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RESUMO

Os extratos e Oleos essenciais de plantas sdo moléculas bioativas de grande
interesse para a inducéo de resisténcia em plantas e no controle de fitopatégenos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato etandlico e 6leo essencial de
folhas de E. uniflora e duas fracdes flavonoides comerciais, quercetina e rutina como
compostos bioativos para o controle de mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum, em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Os compostos foram
testados sobre patdégeno através do crescimento micelial, viabilidade celular,
esclerogénese, morfologia celular e aspectos bioquimicos. E sobre o patossistema
Phaseolus vulgaris-Sclerotinia sclerotiorum foi avaliado aspectos bioquimicos e
moleculares (RT-gPCR) envolvidos nho mecanismo de defesa da planta, dentro de
uma cinética de tratamento e infeccdo (12, 24 e 48 horas). Os dados mostram que
0s compostos testados foram significantemente (P<0.01) relevantes na inibicdo do
desenvolvimento e viabilidade celular in vitro do micélio e na formacdo de
esclerddios do patégeno, sendo observada uma correlacao positiva entre percentual
de inibicdo e as concentracbes dos compostos avaliadas. A concentracao inibitoria
minima (MIC) para o S. sclerotiorum foi de 0.6% (v/v) do extrato etandlico de folhas
de E. uniflora e de 100 ppm do Oleo essencial. Nos bioensaios em plantas, o
tratamento com extrato etandlico ou 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora e
rutina inibiram a formacdo de necrose em folhas de feijoeiro comum com 48 horas
apos inoculacdo. A andlise bioguimica mostrou que os compostos induzem com 12
horas ap6s tratamento a ativacdo das principais proteinas relacionadas a defesa da
planta, quitinases, B-1,3- glucanase, fenilalanina aménia-liase, peroxidases, e
polifenoloxidases. A analise molecular mostrou que o tratamento com extrato
etandlico, quercetina e rutina em plantas sadias ativaram genes relacionados a
patogénese (PRs) em diferentes tempos dentro da cinética de tratamento, e que tais
genes sao altamente expressos em plantas infectadas em comparacdo as plantas
pré tratadas e infectadas. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato
etandlico, flavonoides e o Oleo essencial de folhas de Eugenia uniflora séo
moléculas bioativas potenciais para reduzir a severidade da doenca mofo branco em

plantas de feijoeiro comum.

Palavras-Chave: flavonoides, elicitores de defesa, Phaseolus vulgaris, mofo branco
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ABSTRACT

The extracts and essential oils from plants are bioactive molecules of interest to
resistance induction in plants and the control of plant pathogens. The aim this study
was to evaluate the effect of the ethanol extract and essential oil from leaves of
Eugenia uniflora and two commercial flavonoid fractions, quercetin and rutin, as
bioactive compounds for the control of white mold, caused by the fungus Sclerotinia
sclerotiorum in common bean (Phaseolus vulgaris L.). The compounds were tested
against pathogen through the mycelial growth, cell viability, sclerotia formation, cell
morphology and biochemical aspects. And on the pathossystem Phaseolus vulgaris-
Sclerotinia sclerotiorum was evaluated biochemical and molecular aspects (RT-
gPCR) involved in the mechanism of plant defense, into a kinetic treatment and
infection (12, 24 e 48 hours). The data show that the tested compounds were
significantly relevant (P<0.01) to growth inhibition pathogen’s mycelium and cell
viability in vitro and in the formation of sclerotia of the pathogen a positive correlation
between percent inhibition and the concentration of active compounds applied was
observed. The minimum inhibitory concentration (MIC) for S. sclerotiorum was 0.6%
(v/v) ethanol extract of leaves from E. uniflora and the 100 ppm of the essential oil. In
Bioassays in plants, the treatment with ethanol extract or essential oil from Eugenia
uniflora and rutin inhibited the formation of necrotic area in common bean leaves 48
hours after inoculation. Biochemical analysis showed that the compounds induced 12
hours after treatment the activation of key proteins related to plant defense,
chitinases, [(-1,3- glucanase, phenylalanine ammonia lyase, peroxidases and
polyphenoloxidases. Molecular analysis showed that treatment with ethanolic extract,
qguercetin and rutin in healthy plants activated pathogenesis-related genes (PRs) at
different times into the kinetic treatment, and that these genes are highly expressed
in plants infected compared to the pretreated and infected plants. The results of this
research suggest that the effects of the ethanol extract, flavonoids and oil from
Eugenia uniflora are potential bioactive molecules to reduce the severity of disease

white mold in bean leaves.

Key-words: flavonoids, elicitors of defense, Phaseolus vulgaris, white mold



1. INTRODUCAO

1.1 Utilizacdo de extratos e 6leos vegetais no controle de fitopatdogenos

Pesquisas desenvolvidas com extratos e Oleos derivados de folhas e
frutos de plantas medicinais indicam a prospeccdo de novas moléculas que
apresentem atividade biolégica, como 0s monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides. Tais moléculas demonstram diversas aplicagcbes, como nha
conservacao de alimentos, uso farmaterapéutico, na medicina alternativa, industrias
de cosméticos e perfumes e no controle de fitopatégenos de solo (Bakkali et al.
2008).

O controle inadequado de fitopatdogenos impulsionou a investigacdo de
moléculas bioativas que apresentem atividade antimicrobiana e protetora de plantas.
Os Odleos e extratos vegetais representam uma alternativa na investigacdo de
biomoléculas que atuem no controle de fungos fitopatogénicos, com atividade
fungistética direta, ou na inducdo de resisténcia em plantas, ativando o proprio
sistema de defesa da planta (Sangeetha et al. 2013). Tais compostos possuem uma
riqueza de compostos secundarios, como flavonoides, terpenos, benzenoides, entre
outros compostos (Stasi 1996) que podem atuar na interacdo planta-patégeno
(Sangeetha et al. 2013).

Pesquisas desenvolvidas com O6leos e extratos vegetais relatam a
utilizacao de tais compostos no controle de doencas de plantas. Como por exemplo,
Itako et al. (2008) verificaram a fungitoxicidade dos extratos brutos de Achillea
millefolium (milefdlio), Artemisia camphorata (canfora), Cymbopogon citratus (capim-
limédo) e Rosmarinus officinalis (alecrim) na esporulacdo e germinacdo de conidios
de Alternaria solani (mancha de alternaria) e os seus efeitos em plantas de
Lycopersicon esculentum Mill. (tomate). Rodrigues et al. (2007) avaliaram o efeito do
extrato de Zingiber officinalis (gengibre) sobre o crescimento micelial,
desenvolvimento de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum (mofo branco) e na
protecdo de plantas organicas de Lactuca sativa (alface). Soylu et al. (2007)
demonstraram que 6leos essenciais de Origanum syriacum (orégano) e Foeniculum
vulgare (erva-doce) inibiram o crescimento micelial e a formagéo de esclerodios de
S. sclerotiorum e apresentaram efeito protetor em sementes de Lycopersicum

esculentum (tomate). Siddiqui et al. (2008) demonstraram em campo o efeito



sinérgico de extratos de palha de arroz ou 6leo de frutos de palma enriquecidos com
Trichoderma harzianum sobre o fungo Choanephora cucurbitarum (podriddo humida)
em plantas de Abelmcoschus esculentus L. (quiabo), demonstrando uma reducéo de
85,04% de incidéncia da doenca.

Com o intuito de elucidar a utilizacao de 6leos e extratos como compostos
bioativos com atividade microbiana, Hammer et al. (1999) compararam in vitro a
atividade de 52 extratos e Oleos vegetais sobre diversos microrganismos -
Acinetobacter baumanii, Aeromonas veronii, Candida albicans, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enterica, Serratia marcescens e Staphylococcus aureus - e reforcaram
gue tais compostos atuam efetivamente sobre o crescimento microbiano.

Porém o efeito destes extratos e Oleos vegetais sobre a inibicdo de
crescimento celular de microrganismos ainda € pouco compreendido. Segundo
revisdo bibliografica de Bakkali et al. (2008), os principais efeitos celulares causados
pelos 6leos sdo: citotoxicidade, fototoxicidade, mutagenicidade citoplasmatica e
nuclear, carcinogenicidade e propriedades antimutagénicas. Por apresentarem uma
constituicdo hidrofébica, os Oleos atravessam a parede celular e a membrana
plasmatica alterando a estrutura de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios e
podem causar lise celular (Tolouee et al 2010, Parvu et al 2013, Shao et al 2013).
Estas alteracdes da morfologia celular também foram observadas por Parveen et al.
(2004), os quais avaliaram o tratamento de células de Saccharomyces cerevisiae
com a-Terpinene, composto comumente encontrado em diversos 06leos de planta
medicinais como coentro e palmarosa. Neste trabalho a andlise dos perfis de
expressao génica por microarray mostrou que o tratamento regulou positivamente
genes pertencentes ao metabolismo de lipideos e &acidos graxos, estrutura e
organizacao da parede celular e genes de detoxificacéo celular.

Rasooli et al. (2006) demonstraram por microscopia eletronica de
transmissdo o efeito de 6leos essenciais de Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock
(tomilho) sobre o crescimento micelial de Aspergillus niger (mofo preto). Neste
trabalho as hifas crescidas sob tratamento com estes 6leos apresentaram diversas
alteracdes morfologicas, como o rompimento da membrana plasmatica, perda da
integridade e rigidez da parede celular e perda do citoplasma, e propuseram gue 0s
Oleos apresentam um efeito fungicida devido a propriedade de alterar a sintese de

parede celular pelo fungo, afetando assim o seu crescimento.



Da mesma forma os mecanismos bioquimicos e moleculares de resposta
de defesa de plantas desencadeados pelo tratamento com Oleos e extratos vegetais
exige maior elucidacdo. Sang e Kim (2011) demonstraram que o tratamento com
extratos aquosos de compostagem em plantas de pimenta e pepino reduziu a
incidéncia de antracnose causada pelo patégeno Colletotrichum coccodes. Ainda
neste estudo os autores observaram que este tratamento ativou a expressao das
principais proteinas relacionadas a patogenicidade (PRs) bem como o aumento
enzimatico de proteinas relacionadas a defesa da planta, B-1,3- glucanase,
quitinases e peroxidases.

Neste contexto, 0s Oleos e extratos vegetais apresentam grande potencial
para a investigacdo de moléculas bioativas no controle de fitopatdgenos. Dentre as

plantas medicinais potenciais para investigacado encontra-se a Eugenia uniflora.

1.2 Eugenia uniflora

A Eugenia uniflora pertence classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae,
ordem Myrtales e familia Myrtaceae (Cronquist 1981). Popularmente conhecida
como pitangueira, € uma arvore arbustiva frutifera com ampla distribuicdo
geografica, representada na Australia, no Leste Asiatico e nas Américas (Williams et
al. 1979; Auricchio; Bacchi 2003). Seus frutos apresentam aroma e sabor agradaveis
e sdo ricos em vitamina A e C, apresentando assim alto valor comercial.

Os 6leos essenciais e extratos derivados das plantas de E. uniflora
apresentam composicdo quimica diversa e podem ser extraidos de suas folhas,
frutos, caules, flores e raizes (Da Costa 2009). Sdo produzidos em varios sitios no
interior da célula e sdo armazenados principalmente nos vacuolos e nos tricomas
glandulares (Bakkali et al. 2008).

A caracterizacdo quimica de 6leos essenciais extraidos das folhas de E.
uniflora demonstrou abundancia nos compostos citronelol, geraniol, cineol e
sesquiterpenos (Schapoval et al. 1994). Magina et al. (2009) identificaram 65
compostos na caracterizacdo de espécies Eugenia (Eugenia brasiliensis, Eugenia
beaurepaireana, e Eugenia umbellifiora), prevalecendo o monoterpeno a-pineno e o
sesquiterpeno viridiflorol como compostos majoritarios. Maia et al. (1999)
demonstraram que 0S compostos germacreno, [ germacreno e curzereno

constituem em abundéancia o 6leo essencial de folhas e galhos E. uniflora. Melo et al.



(2007) demonstraram que 0s compostos volateis curzereno e B curzereno foram
identificados com maior abundancia e a andlise por cromatografia gasosa-
olfatometria (CG-O) demonstrou que os compostos mais significantes no aroma do
Oleo de folhas de E. uniflora sdo furanoelemeno, B furanoelemo e germacreno.
Peixoto et al. (2010) identificaram curzereno, 3 germacreno, e [3 curzereno, como
compostos majoritarios.

A caracterizacdo de extratos etandlicos de frutas de diversos géneros da
familia Myrtaceae (Eugenia, Myrciaria, Syzygium), a qual a espécie E. uniflora
pertence, demonstrou a presenca de compostos fendlicos com acao antioxidante,
como cianidina 3-glicosideo, delfinidina 3-glicosideo, &cido elagico, kaempferol,
miricetina, quercetina e rutina (Reynertson et al. 2008). Diversos trabalhos
caracterizando o extrato bruto e etandlico de folhas e frutos de E. uniflora
demonstraram abundancia em taninos hidrolisdveis, antraquinonas, quercetina,
kaempferol, galocatequina e miricetina (Alice et al. 1991; Lee et al. 1997; Hoffmann-
Ribani et al. 2009).

Pesquisas desenvolvidas na area de farmacologia demonstraram a
utilizacdo do Oleo essencial e os compostos polifendlicos extraidos de folhas e
frutos, principalmente na medicina popular, como diurético, antirreumatico, antifebril
e anti-inflamatorio. Tais propriedades podem ser atribuidas a compostos
secundarios como flavonoides, terpenoides, taninos hidrolisaveis, antocianinas e
esteroides (Schapoval et al. 1994; Lunardi et al. 2001). Estudos fisiol6gicos do efeito
do extrato bruto de E uniflora L. em ratos demonstraram efeito anti-hipertensivo e
anti-hipotensivo (Consolini et al. 1999; Consolini; Sarubbio 2002). Amorim et al.
(2009) demonstraram que a administragcdo oral de 6leos essenciais de E. uniflora e
suas fracbes furanosesquiterpenos apresentaram efeitos na percepcdo e
transmissdo de estimulos responsaveis pela dor e na hipotérmia em ratos.

Além da aplicagdo como potenciais compostos de uso medicinal, os 6leos
e extratos de E. uniflora apresentam ampla atividade anti microbioldgica e
antioxidante. Segundo Coelho de Souza et al. (2004), o 6leo essencial de E. uniflora
apresentou acao antimicrobiana significativa para Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus. Os extratos de E. uniflora ja foram descritos por inibirem
a DNA polimerase de Epstein-Barr virus (Lee et al. 1997); apresentarem atividade
antioxidante inibindo a peroxidagdo lipidica e removendo os radicais livres

(Auricchio; Bacchi 2003); e apresentarem ag&do antimicrobiana sobre bactérias



Staphylococcus aureous e Escherichia coli (Holetz et al. 2002; Coutinho et al. 2010).
Xin et al. (2012) demonstraram a atividade do linalol, composto comumente
encontrado em Oleo essencial de E. uniflora, como indutor de defesa em arroz em
situacdes de herbivoria. Porém ha poucos estudos que elucidem os efeitos de 6leos
essenciais e extratos brutos de E. uniflora sobre fungos fitopatogénicos e suas

acdes na interacao planta-fungo.

1.3 Flavonoides

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente encontradas no
reino vegetal. Neste grupo inclui os fendis, acidos fendlicos, flavonoides, taninos e
ligninas e sao amplamente estudados por estes apresentarem atividades
farmacoldgicas, antioxidantes e antimicrobiana (Pietta 2000; Soares 2002).

No grupo dos flavonoides encontram-se as flavonas, flavononas,
isoflavonas, flavondis e antocianinas. Outras classes menores de flavonoides
incluem biflavonas, chalconas, auronas e cumarinas. Os flavonoides sdo compostos
sintetizados nas plantas a partir de aminoacidos aromaticos, fenilalanina e tirosina, e
0 malonato. Seu esqueleto basico é constituido por 15 &tomos de carbono
organizados em trés anéis (C6-C3-C6) (Pietta 2000). A figura 1 representa a
estrutura quimica basica e a via de sintese dos flavonoides em plantas.

Os flavonoides desempenham diversas fun¢gbes nas plantas, podendo
atuar como sinalizadores para polinizagdo de insetos, possuem propriedades
antioxidantes e neutralizadoras de radicais livres, atuam como catalisadores na
fotossintese e/ou como reguladores de canais de ferro na fosforilacdo, apresentam
alta capacidade de remover ions de metais pesados e protecdo contra as espécies
reativas de oxigénio (Pietta 2000).

Os flavonoides quercetina e kaempferol sdo amplamente encontrados em
plantas de interesse comercial, como cebola, couve, alho, maca, brocolis além de
chés e vinho tinto. A gquercetina apresenta distintas formas estruturais como a 3-o-
rutinosideo-quercetina (rutina), quercetina 3-O-hexoside, quercetina 3-O-pentoside
que coexistem na constituicdo de folhas e frutos (Erlund 2004) (Figura 2).

A analise, por espectrometria de massa, de extratos provenientes de
diferentes variedades de frutos de E. uniflora identificaram os seguintes compostos

fendlicos, miricetina 3-O-hexoside, miricetina 3-O-pentoside, miricetina 3-O-



ramnosido, quercetina 3-O-hexoside, quercetina 3-O-pentoside, quercetina 3-O-
ramnaosido e miricetina deoxyhexoside-galato (Celli et al. 2011).

Muitas espécies de plantas ricas em flavonoides tém sido utilizadas como
plantas medicinais, atuando como antioxidantes e neutralizadoras de radicais livres
em sistemas biolégicos, além de atividade antinflamatéria, antitumoral e
antibactericida (Zhu et al. 2004).

Zhu et al. (2004) avaliando o extrato de Biota orientalis sobre ratos
demonstrou também a presenca de quercetina e rutina e as suas atuacfes na
regulacdo dos niveis de acido urico e hiperuricemia. Basile et al. (2000)
caracterizaram a presenca de varios flavonoides como rutina, quercetina e
kaempferol no extrato de folhas de Castanea sativa (castanheira). Neste trabalho o
extrato e as fracdes flavonoides foram avaliados para atividade antibactericida sobre
cepas gram positivas e gram negativas no qual a quercetina e rutina apresentaram
maior efeito antimicrobiano.

Apesar de os flavonoides terem varias propriedades relatadas ainda é
pouco compreendido quais 0s mecanismos e o0s alvos celulares especificos destes
compostos que proporciona sua atividade antimicrobiana. Infere-se que o efeito
antibactericida da quercetina sobre cepas de E. coli seja devido a inibicdo da DNA
girase e clivagem do DNA (Ohemeng et al. 1993; Plaper et al. 2003). Porém pouco
se sabe sobre o efeito destes compostos sobre fungos fitopatogénicos, sendo assim
moléculas potenciais na investigacdo de novos compostos ativos que atuem na

protecdo de plantas ao ataque de patdgenos.
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1.4 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence ao filo Ascomycota, ordem
Helotilales, familia Sclerotineacea, género Sclerotinia. E um fungo de solo
necrotrofico e de grande importancia econémica. Ataca 75 familias, 278 géneros e
408 espécies de plantas (Bolton et al. 2006). Acomete diversas culturas
economicamente importantes, principalmente soja, feijao, girassol, canola, ervilha,
fumo, tomate, batata, nabo e alfafa (Leite 2005; Garcia et al. 2012).

Este fungo produz estruturas de resisténcia denominadas esclerédios.
Estas estruturas sdo formadas em condi¢des limitadas de nutrientes a partir de
ramos laterais de uma ou mais hifas primarias. Durante a esclerogénese, estas hifas
se compactam constituindo assim uma massa de micélio agregado revestido por
uma camada de melanina, constituindo assim o esclerédio. Esta camada de
melanina € responsavel pela protecdo a condicbes adversas do ambiente e ao
ataque de microrganismos do solo. As formas dos esclerddios sdo dependentes da
cultura agricola em que sdo formados e geralmente apresentam formato circular e
irregular (Bolton et al. 2006). Um fator importante para a formagéo de esclerddios é o
pH. Rollins; Dickman (2001) demonstraram que o pH &cido € ideal para a formacéo
de estruturas de resisténcia. O ambiente acido é formado a partir do acumulo de
acido oxalico secretado pelas hifas do fungo proporcionando condi¢cdes favoraveis
ao desenvolvimento dos esclerodios.

Os esclerddios sdo estruturas de propagacgéo e sobrevivéncia do fungo,
podendo permanecer vidveis no solo por longos periodos, nas condigbes mais
adversas de temperatura, umidade, luz e nutrientes. Quando em condicbes

favoraveis de baixa temperatura, alta umidade e na presenca de um hospedeiro



suscetivel, o esclerddio pode germinar de duas formas, geminagéo miceliogénica ou
carpogénica (Bolton et al. 2006; Gorgen et al. 2009).

O ciclo de vida de S. sclerotiorum apresenta duas etapas, miceliogénica e
carpogénica (Figura 3).

Na etapa miceliogénica, o esclerédio germina em novas hifas hialinas,
septadas, multinucleadas e ramificadas que entram em contato com os tecidos da
planta iniciando o processo de infeccao (Bolton et al. 2006).

Na etapa carpogénica, o esclerédio germina produzindo apotécios e,
posteriormente, ascOsporos aéreos que infectam partes aéreas de plantas
hospedeiras (Bardin; Huang 2001). Para formacdo do apotécio, hifas germinam a
partir do esclerddio formando um tubo que se diferencia em um asco em formato de
taca (Figura 3). Este quando maduro produz milhdes de esporos, 0s ascdsporos,
que sdo ejetados para o ar e ao aderirem a parte aérea da planta germinam micélio
com 2 a 3 dias. A partir deste ascésporo € formado um apressorio que penetra na
epiderme iniciando o processo de infeccdo (Bolton et al. 2006).

Desta forma o processo de invasdo em diversas plantas hospedeiras
inicia-se pelo contato dos ascosporos principalmente em flores senescentes e outros
tecidos. A germinacgdo carpogénica € dependente de alguns fatores, como a origem
dos isolados dos esclerddios, exigindo que estes estejam funcionalmente maduros,
pré-condicionados a 2-3 cm na camada superior do solo, umidade e temperatura de
15° C por um periodo entre 10 a 40 dias. E cada apotécio pode produzir até 3 x 10’
ascosporos (Abawi; Grogan 1979).

Além dos ascosporos e esclerddios o fitopatdégeno S. sclerotiorum pode
ser disseminado através da semente. O micélio fica dormente no endosperma da

semente podendo transportar o patdgeno para outras areas (Schwartz 1989).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do Ciclo de vida de Sclerotinia

sclerotiorum. Fonte: Adaptada de http://www.potatodiseases.org/whitemold.html.

1.5 Patossistema Phaseolus Vulgaris-Sclerotinia Sclerotiorum

O feijoeiro comum, Phaseolus vulgaris pertence a classe Magnoliopsida,
subclasse Rosidae, ordem Fabales e familia Fabaceae. No Brasil o periodo
predominante de producao de feijdo irrigado ocorre de maio a setembro, periodo no
qual ha menor percentual de chuvas e umidade relativa mais amena (Rocha et al.
2003). O feijao denominado "de inverno" é cultivado no periodo seco, sob irrigacéo e
em especial com o uso de pivbé central. Porém estas condi¢ces de cultivo irrigado
sdo favoraveis para o desenvolvimento de doengas fungicas, devido a baixa
evapotranspiracdo e a alta umidade do solo proporcionada pela irrigagdo (Meireles

et al. 2000).
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O mofo branco, causado pelo patdégeno Sclerotinia sclerotiorum, destaca-
se como o principal fungo necrotréfico que ataca a cultura de feijoeiro. Tal doenca
pode causar perda total da producéo, perda da qualidade de sementes e graos e até
inviabilizar o seu cultivo (Yorinori et al.1997).

Os sintomas caracteristicos do mofo branco s&o observados
principalmente apos a floracdo. Acomete principalmente as inflorescéncias e axilas
dos ramos e folhas e progridem com as manchas marrons pelas folhas, caules,
ramos e vagens (Figura 4). Ap6s o contato inicial, no local de lesdo forma-se uma
massa aquosa e o tecido necrosado € coberto por micélio branco de aspecto
cotonoso (Bolton et al. 2006). A doenca pode progredir rapidamente em uma planta

individual ou entre plantas proximas (Harrison et al. 2012).

Figura 4 - Plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) apresentando
incidéncia do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum). Adaptado de Lobo Junior
et al. (2009).

Durante o processo inicial de infeccdo o fungo S. sclerotiorum secreta
acido oxalico e enzimas hidroliticas que atuam na degradacéo da parede celular das
células da planta, causando a maceracdo e necrose do tecido hospedeiro. As
enzimas de degradacdo de parede celular tem a funcéo de degradar os polimeros
de pectina, fibras de celulose e hemicelulose em monémeros de simples, os quais
servem como fonte de carbono para o fungo, favorecendo assim sua penetragcao na
célula hospedeira (Annis; Goodwin, 1997; Bolton et al. 2006). Dentre estas enzimas
inclui as pectinases, celulases, hemicelulases, xilanases e proteases (Lebeda et al.
2001).
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Assim para melhor compreensdo do processo inicial de invasdo do S.
sclerotiorum, Hegedus; Rimmer (2005) propuseram um modelo infeccdo para este
patogeno: Inicialmente o fungo produz o acido oxalico que promove a acidificacéo do
meio no local de invasdo. A secrecao do acido oxalico é um fator de patogenicidade
determinante para o processo de infeccdo, pois permite a acdo das enzimas
especificas de degradacdo da parede celular dependentes do pH acido no tecido a
ser macerado, como as poligalacturonases e pectinases. Segundo De Lorenzo G,
Cervone (1997) tais enzimas atuam diretamente na degradacdo da pectina
constituinte da parede celular da planta liberando assim oligogalacturonideos. Estes
compostos de pequena massa molecular induz a expresséo de outras enzimas de
degradacdo, como celulases, hemicelulases, xilanases e proteases as quais
dissolvem totalmente a parede celular da planta.

Em adicdo as proteinas de degradacdo de parede o S. sclerotiorum é
capaz de produzir enzimas de detoxificacdo de metabdlitos secundarios das plantas
(Pedras; Ahiahonu 2005), incluindo os flavonoides e as fitoalexinas. As fitoalexinas
sdo compostos que por definicdo apresentam baixo peso molecular e sdo induzidas
nas plantas em resposta a diversas formas de stress, como o ataque de
fitopatdgenos (Bailey; Mansfield 1982). Desta forma, o metabolismo de detoxificagdo
€ um mecanismo adicional dos fungos fitopatogénicos para ultrapasssar 0s
mecanismos quimicos de defesa das plantas. Sexton et al. (2009) caracterizaram
uma enzima de detoxificacdo produzida pelo S. sclerotiorum, denominada brassinin
glicosiltransferase 1 (SsBGT1). Tal enzima detoxifica por reacfes de glicosilacdo a
brassinin, uma fitoalexina precursora de varias outras fitoalexinas de cruciferas,
demonstrando que tais mecanismos sao essenciais para 0 sucesso de invasao do
patdgeno.

Outro aspecto no processo de invasao é a secrecdo pelo S. sclerotiorum
de oxidorredutases extracelulares. As lacases sdo uma familia de oxidorredutases
gue apresentam como principais substratos o0os compostos fenodlicos e estédo
envolvidas na oxidacdo de fendis e degradacdo de lignina, através da reducdo
molecular do oxigénio a agua (Leonowicz; Grzywnowicz 1981; Eggert et al. 1996).
Coman et al. (2013) demonstraram que fatores como o pH, fontes de nitrogénio e
acido oxalico afetam a producdo de lacases pelo S. sclerotiorum, sugerindo assim

gue esta familia de enzimas sdo importantes fatores de viruléncia do fungo.
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Recentes trabalhos demostraram a atividade de outra oxidorredutase, a
guercetinase (quercetina 2,3-dioxigenase), em microrganismos, Beauveria bassiana
(Costa et al. 2011) Aspergillus japonicus e Bacillus subtilis (Merkens et al. 2007),
Verticillium dahliae (El Hadrami et al. 2011), porém para o S. sclerotiorum a atividade
de quercetinase ainda n&o foi descrito. A figura 5 demonstra a via de degradacao da
quercetina pela acdo de quercetinase em diferentes fungos.
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Figura 5 - Via catabodlica de quercetina em Aspergillus sp e Penicillium sp.
Adaptado de Tranchimand et al. (2005).

1.5.1 Mecanismos de defesa da Planta

O sistema de defesa da planta consiste em dois mecanismos, 0s pré
formados e os po6s formados ou induziveis. Os mecanismos pré-formados séo
considerados barreiras constitutivas das plantas como as cuticulas, ceras, tricomas,
estbmatos diferenciados, entre outros. E 0s mecanismos pos formados sé&o
expressos apds um estresse bidtico sendo considerado a formacédo de papilas,

halos, lignificacdo, formacdo de uma camada de cortica, aléem da libertacdo de
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compostos como fitoalexinas e proteinas relacionadas com a defesa da plantas (PRs
e enzimas antioxidantes) (Agrios 2004).

A inducdo de resisténcia estd associada com duas vias principais, a
resisténcia sistémica induzida que esta associada a sintese de acido jasmonico e
etileno (Van Loon 1997) e a resisténcia sistémica adquirida (RSA), que envolve a
geracdo de sinalizacdo celular no periodo inicial de infeccdo de fitopatdgenos
(Kachroo; Robin 2013) e est4 associada ao acumulo de acido salicilico, inducéao de
proteinas relacionadas a patogénese (PRs), inducdo da sintese de fitoalexinas,
flavonoides e lignina (Van Loon 1997).

Neste contexto a RSA ativa genes envolvidos em diversas respostas de
defesa da planta como as quitinases, B-1,3- glucanase, peroxidades e
polifenoloxidases (Van Loon; Van Strien 1999) e genes envolvidos na via do
fenilpropandides como a fenilalanina amonia-liase e na peroxidacédo de lipideos,
como a lipoxigenase (Sattler; Funnell-Harris 2013).

1.5.2 Controle alternativo do fungo Sclerotinia sclerotiorum

Os fungos fitopatogénicos causam doencas que contribuem
significativamente para a perda total do rendimento das culturas em todo o mundo
(Savary et al., 2006). Em especifico, a contaminacdo do feijoeiro comum pelo fungo
S. sclerotiorum causador do mofo branco resulta na perda da producdo como
também na viabilidade dos grdos. Neste contexto o controle do mofo branco é
geralmente realizado pela utilizacdo de uma grande variedade de diferentes
produtos quimicos sintéticos para inibir o crescimento do fungo (Campanhola 2003).
Porém o uso generalizado de fungicidas apresenta alguns maleficios, como o custo
para aplicacdo, manuseio inadequado e excessivo, residuos téxicos, além de causar
sérios riscos a saude humana e contaminagdo do meio ambiente (Arcury et al.,
2002).

Tais fatores influenciaram na investigacdo de métodos alternativos de
controle da doenca e busca de moléculas bioativas que apresentem potencial
fungicida ou fungistatico e/ou como elicitoras de resisténcia em plantas. Neste
sentido os extratos e Oleos de origem vegetal representam fontes Uteis para
encontrar novos compostos que apresentem carater antifingico e de interesse

biotecnolégico (Bajpai 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do extrato etandlico
e Oleo essencial de folhas de E. uniflora e duas fragdes flavonoides comerciais,
quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi flavona) e rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) no
desenvolvimento de mofo branco (S. sclerotiorum) em plantas de feijoeiro comum (P.
vulgaris), além de avaliar o efeito destes compostos, através de aspectos
bioquimicos e moleculares, na resisténcia sistémica adquirida por plantas no

patossistema Phaseolus vulgaris-Sclerotinia sclerotiorum.

2.2 Objetivos especificos/Metas

2.2.1 Extracédo e caracterizacdo do extrato etandlico e 6leo essencial de folhas de E.

uniflora.

2.2.2 Avaliar o efeito do extrato etandlico e do 6leo essencial de folhas de E. uniflora,
e dos flavonoides quercetina e rutina, sobre diferentes aspectos do desenvolvimento
do fungo S. sclerotiorum:.

- crescimento micelial

- esclerogénese

- morfologia celular

- niveis de atividade de enzimas de detoxificacdo: quercetinase e lacases

2.2.3 Avaliar o efeito do tratamento com o extrato etandlico e 0leo essencial extraido
de folhas de E. uniflora, e dos flavonoides, quercetina e rutina, sobre o patossistema
Phaseolus vulgaris-Sclerotinia sclerotiorum através da analise de  aspectos

bioquimicos e moleculares:

2.2.3.1 Estimar os niveis de atividade de enzimas de resposta de defesa

da planta quitinases, B-1,3- glucanase, fenilalanina amonia-liase,
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peroxidases e polifenoloxidases em plantas de P. vulgaris submetidas a
tratamento com 0s compostos em teste.

2.2.3.2 Avaliar a expressdo temporal de genes de resposta da defesa da
planta por meio de PCR em tempo real (RT-gPCR) em plantas de P.
vulgaris submetidas a tratamento com os compostos em teste durante a

interacdo com S. sclerotiorum.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Extracéao e caracterizacdo do extrato etandlico e 6leo essencial de folhas de

Eugenia uniflora

3.1.1 Material vegetal de Eugenia uniflora

As folhas frescas de E. uniflora foram colhidas em Santo Antonio de
Goias, GO, Brasil (latitude 16 * 28'60 " S, longitude 49 ° 17'00 " W e altitude de 823
m). A planta foi identificada de acordo com uma amostra auténtica depositada pelo
Prof. Dr. José Realino de Paula no Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Goias, sob registro UFG/29859.

3.1.2 Extracdo do extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora

O extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora foi preparado de acordo
com o método proposto por Fiuza et al. (2008) com algumas modificacées. As folhas
de E. uniflora L. foram secas a 40° C durante 24 horas e moidas até obtencédo de um
pé fino. Este p6é foi embebido em etanol a 95%, numa proporcdo de 1:5 (v/v), a
temperatura ambiente e agitado ocasionalmente por 72 horas. Esta solucdo foi
filtrada em papel filtro e o extrato resultante concentrado por evaporador rotativo a
40° C e 40 rpm. O residuo vegetal foi extraido desta mesma forma por duas vezes e
0 extrato etandlico bruto foi obtido. Este extrato etandlico bruto foi dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA), na proporcao de 1:3
(v/v) e a solucédo resultante foi esterilizada por filtracdo utilizando filtro Millipore 0.22

mm e utilizado nos testes in vitro.

3.1.3 Identificagdo do teor de Rutina presente no extrato etandélico de folhas de

Eugenia uniflora

A partir do extrato etandlico extraido de folhas de Eugenia uniflora foi
mensurado o percentual do flavonoide rutina. O teor de rutina foi obtido utilizando
coluna Zorbax XDB C18 e o Cromatdgrafo Waters e2695 (Massachussets, USA)
equipado com detector de Fotodiodo (PDA 2998). A solucdo padrdao de rutina
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(Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA, catdlogo 78095) na concentracdo de 0.059
mg/mL e a solucdo de extrato etandlico na concentracdo de 10.559 mg/mL foram
injetadas no cromatografo utilizando como fase movel o sistema de gradiente de
acetonitrila acidificada, metanol e agua, demonstrado na tabela 1.

O teor de rutina foi calculado utilizando a férmula:

Teor = (Area amostra/Area padrio) x (Concentragédo Padrdo/Concentragdo Amostra) x 100

Onde:
Area rutina (padréo) = 1382756
Area provavel de rutina (extrato etanolico) = 621348

Tabela 1 — Sistema de Gradiente: A = Acetonitrila acidificada 0.2% (Acido fosforico),

B = Metanol e C = Agua 0.05% (acido fosforico), utilizando um fluxo de 1 mL/min.

Tempo (min) A (%) B (%) C (%)
0-7 15 25 60
7 15 25 60
9 15 25 60
15 15 25 60
18 15 25 60
22 15 25 60

3.1.4 Extracado do 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora e suas fracées

volateis

A extracdo do Oleo essencial de folhas de Eugenia uniflora foi realizada
através do processo de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger de acordo com
British Pharmacopoeia (1980). Neste método de extracdo, foram utilizadas 100
gramas de folhas secas da planta foram submersas em 2.5 L de agua destilada em
temperatura constate de 100° C no sistema de Clevenger. ApGs iniciado o processo
de destilagdo, aguardou-se o periodo de 2 horas. O 0leo essencial obtido foi
dessecado com Na2SO4 e armazenado a 0° C, em frasco de vidro escuro.

O 6leo essencial extraido de folhas de E. uniflora foi submetido a anéalise



19

cromatografica, em fase gasosa, acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) em
aparelho SHIMADZU QP5050A. Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida
(CBP - 5; 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), com um fluxo de 1.0 mL/min de Hélio como
gas de arraste. O aquecimento foi realizado com temperatura programada (60° C/2
min; 3° C min%/240° C; 10° C min-t/280° C; 280 °C/10 min) e energia de ionizacéo de
70 eV. O volume de injecéo foi de 1 yL de cada amostra diluida em CH2Cl2 na

proporcao de 1:5.

3.1.5 Andlise do teor e da composicao quimica do 6leo essencial de folhas de

Eugenia uniflora

Os componentes quimicos do Oleo essencial de folhas de E. uniflora
foram identificados por comparagcdo dos espectros de massa e indices de retencéo
com 0s componentes mais comuns de Oleos essenciais relatados na literatura
(Adams 2007). Os indices de retencdo foram calculados através da coinjecdo de
uma mistura de hidrocarbonetos, C 9 — C 22, e utilizacdo da equacdo de Van Den
Dool; Dec Kratz (1963).

3.2 Efeitos do extrato etanolico, flavonoides e 6leo essencial de folhas de

Eugenia uniflora, sobre Sclerotinia sclerotiorum

Os efeitos do extrato etandlico, flavonoides, rutina e quercetina, e 6leo
essencial de folhas de Eugenia uniflora foram avaliados in vitro sobre o crescimento

micelial de S. sclerotiorum e no desenvolvimento de esclerddios.

3.2.1 Cultura do fungo Sclerotinia sclerotiorum

O fungo S. sclerotiorum utilizado nos experimentos, linhagem SPS, foi
isolado e caracterizado de plantas de feijoeiro comum (P. vulgaris) no Laboratério de
Biologia Molecular de Fungos Filamentosos da Universidade Federal de Goias. A
manutenc&o da cultura foi feita em meio BDA (Batata, Dextrose, Agar) suplementado
com ampicilina na concentracao final de 100 pg/mL. A cada 4 dias discos de 7 mm
de diametro foram retirados da borda da cultura do fungo e inoculados em uma nova

placa de Petri. A cultura foi incubada em estufa BOD a 20 “C no escuro.
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3.2.2 Avaliacdo da capacidade inibitoria minima (MIC) do extrato etandlico e do

0leo essencial de folhas de Eugenia uniflora

Para analisar a capacidade inibitéria minima (MIC) do extrato etandlico e
do Oleo essencial de folhas de E. uniflora sobre o crescimento do fungo S.
sclerotiorum, discos de 7 mm de didmetro da cultura do fungo crescido em meio
BDA por 4 dias foram inoculados em meio BDA enriquecido com concentracdes
crescentes do extrato etandlico, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4. 1.6. 1.8 e 2.0%
(v/v) ou do dleo essencial, 10.0, 50.0, 100, 250, 500, 1000, 1500, 2000 e 2500 ppm.
O meio de cultura BDA sem os compostos foi utilizado como controle do
experimento. As placas foram incubadas em estufa BOD a 20 °C e o crescimento
micelial do fungo acompanhado. Nos pontos de 24, 48 e 72 horas ap6s inoculacao
(hai) o crescimento micelial radial foi mensurado em diregdes ortogonais. Foram
utilizadas trés repeticdes por concentracdo e o percentual de inibicdo foi calculado

em relacdo ao controle do experimento.

3.2.3 Efeito in vitro do extrato etanodlico, flavonoides e 6leo essencial de folhas
de Eugenia uniflora sobre o crescimento micelial e desenvolvimento dos

esclerédios do Sclerotinia sclerotiorum.

O extrato etandlico, dois compostos flavonoides quercetina e rutina, e o
oleo essencial de folhas de E. uniflora foram selecionados para avaliar o efeito sobre
o crescimento micelial de S. sclerotiorum. Discos de 7 mm de diametro da cultura do
fungo crescido em meio BDA por 4 dias foram inoculados em meio BDA enriquecido
com 0.25, 0.5 e 1.0% (v/v) do extrato etandlico de folhas de E. uniflora, 1.25, 2.5 e
5.0 mg/L de quercetina (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA, Catalogo Q4951); 1.25,
2.5 e 5.0 mg/L de rutina (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA, Catalogo 78095) e 50,
500, 1500 e 2500 ppm do dGleo essencial. O fungicida comercial Fluazinam (3-cloro-
N-(3-cloro-5-trifluormetil-2-piridil)-a,a,a-trifluor-2,6-dinitro-p-toluidina) ~ foi  utilizado
como controle positivo nas concentragdes 0.1, 1.0 e 10.0 ppm. O meio de cultura
BDA sem os compostos foi utilizado como controle do experimento. As placas foram
incubadas em estufa BOD a 20° C e o crescimento micelial do fungo mensurado em

direcdes ortogonais nos pontos de 24, 48 e 72 hai. Foram utilizadas trés repetices
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por concentracdo e o percentual de inibicdo foi calculado em relagcdo ao controle do
experimento.

O desenvolvimento dos esclerodios foi avaliado aos 15 dias apods a
inoculacao. Os esclerddios formados foram quantificados, pesados e medidos com a

utilizacéo de um paquimetro digital.

3.2.4 Efeito in vitro do extrato etandlico, flavonoides e 6leo essencial de folhas

de Eugenia uniflora sobre viabilidade de esclerddios.

Os esclerddios formados nas placas com meio BDA enriquecido com
1.0% (v/v) do extrato etandlico de folhas E. uniflora, 5.0 mg/L de quercetina e 5.0
mg/L de rutina e 500 e 1000 ppm do 6leo essencial foram avaliados quanto a
viabilidade de formacdo de novas hifas. Estes esclerddios foram tratados por 3
minutos em &lcool 70%, 3 minutos em hipoclorito de sddio 50% e lavados duas
vezes em agua destilada. Apds secarem sobre papel de filtro foram colocados em
meio BDA e incubados em estufa BOD a 20° C. Apés 7 dias o crescimento micelial
radial foi mensurado em direcdes ortogonais. O teste foi feito em triplicata para cada
concentracdo e esclerddios formados em placas contendo meio BDA foram

utilizados como controle do experimento.

3.2.5 Teste de suscetibilidade in vitro

A viabilidade celular do fungo S. sclerotiorum foi avaliada de acordo com
o Protocolo Alamar Blue® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) Patente N° 5,501,959. O
fungo S. sclerotiorum isolado SPS foi cultivado em placas de Petri contendo meio de
cultura BDA durante 3 dias a 20° C. Hifas jovens da borda da cultura foram
crescidas em 125 uL de meio minimo (MM) (2.0 g de Nitrato de Amoénia, 1.0 g de
Fosfato de Potassio, 0.1 g Sulfato de Magnésio, 0.5 g de Extrato de Levedura, 3.0 g
de Acido Malico e 1.0 g de Hidroxido de Sodio por litro de agua destilada)
suplementado com 0.1% de glicose e extrato etandlico de folhas de E. uniflora com
concentracbes 0.2, 0.4, 0.6, 0.8% (v/v) em microplacas de cultura celular com o
fundo plano (NEST). As placas foram incubadas a 20° C por 24 horas. Apés o
tratamento adicionou-se a cultura 75 uL de tampao fosfato (400 mM pH 7.4) e 20 pL
de Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, Catadlogo DAL1025). As placas
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foram incubadas no escuro & 37° C por 12 horas. Apds este periodo 150 pL do
sobrenadante de cultura foi transferido para uma nova microplaca. As leituras de
absorvancia a 570 nm e 600 nm foram realizadas para determinar o percentual de
reducdo do AB. Hifas néo tratadas foram utilizadas como controle do experimento e
0 ensaio foi realizado em triplicata. A redugédo do alamar blue foi calculado através
da equacao fornecida pelo fabricante:

Percentual de Redugdo = (eOX) A2AA1 - (eOX) AMAA2 x 100
do Alamar Blue (eERED) AMANA2 - (ERED) A2A'A1

Onde:

A = comprimento de onda 570 nm,

A2 = comprimento de onda 600 nm,

(eOX)A1 = coeficiente de extingdo molar para forma oxidada do AB a 570 nm = 80,586
(eOX)A2 = coeficiente de extingdo molar para forma oxidada do AB a 600 nm = 117,216
(eRED)A1 = coeficiente de extingdo molar para forma reduzida do AB a 570 nm = 155,677
(eERED)A2 = coeficiente de extingdo molar para forma reduzida do AB a 600 nm = 14,652
AA1 = absorvancia nos pogos teste a 570 nm

AA2 = absorvancia nos pocos teste a 600 nm

A’A1 = absorvancia do controle negativo a 570 nm

A’A2 = absorvancia do controle negativo a 600 nm

3.2.6 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A andlise de MET foi realizada conforme descrito por Romagnoli et al.
(2005), com algumas modificagdes. Discos de 7 mm de diametro da cultura do fungo
crescido em meio BDA por 4 dias foram inoculados em meio BDA enriquecido com
1.0% (v/v) do extrato etanolico de folhas de E. uniflora. Apés 48 horas de
crescimento discos do micélio tratado e do controle (micélio ndo tratado) foram
fixados por um periodo de 10 horas a temperatura ambiente em 2.5% glutaraldeido
e solugcédo de acido picrico 0.2% em tampéao Millonig's pH 7.3. As amostras foram
lavadas duas vezes por 10 min no mesmo tampéao e pos fixadas por 2 horas em
tetroxido de 6smio 1.0% diluido em tampéao Millonig's pH 7.3 e lavadas novamente

no mesmo tampé&o por 5 min. As amostras foram desidratadas em uma série de
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acetona graduada (30%, 50%, 70%, 95%, 95%, 15 minutos para cada diluicdo de
acetona e trés vezes em acetona a 100% por 10 min) e posteriomente incorporadas
em resina araldite. Os blocos obtidos foram cortados com uma navalha de diamante
em cortes ultrafinos de cerca de 60 nm. Estes cortes ultra finos foram contrastados
com acetato de uranila 2.0% seguido por citrato de chumbo 2.0% por 10 minutos
cada etapa. As amostras foram examinadas e as imagens digitais capturadas
utilizando Microscoépio Eletrénico de Transmissédo (MET), Jeol, JEM-2100, equipado
com EDS, Thermo scientific do Laboratorio Multiusuario de Microscopia de Alta

Resolucao (LabMic) da UFG. O teste foi realizado em triplicata.

3.2.7 Inducdo em meio liquido para producédo de enzimas de detoxificacao

A inducdo em meio liquido foi realizada em MM suplementado com 1%
parede celular de folhas de P. vulgaris (PC) como fonte de carbono. Para obtencao
da parede celular folhas de feijoeiro comum foram maceradas em nitrogénio liquido
com auxilio de almofariz e entdo homogeneizadas ao MM. Assim, quatro discos com
7 mm de diametro da cultura do fungo crescido em meio BDA por 4 dias foram
inoculados em frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de MM suplementado
com a fonte de carbono. A cultura foi agitada a 120 rpm a 20 °C durante 48 h. Apos
este periodo de crescimento, as culturas foram filtradas em papel filtro para
separacao do micélio. O micélio foi lavado duas vezes com agua destilada estéril e
utilizado como inéculo em 25 mL de MM com 1.0% de PC e suplementado com
0.5% ou 1.0% de extrato etandlico de folhas de E. uniflora. As culturas foram
mantidas sob agitacdo constante de 120 rpm a 20 °C. Nos pontos de 12, 24 e 48 hai
as culturas foram filtradas através de papel filtro para retirada do micélio. O
sobrenadante de cultura (filtrado) foi utilizado como extrato proteico bruto para a
determinacdo de atividades de enzimas de detoxificacdo. As proteinas totais do
extrato proteico bruto obtido foram quantificadas utilizando o Quant iT-Protein Assay
Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

3.2.7.1 Atividade de Quercetinase

A atividade de quercetinase foi determinada a 25°C através da

monitorizacdo da queda no pico de absorvancia a 367 nm devido a decomposicao
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de quercetina conforme descrito por Hund et al. (1999). A reacdo enzimatica
consistiu de 2.0 mL de tampéo fosfato de sodio (50 mM pH 6.0) contendo 20 uL de
uma solucédo de estoque 10 mM de quercetina (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA,
Catalogo Q4951) diluida em DMSO (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) e 200 pL do
extrato proteico bruto do sobrenadante de cultura. Uma unidade de quercetinase foi
definida como a quantidade de enzima oxidante de 1 umol de quercetina por minuto.
Os resultados foram expressos como atividade especifica em unidade enzimatica

(U.E.)/min/mg de proteina.

3.2.7.2 Atividade de Lacase

Atividade de lacase foi determinada de acordo com o método proposto
por Leonowicz; Grzywnowicz (1981). O siringaldazina (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
EUA, Catalogo S7896) foi utilizado como substrato. A oxidacdo do substrato (es2s =
65.000 Mt.cm™) foi monitorizada através do aumento da absorvancia a 525 nm
durante 5 min. A reagdo enzimatica consistiu de 1.0 mL de tampé&o acetato de sodio
(50 mM pH 5.0) contendo 100 pL de uma solucdo de estoque de 1 mM
siringaldazina diluida em etanol absoluto e 200 pL do extrato proteico bruto do
sobrenadante de cultura, conduzida a 25 °C. Os resultados foram expressos como
atividade especifica em unidade enzimatica (U.E.)/min/mg de proteina.

3.3 Efeitos do tratamento de extrato etandlico, flavonoides e 6leo essencial de
folhas de Eugenia uniflora em plantas de Phaseolus vulgaris inoculadas por

Sclerotinia sclerotiorum
3.3.1 Material vegetal Phaseolus vulgaris

Plantas de Phaseolus vulgaris cv. Pérola (BRS) foram cultivadas em
vasos de plastico de 5 kg contendo solo adubado com NPK (4-30-16), mantidas em
casa de vegetacao sob temperatura de 20° C, fotoperiodo de 12 horas pelo periodo

de 10 dias e irrigadas diariamente.

3.3.2 Teste de folha destacada
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Folhas destacadas de plantas de feijoeiro crescidas conforme item 3.3.1
foram colocadas em placa de Petri com papel de filtro e agua para manter a
umidade. Estas folhas foram aspergidas com extrato etandlico, 6leo essencial de
folhas de E. uniflora, quercetina ou rutina, respectivamente. Os tratamentos com o
extrato etandlico de folhas de E. uniflora foram realizados nas concentracdes finais
de 0.05, 0.1 e 0.2% (v/v), com a quercetina e rutina com 0.25, 0.5 e 1.0 mg/L e com
0 Oleo essencial de folhas de E. uniflora com 25, 50, 100 e 200 ppm preparadas em
100 pL de DMSO (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) sendo o volume final ajustado
para 500 pL com agua destilada. As folhas foram tratadas por aspercdo com o
volume final de 500 pL por folha. As placas com as folhas tratadas foram incubadas
em camara de germinacao a 20° C por 24 horas com fotoperiodo de 12 horas. Apos
este periodo, discos com 7 mm de diametro da cultura do fungo crescido em meio
BDA por 4 dias foram inoculados nas folhas destacadas e as placas foram
incubadas em igual condicdo. A formacdo da area de lesdo foi mensurada com
auxilio de um paquimetro digital com 12, 24 e 48 hai. O grupo controle foi composto
por folhas tratadas com uma solucdo de 500 pL/folha contento 100 uL de DMSO
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) e 400 pL de agua e inoculadas com o fungo. Os
testes foram feitos em triplicatas para cada concentracdo dos compostos testados e
o percentual de inibicao foi calculado em relacdo as folhas destacadas que néo

receberam tratamento.

3.3.3 Tratamento e inoculacdo de Plantas de Feijoeiro Comum para analise

macroscopica, bioquimica e molecular

Plantas de feijoeiro crescidas conforme item 3.3.1 foram tratadas com
extrato etandlico de folhas de E. uniflora (0.2% v/v), quercetina (1.0 mg/L) rutina (1.0
mg/L) ou Oleo essencial de folhas de E. uniflora (200 ppm) preparadas em 100 uL de
DMSO (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) sendo o volume final ajustado para 500
uL com agua destilada. O tratamento foi realizado por aspersédo de 500 uL por folha
até o gotejamento. Estas plantas tratadas foram mantidas a 20° C e 90% de
umidade relativa por 24 horas com fotoperiodo de 12 horas. Apds o periodo de
tratamento, discos com 7 mm de diametro da cultura do fungo crescido em meio
BDA por 4 dias foram inoculados na porcao adaxial de folhas. As plantas foram

mantidas a 20° C com fotoperiodo de 12 horas. As areas de lesbes foram
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mensuradas com 12, 24 e 48 hai. O grupo controle foi composto por plantas sadias
tratadas e plantas sadias sem tratamento inoculadas com discos de agar estéril.
Para analise bioquimica e molecular as folhas foram coletadas em 0, 12, 24 e 48 hai
e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para extracdo de proteinas totais
e RNA. Os testes foram feitos em triplicata, no qual cada tratamento teve um
conjunto de trés plantas e cada ponto de analise (12, 24 e 48 hai) para cada

tratamento teve um conjunto de trés plantas.

3.3.4 Atividades Enziméticas

Para a extracdo de proteinas um pool de folhas de um conjunto de trés
plantas tratadas e inoculadas conforme o item 3.3.1 foram utilizadas para analise. A
guantidade de 0.5 g das amostras de folhas de feijoeiro comum foram maceradas
em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e homogeneizadas em 1 mL de
tampéo acetato de sédio (50 mM pH 5.0). O homogenato foi centrifugado a 4.500 g
durante 30 min a 4°C. O sobrenadante obtido foi considerado o extrato bruto para a
determinacdo de atividades enzimaticas de resposta de defesa da planta. As
proteinas totais do extrato proteico bruto obtido foram quantificadas utilizando o
Quant iT-Protein Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

3.3.4.1 Atividade de Peroxidases

A atividade das peroxidases foi determinada por espectrofotometria direta
a 470 nm pela mensuracdo da conversdo de guaiacol em tetraguaiacol (Lusso;
Pascholati 1999). A reacéo consistiu de 2.9 mL de uma solugdo contendo 250 uL de
guaiacol (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) e 306 pL de perdxido de hidrogénio em
100 mL de tampéo fosfato (100 mM pH 6.0) e 100 yL do extrato proteico bruto. O
branco da reacao continha 3 mL de uma solugédo com 250 yL de guaiacol e 306 pL
de peroxido de hidrogénio em 100 mL de tampéo fosfato (100 mM pH 6.0). Os testes
foram feitos em triplicata. A atividade das peroxidases foi definida como um aumento
de 0,1 unidades de absorvancia por minuto. Os resultados foram expressos como

atividade especifica em unidade enzimatica (U.E.)/min/mg de proteina.
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3.3.4.2 Atividade de Fenilalanina aménia-liase (PAL)

A atividade de PAL foi mensurada pela producéo de acido trans-cinamico
a partir de L-fenilalanina como substrato, conforme descrito por Zucker (1969). A
reacao consistiu de 100 yL do extrato proteico bruto, 400 yL de 50 mM de L-
fenilalanina em tampéo tris-HCI (25 mM pH 8.8) e 500 uL de tampao tris-HCI (25 mM
pH 8.8) que foi incubada durante 2 horas a 40° C. A quantidade de acido trans-
cindamico produzida foi determinada por leitura de absorvancia a 290 nm. Os testes
foram realizados em triplicata. A atividade da PAL foi definida como a quantidade de
enzima que produz um aumento na absor¢ao a 290 nm de 0,01 por hora do ensaio
padrdo. Esta mudanca é equivalente a formacao de 1 ug de acido trans-cinamico por
mL de mistura de reacdo. Os resultados foram expressos como atividade especifica

em unidade enziméatica (U.E.)/min/mg de proteina.

3.3.4.3 Atividade de B -1,3- Glucanase

A atividade de B-1,3- glucanase foi mensurada através da formacao de
glicose a partir de laminarina como substrato, como descrito por Boller (1992). A
reacao consistiu de 50 pyL do extrato proteico bruto, 100 pyL de 0,25% de laminarina
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) dissolvida em tampéao acetato de sédio (100 mM
pH 5.0) que foi incubada por 30 minutos a 40° C. A reacéo foi parada pela adicdo de
750 uL de acido dinitrossalicilico (DNS) e fervida durante 5 minutos. A concentracao
de acucar redutor foi determinada por espectrofotometria a 550 nm pelo método de
DNS (Miller 1959), utilizando glicose como padrdo. Os testes foram feitos em
triplicata. Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar 1 pmol de acUcar redutor por minuto de reacdo. Os
resultados foram expressos como atividade especifica em unidade enzimatica

(U.E.)/min/mg de proteina.
3.3.4.4 Quitinases
A atividade de quitinases foi mensurada através da formacao de glicose a

partir da Quitina coloidal (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA, catalogo C-7170) como

substrato. A reacdo consistiu de 50 uL do extrato proteico bruto, 50 puL de 1.0% de
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Quitina coloidal dissolvida em tampéo acetato de sédio (100 mM pH 5.0), e foi
incubada a 40° C durante 60 minutos. A reacao foi parada pela adicao de 1.0 mL de
DNS e fervida durante 5 minutos. A concentracdo de acgucar redutor foi determinada
por espectrofotometria a 550 nm pelo método de DNS (Miller 1959), utilizando
glicose como padrdo. Os testes foram feitos em triplicata. Uma unidade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pumol de agucar
redutor por minuto de reacdo. Os resultados foram expressos como atividade

especifica em unidade enzimatica (U.E.)/min/mg de proteina.

3.3.4.5 Polifenoloxidases

Atividade das polifenoloxidases foi determinada de acordo com o método
proposto por Duangmal;, Owusu Apenten (1999). O pirocatecol (Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, EUA, Catalogo C9510) foi utilizado como substrato. A atividade de
polifenoloxidases foi monitorada a 420 nm devido a conversdo do pirocatecol em
quinona a 30° C. A reacao consistiu de 900 yL uma solugdo contendo 20 mM de
pirocatecol dissolvido em tampédo fosfato de sodio (100 mM pH 6.8) e 200 uL do
extrato bruto do sobrenadante de cultura. Os testes foram feitos em triplicata. A
atividade de polifenoloxidases foi definida como um aumento de 0,1 unidades de
absorvancia por minuto. Os resultados foram expressos como atividade especifica

em unidade enzimatica (U.E.)/min/mg de proteina.

3.3.5 Isolamento de RNA total e PCR em tempo real (qPCR)

Para a extracdo de RNA um conjunto de folhas coletadas de trés plantas
tratadas e inoculadas conforme o item 3.3.1 foram utilizadas para analise. O RNA foi
extraido, utilizando o protocolo padréo de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O
RNA foi tratado DNAse | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para eliminar tragcos de
DNA gendmico, seguido de inativacdo da enzima (EDTA 2,5 mM, 65°C / 10 min) e
precipitacdo com etanol absoluto. O RNA total foi quantificado utilizando o ensaio
colorimétrico Qubit (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) e a verificacdo da
gualidade foi feita utilizando eletroforese em gel de agarose 0.8% contendo brometo
de etideo (EtBr).
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O sistema RT-gPCR com deteccdo pelo SYBR Green (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) foi utilizado para analisar a expresséo de genes
de interesse. A gquantidade de 1 ug RNA foi submetida a reacédo de transcriptase
reversa (Supercript 1ll — Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) usando o iniciador
oligo(dT)12-18 e posteriormente submetidos a PCR em tempo real. Os ensaios de
amplificagdo foram realizados com StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) 10 pL de reacgao continha 0.4 yM de cada iniciador, 6 uL de SYBR Green
PCR Master mix (2x), e 0.2 yL do cDNA obtido. A reagdo de amplificagao teve os
seguintes parametros, desnaturacéo inicial a 95° C por 10 min, e 40 ciclos de 15
segundos a 95°C seguidos por 1 minuto a 60° C. A expressao do gene foi obtida
conforme proposto por Livak; Schmittgen (2001). Os iniciadores foram desenhados
no software PRIMER 3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.
cgi/) utilizando como parametros: temperatura de desnaturagéo do iniciador entre 57
— 63 °C, tamanho do iniciador entre 18 e 22 pares de bases (pb) nitrogenadas e o
produto da amplificacdo da reacdo entre 100-200 pb. O gene Actina 11 (P. vulgaris)
foi utilizado como gene referéncia do experimento (Borges et al. 2012). A tabela 02

descreve os iniciadores utilizados para andlise dos genes de interesse.

3.4 Anélise Estatistica

Para todos os experimentos, os dados obtidos foram analisados por meio
da analise de variancia (ANOVA). Quando os resultados foram significativos, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade,
utilizando o software estatistico ASSISTAT (2010) versao 7.6 beta.
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Tabela 2 — Sequéncias de iniciadores utilizados no RT-qgPCR.

Descricao do gene

Iniciadores Forward/Reverse (5°-3’)

PVvPR1

PvPR2

PVvCHIT

PVPAL

PvLOX

PvDOX

PVFPS1

PVACT11

Proteina Relacionada a

patogénese PR-1

B-1,3- glucanase

Quitinase classe 1

Fenilalanina amodnia-liase

Lipoxigenase

a-dioxigenase

Farnesil pirofosfato sintase
1

Actina 11

: AAAGCCAAGAGCGATTCTCTTTTCA

: GAACACTCTGATTTGATAACACTTC

: GAAGATGAGCICAAAGCTGGTAA

: CAAGGATTGGCCAAAAGGTA

:ATTGTTGTGCCAATCCCTTT

: CACCGCCATACAGTTCAAAA

: GACACACAAGTTGAAGCACCA

=
R
F
R
F
R
F
R
F: AGCACTGTGCCTGTTTTCAGT
R
F
R
F
R
F
R

: TGCAGCTTCTTAGCATCCTTC

: AACACACGAGAAGATTCAACCA

: CACAAATCCTCCCAAAATGG
- AAAGGTTCACACCATTGATTGG

: CGGAATAGACGTTGAGGAATG
: AACACCTACCCGAATTTCTGC

: TGCATACGTTGGTGATGAGG
: AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CAPITULO 01 - Extrato etandlico e flavonoides de folhas de Eugenia
uniflora e seus efeitos sobre o mofo branco causado por Sclerotinia

sclerotiorum em plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris).

4.1.1 Resultados

4.1.1.1 Capacidade inibitéria minima (MIC)

O extrato etandlico de folhas de E. uniflora foi utilizado para avaliar a
atividade antifungica sobre o S. sclerotiorum. Os dados obtidos mostram que a
inibicdo do crescimento foi positivamente correlacionada com o aumento da
concentracdo do extrato etandlico e esta relagdo foi ajustada ao modelo linear de
regressao para os pontos avaliados, 24, 48 e 72 hai (Figura 6).

A concentracao inibitéria minima para o S. sclerotiorum foi de 0.6% (v/v)
do extrato etandlico de folhas de E. uniflora, com reducédo do crescimento micelial
radial de 8% em relagdo ao controle. Nas concentracdes a partir de 1.0% (v/v) do
extrato etandlico a inibicdo micelial foi superior a 40% com 24 e 48 hai (Figura 6).

4.1.1.2 Efeito do extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora sobre a

viabilidade celular do Sclerotinia sclerotiorum

Para avaliar o efeito do extrato etandlico de folhas de E. uniflora sob a
viabilidade celular de hifas do S. sclerotiorum foi realizado o teste do Alamar blue
conforme descrito no item 3.2.5 (Figura 7). Este teste é caracterizado pela presenca
de um indicador colorimétrico que durante o crescimento continuo de células o
indicador converte da coloragdo azul para résea, permitindo assim determinar a
morte celular causada por um agente quimico.

Os dados de viabilidade celular mostram que a relac&o entre o percentual
de inibicdo de crescimento celular e as concentracdes do extrato etandlico de folhas
de E. uniflora testadas foi dose dependente, sendo esta relagéo ajustada ao modelo
linear de regressédo. Neste teste 0 IC50 para o S. sclerotiorum foi de 0.6% (v/v) do

extrato etandlico de folhas de E. uniflora (Figura 7A).
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Os dados mostram que no teste de crescimento micelial radial em placa
de Petri a inibicdo do crescimento foi positivamente correlacionada com o aumento
da concentracdes do extrato etandlico de folhas de E. uniflora (Figura 7B) utilizados
para o teste de viabilidade celular, confirmando os resultados anteriormente obtidos

(Figura 6) e indicando a complementariedade dos testes utilizados.
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Figura 6 — Efeito do extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora sobre o
crescimento radial do micélio de Sclerotinia sclerotiorum. O percentual de inibicdo
do crescimento micelial em concentracdes crescentes de extrato etanélico em meio BDA foi
avaliado nos pontos de 24, 48 e 72 horas apés inoculacdo em relacdo ao controle do

experimento.
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Figura 7 — Efeito do extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora sobre a
viabilidade celular do micélio de Sclerotinia sclerotiorum. (A) Percentual de
inibicdo do crescimento micelial em concentragfes crescentes de extrato etandlico em meio
minimo pelo método do Alamar Blue. (B) Percentual de inibicdo do crescimento radial do

micélio em concentracdes crescentes de extrato etandlico em meio BDA.

4.1.1.3 Efeito do extrato etandlico de Eugenia uniflora e dos flavonoides,
guercetina e rutina sobre o crescimento micelial do Sclerotinia sclerotiorum e

desenvolvimento de esclerddios

Baseado na descricdo dos principais compostos presentes no extrato
etandlico de folhas de E. uniflora realizada no trabalho de Fiuza et al. (2008), foram
selecionados dois flavonoides, quercetina e rutina para o teste. O crescimento do S.
sclerotiorum foi avaliado, nos pontos de 12, 24, 48 e 72 hai, em meio BDA
suplementado com 1.25, 2.50 e 5.0 mg/L de quercetina ou rutina (Figura 8). O
fungicida comercial fluazinam foi utilizado como controle positivo has concentracdes
de 0.1, 1.0 e 10.0 ppm. O fluazinam é um fungicida de ac¢édo protetora com pouca
atividade sistémica ou curativa. Seu modo de acdo é através da inibicdo da
respiracao celular interrompendo a fosforilagdo oxidativa (Guo 1991).

Os dados mostram que 0 aumento da concentracdo do extrato etandlico
de folhas de E. uniflora, e da quercetina ou rutina correlacionou-se significativamente
(p <0,01) com a inibicdo do crescimento micelial radial. Para rutina e quercetina a
concentracdo de 5 mg/L foi responsavel por uma inibicdo de 16 e 12%,



34

respectivamente, com 48 hai (Figura 8). Dentre os produtos testados o0 extrato
etandlico apresentou maior inibicdo do crescimento micelial, 40% na concentracdo
de 1% (v/v). Para o Fluazinam foi observado inibicdo de 100% do crescimento

micelial radial nas concentracdes de 1.0 e 10.0 ppm (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito do extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora e dos
flavonoides, quercetina e rutina sobre o crescimento radial do micélio de
Sclerotinia sclerotiorum. O percentual de inibicdo do crescimento micelial nas
concentracdes 0.1, 1.0 e 10.0 ppm do fluazinam, 0.25, 0.5 e 1.0% (v/v) de extrato etandlico,
1.25, 2.50 e 5.0 mg/L de quercetina ou rutina, respectivamente em meio BDA foi avaliado
nos pontos de 48 horas apoOs inoculacdo em relacdo ao controle do experimento. As
diferentes letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de probabilidade (p
<0,01).

Apés o teste de crescimento micelial, o efeito do extrato etandlico de
folhnas de E. uniflora (1.0% v/v), quercetina (5 mg/L) e rutina (5 mg/L) sobre o
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desenvolvimento de esclerddios de S. sclerotiorum foi avaliado (Figura 9). Foi
observado que em placas controle (sem compostos) a formagdo de esclerddios
ocorreu 7 dias apoés inoculacdo e em placas suplementadas com extrato etanélico de
folhas de E. uniflora (0.25% v/v), esta formacgédo foi observada somente 12 dias apds
inoculacdo, caracterizando assim um retardo de 5 dias de desenvolvimento dos
esclerédios. Em placas suplementadas com quercetina e rutina ndo foi observado
atraso na formacao dos esclerédios comparado ao controle.

Os esclerddios formados em placas nos diferentes tratamentos foram
quantificados, mensurados e pesados 15 dias apos inoculacdo. Foi observado que

em todos os tratamentos houve desenvolvimento de um numero superior de
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esclerodios, porém 0os mesmos apresentaram tamanho e peso inferior ao controle
b

(Figura 9).
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Figura 9 — Desenvolvimento in vitro de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum
formados em meio BDA suplementado com extrato etandlico de folhas de
Eugenia uniflora, quercetina e rutina. O efeito de 1.0% (v/v) de extrato etandlico, 5.0
mg/L de quercetina e 5.0 mg/L de rutina em meio BDA foi avaliado 15 dias ap6s inoculacéo
para formacdo de esclerddios. As diferentes letras sobre as barras indicam diferengas

significativas a 1% de probabilidade (p <0,01).

4.1.1.4 Efeito do extrato etandlico e dos Flavonoides de Eugenia uniflora sobre

a viabilidade de esclerddios de S. sclerotiorum
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Os esclerédios de S. sclerotiorum formados em placas suplementadas
com extrato etanolico de folhas de E. uniflora (1.0% v/v), quercetina (5 mg/L) e rutina
(5 mg/L) foram avaliados quanto a viabilidade. Tais esclerédios foram desinfectados
e plagueados em meio BDA e o micélio desenvolvido foi mensurado (Figura 10).

Os esclerddios formados sob tratamento de 1.0% (v/v) do extrato
etandlico de folhas de E. uniflora apresentaram viabilidade similar ao do controle.
Por outro lado, os esclerédios formados sobre tratamento de 5 mg/L de rutina ou

guercetina nao apresentaram crescimento micelial 7 dai (Figura 10).

4.1.1.5 Efeito do extrato etandlico de Eugenia uniflora sobre a morfologia

celular de hifas do S. sclerotiorum

A morfologia celular de hifas do S. sclerotiorum foi avaliada por
microscopia eletrénica de transmissao (Figura 11). Ultra-estruturalmente, as células
das hifas cultivadas em meio BDA controle (sem tratamento) apresentam um formato
linear observado nos cortes transversais e longitudinais da célula (Figura 11A e C),
septos evidentes (Figura 11A e E), um citoplasma elétron-denso, rico em
mitocéndrias distribuidas pelo citoplasma e apresentando dimensdes e formato
regular, vaculos nitidos posicionados abaixo da membrana plasmatica (Figura 11C e
G), poucos peroxissomos evidentes (Figura 11E), membrana plasmatica bem
definida (Figura 11A e G) e parede celular (quitina) eletrén-transparente (Figura
11G).

Foi observado que hifas cultivadas em meio BDA suplementado com
extrato etandlico de Eugenia uniflora apresentaram alteracbes marcantes em sua
morfologia em comparacgao as hifas controle (Figura 11B, D, F e H). A alteracdo mais
evidentee do citoplasma foi referente aos vacuolos, 0os quais apresentam aumento
de dimenséao visivel ao corte transversal (Figura 11B), bem como aumento na
guantidade destes vacuolos observados ao corte longitudinal da célula (Figura 11B).
O citoplasma mostou elevado numero de peroxissomos e mitocondrias (Figura 11F
e H). Na figura 11H foi possivel observar um produto de excrecéo elétron-denso
sendo englobado por um vacuolo, ndo sendo isto observado no controle do

experimento.
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Figura 10 - Viabilidade de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum
desenvolvidos em meio BDA suplementado com extrato etandlico de folhas de
Eugenia uniflora, quercetina e rutina. O crescimento micelial a partir de esclerédios
gue foram formados em meio BDA suplementado com 1.0% (v/v) de extrato etandlico, 5.0
mg/L de quercetina e 5.0 mg/L de rutina foi avaliado 7 dias apos inoculacéo. As diferentes
letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de probabilidade (p <0,01).
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Figura 11 - Microscopia eletrbnica de transmissado de hifas de Sclerotinia
sclerotiorum. (A, C E e G) Hifas saudaveis crescidas sobre meio BDA (controle). (B, D, F
e H) Efeito de 1.0% v/v do extrato etandlico sobre a morfologia celular de hifas. e: produto
de excrecao; mp: membrana plasmética e parede celular; m: mitocdndria; p: peroxissomo;

s: septo; v: vacuolo.
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4.1.1.6 Enzimas de detoxificagcdo produzidas pelo S. sclerotiorum

O efeito dos compostos bioativos presentes no extrato de E. uniflora
sobre os niveis de atividade de enzimas de detoxificacdo, lacase e quercetinase,
produzidas pelo fungo S. sclerotiorum foi avaliado durante uma cinética de inducéo
em meio liquido (Figura 12 e 13). Os dados mostram baixa producdo de
guercetinase durante a inducéo (12, 24 e 48 hai) em meio liquido suplementado com
parede celular de folhas de P. vulgaris, como fonte de carbono. No entanto, quando
acrescido o extrato etandlico (1% v/v) foi observado altos niveis de producdo de

quercetinase, apresentando um pico de atividade de 48 hai (Figura 12).

600 d

500 - b b

400 -

300 -
Controle

200 - m Extrato etandlico

Unidade especifica (Umg™)

100 - C

12 24 48
Tempo (horas)

Figura 12 — Nivel de atividade de quercetinase no sobrenadante de cultura de
Sclerotinia sclerotiorum. A cinética de inducdo do crescimento do fungo foi realizada
com meio minimo (controle) e em meio minimo suplementado com extrato etandlico de
folhas de Eugenia uniflora ambos acrescidos com parede celular de folhas de P. vulgaris. A
mensuragdo de quercetinase foi realizada com 12, 24 e 48 horas ap0s inoculagdo. As
diferentes letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de probabilidade (p

<0,01).

Ja para a atividade de lacase os dados mostram que na inducdo controle
houve alta atividade de lacase no periodo inicial (12hai) seguido por um decréscimo

de atividade no decorrer da cinética. Por outro lado, na presenca do extrato etandlico
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de E. uniflora (1% v/v) houve menor producdo de lacase nos periodos iniciais
seguido por um aumento significativo no periodo final de inducao, indicando que o
extrato etanolico interfere no potencial de detoxificacdo fungica através da producéao

de lacase (Figura 13).
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Figura 13 — Nivel de atividade de lacase no sobrenadante de cultura de
Sclerotinia sclerotiorum. A cinética de inducdo do crescimento do fungo foi realizada
com meio minimo (controle) e em meio minimo suplementado com extrato etandlico de
folhnas de Eugenia uniflora ambos acrescidos com parede celular de folhas de feijoeiro
comum. A mensuracao de lacase foi realizada com 12, 24 e 48 horas ap0s inoculacdo. As
diferentes letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de probabilidade (p
<0,01).

4.1.1.7 Efeito do extrato etandlico e dos flavonoides de Eugenia uniflora sobre
aincidéncia da doenca mofo branco em plantas de feijoeiro comum
4.1.1.7.1 Teste de folha destacada

O extrato etanodlico de folhas de E. uniflora, quercetina e rutina foram

testados como reguladores do desenvolvimento de mofo branco em plantas de

feijoeiro. As folhas destacadas de plantas de feijoeiro foram tratadas com o0s
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respectivos compostos e apdés 24 horas inoculadas com o S. sclerotiorum. O
desenvolvimento da doenca foi mensurado pela area de lesdo formada com 48 hai
(Figura 14). Os dados mostram que as folhas previamente tratadas com extrato
etandlico de E. uniflora ndo desenvolveram manchas necroticas visiveis durante o
estagio inicial de infeccdo em comparacdo com as folhas controle ndo tratadas
(Figura 14A).

As folhas tratadas com quercetina ndo apresentaram um padrdo de
diminuicdo de area de lesdo com o aumento das concentracdes de tratamento, pelo
contrario, no tratamento realizado com 0.5 mg/L de quercetina foi observado maior
area necrética que o controle (Figura 14B). J& o tratamento com rutina nas
concentracfes 0.5 e 1.0 mg/L demonstrou efetiva inibicdo da infeccdo, ndo sendo

observada a formacédo de areas de necrose com 48 hai (Figura 14C).
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Figura 14 - Desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas
de feijoeiro comum previamente tratadas com concentragdes crescentes de
extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora, de quercetina e de rutina. A
area de lesdo formada nas folhas foi mensurada ap6s 48 horas de inoculagéo do fungo. O
percentual de inibicdo da leséo foi avaliado em relag&o as folhas destacadas controle (sem
tratamento). As diferentes letras sobre as barras indicam diferengas significativas a 1% de
probabilidade (p <0,01).
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Corroborando com estes dados de folha destacada, a analise do pefrfil
cromatografico do extrato etandlico de folhas de E. uniflora obtido no presente

estudo confirmou a presenca do flavonoide rutina com o teor de 0.25% (Figura 15).
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Figura 15 — Identificacdo do teor de rutina presente no extrato etandlico de
folhas de Eugenia uniflora. (A) Perfil cromatografico do padrdo de rutina. (B) Perfil

cromatogréfico do extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora.

4.1.1.7.2 Lesdo macroscopica In vivo

A resposta das plantas de feijoeiro frente ao tratamento com o extrato
etandlico de folhas de E. uniflora, de Quercetina e de Rutina foi avaliada pelo
desenvolvimento da area de leséo nas folhas, aspectos bioquimicos e moleculares.
A formacédo da area de lesdo em plantas de feijoeiro pode ser observada na figura
16. A figura mostra que as plantas inoculadas apresentaram alta infeccéo pelo fungo

S. sclerotiorum com 48 hai (Figura 16A), enquanto as plantas previamente tratadas
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com extrato etanolico e apos 24 horas inoculadas com o fungo apresentaram menor

area de lesdo (Figura 16B).

A B
Planta Infectada Planta Trat. Extrato Infectada

}\ \

48 hai

Figura 16 - Desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de
feijoeiro comum previamente tratadas com extrato etandlico de folhas de
Eugenia uniflora. A area de lesdo formada foi avaliada com 48 horas apés inoculagdo do

fungo. (A) Planta controle infectada. (B) Planta tratada com 0.2 % (v/v) de extrato etandlico e

apos 24 horas de tratamento inoculadas com o fungo.

4.1.1.7.3 Andlise bioquimica

Para avaliar os mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de
defesa da planta, induzida pelos diferentes tratamentos, a atividade de proteinas
relacionadas a defesa da planta, como as peroxidases, quitinases, p-1,3- glucanase,
PAL e polifenoloxidases, foram mensuradas (Figura 17).

O efeito dos tratamentos como elicitor de resposta foi avaliado em plantas
de feijoeiro sadias. As plantas sadias tratadas apresentaram alteragcdes significativas

(p <0,01) nos niveis das atividades analisadas quando comparada as plantas sadias
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sem tratamento (Figura 17A). As atividades da [-1,3- glucanase e PAL
apresentaram o mesmo padrdo de cinética enzimatica. O tratamento com extrato
etandlico de folhas de E. uniflora e rutina demonstram uma inducgéo inicial destas
enzimas no ponto de 12 hat (horas apds tratamento), porém o0 pico maximo de
atividade foi em 24 hat. Em contraste as plantas tratadas com quercetina
apresentaram atividades de (-1,3- glucanase e PAL inferior aos outros tratamentos
durante todos os pontos avaliados (Figura 17A).

Para a atividade de quitinases os tratamentos com extrato etandlico de
folhas de E. uniflora e rutina induziram um pico inicial em 12 horas apés tratamento,
em contraste com o tratamento com quercetina que apresentou um pico em 24 hat
(Figura 17A). As plantas tratadas com extrato etandélico apresentaram inducéo inicial
e estatisticamente significativa, com 12 hat para as atividades de peroxidases e
polifenoloxidases. O decréscimo de peroxidases e polifenoloxidades durante a
cinética de tratamento com extrato etandlico foi continuo até o ponto de 48 hat
(Figura 17A). Ja plantas tratadas com rutina apresentaram maximo de atividade de
peroxidases com 24 hat e para atividade de polifenoloxidases se manteve constante
durante a cinética de tratamento. Para o tratamento com quercetina o nivel de
peroxidases ndo foi significativo e o nivel de polifenoloxidades foi constante. Estes
resultados indicam que os tratamentos com o extrato etandlico e as fracbes
flavonoides, sem a presenca do fungo, interferem diretamente na inducdo de
resposta através de proteinas relacionadas a defesa da planta (Figura 17A).

O efeito dos tratamentos em plantas de feijoeiro foi avaliado em uma
cinética de infeccdo pelo fungo S. sclerotiorum foi analisado. A analise das enzimas,
peroxidases, quitinases, B-1,3- glucanase, PAL e polifenoloxidases para plantas
tratadas e apds 24 horas inoculadas também apresentaram resposta significativa
(Figura 17B). As atividades da [3-1,3- glucanase e PAL apresentaram 0 mesmo
padréo de cinética enzimatica observado anteriormente em plantas que receberam
somente o tratamento e ndo a inoculacdo. O tratamento com extrato etandlico
induziu, no ponto inicial 12 horas apos inoculacdo, um pico de B-1,3- glucanase e
PAL que se mantiveram durante todo o processo de infeccdo (Figura 17B). O
tratamento de rutina também apresentou uma resposta positiva para estas enzimas
analisadas, com indugdo maxima com 24 hai. O tratamento com quercetina nao
apresentou expressao significativa durante todo o processo de infeccdo para a

atividade de B-1,3- glucanase e PAL. Para quitinases o tratamento com extrato
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etandlico aumentou de forma significativa sua atividade em 12 hai, porém o nivel
expressivo de atividade foi para o tratamento com rutina no ponto de 24 hai. Para a
atividade de peroxidases e polifenoloxidades todos os tratamentos induziram no
ponto inicial com 12hai um aumento expressivo com destaque ao tratamento com o
extrato etanodlico. O tratamento com rutina apresentou um pico maximo com 24hai

para ambas atividades enzimaticas, peroxidases e polifenoloxidades (Figura 17B).
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Figura 17 — Atividades enziméticas durante o processo de infec¢do por
Sclerotinia sclerotiorum em plantas de feijoeiro previamente tratadas com

extrato etandlico de folhas de Eugenia uniflora, quercetina e rutina. Os
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tratamentos foram realizados com 0.2% v/v de extrato etandlico por folha e com 1.0 mg/L de
quercetina e rutina respectivamente. (A) Cinética de tratamento em plantas sadias. (B)
Cinética de infeccdo em plantas tratadas e ap0s 24 horas inoculadas com o fungo. As
diferentes letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de probabilidade (p
<0,01).

4.1.1.7.4 Analise da expressao génica

Plantas de feijoeiro tratadas com extrato etandlico de folhas de E. uniflora,
guercetina e rutina e inoculadas ou ndo por S. sclerotiorum foram analisadas quanto
a expressao temporal de genes relacionados a patogénese: Proteina Relacionada a
patogénese (PvPR1), B-1,3- glucanase (PvPR2) e Quitinase classe | (PvCHIT).
(Figura 18).

Primeiramente foi avaliado o efeito do tratamento na expresséao diferencial
destes genes em plantas sadias. Para isto foram analisadas plantas que receberam
0S respectivos tratamentos, porém ndo foram inoculadas com o fungo (Figura 18A).
Os resultados mostraram que nestas plantas, o gene PvPR1 foi regulado
positivamente durante todo o processo de infeccdo. O tratamento com extrato
etandlico induziu o acumulo deste transcrito de forma crescente durante o periodo
avaliado. Isto foi também similar para o tratamento com rutina, porém no ponto de
48 hat houve um decaimento desta expressao (Figura 18A). Para o tratamento com
quercetina foi observado um pico de expressao apenas no ponto de 24 hat. Em
contraste, o gene PvPR2 foi regulado positivamente apenas nas plantas tratadas
com quercetina com 48 hat. O gene PvCHIT foi regulado positivamente inicialmente
em 12 hat para o tratamento com rutina. J& para o tratamento com quercetina foi
observado essa relagao positiva com 24 hat. (Figura 18A).

Apos avaliar a influéncia dos tratamentos em plantas sadias foi analisada
a resposta dos pré-tratamentos no patossistema P. vulgaris-S. sclerotiorum (Figura
18B). Como controle deste experimento foram utilizadas plantas inoculadas e sem
tratamento, onde foram observados elevados niveis de expressdo dos transcritos
referentes aos genes, PvPR1, PvPR2 e PvCHIT avaliados, indicando a influéncia
direta do fungo/infeccdo no acumulo destes transcritos relacionados a resposta de

defesa da planta.
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Em plantas tratadas e apds 24 horas inoculadas por S. sclerotiorum foi
observado uma regulagdo positiva nos niveis destes transcritos, porém menor que
nas plantas inoculadas e sem tratamento (Figura 18B). O gene PVvPR1 manteve sua
expressdo constante durante todo o processo inicial de infeccdo em plantas
tratadas com o extrato etandlico. Por outro lado, foi altamente expresso inicialmente
para o tratamento com quercetina em 12 hai e teve um decréscimo até o ponto de
48 hai. Para o tratamento com rutina foi observado apenas um pico no ponto de 24
hai. O gene PvPR2 foi positivamente regulado apenas em plantas tratadas com
rutina, e foi observado acumulo de transcritos em 24 a 48 hai. Para o gene PVvCHIT
somente o tratamento com a rutina influenciou nos niveis de expressdo em 12 hai

porém inferior ao observado em plantas inoculadas nao tradadas (Figura 18B).
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Figura 18 — Acumulo relativo de transcritos de genes relacionados a defesa
durante o processo de infeccdo por Sclerotinia sclerotiorum em plantas de
feijoeiro previamente tratadas com extrato etandlico de folhas de Eugenia
uniflora, quercetina e rutina. (A) Cinética de tratamento em plantas sadias. (B) Cinética

de infeccdo em plantas tratadas e apds 24 horas inoculadas com o fungo. As diferentes

letras sobre as barras indicam diferengas significativas a 1% de probabilidade (p <0,01).
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4.1.2 Discussao

Neste trabalho foi avaliado os efeitos do extrato etandlico de folhas de E.
uniflora e duas fragcbes flavonoides, quercetina e rutina como potenciais compostos
bioativos antagonistas ao fungo S. sclerotiorum in vitro e posteriormente o efeito de
tais compostos como elicitores de defesa em plantas de feijoeiro comum (P. vulgaris)
induzindo a resisténcia sistémica adquirida. Estudos anteriores apresentaram o
efeito de extratos etandlico de plantas sobre o desenvolvimento de fitopatégenos.
Extrato de folha de Azadirachta indica A. Juss (neem) mostrou-se eficiente no
controle do oidio da ervilha e efeito antibacteriano sobre Proteus vulgaris e
Micrococcus luteus (Sindhan et al. 1999), jA o extrato de semente inibiu o
desenvolvimento do nematoide Heterodera glycines (Silva et al. 2008). Domingues
et al. (2009) observaram que os extratos de Ruta graveolens (arruda), Allamanda
cathartica (allamanda), Impatiens walleriana (maria-sem-vergonha) foram eficazes
no controle de Sclerotium rolfsii. Ojaghian et al. (2014) demonstraram a eficacia de
controle sobre o S. sclerotiorum pelos extratos de Cinnamomum cassia Presl.
(canela) e Rosmarinus officinalis L. (alecrim).

No presente estudo foi avaliado o efeito direto do extrato etandlico de
folhas de E. uniflora sob o crescimento do S. sclerotiorum e foi demonstrado inibicéo
significativa do crescimento micelial radial bem como o efeito direto sobre a morte
celular micelial. Aos dados de porcentagem de inibicio em funcdo das
concentracdes extrato foi ajustado o modelo linear de regressdo. Segundo Bautista-
Bafios et al. (2002) os compostos fendlicos presentes nos extratos de plantas
medicinais podem atuar de forma sinérgica, sendo assim compostos potenciais na
atuacdo fungicidas ou fungistaticos. O extrato de E. uniflora possui em sua
composicdo varios compostos fendlicos como a quercetina, kaempferol,
galocatequina e miricitrina (Alice et al. 1991; Lee et al. 1997; Hoffmann-Ribani et al.
2009) e foi observado que no teste de inibicdo micelial as fragces flavonoides,
guercetina e rutina, ndo apresentaram o mesmo efeito inibitério de crescimento
micelial quando comparado ao extrato etandlico ou o fungicida de referéncia (p
<0,01), assim infere-se que a atividade antifungica do extrato etandlico de folhas de
E. uniflora pode ser além da presenca dos flavonoides e sim um efeito sinérgico com

outros componentes.
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A analise por microscopia eletrénica de transmissdo da morfologia da hifa
tratada com extrato etandlico de E. uniflora demonstrou alteracdes no citoplasma
com aumento do numero e tamanho dos vacuolos além de elevado numero de
peroxisomos. Este resultado foi previamente relatado por outros trabalhos usando
diferentes produtos naturais contra fitopatdgenos. Foi observado que o efeito
inibitério do crescimento do fungo pode estar associado com a degeneracgéo da hifa
causada por coagulacdo citoplasmatica, intensa vacuolarizacdo e perda da
integridade da membrana (Liu et al. 2009, Tolouee et al 2010, Parvu et al 2013,
Shao et al 2013)

Sabe-se que os flavonoides sdo metabdlitos secundarios naturalmente
sintetizados pelas plantas e atuam na defesa quimica contra estresse bidticos (Pietta
2000), porém a aplicacdo exbégena de tais compostos para protecdo de plantas ao
ataque de patégenos exige maior elucidacdo. Neste contexto apds determinar o
efeito direto dos flavonoides e do extrato etanolico de folhas de E. uniflora sobre o
desenvolvimento in vitro do S. sclerotiorum foi verificado o potencial de tais
compostos como indutores da RSA em plantas de feijoeiro comum por aspectos
bioguimicos e moleculares, como a analise dos niveis de proteinas de degradacao
da parede celular do fungo, quitinases e 3-1,3- glucanase e proteinas que ativam a
sintese de lignina, fenilalanina aménia-liase

A ativacdo do sistema de defesa da planta pode ser induzida pela
aplicacdo de elicitores que poderdo induzir o aumento da atividade de proteinas
relacionadas a defesa da planta, como B-1,3- glucanase, quitinases e peroxidases
bem como a ativacdo da via dos fenil isopropanoides que tem como indicador a
atividade de fenilalanina amoénia-liase. Esta via metabdlica tem como funcédo a
sintese de compostos fendlicos de defesa como os flavonoides, as fitoalexinas e o
fortalecimento da parede celular da planta pela sintese de lignina. Tais elicitores
também ativam a expressdo de genes relacionados a patogenicidade (PRS)
responsaveis por codificar proteinas de degradacdo da parede fungica (Ryals et al.
1996). Os resultados mostram que no patossistema P. vulgaris-S. sclerotiorum 0s
tratamentos com extrato etandlico ou as fraces flavonoides induzem no periodo
inicial de infeccdo a resposta de defesa da planta através da atividades de [(-1,3-
glucanase, quitinases e peroxidases, e a inducdo génica das principais PRs,

indicando tais compostos como potenciais elicitores de defesa.
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Os dados mostraram que a aplicagdo dos tratamentos diretamente no
tecido foliar das plantas de feijoeiro comum, em baixas doses, inibiram o
desenvolvimento da doenca, principalmente para o tratamento com o extrato
etandlico de folhas de E. uniflora e a rutina. Este padrdo de resposta também foi
encontrado por Boubakri et al. (2012), nos quais avaliaram um composto de
estrutura quimica similar aos flavonoides, a tiamina. Doses baixas desta vitamina
aplicadas diretamente no tecido foliar induziu resisténcia em plantas de videira sobre
o fungo Plasmopara viticola (mildio da videira).

Foi observado que o tratamento com quercetina ndo apresentou 0 mesmo
potencial elicitor quando comparado aos outros compostos testados. Assim como
em outros microrganismos, Beauveria bassiana (Costa et al. 2011), Verticillium
dahliae (ElI Hadrami et al. 2011), Aspergillus japonicus e Bacillus subtilis (Merkens et
al. 2007), os dados mostram que o S. sclerotiorum também é capaz de degradar a
quercetina, pela atividade da quercetinase (quercetina 2,3-dioxigenase) durante o
processo de infec¢do. Neste contexto o tratamento com a quercetina nao apresentou
o efeito esperado no patossistema P. vulgaris-S. sclerotiorum, indicando que durante
o processo de infecgdo o S. sclerotiorum apresenta mecanismos de detoxificacdo de
metabdlitos secundarios de defesa da planta. Pedras; Ahiahonu (2005)
apresentaram que em adicdo as proteinas de degradacdo de parede o fungo S.
sclerotiorum é capaz de produzir transferases que detoxificam por reacfes de
glicosilacdo os metabdlitos secundarios das plantas, incluindo os flavonoides e as
fitoalexinas.

Além da atividade de quercetinase o fungo S. sclerotiorum também
apresenta atividade de oxidorredutases durante o processo de infeccdo que séo
fatores que contribuem para o sucesso de sobrevivéncia do fungo (Kim et al. 2011;
Coman et al. 2013). Neste processo o fungo induz estresse oxidativo no tecido
hospedeiro e a morte celular programada, caracterizando assim um estagio
importante para a colonizacdo deste patégeno necrotrofico (Kim et al. 2011). Dentre
as oxidorredutases estdo as lacases, que apresentam como funcdo a oxidagéo de
fendis e degradacao de lignina, através da reducdo molecular do oxigénio a agua,
além de serem importantes precursoras das espeécies reativas de oxigénio
(Leonowicz; Grzywnowicz 1981; Eggert et al. 1996).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que na

presenca de baixas concentracdes do extrato etanolico de E. uniflora o fungo S.
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sclerotiorum diminuiu a atividade de lacase. Considerando a interacdo planta-
patbgeno este dado sugere a participacdo desta enzima e consequentemente a
atuacdo do fungo na modulacdo do estresse oxidativo durante o processo de
infeccdo. Corroborando com esta hipoétese foi demonstrado por Kim et al. (2011) que
identificaram uma NADPH oxidase de S. sclerotiorum e demonstraram que mutantes
deficientes desta oxidase induziram um aumento da exploséo oxidativa em plantas
de tomate, além de uma diminuicdo na capacidade de estabelecer a doenca.

Em conclusdo, o presente estudo mostrou que o extrato etandlico de
folhas de E. uniflora, bem como sua fracéo flavonoide rutina, exibiram efeito inibitério
sobre o desenvolvimento do mofo branco causado pelo Sclerotinia sclerotiorum e
representam moléculas bioativas potenciais para a inducdo de resisténcia em

plantas de feijoeiro comum (P. vulgaris).
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4.2. CAPITULO 02 - Oleo essencial de folhas de Eugenia uniflora e seus efeitos
sobre o mofo branco causado por Sclerotinia sclerotiorum em plantas de

feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris).

4.2.1 Resultados

4.2.1.1 ldentificacdo dos compostos quimicos do Oleo essencial de folhas

Eugenia uniflora

O Oleo essencial de folhas Eugenia uniflora foi extraido e seus
componentes quimicos foram identificados por comparacdo dos espectros de
massas e indices de retencdo conforme proposto por Adams (2007). Os indices de
retencdo foram calculados através da coinjecdo de uma mistura de hidrocarbonetos,
C 9 — C 22 e utilizagéo da equagéo de Van Den Dool; Dec Kratz (1963).

Foi possivel identificar 15 compostos listados na tabela 3. Os compostos
majoritarios foram selina-1,3,7(11) trien-8-one (32,39%), selina-1,3,7(11) trien-8-one
epoxide (28,62%), B Germacrene (10,64%) e curzerene (5,69%).

4.2.1.2 Efeito do 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora sobre o
crescimento micelial e desenvolvimento de escler6dios de Sclerotinia

sclerotiorum

A atividade antifungica do 6leo essencial de folhas de E. uniflora foi
avaliada sobre o fungo S. sclerotinorum (Figura 19).

Os dados obtidos mostram que a inibicAio do crescimento foi
positivamente correlacionada com o aumento da concentracao do 6leo essencial. A
concentragcdo inibitéria minima para o S. sclerotiorum foi de 100 ppm do Oleo
essencial, com redugdo do crescimento micelial radial de 10% em relacdo ao
controle com 48hai. Nas concentracdes a partir de 1000 ppm do 6leo essencial a

inibicdo micelial foi superior a 27% com 48 e 72 hai (Figura 19).



Tabela 3 — Composicao quimica do 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora.

N° Componente RI2 % Composicao
Monoterpenos oxigenados 0.24b
1. Linalool 1093.66 0.24
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 19.67°
2. 0 Elemene 1331.54 0.21
3. B Elemene 1386.60 3.62
4, Z Caryofileno 1413.08 0.31
5. y Elemene 1427.10 0.59
6. y Murolene 1474.82 1.62
7. B Selinene 1479.86 0.65
8. A Germacrene 1497.49 1.77
9. ® Amorphene 1516.18 0.26
10. B Germacrene 1553.00 10.64
Sesquiterpenos oxigenados 74.87°
11. Curzerene 1491.16 5.69
12. Atractylone 1670.25 0.37
13. Germacrone 1691.32 7.80
14. Selina -1,3,7 (11) trien -8 one 1629.02 32.39
15. Selina -1,3,7 (11) trien -8 one
epoxide 1743.10 28.62
Total Identificados 94.79
Total N&o Identificados 5.21
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2[ndice de retencéo (RI) relativo as séries homologas dos n-alcanos (C9-C24) sobre

a coluna capilar de silica Rtx-5.

b Somatério da composicéo percentual de todas as fragdes. pertencentes ao mesmo

grupo quimico.
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Figura 19 — Efeito do 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora sobre o
crescimento radial do micélio de Sclerotinia sclerotiorum. O percentual de inibicdo
do crescimento micelial em concentracdes crescentes do 6leo essencial em meio BDA foi
avaliado nos pontos de 24, 48 e 72 horas ap6s inoculacdo em relacdo ao controle do

experimento.

O efeito do o6leo essencial de folhas de E. uniflora sob o crescimento
micelial do fungo foi comparado com o efeito do fungicida de referéncia, fluazinam
(Figura 20). Os resultados mostram que o aumento da concentracdo do Oleo
essencial correlacionou-se significativamente (p <0,01) com a inibicdo do

crescimento micelial radial. Nas concentracfes acima de 500 ppm do 6leo essencial
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a inibicdo do fungo foi superior a 20% e na maior concentracdo testada (2500 ppm)
foi de 65% de inibicdo comparada ao fungicida fluazinam, que inibiu 100% do

crescimento micelial em todas as concentracdes testadas (Figura 20).
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Figura 20 - Percentual de inibi¢c&o crescimento radial do micélio de Sclerotinia
sclerotiorum em meio BDA suplementado com 6leo essencial de folhas de
Eugenia uniflora e fluazinam. O fungicida comercial fluazinam foi o composto controle

positivo. As diferentes letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de
probabilidade (p <0,01).

Apbs o teste de crescimento micelial, o efeito do 6leo essencial de folhas
de Eugenia uniflora sobre o desenvolvimento de esclerddios de S. sclerotiorum foi

avaliado (Figura 21). Os dados mostram que na presenc¢a do tratamento, para as



57

concentracdes de 10, 250 e 500 ppm, o numero de esclerédios formados foi maior
quando comparado ao controle (sem tratamento), porém o peso meédio de tais
esclerodios foi inferior. Foi observado também que na concentracéo de 1500 ppm do

0leo essencial ndo houve o desenvolvimento de esclerédios (Figura 21).
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Figura 21 - Desenvolvimento in vitro de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum
formados em meio BDA suplementado com Oleo essencial de folhas de
Eugenia uniflora. O efeito de 10, 250, 500 e 1500 ppm do 6leo essencial em meio BDA foi

avaliado 15 dias ap0s inoculacdo para formacéo de esclerodios. As diferentes letras sobre

as barras indicam diferencas significativas a 1% de probabilidade (p <0,01).

4.2.1.3 Efeito do 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora sobre a

viabilidade de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum

Para a analise de viabilidade, os esclerodios de S. sclerotiorum formados
em placas suplementadas com Gleo essencial de E. uniflora (500 e 1000 ppm) foram
desinfectados e plagueados em meio BDA. O micélio desenvolvido foi mensurado
diariamente (Figura 22). Foi observado que a germinacdo micelial dos esclerddios
desenvolvidos em placas suplementadas com oOleo essencial de E. uniflora foi
retardada em 24 hai. Enquanto o controle demonstrou uma taxa de crescimento

micelial radial de 20.0 + 0.1 (mm/dia) e os esclerddios oriundos do tratamento
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apresentaram taxa de crescimento de 9.4 + 0.96 e 7.9 + 2.1 (mm/dia) respectivos as
concentracdes de 500 e 1000 ppm testadas (Figura 22).
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Figura 22 - Viabilidade de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum
desenvolvidos em meio BDA suplementado com 6leo essencial de folhas de
Eugenia uniflora. O crescimento micelial a partir de esclerddios que foram formados em
meio BDA suplementado com 500 e 1000 ppm de 6leo essencial foi avaliado 7 dias apés a

inoculag&o. As diferentes letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de
probabilidade (p <0,01).

4.2.1.4 Efeito do 0Oleo essencial de folhas Eugenia uniflora sobre a incidéncia

da doenca mofo branco em plantas de feijoeiro comum

4.2.1.4.1 Teste de folha destacada

O oOleo essencial de folhas de E. uniflora foi testado como regulador do

desenvolvimento do mofo branco em plantas de feijoeiro (Figura 23). Os dados
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mostram que as folhas previamente tratadas com 0leo essencial de folhas de E.
uniflora ndo desenvolveram manchas necréticas visiveis durante os estagios iniciais
de infeccao, 12, 24 e 48 hai, em comparacao as folhas controle néo tratadas (Figura
23).

A ~
£ 150 a
°
D
3 75 b b b b
© ®48hai
e
s 0
< Control 25 50 100 200

Oleo E. uniflora (viv)

B Oleo E. Uniflora (ppm)
Controle 25 50 100

\aes

Figura 23 - Desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas

de feijoeiro comum previamente tratadas com concentracdes crescentes de
O0leo essencial de folhas de Eugenia uniflora. A area de lesdo formada nas folhas
tratadas foi mensurada apés 48 horas de inoculagéo do fungo e o percentual de inibicdo da
les&o foi avaliado em relacdo as folhas destacadas controle (sem tratamento). (A) Area de
lesio em mm?. (B) Folhas destacadas. As diferentes letras sobre as barras indicam
diferencas significativas a 1% de probabilidade (p <0,01).
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4.2.1.4.2 Lesdo macroscopica In vivo

A resposta das plantas de feijoeiro frente ao tratamento com o Oleo
essencial de folhas E. uniflora foi avaliada. Foi observado que as plantas controle
inoculadas com o fungo S. sclerotiorum apresentaram alta area de infeccdo com 48
hai (Figura 24A) enquanto as plantas previamente tratadas com 6leo essencial de
folhas de E. uniflora e apds 24 horas inoculadas com o fungo apresentaram menor

area de lesao (Figura 24B).

A Planta Infectada B Planta Trat. Oleo Infectada

)\ A |

48 hai

Figura 24 - Desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de
feijoeiro comum previamente tratadas com 6leo essencial de folhas de Eugenia
uniflora. A area de leséo formada foi avaliada com 48 horas ap6s inoculagdo do fungo. (A)

Planta controle infectada. (B) Planta tratada com 200 ppm de 6leo essencial e apds 24 horas

de tratamento inoculadas com o fungo.
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4.2.1.4.3 Andlise bioquimica

No aspecto bioquimico algumas proteinas relacionadas a defesa da
planta, como quitinases, B-1,3- glucanase, PAL, peroxidases e polifenoloxidases,
tiveram suas atividades mensuradas (Figura 25). Primeiramente foi avaliado o efeito
do 6leo em uma cinética de tratamento. Foi observado que as plantas sadias
tratadas com o Oleo essencial de folhas de E. uniflora apresentaram alteracdes
significativas (p <0,01) nos niveis das atividades enzimaticas analisadas quando
comparado as plantas sadias sem tratamento (Figura 25A). As atividades
apresentaram o mesmo padrao de cinética enzimatica, com um aumento inicial com
12 hat seguido de um decaimento em 24 hat e posterior aumento em 48 hat. Este
resultado sugere que o tratamento com o 6leo essencial induz os mecanismos de
resposta da planta mesmo sem a presenca do patdgeno, atuando assim como um
potencial elicitor de defesa (Figura 25A).

Apos avaliar o efeito do 6leo essencial em uma cinética de tratamento das
plantas de feijoeiro foi avaliado seu efeito por uma cinética de infec¢cdo pelo fungo.
Assim plantas de feijoeiro foram tratadas com 200 ppm de Oleo essencial de E.
uniflora e ap6s 24 horas inoculadas com o fungo S. sclerotiorum (Figura 25B). Foi
observado que na cinética de infeccdo as atividades de quitinases, B-1,3- glucanase,
PAL, peroxidases e polifenoloxidases foram ativadas e apresentaram respostas
significativas em relacao as plantas infectadas que néo receberam tratamento(Figura
25B).

Os resultados mostram que no periodo inicial de infec¢gdo (12hai) ocorreu
um aumento significativo no nivel das atividades especificas analisadas,
principalmente para as polifenoloxidases (Figura 25B). As atividades da [(-1,3-
glucanase e quitinases apresentaram o mesmo padrdo de cinética enzimatica, com
um aumento inicial com 12hai, decaimento em 24 hai e posterior aumento em 48
hai. As atividades da PAL, e peroxidases apresentaram um pico em 48hai (Figura
25B).
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Figura 25 — Atividades enziméticas durante o processo de infeccao por

Sclerotinia sclerotiorum em plantas de feijoeiro comum previamente tratadas

com Oleo essencial de folhas de Eugenia uniflora. O tratamento foi realizado com

200 ppm de 6leo essencial por folha. (A) Cinética de tratamento em plantas sadias.

(B) Cinética de infeccao em plantas tratadas e apdés 24 horas inoculadas com o

fungo. As diferentes letras sobre as barras indicam diferencas significativas a 1% de
probabilidade (p <0,01).
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4.2.1.4.4 Andlise da expressao génica

A resposta da planta frente ao tratamento com o Oleo essencial foi
avaliada quanto a expressao temporal de genes relacionados a resposta de defesa:
Proteina Relacionada a patogénese (PvPR1), B-1,3- glucanase (PVPR2) e Quitinase
classe | (PvCHIT), Lipoxigenase (PvLOX), Fenilalanina amoénia-liase (PvPAL), a-
dioxigenase (PvDOX) e Farnesil pirofosfato sintase 1 (PvFPS1) (Figura 26).

Primeiramente foi avaliada a expressédo destes genes em plantas sadias
tratadas com o 6leo essencial (plantas sem o inéculo do fungo) (Figura 26A). Os
resultados mostram que nas plantas tratadas, os genes analisados foram regulados
positivamente durante a cinética (12, 24 e 48 hat), exceto para os genes PVCHIT1
(Quitinase classe 1) e PvFPS1 (Farnesil pirofosfato sintase 1), os quais em plantas
sem tratamento apresentaram maior acumulo de transcritos. O gene PvPR1
(relacionada a patogénese), apresentou pico de expressdo nos pontos de 12 e 24
hat. Os genes PVPR2 (B-1,3- glucanase), PvCHIT1 (Quitinase classe 1), PvLOX
(Lipoxigenase), PVvPAL (Fenilalanina amonia-liase) e PvFPS1 (Farnesil pirofosfato
sintase 1) apresentaram a mesma cinética de expressdo com acumulo crescente de
transcritos apos o tratamento. O gene PvDOX (a-dioxigenase) apresentou nivel
constante de transcritos com um aumento em 24 hat (Figura 26A).

Para as plantas pré-tratadas com o 6leo essencial de folhas de E. uniflora
e apdés 24 horas inoculadas com S. sclerotiorum a expressdo destes genes foi
diferencial em relacdo as plantas inoculadas (sem tratamento). Foi observado maior
acumulo de transcritos durante o processo de infeccdo para os genes PVPR1,
PVPR2, PVCHIT1, PvPAL e PvDOX (Figura 26B).
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Figura 26 — Acumulo relativo de transcritos de genes relacionados a defesa

durante o processo de infeccdo por Sclerotinia sclerotiorum em plantas de

feijoeiro comum previamente tratadas com 6leo essencial de folhas de Eugenia

uniflora. (A) Cinética de tratamento em plantas sadias. (B) Cinética de infeccdo em plantas

tratadas e apds 24 horas inoculadas com o fungo. As diferentes letras sobre as barras

indicam diferencgas significativas a 1% de probabilidade (p <0,01).
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4.2.2 Discussao

Os Oleos essenciais extraidos de plantas sdo compostos geralmente
constituidos de uma mistura de terpenos, terpenoides, aldeidos e alcoois (Laird;
Phillips 2012). Sdo moléculas de interesse biotecnolégico devido as suas atividades
biolégicas, como antibacteriana, atividades antifungica e inseticida. Muitos destes
0leos sdo comercialmente importantes e apresentam diversas aplicagcdes, como
antioxidantes e na conservacdo de alimentos (Teixeira et al. 2013), potencial
farmaterapéutico (Amorim et al. 2009), industrias de cosméticos e perfumes além de
ampla atividade antimicrobiana (Burt 2004; Bakkali et al. 2008). No presente trabalho
0 Oleo essencial obtido de folhas de E. uniflora foi avaliado como potencial
fungistatico sobre o fungo S. sclerotiorum, bem como elicitor de defesa em plantas
de feijoeiro comum (P. vulgaris).

A constituicdo e a concentracdo do 6leo essencial de E. uniflora é
variavel, sendo os principais aspectos que influenciam em sua constituicdo estdo
relacionado ao estagio de desenvolvimento da planta, o periodo do ano de coleta
das folhas para extracdo, condi¢cdes adversas do ambiente, como temperatura,
umidade e nutricdo, estresses bioticos, bem como o método escolhido para extracédo
do 6leo (Adebajo et al. 1989; Galhiane et al. 2006). Esta variacdo na constituicao do
Oleo de E. uniflora também foi observada por outros trabalhos, nos quais o0s
principais compostos encontrados foram germacreno, B germacreno e curzereno
(Maia et al. 1999), curzereno, selina-1,3,7(11) trien-8-one e atractilona (Ogunwande
et al. 2005), curzereno e B curzereno (Melo et al. 2007), selina-1,3,7(11) trien-8-one
e atractilona (Brun; Mossi 2010), curzereno, 3 germacreno e 3 curzereno (Peixoto et
al. 2010). Nossos resultados qualitativos sobre a composicdo quimica do 6leo
essencial de folhas de E. uniflora corroboram com os outros estudos, sendo 0s
compostos mais abundantes o selina-1,3,7(11) trien-8-one, selina-1,3,7(11) trien-8-
one epoxide, B germacreno e curzereno.

A atividade antibactericida do Oleo essenciais extraidos de folhas de E.
uniflora foi relatada para Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis e
Xanthomonas campestris (Brun; Mossi 2010), Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus (Ogunwande et al. 2005), Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus (Coelho De Souza et al. 2004), porém seu efeito sobre fungos

fitopatogénicos foi pouco descrito.
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Neste trabalho a avaliacdo do efeito direto do éleo essencial de folhas de
Eugenia uniflora sobre o S. sclerotiorum demonstrou uma resposta dose-dependente
para o tratamento. Corroborando com este resultado diversas pesquisas
investigaram o feito antimibrobiano de distintos Oleos essenciais produzidos por
plantas no controle de fungos fitopatogénicos, como o Sclerotinia sclerotiorum (mofo
branco) (Edris; Farrag 2003; Soylu et al. 2007), Rhizopus stolonifer (bolor negro de
pao), Mucor sp. (Edris; Farrag 2003), Botrytis cinerea (podriddo cinzenta)
(Romagnoli et al. 2005; Soylu et al. 2010; Badawy; Abdelgaleil 2014), Alternaria
alternata (mancha marrom de alternaria) (Chen et al. 2014), Alternaria alternata,
Fusarium oxysporum e Fusarium solani (fusariose) (Badawy; Abdelgaleil 2014),
Pythium, Fusarium oxysporum, Sclerotinia minor e Rhizoctonia solani (podridao do
rizoma) (Mcmaster et al. 2013), Alternaria alternata e Penicillium digitatum (bolor
verde) (Abdolahi et al. 2010), Geotrichum citri-aurantii (podriddo azeda) (Liu et al.
2009), Phytophthora infestans (requeima) (Soylu et al. 2006).

Infere-se que os principais compostos responsaveis por tais propriedades
antimicrobianos sdo os componentes fendlicos (Cosentino et al. 1999). Segundo
Parveen et al. (2004) a acdo antifungica dos Oleos essenciais ricos em
monoterpenos é devida a ativacdo de genes que atuam no metabolismo dos lipidios
e desintoxicacdo celular. Porém os mecanismos que conferem aos 6leos essenciais
o potencial de alterar o metabolismo de microrganismos exige maior elucidacéao.

Por apresentarem uma constituicdo hidrofobica, os 6leos essenciais
atravessam a parede celular e a membrana plasmatica causando alteracdes na
estrutura celular (Bakkali et al. 2008). Estes aspectos foram apresentados por alguns
trabalhos que avaliaram o efeito de 6leos essenciais sobre a morfologia celular de
fungos fitopatogénicos, os quais demonstraram a ramificacdo irregular das hifas
terminais, rompimento da membrana plasmatica, espessamento significativo da
parede celular, aumento dos vacuolos e mitocondrias distorcidas do micélio do
Geotrichum citri-aurantii (podriddo azeda) (Liu et al. 2009) e do micélio de Botrytis
cinerea (podriddo cinzenta) (Romagnoli et al. 2005), além de coagulacéo
citoplasmatica, aumento de vacuolos, hifas dessecadas e vazamento de
protoplastos observado em hifas e conidios de Phytophthora infestans (requeima)
(Soylu et al. 2006).

No presente estudo foi demonstrado que o 0leo essencial de folhas de E.

uniflora exibiu efeito inibitério sobre o mofo branco causado pelo S. sclerotiorum e
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representa um composto bioativo potencial na inducéo de resisténcia em plantas de

feijoeiro comum (P. vulgaris).
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5. CONCLUSAO

Em concluséo, o presente trabalho demonstrou que o extrato etandlico e
Oleo essencial de folhas E. uniflora e a fracdo flavonoide rutina, sdo moléculas
bioativas potenciais in vitro para reduzir a severidade da doenca mofo branco
(Sclerotinia sclerotiorum) em plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris).
Porém, estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de acdo destes compostos
no patossistema Phaseolus vulgaris-Sclerotinia sclerotiorum s&o ainda necessarios,
sendo esta uma &rea de interesse para a prospec¢do de novos compostos que
atuem como elicitores de defesa em plantas.
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6. PERSPECTIVAS

1. Avaliar o potencial de uso destas biomoléculas no controle da reproducao
carpogénica do fungo S. sclerotiorum, atraves da inibicdo da formacgéo de apotécios
e viabilidade de ascoporos.

2. Avaliar o efeito de particbes do extrato etandlico e taninos extraidos de
folhas de Eugenia uniflora sobre o patossistema Phaseolus vulgaris-Sclerotinia

sclerotiorum.

3. Estudar os mecanismos de detoxificacdo utilizados pelo fungo na

interacdo planta-patégeno.

4. Avaliar a utilizacao do filme biodegradavel composto de alcool polivinilico
e polissacarideo de goma de caju contendo particbes do extrato etandlico
imobilizados no controle de S. sclerotiorum. E avaliar o efeito protetor destas
biomoléculas imobilizadas no filme biodegradavel como embalagens para

armazenamento de frutos de interesse comercial, como o morango.
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