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APRESENTACAO

A obra “Aspectos Epidemioldgicos de Patologias” aborda uma série de livros de
publicacdo da Atena Editora. Em seu volume V, apresenta em seus capitulos, aspectos
epidemioldgicos de patologias analisados em algumas regides brasileiras.

A Patologia é a ciéncia que envolve o estudo das alteragdes estruturais,
bioguimicas e funcionais nas células, tecidos e 6rgaos. O objetivo de estudar essa area
é analisar as alteracbes dos sistemas organicos provocadas por uma enfermidade. E
uma area abrangente e complexa que engloba diversos aspectos como a fisiologia,
microbiologia, imunologia, analise molecular, entre outros; na tentativa de elucidar a
etiologia, sinais e sintomas manifestos, fornecendo suporte para o tratamento.

Esse ramo da ciéncia engloba todos os seres vivos, em suas respectivas
peculiaridades fisioldgicas, fornecendo suporte ndo somente para compreensao das
manifestagbes em humanos, como em animais e plantas também. O intuito deste
compilado de artigos € inter-relacionar o desenvolvimento cientifico e profissional com
a divulgacéo dos estudos realizados na area.

A obra é fruto do esforco e dedicagcao das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacdo de
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma
vis&o geral e regional das doencas tropicais e inspirar os leitores a contribuirem com
pesquisas para a promog¢ao de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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RESUMO: Extratos vegetais podem apresentar
indugdo de mecanismos de resisténcia de
plantas em funcéo da presenca de compostos
com caracteristicas eliciadoras. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes
concentracbes do extrato de alecrim sobre

a producdo de fitoalexina gliceolina em
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EXTRATO DE ALECRIM

cotilédones de soja. Para determinar a producéo
de fitoalexinas, os tratamentos foram aplicados
sobre cotilédones, a extracéo foi feita em agua
e a leitura realizada em espectrofotémetro. O
tratamento adicional Saccharomyces cerevisiae
apresentou maior producdo se comparado as
concentracdes do extrato de alecrim testadas.
Houve efeito dose dependente. Estes resultados
indicam o potencial do extrato de alecrim em
induzir fitoalexinas gliceolina em cotilédones de
soja.

PALAVRAS-CHAVE: Glycine max. Indugao de
resisténcia. Rosmarinus officinalis L..

ABSTRACT: Plant extracts may induce plant
resistance mechanisms due to the presence of
compounds with eliciting characteristics. The
objective of this study was to evaluate the effect
of different concentrations of rosemary extract
on the production of phytoalexin gliceolin
in soybean cotyledons. To determine the
production of phytoalexins the treatments were
applied on cotyledons, the extraction was done
in water and the spectrophotometer reading. The
additional treatment Saccharomyces cerevisiae
presented higher yield when compared to the
concentrations of the rosemary extract tested.
There was a dose-dependent effect. These
results indicate the potential of rosemary
extract in inducing phytoalexins gliceolin in soy

cotyledons.
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11 INTRODUCAO

A producéo de soja é uma atividade econémica expressiva e muito importante
comercialmente (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014) sendo esta cultura acometida por
diversos patdgenos (NETTO, 2008).

Dentro dos métodos alternativos de agricultura, pode-se citar o uso de extratos
vegetais (GARCIAet al., 2012), visto que algumas espécies de plantas, contém em sua
composicéo, substancias que podem apresentar potencial fungicida, e portanto, deve-
se estuda-las na busca da utilizacéo de tais plantas como matéria-prima na sintese de
fungicidas (CELOTO et al., 2008), ou ainda na utilizagdo como indutores de resisténcia
as plantas (STANGARLIN, 2007).

Uma planta medicinal aromatica muito utilizada € o alecrim (Rosmarinus officinalis
L.) que pertence a familia Lamiaceae, é um arbusto, contém aroma forte e flores azuis
(RUPPELT et al., 2015).

Segundo Teske & Trentini (1997) o extrato de alecrim possui em sua composicéao
uma diversidade de substancias como, por exemplo, acetato de bornila, acidos
organicos, acido rosmarinico, borneol, canfeno, canfora, cineol, diterpenos, pineno,
principios amargos, saponina, tracos de alcaloides e taninos.

De maneira geral, as plantas podem se defender utilizando arsenais estruturais,
ndo permitindo que o patégeno penetre na planta, ou ainda reag¢des bioquimicas,
através da producéo de substancias toxicas ao patdgeno ou criando condigdes para
inibir seu crescimento (AGRIOS, 2005).

O estimulo aos mecanismos de defesa das plantas esta relacionado com as
reacbes dos vegetais e seus genes de defesa para resisténcia sistémica adquirida,
hipersensibilidade e producdo de enzimas hidroliticas, fitoalexinas e lignina (DANGL
et al., 2000).

As fitoalexinas sdo compostos antimicrobianos sintetizados pelos vegetais
(PASCHOALATI; DALIO, 2018) e sua sintese é considerada um dos principais
mecanismos de defesa das plantas, sendo este composto relacionado a prevencéo da
infeccao por varios patogenos (TAIZ; ZEIGER, 1998).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um método
alternativo através da utilizagéo do extrato de alecrim para induzir fitoalexina gliceolina
em cotilédones de soja.

2 | MATERIAL E METODOS

Para a realizagc&o do trabalho foi utilizado o extrato de Rosmarinus officinalis nas
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concentragdes: 0%; 1%; 2,5%; 5%. O extrato foi obtido a partir de folhas de alecrim
lavadas e delicadamente destacadas do caule da planta. As folhas passaram por
trituracdo em liquidificador durante 2 minutos juntamente com agua destilada. Foi
utilizada a proporcéo de 50 g de folhas para 450 mL de agua destilada.

O liquido obtido da trituracéo foi filtrado em peneira de 48 mesh e o bagaco
retido na paneira foi prensado em pano e acrescido ao extrato filtrado para melhor
aproveitamento do mesmo. O extrato aquoso obtido na filtragcdo com a peneira de
48 mesh foi novamente filtrado em uma peneira de 200 mesh, e posteriormente em
peneira de 400 mesh, sendo o bagacilho retido nas peneiras descartado e o extrato
filtrado final coletado. O filtrado final obtido foi considerado como extrato de alecrim
10% e para obtencéo das concentrag¢des utilizadas no estudo, foi realizada a diluicao
com agua destilada para 1%, 2,5% € 5%.

O teste para avaliacao da inducéo de fitoalexina gliceolina em soja foi conduzidos
no Laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(Unioeste), Campus de Marechal Candido Rondon - PR.

As sementes de soja da cultivar 6563 IPRO foram desinfetadas em alcool 70%
durante 2 min visando quebrar a tenséo superficial, hipoclorito (2:1) por 3 min e, em
seguida, lavadas com agua destilada corrente até que todo o hipoclorito fosse retirado.

As sementes foram semeadas em bandejas plasticas contendo areia esterilizada
em autoclave a 120 °C durante 2 h. Apés a semeadura, as bandejas permaneceram no
Laboratério de Fitopatologia, da Universidade Estadual do Oeste do Parand, durante
12 dias, momento em que os cotilédones se apresentavam recém abertos.

Assim que se abriram, os cotilédones totalmente intactos que ndo apresentavam
nenhuma mancha, deformacédo ou lesdo, foram retirados das plantas, lavados em
agua destilada, com cuidado para que néo fossem danificados, e enxugados para
execucao do ensaio.

Em cada cotilédone foi realizada uma secc¢éao longitudinal na superficie abaxial
utilizando um bisturi. Foram colocados dois papeis de filtro umedecidos com agua
destilada esterilizada em autoclave a 120 °C durante 20 minutos em placas de Petri.
Dentro de cada uma destas placas estéreis, foram inseridos cinco cotilédones de
forma equidistante e com os cortes voltados para cima. Sobre cada corte, aplicou-se
uma aliquota de 20 yL dos tratamentos (extrato de alecrim nas concentracdes 0%;
1%, 2,5% € 5%). Para o tratamento adicional, Saccharomyces cerevisiae, utilizou-se
suspensao de células (25 mg mL™* do produto comercial Fermento Biol6gico Fresco
Fleishmann).

As placas permaneceram incubadas em BOD no escuro a temperatura de 25 °C
por 20 h. Apdés, foram retiradas da BOD e os cotilédones cuidadosamente transferidos
para frascos plasticos de filme, contendo 15 mL de dgua destilada estéril. Os frascos
foram agitados em agitador orbital a 150 rpm durante 1 h para que a fitoalexina formada
fosse extraida.

Aleitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotdbmetro com absorbancia de

Patologia das Doencgas 5 Capitulo 10




285 nm e posteriormente realizada a pesagem dos cotiladones em balanca analitica.

Para conducao do ensaio utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
com cinco repeticoes. Para as doses aplicou-se regressao e para comparagao com o
tratamento adicional utilizou-se o teste Dunnett (P < 0,05). Foi utilizado o software livre
Genes (Cruz, 2013).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram representados por equacéo de linear (primeiro grau), de
acordo com a Figura 1. Dentre as concentracdes testadas, a concentracdo 5% de
extrato de alecrim proporcionou maior producéo de fitoalexinas glicelinas (Figura 1).

Para fitoalexinas, todas as concentracdes de extrato de alecrim testadas diferiram
estatisticamente do tratamento adicional S. cerevisiae pelo teste Dunnett a 5% de
probabilidade de erro, sendo que a concentracao 0% do extrato de alecrim apresentou
a mais baixa producao de fitoalexinas sendo 64,37% menor que o tratamento adicional
S. cerevisiae (Figura 1).

018 4 @ y=0,01187x+0,5826 R?=0,71

0,16 -

0,14 -

0,12 -

0,10 -

0,08 -

Abs. 285 nm gpf’

0,06

0,04 -

0,02 ~

0,00 T T T |
S. cerevisiae 0,0 1,0 25 5.0

Concentragéo (%)
Figura 1. Inducéo de fitoalexina gliceolina em cotilédones de soja (Glycine max) tratadas com
diferentes concentrag¢des (0%; 1%, 2,5% e 5%) de extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.).

*: indica diferencga estatistica significativa pelo teste Dunnett (P < 0,05) quando comparada a S.
cerevisiae.

Inumeros estudos realizados com plantas medicinais demonstram potencial para
o controle de fitopatdgenos, pela inducéo de fitoalexinas (MUSSURY et al., 2012).
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O alecrim apresenta quantidade significativa de compostos, como alfa e beta-
pineno, canfeno, mirceno, limoneno, terpendides, como o carnosol e o acido oleéanico,
e flavonbides como apigenina, diosmetina, diosmina, e genkwanina, as quais possuem
propriedades antimicrobianas (COSTA, 2002). Estando presente entre estes varios
compostos, os isoflavondides, os quais agem como fitoalexinas (LARCHER, 2000).

De acordo com Schwan-estrada, (2002) inUmeros trabalhos utilizando extrato
bruto oriundo de plantas medicinais, como o alecrim, tém demostrado inducéo de
fitoalexinas.

Estes resultados indicam a existéncia de substancias que possuem caracteristicas
de eliciador (STANGARLIN et al., 2011), assim como demostrado neste estudo.

Em trabalho realizado por Oliveira, Biondo e Schwan-Estrada (2014), trabalhando
com tinturas de Ocimum basilicum (alfavaca), Leonurus sibiricus (Rubim), Rosmarinus
officinalis (Alecrim), Achillea millefolium (Mil-folhas) e do extrato bruto de Eucalyptus
citriodora (Eucalipto) na inducédo de fitoalexinas em cotilédones de soja, encontraram
maior inducéao utilizando o rubin e o alecrim, sendo que este proporcionou indugéao
média 1,63 vezes maior que o controle, 0 que demostra acumulo de gliceolina nos
cotilédones tratados, indicando potencial na inducao de resisténcia em soja.

41 CONCLUSAO

O extrato de alecrim possui potencial de induzir fitoalexina gliceolina em
cotilédones de soja, nas concentracdes testadas e todas as concentragdes do extrato
de alecrim diferiram da S. cerevisiae.
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