extrato proteico e 980 pL de tampé&o Tris-HCI 0,025 M (pH8,8)).

O conteudo proteico foi determinado pelo método de Bradford (1976),
consistindo de 600 pL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200 uL de sobrenadante e
200 pL de reagente de Bradford (250 mg de corante Coomassie Brillant Blue G-250,
125 mL etanol; 125 mL de &cido fosférico (Hs3PO4) e 250 mL de &gua destilada).
ApoOs o reagente ser adicionado sob agitacdo e as amostras serem incubadas por 5
minutos, realizou-se a leitura em espectrofotbmetro a 595 nm. Para uma amostra
foram formadas trés réplicas. A absorbancia foi plotada em curva padrdo para de

albumina de soro bovino.
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro
tratamentos, sendo eles o extrato de R. officinalis nas concentracdes 0%; 1%; 2,5%
e 5%, com trés repeticbes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas com a testemunha 0% de extrato de
alecrim (dgua) pelo teste Dunnett, a 5% de probabilidade de erro. A andlise
estatistica foi realizada com o software livre Genes (CRUZ, 2013).

Resultados e Discusséao

Em relacédo a atividade de peroxidase no colo das plantas de soja tratadas
com extrato de alecrim, as concentracdes 1%, 2,5% e 5% incrementaram a atividade
de peroxidase 36 horas apés o tratamento. Posteriormente, nos tempos 72 e 120
horas todos os tratamentos ndo mantiveram diferenga (Figura 1).

Porém, para as concentracdes 2,5% e 5% houve um incremento acentuado
168 horas apods o tratamento, incremento este que ficou em média 75,57% maior em
relacdo ao controle. Desta forma, para estas concentracées do extrato verificou-se
gue houve dois picos de indugéo.

O primeiro pico, que ocorreu 36 horas ap0s o tratamento, pode estar
relacionado com o préprio efeito indutor do tratamento ou até mesmo a um efeito
priming, pois ndo havendo a inoculagéo verifica-se que a atividade tendeu a voltar
ao normal. ApGs a ocorréncia da inoculacdo no tempo 72 horas ap0s o tratamento e
considerando que o fungo pode demorar alguns dias para iniciar 0 processo
infeccioso, verificou-se a ocorréncia do segundo pico de atividade. Este segundo
pico pode estar relacionado ndo apenas ao processo infeccioso, mas principalmente
ao processo de inducdo da resisténcia, ja que a atividade foi verificada apenas para
os tratamentos 2,5% e 5%, e ndo para a concentragdo 1% e nem para a
concentracéo 0%, onde as plantas também passaram pelo processo de inoculagéo.

Dessa forma, com relacdo a peroxidase, para as duas concentracoes mais
altas do extrato de alecrim utilizadas, o processo parece ocorrer em dois picos,
sendo um pico inicial que pode caracterizar um priming seguido de um pico mais
acentuado que se manifesta apés o inicio do processo infeccioso. Ha trabalhos que
mostram a ocorréncia de um segundo pico de mecanismos de defesa ou compostos
de sinalizacdo ap0s o estabelecimento efetivo do processo infeccioso, como é o

caso do etileno. Este sinalizador pode apresentar dois picos de producdo, ambos
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apos o inicio do processo infeccioso, mas sendo o segundo maior quando da
colonizagdo dos tecidos do hospedeiro pelo patbgeno, momento em que VArios
mecanismos de defesa se expressam de maneira mais acentuada (PORTZ et al.,
2011).

O tratamento com extrato de alecrim 1% demonstrou apenas um pico inicial
no tempo 36 horas, com posterior atividade constante parecida com o controle agua.
Isso pode ter ocorrido devido ao fato desta concentracdo do extrato de alecrim ser
muito baixa e, portanto, hdo conseguiu induzir a resisténcia da planta a ponto de
elevar a atividade da enzima peroxidase ap0s a inoculacao do patégeno, ndo sendo
eficiente no processo de inducéo.

Segundo Viecelli et al. (2010), a alteracdo na atividade de peroxidase é
correlacionada a suscetibilidade ou resposta de resisténcia em diversos
patossistemas. Esta enzima, segundo Resende et al. (2007), € responsavel por
catalisar a oxidacdo de alcoois fendlicos a lignina, fazendo com que ocorram
mudancas na parede celular e proporcionando mais resisténcia contra as toxinas
gue sao liberadas pelos patégenos. Alguns autores sustentam a hipétese de que as
peroxidases ndao podem ser utilizadas nos estudos como marcador de resisténcias
para certos patossistemas, ja que a inducdo de resisténcia ndo esta diretamente
ligada a esta enzima. Boava et al. (2010) acreditam que a atividade de peroxidases
relata alteracdo no metabolismo normal da planta e, portanto, promove mudancas
até mesmo de outras enzimas que possuem rota metabdlica em comum. Stangarlin
et al. (2011a) acreditam que a mudanca da atividade de peroxidases seja um indicio
de inducédo de resisténcia, ja que as enzimas agem de forma preventiva, buscando
impedir que o patdgeno penetre a parede celular.

Segundo Formentini (2012), uma atividade mesmo que baixa ou uma
atividade mais expressiva inicialmente, podem ter relagdo com a pré-disposicédo a
resisténcia e, portanto, apresentarem uma maior expressao quando o patdgeno

inicia 0 processo infeccioso.
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Figura 1 - Atividade de peroxidase em colo de soja cujas hastes e solo do vaso de
cultivo foram tratados com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em
concentracbes de 1% (- <), 2,5%(-——*-—-) e 5%(-—2-—) e inoculado com
Macrophomina phaseolina. Tratamento controle: agua (——). O tratamento
ocorreu no tempo zero e a inoculagdo 72 horas apdés o mesmo. *: indica diferenca
significativa, dentro de cada tempo de amostragem, pelo teste Dunnett (P < 0,05)
guando comparada ao controle agua. "S: ndo significativo. CV= 33,01%, 2,42%,

18,98%, 5,94%, 10,11%, 18,38% e 19,79% respectivamente aos tempos 0, 36, 72,
120, 168, 216 e 264 horas ap0s tratamento.

Para a atividade de polifenoloxidase no colo, a concentracdo 5% do extrato de
alecrim foi a Unica que promoveu incremento na atividade as 36 horas apds o
tratamento, bem como as 72 e 120 horas ap0s o tratamento. Verifica-se que houve
um incremento constante na atividade da enzima polifenoloxidase desde 36 até 120
horas ap6s o tratamento. Observa-se uma atividade constante nos tempos 216 a
264 horas apds o tratamento. Para a concentracdo 2,5% do extrato de alecrim,
houve diferenca significativa no tempo 168 horas apds o tratamento com aumento
na atividade da enzima 61,69% maior que o controle agua. Este incremento pode

estar relacionado ao proprio processo infeccioso diferentemente da concentracéo
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5%, que sempre apresentou atividade relativamente alta nesses tempos de
amostragem, com incremento de 37,45% no tempo 36 horas, 67,31% no tempo 72
horas, 67,65% no tempo 120 horas, 22,22% no tempo 216 horas e 42,91% no tempo
264 horas ap6és o tratamento, todos comparados ao controle agua (Figura 2).

Segundo Bonaldo et al. (2005), quando a planta reconhece uma molécula
eliciadora rapidamente, ela consegue se proteger do patégeno com maior eficiéncia.
Porém, neste estudo o aumento da atividade de polifenoloxidase comecou mesmo
apos o tratamento, tendo este aumento acentuado apds a inoculacdo do patdgeno,
portanto, o rapido reconhecimento poderia ter contribuido para estes aumentos. O
aumento constante e precoce pode ser negativo para a planta, pois mesmo
conseguindo retardar o processo infeccioso ou mesmo impedi-lo, em alguns casos o
gasto metabdlico envolvido faz com que a indugdo ndo seja vantajosa, ja que a
planta precisaria de muita energia, e talvez essa energia seria equivalente aquela
gasta na presenca do patdgeno, ndo sendo, portanto, uma boa alternativa.

Comparando-se o0 resultado da enzima polifenoloxidase com a enzima
peroxidase, ndo estaria havendo um evento inicial de priming e posteriormente um
evento secundario onde ocorre o processo infeccioso, porém, tem-se um incremento
de inducgéo proporcionado pelo tratamento 5%, evento esse que se manteve durante
todo o processo de amostragem. Isto ndo seria interessante em termos de controle
da doenca, porque mesmo na auséncia da infeccdo nos tempos 36 e 72 horas apos
o tratamento a atividade continuou alta, o que gera um elevado custo metabdlico
para a planta.

Em trabalho realizado por Silva et al. (2003) utilizando Bacillus cereus, foi
verificada alta atividade de peroxidase, sendo este aumento 10 vezes superior a
atividade normal desta enzima. Isso demostra que dependendo da interagcao pode-
se observar resultados completamente distintos, assim como o0 encontrado neste
trabalho comparando a atividade de peroxidase e de polifenoloxidase para 0 mesmo
patossistema.

No caso deste trabalho, para polifenoloxidase no colo ocorreu uma elevagao
na atividade a partir da aplicacdo do tratamento, diferentemente do que ocorreu na
atividade desta mesma enzima na raiz, onde se observou um pico inicial de
incremento na atividade, com posterior volta a atividade normal e, novamente, um
pico de atividade. Segundo Agrios (2005) a atividade de polifenoloxidase, na grande

maioria dos casos, apresenta niveis mais elevados nos tecidos infectados. Isso
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poderia justificar o fato desse aumento desmedido da atividade de polifenoloxidase
no colo, visto que nesta regido foi realizada a inoculacdo do patdégeno e

possivelmente tenha sido o local de inicio e maior a¢do por parte do patégeno.
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Figura 2 - Atividade de polifenoloxidase em colo de soja cujas hastes e solo do vaso
de cultivo foram tratados com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em
concentragcbes de 1% (-< ), 2,5%(-——*-—-) e 5%(-—~-—) e inoculado com
Macrophomina phaseolina. Tratamento controle: agua (——). O tratamento
ocorreu no tempo zero e a inoculagcdo 72 horas apos o mesmo. *: indica diferenca
significativa, dentro de cada tempo de amostragem, pelo teste Dunnett (P < 0,05)
gquando comparada ao controle agua. "S: nao significativo. CV= 19,73%, 11,84%,
10,54%, 8,53%, 13,61%, 5,92% e 13,61% respectivamente aos tempos 0, 36, 72,
120, 168, 216 e 264 horas apds tratamento.

Em relacdo a atividade de fenilalanina amonia-liase (FAL) no colo das plantas
de soja tratadas com extrato de alecrim, a Unica concentracdo que promoveu
incremento significativo na atividade desta enzima foi 5%, sendo este incremento
82,84% maior que o controle 4gua no tempo 168 horas e 130,09% maior no tempo

216 horas ap6s o tratamento (Figura 3).



31

Estes resultados demostram que o extrato de alecrim para a atividade da
enzima FAL atuou de maneira diferente que para a atividade da enzima peroxidase,
pois néo foi verificado para FAL o comportamento de priming, ou seja, hao houve
dois eventos de inducdo e sim apenas um pico que ocorreu depois da inoculacéo do
patégeno. Provavelmente este incremento foi devido a colonizacdo do patdégeno e
também devido a indugdo do tratamento na concentracdo 5% de extrato de alecrim,
pois nao foi verificado incremento na atividade nas demais concentracoes testadas,
nem no controle agua, que também passou pelo processo de inoculacéo.

Resultados parecidos foram encontrados por Kuhn (2007) em feijoeiros
tratados com Bacillus cereus e ASM, onde de acordo com o autor, isto pode

significar que toda a rota dos fenilpropandides néo sofreu alteracées.
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Figura 3 - Atividade de fenilalanina amonia-liase em colo de soja cujas hastes e solo
do vaso de cultivo foram tratadas com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
em concentragbes de 1% (- -),2,5%(-—%*—--) e 5%(-—2-—) e inoculado com
Macrophomina phaseolina. Tratamento controle: agua (—=—). O tratamento
ocorreu no tempo zero e a inoculagdo 72 horas apdés o mesmo. *: indica diferenca
significativa, dentro de cada tempo de amostragem, pelo teste Dunnett (P < 0,05)
guando comparada ao controle agua. "S: nao significativo. CV= 43,08%, 41,19%,
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46,92%, 18,59%, 19,93%, 17,84% e 29,97% respectivamente aos tempos 0, 36, 72,
120, 168, 216 e 264 horas apoés tratamento.

Para o tratamento alecrim 5%, o incremento da atividade da enzima
peroxidase para a raiz ocorreu da mesma forma que no colo, ou seja, com a
presenca de dois picos, um periodo devido ao proprio tratamento as 36 horas apos
este, com incremento de 60% e um segundo periodo, cerca de 140% maior em
relacdo ao controle. Este incremento pode ter ocorrido devido ao processo de
inducéo, j& que os demais tratamentos também foram inoculados (Figura 4).

Ao comparar a atividade de peroxidase para o colo e para a raiz observa-se
que o segundo pico de inducdo ocorreu mais tarde nas amostras de raiz se
comparado as amostras de colo. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que os
tratamentos foram administrados no solo e na haste, assim, as amostras do colo
receberam tratamento diretamente sobre a area amostrada o que pode ter
contribuido para incremento dos resultados e da atividade de forma mais rapida.

Foi observado também um pico de atividade no tempo 120 horas ap6s o
tratamento, quando utilizado alecrim na concentracdo 2,5%. Para esta mesma
enzima, nas amostras de colo, a concentracdo 2,5% apresentou dois picos de
incremento na atividade, porém, na raiz, apenas um pico foi verificado no tempo 120
horas ap6és o tratamento, onde o incremento foi de 83% se comparado ao controle.

Pelo fato do tratamento ter sido aplicado no solo e sobre o colo da planta, nas
amostras de raiz, os tratamentos podem ter demorado mais para entrar em contato
com as raizes, o que justifica o fato da presenca de apenas um pico para esta
concentracdo, além de que a concentragdo 2,5% do extrato de alecrim é
teoricamente menos concentrada se comparado ao tratamento extrato de alecrim
5%, assim, por demorar a chegar até a raiz e talvez por ter chagado em pequena
quantidade, isso justifique a presenca de apenas um pico de inducgao.

Sabendo que as peroxidases atuam eliminando certos atomos de hidrogénio
de grupos alcoois hidroxicinamicos, os quais formam a lignina, e que somada a
celulose e outros polissacarideos atuam como barreira fisica para dificultar a
penetracdo do patdogeno (CAVALCANTI et al.,, 2005), sua alta atividade pode
contribuir para dificultar o estabelecimento da doenca ja que influencia na entrada do

patogeno.
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Figura 4 - Atividade de peroxidase em raizes de soja cujas hastes e solo do vaso de
cultivo foram tratadas com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em
concentracbes de 1% (- <), 2,5%(-——*-—-) e 5%(-—&-—) e inoculado com
Macrophomina phaseolina. Tratamento controle: agua (——). O tratamento
ocorreu no tempo zero e a inoculacdo 72 horas apds o mesmo. *: indica diferenca
significativa, dentro de cada tempo de amostragem, pelo teste Dunnett (P < 0,05)
guando comparada ao controle agua. "S: nao significativo. CV= 16,26%, 16,90%,
24,19%, 20,87%, 20,01%, 12,06% e 22,17% respectivamente aos tempos 0, 36, 72,
120, 168, 216 e 264 horas ap0s tratamento.

Para a atividade da enzima polifenoloxidase em raizes de soja, observou-se
gue 36 horas apds o tratamento, assim como ocorreu para a atividade dessa enzima
no colo, houve o primeiro pico de atividade com o tratamento alecrim na
concentracdo de 5% que se diferiu do controle com valor cerca de 195% maior
(Figura 5).

A atividade nos tempos 72, 120 e 168 horas apds o tratamento manteve-se

estavel, ndo havendo diferenca estatistica quando comparados ao controle.
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Assim como encontrado na atividade da enzima peroxidase no colo e na raiz,
o0 extrato de alecrim na concentracdo 5% também demostrou dois picos de inducao.
O primeiro pico ocorreu 36 horas apos o tratamento e pode estar relacionado com o
proprio efeito indutor do tratamento ou até mesmo a um efeito priming, j& que néo
havia sido realizada a inoculacdo e porque a atividade nos tempos 72, 120 e 168
horas apoés o tratamento tendeu a voltar ao normal, ndo diferindo do controle.

Apés a ocorréncia da inoculacdo no tempo 72 horas apds o tratamento e,
levando em consideracdo que o fungo demora alguns dias para iniciar o processo
infeccioso, foi verificado no tempo 216 horas ap0s o tratamento a ocorréncia do
segundo pico, sendo este muito maior que o primeiro, demonstrando um incremento
de 425,93% na atividade da enzima quando comparado ao controle agua. Este
segundo pico pode estar relacionado ndo apenas ao processo infeccioso em si, mas
principalmente ao processo de indugdo de resisténcia, uma vez que o0s demais
tratamentos e o controle também passaram pelo processo de inoculacdo, porém,
nao demostraram atividade incrementada nas plantas.

O fato da concentracdo 5% do extrato de alecrim ter demostrado aumento
constante na atividade de polifenoloxidase no colo das plantas pode ter ocorrido
porque a amostra retirada teve o tratamento administrado diretamente sobre ela
(colo), o que elevou a atividade durante praticamente todo o processo de
amostragem, demostrando ndo ser uma opcdo no controle de doencas de plantas,
pois gera elevado custo metabdlico, fazendo com que a planta demande muita
energia para controlar a doenca. Em condicbes de campo, caso em uma lavoura a
doenca ndo ocorra e as plantas fossem tratadas, haveria um gasto metabdlico
desnecessario que implicaria em menor produtividade.

Segundo Romeiro e Garcia (2009), quando uma planta é exposta a um
determinado eliciador de forma antecipada, ou seja, preventiva, seus tecidos
demostram reacdo mais rapida e eficiente quanto as tentativas de colonizacdo do
patdogeno. Segundo Romeiro e Garcia (2009) isto seria um estado primario de
inducado da planta, ou seja, uma sensibilizagdo ou um condicionamento da mesma.
O contato entre o eliciador e a planta de forma precoce desencadearia, portanto, a
sintese de algumas substancias as quais se comportam como sinais bioquimicos,
que podem dominar a planta, desencadeando um processo de indugdo, como
observado para peroxidase em colo e em raiz e em polifenoloxidase para raiz, onde

ha um primeiro pico de inducdo e, posteriormente, picos que compreendem maior
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atividade tanto por inducdo quanto pela colonizacdo do patégeno, sendo, portanto,

picos mais significativos que 0s primeiros.
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Figura 5 - Atividade de polifenoloxidase em raizes de soja cujas hastes e solo do
vaso de cultivo foram tratadas com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em
concentracbes de 1% (- ©°) ,2,5%(-—%-—) e 5%(-—2-—) e inoculado com
Macrophomina phaseolina. Tratamento controle: agua (——). O tratamento
ocorreu no tempo zero e a inoculacdo 72 horas apés o mesmo. *: indica diferenca
significativa, dentro de cada tempo de amostragem, pelo teste Dunnett (P < 0,05)
guando comparada ao controle agua. "S: nao significativo. CV= 39,34%, 17,27%,

37,32%, 8,76%, 15,43%, 28,48% e 62,11% respectivamente aos tempos 0, 36, 72,
120, 168, 216 e 264 horas ap0s tratamento.

Quanto a atividade de FAL na raiz das plantas de soja tratadas com extrato
de alecrim, assim como no colo, a concentracédo 5% de extrato de alecrim foi a Unica
gue promoveu incremento significativo na atividade desta enzima, sendo este
aumento de 340,58% no tempo 216 horas apOs o tratamento. Para a atividade de
FAL no colo, observou-se que esta aconteceu mais cedo quando comparada a raiz,
e se manteve por dois tempos de amostragem (168 e 216 horas ap0ds o tratamento),
diferentemente das amostras de raiz onde o incremento ocorreu apenas 216 horas

apos o tratamento, porém, o acréscimo foi superior ao do colo (Figura 6).
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Provavelmente, a antecipagcdo da indugdo ocorrida nas amostras de colo é
devido ao fato de os tratamentos terem sido aplicados no colo e no solo, assim, no
caso das amostras de colo, o tratamento foi diretamente sobre o colo, e no caso das
amostras de raiz, os tratamentos foram no solo e entraram em contato com a raiz
conforme se aproximavam delas.

Este pico da atividade da enzima deve estar relacionado ao processo
infeccioso e também ao processo de inducdo da resisténcia, ja que a atividade foi
verificada apenas para a concentracdo 5% de extrato de alecrim, ndo sendo
verificada nem para as demais concentracdes nem para o controle 4gua, sendo que
também foram plantas inoculadas. Se essa inducdo fosse apenas relacionada a
inducdo ou avanco da infeccdo, geraria também esse incremento nas plantas
tratadas com agua, o que nao ocorreu.

Segundo Klessig e Malamy (1994), a atividade da enzima FAL produz
precursores para a biossintese de lignina e de outros compostos fendlicos, os quais
se depositam como reacdo a infeccdo. Neste estudo, tanto para as amostras de colo
guanto para as amostras de raiz néo foi observado um pico de inducéo inicial assim
COmO ocorreu para outras enzimas testadas, porém, observou-se que houve um pico
de atividade dessa enzima apos a inoculagédo, o qual ndo esta relacionado apenas
com o processo de coloniza¢do do patégeno, mas sim ao indutor, ou seja, seria uma
atividade elevada devido a inducao pelo extrato de alecrim 5%, visto que 0 mesmo
nao foi observado para os demais tratamentos ou para o controle, que também

passaram pelo processo de inducao.
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Figura 6 - Atividade de fenilalanina aménia liase em raizes de soja cujas hastes e
solo do vaso de cultivo foram tratadas com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis
L.) em concentracbes de 1% (-—©< ), 2,5%(-——%*--) e 5%(-—a —) e inoculado
com Macrophomina phaseolina. Tratamento controle: agua (—e—). O tratamento
ocorreu no tempo zero e a inoculagdo 72 horas apdés o mesmo. *: indica diferenca
significativa, dentro de cada tempo de amostragem, pelo teste Dunnett (P < 0,05)
quando comparada ao controle agua. ": nao significativo. CV= 13,68%, 16,60%,

33,21%, 18,77%, 25,77%, 17,63% e 14,80% respectivamente aos tempos 0, 36, 72,
120, 168, 216 e 264 horas ap0s tratamento.

Concluséao

O extrato de alecrim foi capaz de induzir a atividade de peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amoénia-liase em colo e raiz de plantas de soja
desafiadas com M. phaseolina, revelando a acéo de eliciadores presentes neste

extrato com efeito dose-dependente para a ativagcao desses mecaniesmos.
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4 CONCLUSOES GERAIS

O extrato de alecrim mostrou uma atividade fungitdéxica direta contra M.
phaseolina, representada pela reducdo de 44% no crescimento micelial em meio
sélido, com ponto de minima na concentracdo 4,5% do extrato de alecrim e reducao
de 61% no namero de micro-esclerodios, com efeito dose-dependente, onde o ponto
de minima ocorreu na concentracéo 4,74% do extrato de alecrim. Para crescimento
micelial de M. phaseolina em meio liquido a reducéo foi de 74% sendo o ponto de
minima da equagdo na concentracdo de 6% do extrato de alecrim, concentracdo
esta que proporcionou a menor massa micelial.

Esses resultados apresentados podem ter sido verificados pela acéo
antimicrobiana do alecrim, o qual possui compostos antifingicos como, por exemplo,
cineol, pineno, borneol e canfora, os quais possuem atividade antimicrobiana
conhecida.

Para avaliacdo da severidade em soja infectada com M. phaseolina, no
primeiro ensaio houve reducdo de 53% com ponto de minima da equag¢do na
concentracéo de extrato de alecrim 4,26%. Para o segundo ensaio, a reducéo foi de
56% na doenca, com ponto de minima na concentracdo de alecrim 5,27%. Verificou-
se assim, que o extrato de alecrim tem potencial para controlar a podridao cinzenta
da haste em soja, podendo ser uma alternativa para os agricultores tanto na
agricultura convencional quanto na organica.

Em relacéo a atividade de peroxidase no colo das plantas de soja tratadas, 0
extrato de alecrim nas concentracdes 1%, 2,5% e 5% incrementaram a atividade as
36 horas apds o tratamento. Para as concentracbes 2,5% e 5% houve um
incremento acentuado 168 horas apos o tratamento, sendo em média 75,57% maior
em relacdo ao controle. Houve, portanto, dois picos de inducdo, o primeiro
relacionado com o préprio efeito indutor do tratamento ou até mesmo a um efeito
priming, e o segundo relacionado ao processo infeccioso e, principalmente, ao
processo de inducéo da resisténcia.

Para a atividade de polifenoloxidase no colo, a concentracdo 5% do extrato de
alecrim foi a Unica que promoveu incremento na atividade as 36 horas apds o
tratamento, bem como as 72 e 120 horas apds o tratamento. Esta concentragéo

sempre apresentou atividade relativamente alta nesses tempos de amostragem, com
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incremento de 37% no tempo 36 horas, 67% no tempo 72 horas, 68% no tempo 120
horas, 22% no tempo 216 horas e 43% no tempo 264 horas ap0s o tratamento,
todos comparados ao controle agua.

Em relacdo a atividade de fenilalanina amonia-liase no colo, a Unica
concentracdo que promoveu incremento significativo na atividade foi 5%, sendo este
incremento 83% maior que o controle agua no tempo 168 horas e 130% maior no
tempo 216 horas apds o tratamento.

A atividade de peroxidase para a raiz demostrou incremento na concentracao
5% do extrato de alecrim com presenca de dois picos, um periodo devido ao proprio
tratamento as 36 horas apés este, com incremento de 60%, e um segundo periodo,
cerca de 140% maior em relacdo ao controle.

Ao comparar a atividade de peroxidase para o colo e para a raiz observa-se
que o0 segundo pico de indugcdo ocorreu mais tarde nas amostras de raiz se
comparado as amostras de colo, podendo ser devido ao fato de os tratamentos
terem sido administrados no solo e na haste. Assim, as amostras do colo receberam
tratamento diretamente sobre a area amostrada o que pode ter contribuido para
incremento dos resultados e da atividade de forma mais rapida.

Para a atividade de polifenoloxidase em raizes as 36 horas ap6s o tratamento
houve o primeiro pico de atividade com o tratamento alecrim na concentracao de 5%
gue se diferiu do controle com valor cerca de 195% maior.

Assim como encontrado na atividade da enzima peroxidase no colo e na raiz,
0 extrato de alecrim na concentragcdo 5% demostrou dois picos de inducao. O fato da
concentracdo 5% do extrato de alecrim ter demostrado aumento constante na
atividade de polifenoloxidase no colo das plantas pode ter ocorrido porque a amostra
retirada teve o tratamento administrado diretamente sobre ela (colo), o que elevou a
atividade durante praticamente todo o processo de amostragem, demostrando nao
ser uma opc¢ao no controle de doencas de plantas, pois pode gerar elevado custo
metabdlico, fazendo com que a planta demande muita energia para controlar a
doenca. Em condi¢Ges de campo, caso em uma lavoura a doenga n&o ocorra e as
plantas fossem tratadas, haveria um gasto metabdlico desnecessario que implicaria
em menor produtividade.

Quanto a atividade de FAL na raiz das plantas de soja tratadas com extrato
de alecrim, assim como no colo, a concentracdo 5% de extrato de alecrim foi a Unica

gque promoveu incremento significativo na atividade desta enzima, sendo este
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aumento de 341% no tempo 216 horas apés o tratamento. Para a atividade de FAL
no colo, observou-se que esta aconteceu mais cedo quando comparada a raiz, e se
manteve por dois tempos de amostragem (168 e 216 horas apdés o tratamento),
diferentemente das amostras de raiz onde 0 incremento ocorreu apenas 216 horas
apos o tratamento, porém, o acréscimo foi superior ao do colo. Provavelmente, a
antecipacdo da inducdo ocorrida nas amostras de colo é devido ao fato de os
tratamentos terem sido aplicados no colo e no solo, assim, no caso das amostras de
colo, o tratamento foi diretamente sobre o colo, e no caso das amostras de raiz, 0s
tratamentos foram no solo e entraram em contato com a raiz conforme se
aproximavam delas.

Este estudo confirmou a atuacdo do extrato de alecrim na promocédo da
sanidade em plantas de soja. O extrato de alecrim foi capaz de induzir a atividade de
peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amonia-liase em colo e raiz de plantas de
soja desafiadas com M. phaseolina, revelando a acao de eliciadores presentes neste

extrato.
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