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Resumo

PINEL-ALVAREZ, Mario Fernando. Potencial indutor de resisténcia de compostos
semissintéticos a antracnose do feijoeiro: mecanismos bioquimicos e de acao.
Orientadora: Candida Renata Jacobsen de Farias. 2021, 66 f. Dissertacao (Mestrado
em Fitossanidade) - Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Dentre as fungos que afetam a cultura do feijdo destaca-se o Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib., agente causal da antracnose, que ocasiona
danos econdémicos importantes aos produtores em todo o mundo. Dentre os fatores
mais importantes que contribuem na disseminacdo do patégeno estd o uso de
sementes contaminadas. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar respostas
bioguimicas de defesa em plantulas, oriundas de sementes tratadas com moléculas
gue apresentam potencial antimicrobiano: O Phenyl Se Citronelal e o Phenyl S citral,
em trés concentragbes (g 100 mL™%): 0,25%, 0,50% e 1%., apds inoculadas
artificialmente com C lindemuthianum em meio modificado osmoticamente. Avaliou-
se o0 indice de transmissdo de doenca, teores de clorofila totais e carotenoides,
compostos fendlicos, derivados de lignina (LATG), metabolismo antioxidante,
atividade superoéxido dismutase (SOD), Catalase, (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
onde resultados promissores foram obtidos, demostrado pelo analises bioquimicas
através de espectrofotometria, principalmente nos tratamentos com a molécula Phenyl
Se Citronelal, uma maior atividade em comparacédo a molécula Phenyl S Citral e os
respectivos controles. Da mesma forma, foi avaliada a atividade enzimatica ligadas a
patogenicidade in vitro, usando médios sélidos especificos para analises de amilase,
lipase, protease, pectinase, celulase, baixo efeito dos produtos Phenyl Se Citronelal e
Phenyl S citral em trés distintas concentracdes (g 100 mL1): 0,25%, 0,0625% e
0,125%, que n&o inibem em sua totalidade o crescimento do fungo para poder analisar
a producao enzimatica pelo mesmo. Avaliando a presenca de halos de degradacéao,
que quando positivos eram mensurados para realizacdo do célculo de indice
Enzimatico (IE). A producdo enzimatica, o isolado C. lindemuthianum apresentaram
performances em quatro das cinco enzimas em estudo, sendo a maior atividade nas
enzimas lipase e protease. Concluindo-se que as moléculas testadas sé&o
promissoras, jA que estdo associadas com a protecdo das sementes contra o
patdgeno, sendo observado que o recobrimento das mesmas diminuiu a incidéncia de
C. lindemuthianum. Um maior acumulo de substancias quimicas quanto a inducao de
resisténcia em plantulas de feijao, e na reducdo da atividade de enzimas ligadas a
patogenicidade pelo fungo.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum. Phenyl Se Citronella. Phenyl S Citral.
Atividade enziméatica. Atividade antioxidante.



Abstract

PINEL-ALVAREZ, Mario Fernando. Resistance inducing potential of semi-
synthetic composts to bean anthracnose: biochemical and action mechanisms.
Adivisor: Candida Renata Jacobsen de Farias. 2021. 66 f. Dissertation (Masters) -
Post-Graduation program of Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2021.

Among the most important diseases that affect the bean crop is Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib., the causal agent of anthracnose, which
causes significant economic damage to producers worldwide. Among the most
important factors that contribute to the spread of the pathogen is the use of
contaminated seeds. Thus, this study aimed to evaluate biochemical defense
responses in seedlings, when seeds were treated with molecules that have
antimicrobial potential: Phenyl Se Citronelal and Phenyl S Citral, in three
concentrations (g 100 mL-1): 0.25%, 0.50% and 1%, after artificially inoculated with C
lindemuthianum in osmotically modified medium. Disease transmission index, total
chlorophyll and carotenoid contents, phenolic compounds, lignin derivatives (LATG),
antioxidant metabolism, superoxide dismutase (SOD), Catalase, (CAT), ascorbate
peroxidase (APX) activity were evaluated. Promising results were obtained,
demonstrated by biochemical analysis, mainly in treatments with the Phenyl Se
Citronelal molecule, a higher activity compared to the Phenyl S Citral molecule and the
respective controls. In the same way, the enzyme activity linked to pathogenicity in
vitro was evaluated, using specific solid means, to quantify the production index of
amylase, lipase, protease, pectinase, cellulase, low effect of the products Phenyl Se
Citronellal and Phenyl S citral in three different concentrations (g 100 ml-1): 0.25%,
0.0625% and 0.125% that do not completely inhibit the growth of the fungus in order
to analyze its enzymatic production. Evaluating the presence of degradation halos,
which when positive were measured to calculate the Enzyme Index (IE). As for the
enzyme production, the isolate C. lindemuthianum, presented performances in four of
the five enzymes in study, being the highest activity in the enzymes lipase and
protease. It was concluded that the molecules are promising in inducing resistance in
bean seedlings when the seeds are treated and in reducing the production of enzymes
linked to pathogenicity by the fungus.

Keywords: Colletotrichum lindemuthianum. Phenyl Se Citronella. Phenyl S Citral.
Enzyme activity. Antioxidant activity.
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1 Introducéo

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € uma das leguminosas de maior importancia
e valor econémico em todo o mundo e é cultivado na maioria das regides e diferentes
climas. Considerado uma excelente fonte de proteina vegetal, importante na dieta
humana, o qual € consumido pela maioria da populacdo mundial, destaca-se o Brasil
como o maior consumidor (McCONNELL et al., 2010; BITOCCHI et al., 2012).
Produzido na maioria dos estados brasileiros, em diferentes épocas (CONAB, 2016),
sendo os estados do Parana, Minas Gerais, Mato Grosso, Sao Paulo, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul, e Pernambuco responsaveis por 90% da producédo de feijao
nacional (CONAB, 2020).

Dentre os fatores que afetam a produtividade da cultura, destacam-se os
causados pelas doencas, em sua maioria provocados por fungos fitopatogénicos,
dentro deste grande grupo destaca-se o C. lindemuthianum (Sacc & Magnus) Lams.-
Scrib, agente etiologico da antracnose do feijao comum, sendo uma doenca de grande
importancia econdmica, reconhecida como uma das doencas fungicas de maior
gravidade, que ataca a parte aérea do feijdo, afetando em maior parte cultivares
suscetiveis (RAVA et al., 1993; PADDER et al., 2017). Em regifes onde as condi¢des
climaticas séo favoraveis: temperaturas amenas de 13°C e 26°C, umidade relativa;
acima de 91% e precipitacdo, podem ocasionar até 100% de perdas na cultura
(BALARDIM; JAROSZ; KELLY, 1997; FERNANDEZ et al., 2000).

O principal meio de sobrevivéncia e disseminacao de C. lindemuthianum séo
as sementes, e no ponto de vista epidemiologico, sementes infectadas constituem a
maior fonte de indculo nas lavouras (AGARWAL, 1987; ALVES et al., 2006). As
sementes quando infectadas podem apresentar danos nos diferentes estadios da
cultura no desenvolvimento inicial, podendo comprometer a qualidade fisiol6gica das
sementes, ocasionando baixo estande de plantulas. Em estagios mais avancados
pode causar a morte da planta (VIEIRA et al., 2006; SILVA et al., 2013; MIGLIORINI,
2018).

Praticas de manejo da doenca incluem uma série de medidas, tais como a
rotacdo de culturas, uso de cultivares resistentes, uso de fungicidas sintéticos para

tratamento de sementes e pulverizacdo na parte aérea. No entanto, 0 uso sequencial



de fungicidas sintéticos pode levar a sele¢éo de individuos resistentes a determinados
grupos quimicos (SINGH; SCHWARTZ, 2010; CRUZ et al., 2014; TRABANCO et al
2015). Assim, outras estratégias com o uso de medidas alternativas séo importantes
para reduzir os danos da doenca.

Compostos do metabolismo secundario presentes no extrato bruto ou oOleo
essencial de citronela e capim limdo podem desempenhar funcées importantes no
controle de fitopatdgenos por meio da acéo antimicrobiana direta, inibindo enzimas
ligadas a patogenicidade do fungo (OLANDA, 2014); ou por meio da ativagdo dos
mecanismos de defesa das plantas tratadas com a inducéo de fitoalexinas, indicando
a presenca de compostos com caracteristica de elicitores e acdo fungitoxica
(STANGARLIN et al., 2011).

Substancias de origem natural vém sendo estudado por diferentes grupos de
pesquisa dentro das areas como a ciéncias farmacéuticas, alimenticias e agraria. A
composicdo complexa de compostos pode apresentar atividade antifingica,
antibacteriana, antioxidante, inseticida. Porém, sua acdo depende dos componentes
majoritarios nestes produtos. No geral, seu modo de ac&o pode provocar a inibicéo e
a morte do microrganismo por romper a membrana celular, resultando na inibi¢cdo do
transporte de elétrons e afetando a translocacéo de proteinas, a fosforilacdo e outras
atividades enziméticas. Isto provoca a destruicdo da integridade da membrana celular,
culminando com a morte microbiana (LENARDAO et al., 2015).

Em trabalhos conduzidos por Zabotti (2019), testando diferentes doses de
Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronelal, este verificou que as moléculas inibiram o
desenvolvimento de C. lindemuthianum in vitro, e que as doses utilizadas nesse
estudo (g 100 mL1): 1%, 0,5%, 0,25%, ndo alteraram a qualidade fisiolégica das
sementes, surgindo como uma nova alternativa de controle.

Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito das moléculas
(Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronelal) na transmissado da semente plantula de C.
lindemuthianum e os possiveis mecanismos de acdo das moléculas semissintéticas
na neutralizacdo de enzimas ligadas a patogenicidade e por meio de inducédo de

resisténcia.



2 Revisao de literatura

No contexto mundial e nacional o feijdo (Phaseolus vulgari L.s) esta inserido
economicamente como um dos principais produtos agricolas, € a leguminosa de maior
importancia socioecondmica no mundo. O feijdo é produzido em distintas regides
brasileiras e em diferentes sistemas de producdo. E um dos principais constituintes
da dieta dos brasileiros, pelo fato de ser uma excelente fonte de proteina, carboidratos,
fibras, vitaminas, minerais e energia (LOVATO et al., 2018). Sendo consumidas
anualmente em torno de 17 milhdes de toneladas, com producdo que atinge 30,4
milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2019).

O Brasil desponta como grande produtor de feijdo, ocupando o terceiro lugar
na producdo mundial e o segundo maior consumidor (21%) (FAOSTAT, 2019),
estando dentro do aumento de 8% na producdo de graos na safra 2020/21 (CONAB,
2021), estimando-se em torno 3,1 milhdes de toneladas de graos na safra 2020/2021.
Atende assim, uma producédo de 516,8 mil toneladas de feijdo-comum preto (CONAB,
2021). Parana, Minas Gerais, Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Goias, principais
estados produtores, concentram quase 70% da producéo de grédos do pais (CONAB,
2020).

A regido Sul do Brasil € a maior produtora do grao, responsavel por cerca de
94% da producéo nacional. Aproximadamente 587 mil toneladas sé&o produzidas no
Parand, 127 mil toneladas em Santa Catarina e 1082 mil toneladas no Rio Grande do
Sul (CONAB, 2018). Em termos econdmicos, o feijao representa significativa fonte de
renda principalmente para a agricultura familiar, a qual é responsavel por 60% da
producao nacional (CTSBF, 2012).

Um fator determinante no sucesso produtivo € a utilizacdo de uma semente
de qualidade a qual est4 determinada pela somatdria dos atributos fisicos, genéticos,
fisiologicos e sanitarios. A qualidade sanitaria da semente é de suma relevancia, pois
as sementes sdao um importante meio de disseminacao, sobrevivéncia e transmissao
do patogenos. Atraves das sementes pode ocorrer a introducéo do patbgeno em areas
isentas, bem como a introducao de ragas mais agressivas e de maior inéculo em areas
ja infestadas. A quantidade de indculo inicial associado as sementes pode constituir
focos primarios de infecgdo no cultivo e, consequentemente, reduzir a qualidade
fisiologica do produto, além de influenciar na epidemia das doencas (GADAGA, 2017;
DANIELLI et al., 2011, PEREIRA, 2018).
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A gravidade da doenca depende em grande parte das condi¢des climaticas.
A doenca é mais acentuada em anos, com alta umidade relativa do ar, precipitacédo
frequente e temperaturas moderadas. Quando aliados a estes fatores, propicios ao
desenvolvimento da doenca e a suscetibilidade das vérias cultivares em uso, os danos
gerados pelo fungo podem ocasionar perdas de até 100% da producédo (PASTOR-
CORRALES; TU, 1989; LENE, 1992; BALARDIN, 1997; MARTINS et al., 2019).

Cabe destacar que a maioria das doencas de importancia econémica na
cultura do feijdo sdo causadas por patdgenos transmitidos pelas sementes. Dentre
eles o agente causal da antracnose o C. lindemuthianum, que merece destaque por
ser um dos fitopatdgenos de maior importancia econémica. O C. lindemuthianum
produz micélio septado e ramificado, de coloracdo hialina a quase negra, a medida
gue envelhece. Os conidios sdo hialinos, unicelulares, podendo ser oblongos,
cilindricos, com pontas arredondadas ou uma delas pontiaguda, medem de 2,5-5,5 x
11-20 um e podem apresentar area clara semelhante a um vacuolo central. A massa
de esporos formada nos acérvulos possui coloracao résea ou salméo. Os conidiéforos
sao hialinos, eretos, sem ramificagbes, com comprimento de 40 a 60 pum. A fase
sexuada Glomerella cingulata f. sp. phaseoli dificiimente se desenvolve em condi¢des
de campo. Entretanto, esta fase é considerada responsavel por proporcionar alta
variabilidade ao patégeno, devido as diferentes combinacdes alélicas, resultantes de
mutacdes (BIANCHINI et al., 2005; DARBEN, 2010).

O agente causal sobrevive em restos culturais, no proprio hospedeiro ou em
outras plantas hospedeiras. Como os propagulos desse fungo sdo disseminados por
respingos de 4gua, a acdo do patdgeno é favorecida pela alta umidade, principalmente
guando ha chuvas abundantes. Temperaturas entre 22°C e 27°C favorecem a
producdo de esporos. Em periodos de temperaturas mais baixas, a importancia da
doenca diminui, sendo pequena a sua incidéncia nos meses de inverno, mesmo que
ocorram chuvas (PADDER et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

A Antracnose € uma doenca que pode afetar todos os estadios fenolégicos da
cultura do feijao e todas as partes da planta. Os sintomas da doenca podem ocorrer
em toda a parte aérea da planta, afetando cotilédones, caule, folhas, peciolos, vagens
e sementes, provocando a morte da planta (KIMATI, 1980; GALLI et al., 2007;
RIBEIRO et al.,, 2016). Quando o C. lindemuthianum é transmitido por sementes,
geralmente sintomas podem ser observados logo apos a germinacéo, pode ocorrer

apodrecimento antes da emergéncia (morte pré-emergente), e até mesmo morte pos-
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emergente provoca lesdées necréticas de cor escura, deprimidas nos cotilédones, e
pode levar a morte das plantulas e plantas (GALLI et al., 2005).

A patogenicidade do fungo esta relacionada com o mecanismo de acao
adotado pelo patégeno, como a producdo de toxinas e enzimas. As enzimas
produzidas pelos fungos fitopatogénicos cumprem uma importante funcao na infecgao
do hospedeiro (CARDOSO et al., 2009). O processo de infeccdo dependera da
potencialidade do fungo de produzirem enzimas extracelulares capazes de degradar
compostos produzidos pela planta, sendo que o perfil enzimatico € inter ou
intraespecificamente variavel (MARTINEZ et al., 2009), facilitando a dissemina¢éo do
patdgeno nos tecidos dos hospedeiros (KIKOT et al., 2009). Dentre as enzimas que
formam parte do arsenal enzimatico no processo de patogénese destacam-se:
pectinases, lipase, cutinases, celulases, amilase, proteases, dentre outras (LIMA
FILHO et al., 2003; DI PIERO; PASCHOLATI, 2005).

Estas enzimas hidroliticas extracelulares sdo conhecidas como degradantes
de polimeros estruturais das paredes e membranas celulares, facilitando a
disseminacéo do patogeno nos tecidos dos hospedeiros (KIKOT et al., 2009). Podem
ser produzidas em grande quantidade durante a infeccéo, facilitando a colonizacéo,
penetracdo, extracdo de nutrientes e ainda afetar as reacdes de defesa da planta
(PASCOLATTI, 1995). Como por exemplo, enzimas amiloliticas ou amilases que
promovem a degradacdo do amido que é o principal polissacarideo de reserva nas
células vegetais e que pode ser utilizado como fonte de energia durante o crescimento
e/lou esporulacdo, as proteases, enzimas que clivam as ligacdes peptidicas nas
proteinas e a degradacao de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, as pectinases que
guebram substancias pécticas componentes mais abundantes presentes na parede
celular. No entanto, é importante mencionar, que através da caracterizacdo enzimatica
pode possibilitar a diferenciacéo de isolados (LEBEDA et al., 2001; ALCONADA, 2009;
ONOFRE et al., 2011; PASCHOLATI, 2011).

Enquanto o sistema de defesa vegetal atua de maneira dinamica e
coordenada ao momento do processo de infeccéo pelo patdgeno, ou mesmo por uma
inducao a resisténcia mediante a utilizacao de produtos com esta capacidade, podem
ser ativados mecanismos estruturais e bioquimicos, ambos pré e/ou pés formados no
mecanismo estrutural que constituem barreiras fisicas. Ja na bioquimica envolvem
substancias com a capacidade de evitar a tentativa de penetracdo do patégeno no

hospedeiro e inibir o desenvolvimento do mesmo, gerando condi¢cbes adversas para
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a sobrevivéncia do patdogeno no hospedeiro. As concentracdes presentes devem ser
adequadas no local de invasdo. Esta reposta pode variar tanto de hospedeiro
suscetivel para resistente (PASCHOLATI; LEITE, 1994; VANITHA et al., 2009).

Trabalhos tém demostrado em diversos patossistemas a existéncia de uma
correlacdo da defesa da planta a fitopatbgenos com o aumento na expressao de
enzimas antioxidantes (MESSIAS, 2008; HE et al.,, 2011). Devido a acdo dos
patdgenos e seus mecanismos de infeccdo esta diretamente associada aos processos
de resposta hipersensivel, ligados a formacédo de substancias reativas de oxigénio
(ERO) e alteragBes nas caracteristicas estruturais da planta (SEPULVEDA et al.,
2005; TAMARGO et al., 2012). Devido a isto, a planta possui um complexo mecanismo
antioxidante que pode ser enzimatico e ndo enzimatico, como ser carotenoides,
vitaminas, compostos fendlicos, peroxidase de fendis, (POX), super 6xido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), fenilalanina amoénia-liase (PAL),
gue irdo atuar em relacdo as espécies reativas de oxigénio, e que exercem um papel
muito importante de resisténcia ao ataque dos patdégenos (SINCLAIR, 1991; TAIZ;
ZEIGER, 2004, WAR et al., 2013; NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014).

Para o controle ou manejo de doencas em plantas, pesquisas vém sendo
realizadas procurando alternativas eficientes que substituam o uso indiscriminado de
produtos quimicos, pretendendo evitar danos ao ambiente, problemas de saude
humana, e beneficiar na variabilidade do patdgeno levando ao surgimento de racas
gue apresentaram resisténcia aos produtos utilizados (KUHN, 2007).

Um conjunto de estratégias de controle a fim de reduzir o indculo pode ser
empregado no controle da antracnose, tais como a rotacdo de culturas, uso de
cultivares resistentes, tratamento das sementes, estabelecimento de tolerancia do
nivel de sementes infectadas, producdo de sementes em areas livres de doenca,
procedimentos sanitarios e aplicacao de fungicidas (EMBRAPA, 2007; LAMICHHANE
et al., 2017).

O tratamento de sementes vem sendo uma estratégia muito implementada
visando o controle dos patégenos que sao transportados e transmitidos pelas
mesmas. Além de tentar eliminar o que poderia ser um potencial inéculo priméario,
procura-se uma protecdo da plantula contra outros possiveis microrganismos
patdgenos que possam estar presentes no solo (MACHADO, 1986; REY et al., 2009;
GADAGA, 2017), e até poder contribuir na melhora da germinacdo e emergéncia da

plantula (ELLIS; GALVEZ, 1980). No entanto, produtos quimicos tém sido usados para
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a protecdo destas, mas apesar de seus resultados ‘positivos’ trazem desvantagens
como elevados custos de producdo, problemas com a saude das pessoas e
contaminacao ambiental (TALAMINI; STADNIK, 2004).

Produtos derivados de vegetais sdo intensivamente estudados quanto a
eficAcia no controle alternativo de doencas de plantas, para uso em sistemas de
producao, pretendendo a reducao do uso de agrotéxicos (CARNEIRO, 2003; FIORI et
al., 2000).

Dentre as plantas medicinais e arométicas amplamente utilizadas, encontra-
se a citronela (Cymbopogon sp), planta originaria do Ceildo e da india. O género
Cymbopogon pertence a familia Poaceae, constituido de oitenta e cinco espécies. A
citronela possui na sua composicdo alto teor de citronelal, geraniol e citronelal,
destacando entre eles o citronelal. Apresentando atividade antisséptica, inibindo o
crescimento de fungos fitopatogénicos e bactérias. A citronela é utilizada como
material basico para a sintese de importantes compostos bioativos (CRAVEIRO et al.,
1981; CASTRO et al., 2010). E também o capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf) graminea perene de origem asiatica (india), o qual tem sido amplamente
estudado, pois apresenta atividade antifungica, antibacteriana, anti-helmintica,
inseticida, diurética e anticarcinogénica (CASTRO et al., 2010).

Compostos do metabolismo secundario presentes em extrato de citronela e
citral podem desempenhar fungdes importantes no controle de fitopatdgenos por meio
da acao antimicrobiana direta ou por meio da inibicdo do crescimento micelial e da
germinacdo de esporos (OLANDA, 2014). E com base nestas informacgbes que,
técnicas para a sintese e modificacdo quimica de compostos naturais vém sendo
aplicados para obtencdo de substancias com propriedades benéficas em diversas
areas, onde estudos relatam no uso e controle contra microrganismos. A modificacao
destes componentes pode permitir a melhoria das atividades biolégicas apresentadas
pelas moléculas naturais e ndo modificadas (CHAKRAVORTY, 2012). Estes
compostos podem ser usados contra um amplo espectro de espécies de
microrganismos (ANTUNES; CAVACOB, 2010). Devido a composi¢cdo destas
moléculas, 0 modo de acdo pode provocar inibicdo e/o morte dos patdgenos,
envolvendo diferentes mecanismos, onde todos os componentes da célula tornam-se
possiveis alvos de atuacdo desses compostos em geral (ABREU; NERY, 2015).

Além disso, a adicdo de um elemento quimico sintético a estrutura do

componente majoritario de um 6leo essencial pode aumentar seu desempenho. Neste
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caso, o selénio (Se), utilizado como elemento adicionado a estes compostos, ndo é
considerado um nutriente essencial para as plantas superiores, mas desempenha um
papel benéfico, especialmente em reduzir estresses abibticos e retardar o processo
de senescéncia nas plantas, dentre outros (OLIVEIRA et al., 2016; MONDO et al.,
2016; RUFINO et al., 2017) e o (S) enxofre, elemento que apresenta importantes
gualidades para a biossintese de compostos antimicrobianos responsaveis pela
protecdo das plantas ao ataque de patdégenos, podendo atuar na resisténcia das
plantas a diferentes doencas (FORNEY et al., 2010; BAYOUMI et al., 2018).

A exploragéo da atividade bioldgica destas novas moléculas semissintéticas
pode constituir uma forma efetiva de controle de doencas em plantas cultivadas.
Porém, pouco se sabe sobre sua eficiéncia no controle de fitopatbgenos de
importancia agricola. Bem como, a melhor forma de aplicagdo destes nos cultivos
agricolas, se € via pulverizacdo ou tratamento das sementes, ainda ndo esta definida
e requer mais estudos. No entanto, o tratamento de sementes é uma das formas
ambientalmente mais eficiente no controle de patdgenos, visto a pequena quantidade
de produto que é liberado no meio, além de que, algumas moléculas modificadas
podem conter elementos que melhoraram o desempenho inicial da cultura conferindo
a planta condicdes de defesa (AGUIAR et al., 2018).

Diante do exposto, € relevancia verificar a capacidade de novas moléculas
guimicas em neutralizar o arsenal enzimatico, ligados a patogenicidade, produzidas
pelo fungo, durante o processo de desenvolvimento da doenca, bem como verificar a
possibilidade de inducgéo de resisténcia, a partir do uso de novas moléculas em plantas

de feijao.



3 Material e métodos

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de
Sementes/Fungos Fitopatogénicos (PLSFF) e no Laboratério de Interagdo Planta-
Patogeno (LIPP) na Universidade Federal de Pelotas (FAEM-UFPel), no Municipio de
Capdo do Ledo - RS.

As moléculas utilizadas pertencem ao Laboratorio de Quimica Orgéanica —
UFPel, derivadas dos Oleos de citronela (Cymbopogon nardus) e capim-liméo
(Cympobogon citratus) e modificadas quimicamente quanto a sua estrutura, Phenyl S
Citral, Phenyl Se Citronelal. O isolado fungico C. lindemuthianum raca 86 pertence a
colecdo do LPSFF, FAEM-UFPel. O isolado foi coletado no estado do Rio Grande do
Sul. O cultivar de feijao utilizado foi ‘BRS Valente’, variedade suscetivel a antracnose.
As sementes foram previamente analisadas quanto a qualidade sanitaria e fisiolégica

inicial do lote de acordo com as RAS (BRASIL, 2009) para continuidade dos ensaios.

3.1 Estudo I: Uso de moléculas semissintéticas no controle de C. lindemunthianum
associado a sementes de feijao

Para verificar o efeito das moléculas no controle do C. lindeminthianum
associados as sementes de feijdo foi avaliado mediante uma escala de nota, a
severidade dos sintomas nas plantulas aos doze dias apés semeadura, considerando-
se a porcentagem de plantulas emergidas com sintomas, plantulas emergidas sem
sintomas, bem como sementes mortas. Para isso, sementes de feijao inoculadas com
o fungo C. lindeminthianum e logo tratadas com as moléculas: Phenyl S Citral, Phenyl
Se Citronelal nas concentragées (g 100 mL1): 1%, 0,5%, 0,25%. Foram semeadas em
copos de 8x5 cm diametros contendo como substrato vermiculita e acondicionadas
em camara de crescimento a temperatura de 23°C a foto periodo de 12 horas luz, com
irrigacdo manual sempre que necessario. Posteriormente, as plantulas foram
avaliadas utilizando uma escala descritiva de severidade. Com base nos sintomas
observados, as plantulas foram separadas em diferentes niveis conforme abaixo

descritivas de severidade (ID):
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Tabela 1 - Escala de notas do indice de doenga, avaliada através da suma de plantulas nos
tratamentos que apresentasse as caracteristicas descritas na tabela, apés 12 dias de
semeadura.

Escala Caracteristica
EO Plantulas sem sintomas
El Plantulas com sintomas nos cotilédones
E2 Sintomas no caule ou nas folhas
E3 Sintomas em cotilédones e no caule ou folha
E4 Sintomas em cotilédones, caule e nas folhas
E5 Morte-p6s emergéncia
E6 Morte-pré emergéncia

Fonte: Adaptada de Gaviria-Hernandez et al. (2020).

Os valores obtidos na escala de severidade foram utilizados para calcular o
indice da doenca a partir de notas de severidade (0 a 6), indice de doenca -ID (%),
taxa de transmissao TT (%). Para o calculo do indice da doenca das plantulas utilizou-
se a formula estabelecida por Mckinney (1923):

indice de doenca (ID): a ocorréncia da antracnose foi avaliada apés 12 dias

de semeadura.
(G0}
ID); X 100

Onde: ID = indice de doenca (%); f = nimero de plantas com determinada
nota; v = nota observada; n = nimero total de plantas avaliadas e x = grau maximo de
infeccdo. Os resultados foram expressos em porcentagem de infeccdo por C.

lindemuthianum.

T.T(%) = T.I (%) x 100/ .S (%)

Em que: T.I = taxa de infeccdo em plantas de feijdo com sintomas de C.

lindemuthianum; e I.S = incidéncia da doenca em sementes inoculadas artificialmente.
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3.2 Estudo II: Efeito de compostos semissintéticos na resposta bioquimica de plantas
de feijdo quando inoculadas com C. lindemuthianum

Para verificar o efeito das diferentes moléculas semissintéticas na inducéo de
resisténcia das plantas de feijao, foram avaliadas as seguintes atividades bioquimicas:
Andlise da atividade enzimética, determinacdo da concentracdo dos pigmentos
fotossintéticos, peroxidagéo lipidica e a determinagdo de compostos fendlicos totais.

Para a realizacdo das analises foi feita a inoculacao artificial das sementes
(condicionamento osmotico) descrita por Rey et al. (2009). Foram inoculadas
artificialmente as sementes de feijdo cultivar BRS Valente, para isso, discos de 5mm
de meio BDA contendo micélio do fungo foram transferidos para quatro pontos
equidistantes das placas de Petri - 9cm de diametro, contendo meio BDA modificado
com sacarose a -1,0 Mpa, evitando a germinacdo das sementes durante o processo
de inoculagdo. Posteriormente, as placas foram incubadas por 10 dias a uma
temperatura de 23 °C e fotoperiodo de 12 horas luz.

Passado o periodo de incubacéo foi depositado sob as col6nias fungicas 50
sementes de feijao, previamente desinfestadas superficialmente com hipoclorito de
sodio a 1%, distribuidas aleatoriamente sobre as placas e levemente prensadas sobre
0 meio colonizado pelo fungo, e novamente incubadas por 96 horas. Posteriormente,
foram retiradas das placas e lavadas superficialmente com hipoclorito de sédio a 1%
e trés vezes em agua destilada e secadas a temperatura ambiente por 48 horas.

Nas testemunhas, as sementes ficaram em contato com placas de Petri,
contendo apenas o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) osmoticamente
modificado com sacarose. O periodo de incubacéo foi de 96 horas.

Posteriormente, foi realizada a avaliacdo de sanidade das sementes através
do Blotter test (BRASIL, 2009b), sendo entdo, confirmada a infeccdo das sementes
obtendo-se 100% de incidéncia. Apos o preparo dos lotes procedeu-se o tratamento
das sementes com as moléculas semissintéticas: Phenyl S Citral, Phenyl Se
Citronelal. As concentracdes utilizadas no estudo 1 e 2 (g 100 mL1): 1%, 0,5%, 0,25%
previamente testadas em estudos anteriores (ZABOTT, 2018) e para o estudo 3:
0,0625%, 0,125%, 0,25%.

O processo de tratamento foi realizado manualmente em sacos plasticos de
polietileno. Para tal, adicionou-se o composto seguido de 4gua destilada em relagéo

de 0,5 ml de produto por 1.5ml de agua para preparo da calda, para obtencdo das
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doses. Posteriormente, homogeneizou-se a suspensdo e, em seguida, foram
adicionados 0,04kg de sementes, seguido de agitacdo manual dos sacos por 2min.
até que o produto ficasse completamente aderido a semente. Os sacos contendo as
sementes tratadas foram abertos e as sementes colocadas para secar a temperatura
ambiente por 48h. No tratamento testemunha, as sementes foram tratadas com agua
destilada esterilizada.

As sementes inoculadas e tratadas com as moléculas semissintéticas foram
semeadas em copos plasticas de 8x5 cm, contendo substrato comercial (substrato
para plantas Carolina soil) + vermiculita, previamente autoclavado, mantidas em sala
acondicionada, a temperatura de 23 °C, com irrigacdo manual sempre gue necessario.

Para as andlises bioquimicas foram realizadas coletas da parte aérea da
planta (das folhas de feijao) aos 15 dias apds semeadura. No entanto, imediatamente
apo6s a coleta, as amostras foram congeladas em N2 e logo armazenadas em ultra

freezer (- 80 °C) até a realizagdo das analises, mantendo-se assim sua integridade.

3.2.1 Andlise da atividade enzimatica

Os extratos vegetais para a quantificacdo das atividades enzimaticas foram
obtidos conforme a metodologia descrita em Dallagnol et al. (2011) com algumas
modificacdes. Para tal, amostras de tecido foliar de 0,5g foram maceradas em N2 para
obtencéo do extrato foliar. Seguido da adicdo da solucao de extracédo, constituida de
tampao fosfato de potassio (100 mM, pH 6,8), contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil
(1 mM) e polivinilpolipirrolidona (40 mg). Em seguida, esse material foi centrifugado a
12.000 rpm por 15 min a 4°C. Sendo o sobrenadante utilizado para determinacéo das
atividades enziméticas.

Foram determinadas as seguintes atividades enzimaticas: Superédxido
Dismutases (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato peroxidase (APX).

A atividade da enzima superoxido dismutases (SOD) foi avaliada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT)
conforme metodologia de Ribeiro et al. (2014), em um meio de reacao contendo 1.000
pL fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), 400 uL metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT
1 mM, riboflavina 0,2 uM, 390 uL agua destilada e 30 pL de amostra foram iluminados
por 7 minutos com uma lampada fluorescente de 20W. Para o controle, 0 mesmo meio

de reacdo sem a amostra foi iluminado. As leituras foram realizadas a 560 nm. A
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unidade da SOD, correspondeu a quantidade da enzima capaz de inibir em 50% a
fotorreducdo do NBT, nas condi¢cbes do ensaio, sendo 0s resultados expressos em
unidades de SOD mg-1 de proteina (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

A atividade da enzima catalase (CAT) foi definida através quantificacdo da
degradacdo do perdxido de hidrogénio (H202) (AZEVEDO et al., 1998). O meio de
reacao foi composto por 1.500 uL do tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5)
contendo H202 30% (2,5 yL.mL-1 do tampé&o de reacéo) e 25 pL de amostra. As
leituras foram realizadas a 240 nm e os resultados expressos em pmol de H20:
degradado min-1 mg-1 de proteina.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada por meio da
guantificacdo colorimétrica da liberacéo de ‘pnitropheny!’ clivado do substrato analogo
da quitina ‘p-nitrophenyl-B-D-N,N’- diacetylchitobiose’ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
A mistura de reacao, foi incubada a 37°C por 2 horas, contendo 200 yL do tamp&o de
reacao acetato de sédio 50 mM pH 5,0, 5 pL da solugao de substrato pnitrofenil- B-D-
N,N’-diacetilquitobiose (PNP) 2 mg mL-1 e 45 pL da amostra. ApGs esse periodo,
foram acrescentados 250 uL de carbonato de sédio (Na2CO3) 0,2 M. Posteriormente,
a absorbancia foi em espectrofotdmetro a 410 nm, em um ensaio colorimétrico em
espectrofotdmetro (Bel®, modelo UV-UM51).

Para o célculo da atividade subtraiu-se o valor de absorbancia de cada
amostra, do valor de absorbéncia do controle (uma mistura idéntica a da reacéao,
contudo, a adicdo do Na2COs realizada imediatamente apds a adicdo do extrato
vegetal). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 0,007 M-1 cm-1 (HARMAN et
al., 1993), sendo a QUI expressa em mM de ‘p-nitrophenyl’ produzido por min-1 mg-1
proteina. Determinacdo da concentracdo de aldeido malbnico (MDA): Realizada
conforme descrito por Cakmak e Host (1991) tendo os valores expressos em pmol de
MDA kg-1 de MF.,

A quantificacdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford, sendo
determinadas a partir da ligacdo de aminoacidos com coomassie brilliant blue G-250
e 0s métodos foram calibrados utilizando uma curva padrao feita com albumina de
soro bovino (BSA). A leitura foi realizada ao comprimento de onda de 595 nm no
espectrofotdmetro, e o resultado expresso em ug proteinas mg-1 de massa foliar (MF)
(BRADFORD, 1976).
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3.2.2 Determinacgao da concentragdo dos pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofilas e de carotenoides totais foram determinados com
amostras de 0,5 g, maceradas em um almofariz em presenca de 5 mL de acetona a
80% (v/v). O material foi centrifugado a 2.000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante
transferido para baldo volumétrico de 20 mL, completando-se esse volume com
acetona a 80% (v/v) metodologia proposta por Dallagnol et al. (2011). Os teores de
clorofila a, b, totais (a+b) e de carotenoides totais serdo calculados pelo uso das
formulas de Lichtenthaler (1987) a partir da absorbancia da solucdo obtida por
espectrofotometria a 647, 663 e 470 nm. Os resultados séo expressos em mg g de
MF.

3.2.3 Peroxidacéo lipidica (MDA)

Os danos celulares nos tecidos foram determinados em termos das espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), via acumulo de aldeido malénico (MDA),
conforme descrito por Health e Packer (1968). Para isso, 0,2 g de amostra foram
macerados com nitrogénio liquido e homogeneizados em acido tricloroacético (TCA)
0,1% (m/v) se transferiu para tubos de eppendorf e centrifugadas a 14000 rpm por 20
minutos a 4°C. Para a quantificacdo aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram
adicionadas a 1,5 mL de acido tiobarbittrico (TBA) 0,5% (m/v) em &cido tricloroacético
10% (m/v) e incubadas a 90°C por 20 minutos. A reacédo foi paralisada em banho de
gelo por 10 minutos. A absorbéancia foi lida a 532 nm, descontando-se a absorbéancia
inespecifica a 600 nm. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o
coeficiente de absortividade de 155 mM cm e os resultados foram expressos em nM
MDA g! de MF.

3.2.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais e (DLATG)

A gquantificacdo dos compostos fendlicos solveis totais (CFST) e derivado de
lignina-acido tioglicélico (DLATG) foi realizada de acordo com método descrito por
Singleton e Rossi (1965), com modificagbes. Para a etapa de extracdo foram pesados
2g de amostra, as quais foram macerados em almofariz e pistilo com auxilio de

nitrogénio liquido, despois de macerados se peso na balanca de precisdo 0,1 g de
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amostra (anotando os valores resultantes), diluidos em 1,5 mL de metanol 80% (v/v)
e colocados em eppendorfs. Em seguida passou-se para a mesa agitadora a 200 rpm
por 12 h a temperatura de 25 °C. Posteriormente, o extrato metabdlico foi centrifugado
a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi transferido para outro microtubo.

Pelo método de Zieslin e Bem-Zaken (1993), com modificacbes, foi
determinado os CFSTs. Um volume de 0,75uL do reagente Fenol Folin-Ciocalteu
(0,25N) (Sigma-Aldrich, Sédo Paulo, Brasil); 0,75uL do extrato metabdlico; 0,75uL de
carbonato de sédio (1M), mais 1,5mL de dgua destilada foram utilizados para o extrato
metabdlico de folha. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 725nm (Bel®
modelo UV-UM51). Os resultados foram expressos em pg de CFST g-1 de matéria
fresca.

O residuo alcodlico-insoltvel seco, obtido apds a extracdo dos CFSTs, que
continha lignina e acidos fendlicos associados a parede celular, foi utilizado para a
determinacao da concentracdo de derivados de lignina-acido tioglicélico (DLATG), de
acordo com a metodologia proposta por Barber e Ride (1988).

Para tanto, o residuo seco foi homogeneizado com 1,5mL de agua destilada
e centrifugado a 12.000 rpm durante 10 minutos; apos, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado, colocado em estufa a 65°C por 24h. O residuo seco foi reidratado com
1,5mL de solucéo acido tioglicélico e HCl a 2 N (1:10), agitado levemente e depois
colocados 54 em banho-maria por 4h a 100°C. Em seguida, os eppedorfes foram
colocados por 10 minutos em gelo (4°C).

Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos, e o
sobrenadante resultante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL de agua
destilada e centrifugado novamente a 12.000 rpm durante 10 minutos. Logo apods a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1,5mL
de NaOH a 0,5N. Em temperatura ambiente, a mistura permaneceu por 12h em mesa
agitadora (200rpm), sendo que transcorrido este periodo, os microtubos foram
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo. Ao sobrenadante, adicionou-se 200ug de HCI concentrado, sendo os tubos
transferidos para a geladeira, onde permaneceram por 4h, para que ocorresse a
precipitacdo dos derivados da DLATG. Apdés, realizou-se uma nova centrifugacao por
10 minutos a 10.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado dissolvido
em 2mL de NaOH a 0,5N.
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Em espectrofotdmetro, a 280nm, foi medida a absorbancia dos derivados da
DLATG e a concentracdo expressa em g g-1 de MF, utilizando uma curva padréao
obtida com diferentes concentracdes de lignina alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO).

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
e a homocedasticidade pelo teste de Hartley. Posteriormente, forma submetidos a
analise de variancia (p<0,05). Os efeitos de moléculas e de doses foram avaliados
pelo teste de Tukey (p<0,05) e a comparagcédo com a testemunha realizada pelo teste
de Dunnett (p<0,05). A presenca de correlagBes entre as variaveis dependentes do
estudo foi analisada através do coeficiente de correlacdo de Pearson. Software
estatisticos utilizados para o analises de dados (SISVAR e INFOSTAT).

3.3 Estudo lll: Efeito das moléculas e doses testadas na neutralizacdo de enzimas
ligadas a patogenicidade

Para avaliagdo do indice enzimético em meio soélido especifico foram
utilizadas doses das moléculas que néo inibiram completamente o desenvolvimento
total do fungo (0,0625%, 0,125%, 0,25%) para permitir o crescimento do fungo e poder
observar a producdo de enzimas. Para isso, uma aliquota de 100uL das diferentes
moléculas e concentragfes foi misturada junto ao meio BDA fundido e
homogeneizado, em seguida vertidos 10 mL em placas de Petri, sendo realizadas
cinco repeticdes por tratamento. Como testemunha foi utilizado o fungo crescido em
meio sem adicdo de molécula e DMSO. Para isso, discos (5mm de diametro) do
isolado de C. lindemuthianum foram repicados para placas de Petri contendo cada um
dos meios descritos para cada enzima.

As placas foram mantidas em BOD. Foram realizadas as medi¢cdes dos
didmetros perpendiculares da col6nia e da colonia mais o halo de degradacdo do
substrato. Foram avaliadas as enzimas amilase, celulase, lipase, protease e
pectinase.

Para a avaliacao da atividade da enzima amilase in vitro foi utilizado (6 g de
NaNOs; 1,5 g de KH2POg4; 0,5 g de KCI; 0,5 g de MgSOa. 7H20; 0,01 g de FeSO4; 0,01
g de ZnSO4 e 15 g de Agar, 10 g de amido, 1 L de agua destilada, pH: 6,8). ApGs o
periodo de incubacéo, foi adicionado a cada placa de Petri 2 mL de solugéo lugol

sobre a superficie do meio de cultura. Apos 5 minutos, foi descartada a solucéo lugol,
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e no caso de atividade amilolitica, foi observado a formagédo de um halo ao redor da
colénia em contraste ao meio escurecido.

Para a atividade da enzima celulase in vitro os isolados foram cultivados em
placas de Petri contendo meio agar carboximetilcelulose 1% (1,0 g de KH2POg4; 0,5 g
de (NH4)2S0s4; 0,5 g de asparagina, 0,5 g de KCI; 0,2 g de MgSOa4. 7H20; 0,1 g de
CaClz; 0,5 g de extrato de levedura; 10 g de carboximetilcelulose, 20 g de agar-agar,
1 L de agua estilada), conforme metodologia descrita por Pereira (2009). As placas
com as col6nias foram incubadas em BOD a 25 C, e apds 5 dias, as placas com os
isolados foram submetidas a choque térmico por 16 horas a 50°C.

Posteriormente, foi adicionado 10 mL de solucédo vermelho de congo (2,5 g/L)
em tampao Tris HCI 0,1M, pH 8 por 30 minutos. Passado o tempo, a solucao foi
descartada e as col6nias forma lavadas com 5 mL de solu¢gdo NaCl 0,5 M no mesmo
tampé&o. A atividade da celulase foi feita pela observacdo de um halo claro ao redor
da col6nia, referente a degradacdo da celulose ao redor da colénia (MULLINGS,
1985). As medicfes foram realizadas conforme descrito no item.

A determinacgéo da atividade lipolitica foi adaptada de Hankin e Anagnoskis
(1975). Os isolados do fungo foram repicados em meio agar contendo 10 g de
peptona; 5 g de NaCl; 0,1 g de CaCl2.2H20; 20 g agar; 0,01g rodamina; 10 mL Tween
20 e 1 L de agua destilada, pH 6,0. O fungo foi incubado por 8 dias 25°C com
fotoperiodo 12h luz e, posteriormente, foi colocado a 4°C por 48 horas. Apés esse
periodo, a atividade enziméatica foi observada mediante a presenca do halo ao redor
da coldnia, formado por cristais de sais de calcio decorrentes da liberacdo da enzima
lipolitica.

Para detectar a atividade proteolitica, os isolados foram cultivados em meio
nutriente agar, contendo gelatina como substrato (5g de peptona; 3g de extrato de
carne; 15g de agar; 40g de gelatina; 1000 mL de 4gua destilada; pH 6,0) (CRUZ 1985)
e permaneceram a 25 °C sob fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Decorridos
o periodo de cultivo dos isolados no meio, a revelacédo do halo de degradacéo ocorreu
por meio da adicdo de 2 mL de solucédo saturada de sulfato de amonio (77g de
(NH4)2S04; 100 mL de agua destilada).

Para avaliar a atividade de pectinases foi utilizado o meio 500 mL de solugéao
mineral (2,0 g de (NH4)2 SO4; 4,0 g de KH2POg4; 6,0 g de Na:HPO4; 0,2 g de
FeS04.7H20; 0,01 g de CaClz; 0,0001 g de H3BOs; 0,0001 g de MnSOg4; 0,0007 g de
ZnS04; 0,0005 g de CuSOg4; 0,0001 g de MoOs3s) + 500 mL de solucéo pectina (1 g de
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extrato de levedura; 15 g de agar; 5 g de pectina citrica). O meio teve pH ajustado
para 7,0. Conforme metodologia de Hankin e Anagnostakis (1975), com modificacdes.
As colbnias foram incubadas em BOD por cinco dias a 25 °C, no escuro. Apos esta
etapa, foi aplicado 5 mL de vermelho de metila 2% (0,2 g de vermelho de metila; 60
mL de etanol 95% e; 40 mL de &gua destilada), com dez minutos a solugéo foi
descartada e a avaliacao foi feita pela observacdo de um halo formado por uma regiéo
translucida ao redor da colbnia.

Para todas as enzimas mencionadas anteriormente foi quantificada por meio
da analise da relagdo H/C, obtida pela divisdo da média do diametro do halo (H) nas
guatro repeticdes pela média do diametro da colbnia (C).

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk; @ homoscedasticidade pelo teste de Hartley. Posteriormente, os dados
foram submetidos a analise de variancia através do teste F (p<0,05). Constatou-se
significancia estatistica, as relacdes H/C de cada isolado foram comparadas pelo teste
de Tukey (p=<0,05), utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.3.1 Delineamento experimental

No estudo I, Il e lll o delineamento experimental foi inteiramente casualizado
em esquema bifatorial (2x3), constituido de duas moléculas semissintéticas Phenyl S
Citral, Phenyl Se Citronelal e trés concentracdes (g 100 mL™): 1%, 0,5%, 0,25%, com
30 repeti¢cdes no estudo | e I, no entanto, no estudo Il foram cinco repeticdes e trés
diferentes concentracdes (g 100 mL1): 0,25%, 0,0625% e 0,125%. As andlises
estatisticas foram realizadas no programa INFOSTAT e SISVAR. As variaveis
significativas no teste F da andlise de variancia foram submetidas a andlise de teste
de Tukey a 5%.



4 Resultados e discussao

Na interacdo C. lindemuthianum e sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris)
guando tratadas com os compostos semissintéticos, foi observada diferenca entre as
moléculas. A molécula Phenyl S Citral nas trés concentracdes avaliadas (g 100 mL™?):
(0,25%, 0,5% e 1%) apresentou maior comprometimento no estabelecimento inicial
da plantula, provocando maior nimero de mortes pré e pés emergéncia. Também foi
observado crescimento micelial do fungo e a formagéo de acérvulos nos cotilédones,
sendo obtido um indice de doenca (ID) entre 42-49%. Por outro lado, na molécula
Phenyl Se citronelal, esses eventos se apresentaram em menor escala, percebendo
menor dano conforme aumentava a concentracao da molécula. Na figura. 1, observa-
se gue as plantas menos afetadas foram as provenientes de sementes tratadas com
a concentracdo de 1%, obtendo o menor ID de 21%, seguidos pelas concentracdes
0,50% e 0,25% da mesma molécula obtendo valores de ID de 35-37%.

Pode-se observar também na figura. 1, que o desvio padrdo aumenta de
acordo com as cores atribuidas em cada escala do incide da doenca ID (Tabela 1) em
relacdo ao numero total de plantas em cada um dos tratamentos e controle. As barras
com maior comprimento sao as laranjas em referéncia a nota de escala E1 (Plantulas
com sintomas nos cotilédones), o qual foi o sintoma mais apreciado no estudo,
encontrado em todos os tratamentos, obtendo maiores porcentagem nos tratamentos
com citronelal ao 0,25%, 0,50% e na molécula citral ao 0,25%. Em média, 10% das
plantas dentro de todos os tratamentos apresentaram sintomas na folha e/ou no caule
(E3).

Quanto as mortes em pré-emergéncia (E6), a maior porcentagem foi
observada nos tratamentos com a molécula Phenyl S Citral, na concentracao de
0,50% semelhante ao tratamento controle, sementes inoculadas com o C.
lindemuthianum e sem molécula. A porcentagem de mortes de plantulas na pos-
emergéncia (E5) foi semelhante em todas as concentracdes para a molécula Phenyl
S citral, no Phenyl Se Citronelal na concentracdo de 0,25% e no controle sementes
inoculadas sem tratamento com moléculas. Contudo, morte pré-emergente e danos

no cotilédone foram os principais sintomas observados nesse estudo.
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Sadia 0
Ino. Sem Molec 0,54
Citronellal (1%) 0,21
Citronellal (0,50%) 0,37
Citronellal (0,25%) 0,35
Citral (1%) 0,44
Citral (0,50%) 0,49
Citral (0,25%) 0,42
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Figura 1 - indice da doenga em plantulas de feijio onde as sementes foram inoculadas com
Colletotrichum lindemuthianum e logo tratadas com as moléculas Phenyl S Citral (Citral) e
Phenyl Se Citronelal nas concentragfes (0,25%, 0,5%, 1%), Inoc. Sem Molec (Sementes
sem uso de molécula e inoculadas), Sadia (Sementes sadias). EO: Plantulas sem sintoma,
E1: Plantulas com sintomas nos cotilédones, E2: Sintomas no caule ou nas folhas, E3:
Sintomas em cotilédones e no caule ou folha, E4: Sintomas em cotilédones, caule e nas
folhas, E5: Morte-pés emergéncia, E6: Morte-pré emergéncia.

Fonte: Pinel (2021).

Sabe-se que a germinacdo das sementes é uma das fases mais importantes
do desenvolvimento das culturas, pois, fatores como as doengas transmitidas por
sementes podem interferir ou afetar a emergéncia. Assim, processos de recobrimento
das sementes de feijdo com diferentes fontes e doses de sustancias com propriedade
antimicrobiana podem influenciar no ciclo de infeccdo de patdégenos, o que pode ser
uma alternativa, uma vez que proporciona protecdo. Varios trabalhos vém sendo
conduzidos com tratamento alternativo para controle de patégenos em sementes; a
exemplo, tem-se os estudos realizados por Paiva et al. (2017) que relatam que o 0leo
essencial de Cymbopogon nardus (citronela) foi eficaz no tratamento de semente de
feijdo no controle do fungo Aspergillus sp. Resultados semelhantes foram obtidos por
Veloso (2016) controlando efetivamente Curvularia sp. Lozada (2019) verificou que o

uso de Oleos esséncias citronela e citral podem proporcionar uma protecdo em
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sementes de cebola e inibir totalmente a infecdo do C. gleosporoides, atribuindo as
moléculas que se encontram em maior concentracdo. Resultados positivos sobre o
Oleo de capim-liméao (citral) tem sido relatado por Bankole e Joda (2004) que obtiveram
controle do Aspergillus flavus quando inoculadas sementes de feijao e milho e logo
tratadas com o 6leo essencial. Ao igual, que a avaliacdo do potencial sanitario apos
tratamento das sementes com as moléculas semissintéticas Phenyl Se Citronelal e
Phenyl S Citral, o Phenyl Se Citronelal manifestou um controle positivo sobre o C.
lindemuthianum, demostrando uma reducao nos danos inicias nas plantulas de feijao
guando tratadas as sementes apés inoculagdo com o patdogeno. Sendo possivel
sugerir que o recobrimento das sementes com esta molécula pode fortalecer
mecanismos de defesas nas plantulas contra o processo de infec¢cdo de patégenos
associados as sementes.

O agente causal da antracnose em feijdo é transmitido principalmente pelas
sementes. Fator muito importante a considerar, pois, a maioria dos agricultores utiliza
as suas proprias ‘sementes’. O C. lindemuthianum avaliado no estudo tem demostrado
um elevado poder de transmissao, pois, considerando o espaco de tempo que a
semente esteve em contato com o fungo, mesmo sem cobrir 100% da area total das
sementes, ainda assim, o indculo demostrou ser suficiente para causar taxas de
transmissao que variaram de 56% a 96%, as lesdes que ocorreram por inoculacéo
das sementes mostraram sintomas tipicos da doenca em todas as partes das
plantulas, semente, nos cotilédones, folhas, também sendo encontradas estruturas do
patdégeno, evidenciando a infec¢cdo do patdgeno. Pode-se observar na tabela 2, que
foram encontrados valores de transmissdo muito elevados em sua maioria,
independentemente da molécula e concentracdo, no caso do Phenyl S Citral, nas trés
concentragbes (0,25%, 0,50%,1%) apresentaram altos valores na taxa de
transmissao, igualando e/ou superando os valores do controle, quando a molécula
Phenyl Se Citronelal apresentaram valores semelhantes com exce¢do na
concentracdo 1%, apresentando diferenca significativa dos demais tratamentos com

uma taxa de transmissao de 56%.
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Tabela 2 - Taxa de transmissdo de C. lindemuthianum em plantulas de feijdo (Phaseolus

vulgaris).

Niveis de infeccdo

Tratamento IT (%)
Phenyl S Citral (0,25%) 86,00 Aa
Phenyl S Citral (0,50%) 90,00 Aa
Phenyl S Citral (1%) 86,00 Aa
Phenyl Se Citronelal (0,25%) 90,00 Aa
Phenyl Se Citronelal (0,50%) 86,00 Aa
Phenyl Se Citronelal (1%) 56,00 Bb
Né&o tratada com Molécula 96,00 Aa
N&o inoculada e ndo tratada com 0,00C

molécula
Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Pinel (2021).

Resultado semelhantes ao estudo, foram obtidos pelo Vechiato et al. (1997)
gue encontraram altas taxas de transmissao pelo C. lindemuthianum em sementes de
feijdo cultivar Carioca, variando entre 70 a 100% em condi¢des de casa de vegetacéo,
Mesmo em C. lindemuthianum altas taxas de transmissdo também foram constatadas
por Vechato et al. (1997), Santos et al. (1996), Yesuf e Sanchote (2005) e Rey et al.
(2009), com percentuais de 60% a 100%, podendo variar devido a fatores como
localizagdo do patdgeno na semente, condicBes ambientais, cultivar e nivel de indculo.
Por outra parte, pelas taxas de transmissdo obtidas no experimento é possivel
considerar uma (TT) alta, pois, em outras situacfes como no Fusarium moniliforme e
Pyricularia Oryzae, tem se relatado taxas de 9% a 46% de transmissédo de semente
para plantula pelos patégenos (SARTORI et al., 2004; MANANDHAR, 1998). Assim,
constata-se que o patdgeno pode ser transmitido em altas taxas via semente infetada,
podendo ser em campo uma fonte de indéculo inicial, o qual poderia causar grandes
danos nas culturas, inviabilizando a producéo, tornando-se de muita importancia
aprofundar mais nos estudos com as moléculas testadas.

Em relacdo as concentracdes de clorofila total e carotenoides, a aplicacao das
moléculas semissintéticas néo alterou significativamente (p<0,05) os teores de (CloT).
Contudo, os resultados demonstram uma tendéncia de acumulo de Clorofilas Totais
(CloT), com o aumento da concentragdo das moléculas. Os teores mais elevados
foram encontrados na molécula Phenyl Se Citronelal, em relagdo a molécula Phenyl
S Citral. Sendo observado um acréscimo gradativo no indice de clorofila proporcional
ao aumento da concentracédo (0,25%, 0,50%, 1%) (Figura. 2). Na molécula Phenyl S

citral observou-se o menor acumulo de clorofila na dose menor 0,25% e o maior teor
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na concentracao 0,50%, quase igualando ao teor de clorofila do Controle 1 no qual as

sementes foram inoculadas e ndo houve aplicacdo de moléculas.

690

= A
E 685 Aa Aa _:[_ a
2 Aa Aa Aa a
680
E a
'S 675
(@)

670

665

0,25 0,5 1 Controle 1 control 2
Concentracfes

OCitronellal @ Citral

Figura 2 - Concentracéo de clorofila total (CloT) em folhas de plantulas de feijdo, onde as sementes
foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e recobertas com as moléculas
Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronella) nas concentracdes (0,25%, 0,5%,
1%), Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas), Controle 2 (Sementes sadias).
Barras em cada ponto representam o erro padrdo da média. Letras mailsculas e mindsculas
iguais sobre as colunas indicam que as médias dos tratamentos ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0.05). (n=5).

Fonte: Pinel (2021).

Embora ndo se tenha observado diferencas estatisticas, esses resultados
mostram-se promissores, uma vez que nenhuma das moléculas e doses testadas
foram menores que o controle, isso leva a crer no efeito das mesmas, as quais podem
possivelmente estar ligadas a um aumento de dose. Cabe salientar que as clorofilas
além de serem imprescindiveis no metabolismo primario, também possuem
importancia na inducao de metabdlitos do mecanismo secundario, j& que, para que
ocorra ativacao dos mecanismos de defesa é necessario o acumulo de reservas como
polissacaridos por parte da planta devido ao gasto energético que ocorre (GAYLER,
2004). Quando as plantas séo infectadas por patdgenos, a atividade fotossintética e o
crescimento pode ser afetado negativamente (DAN GAO et al., 2011; DALLAGNOL et
al., 2012).

No estudo I, se observou que as plantas tratadas com a molécula Phenyl Se
Citronelal, na maior concentracdo, apresentaram o menor dano nas plantulas e menor
indice de transmissdo, sendo 0s mesmos tratamentos que apresentaram maior
acumulo de teor de clorofila totais. E os tratamentos que observasse teores menores,

como no caso dos tratamentos com Phenyl S Citral e controle, o dano pelo fungo na
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plantula foi maior, havendo uma reducdo da concentracdo de clorofilas totais,
podendo-se atribuir a danos causados pelo patdégenos, o qual podem causar danos
do aparato fotossintético (KUMUDINI et al., 2008), porem, diminuicdo da atividade
fotossintética (BERGER et al., 2004).

Alguns resultados como os obtidos por Bigaton et al. (2013), avaliando uso de
Oleos essenciais de aroeira e quebra-macho em concentracfes de 10%, 20% 30%,
em soja, relatam ndo ter encontrado um incremento significativo nos teores de
clorofila, mas em outros caso, como do Pereira et al. (2013) observaram que o uso de
Oleos essenciais de chinchilho em batata, fez com que ocorresse um incremento no
teor de clorofila, porém, quando utilizadas doses em concentracdes mais elevadas.
De igual forma, no presente trabalho foi possivel observar que a molécula Phenyl Se
Citral apresentou um incremento nos teores na maior dose utilizada, sendo também
os tratamentos menos afetados pelo patégeno. Por isso, considera-se interessante
testar com concentraces mais elevadas das moléculas avaliadas. Com tudo é
possivel concluir que a aplicacéo de alguns produtos sintetizado a partir de produtos
de origem vegetal com propriedade medicinais, pode induzir a ativacdo de
mecanismos de defesa por parte da planta, ao igual que aumento na sintese de
pigmentos fotossintéticos (Martinazzo et al., 2016).

Para os teores de carotenoides (Car) também nédo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos nem controles analisados (Figura 3), ndo podendo definir uma
relacdo entre a molécula-dose e atividade antioxidante ndo enzimética. A molécula
Phenyl Se Citronelal na concentragcdo ao 0,25% e 1% apresentou resultados
semelhantes ao controle. Phenyl S Citral apresentou no teor, uma leve diminuic&o dos

teores de carotenoides na concentracao de 0,25%.
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Figura 3 - Concentracdo de carotenoides (Car) em folhas de plantulas de feijdo, onde as sementes
foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e recobertas com as moléculas
Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronella) nas concentracdes (0,25%, 0,5%,
1%), Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas), Controle 2 (Sementes sadias).
Letras mailsculas e mindsculas iguais sobre as colunas indicam que as médias dos
tratamentos néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05), barras em cada ponto
representam o erro padrdo da média. (n=5).

Fonte: Pinel (2021).

Durante o processo evolutivo as plantas desenvolveram mecanismos
antioxidantes para a remocao das espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo ser
enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentro dos ndo enzimaticos se encontram 0S
carotenoides, pigmentos acessorios, 0s quais participam da fotossintese, podem
reduzir eventuais danos ao estresse, responsaveis pela remoc¢ao de energia, protecao
contra danos foto oxidativos, principalmente, pela antioxidagdo, atuando sobre as
formas reativas de O? (LAWLOR, 2001). Se sabe que quando as plantas séo
infectadas por patégenos, a atividade fotossintética e o crescimento podem ser
afetados negativamente (DAN GAO et al., 2011; DALLAGNOL et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que danos causados por patdgenos pode causar
danos do aparato fotossintético, sendo encontrado uma diminuicdo nos teores de
carotenoides (BERGER et al., 2004), como se apresenta no caso dos tratamentos
com Phenyl S Citral a excegcdo da concentracdo 0.50%, observa-se reducédo da
concentracéo de Carotenoides, por outro lodo relacionado com o estudo I, dentro dos
tratamentos com a mesma molécula, aquele que foi tratado com a concentracéo
0.50% apresento a maior taxa de transmissao de doenca e maior niumero de plantulas
com sintomas observados. Assim, acredita-se na possibilidade de identificar,
mediante este tipo de analise, a tolerancia e/ou capacidade de desenvolvimento em

condi¢cdes adversas de uma espécie vegetal (SILVA et al., 2014). Como o fato de
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atribuir uma reducéo ocasionada por algum tipo de dano provocado por fitopatdogenos.
Contudo ndo encontrando diferencia significativa nos resultados. Bher et al. (2010)
estudando a interacdo do patossistema milho - C. graminicola, relataram que né&o
ocorreu alteragdo significativa desses teores, quando avaliadas respostas
metabdlicas bioquimicas em areas das folhas afetadas pelo patégeno.

Os maiores valores encontrados dos teores de compostos fendlicos totais
foram nos tratamentos com a molécula Phenyl Se Citronelal nas trés concentragoes,
sendo superior aos demais tratamentos, porém, ndo diferindo estatisticamente. O
tratamento 1% apresentou um incremento de 0,95% em relacdo ao controle 1
(sementes inoculadas com C. lindemuthianum, mas nao tratadas com as moléculas).
A molécula de Phenyl Se Citronelal apresentou uma leve tendéncia de incremento na
concentracdo de 0,50%. A molécula Phenyl S Citral apresentou os menos valores
guando comparados a molécula Phenyl Se Citronelal em todas as concentragdes,
sendo que a concentragdo de 0,25% a que apresentou um leve aumento nos teores
(Figura. 4).

De forma geral, percebe-se que todos os tratamentos resultaram em valores
superiores ao controle 1, podendo-se assumir que a aplicacdo das moléculas resultou
em um leve incremento na atividade dos compostos fendlicos. E sua sintese e
concentracdo nas plantas aumenta quando elas estdo sob condicdes de estresse, ja
gue atuam como agentes protetores contra patdgenos, por suas propriedades

antioxidantes e antimicrobianas.
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Figura 4 - Concentracdo de compostos fendlicos sollveis totais (CFSTs) em folhas de plantulas de
feijao onde as sementes foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e recobertas
com as moléculas Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronelal) nas
concentragdes (0,25%, 0,5%, 1%), Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas),
Controle 2 (Sementes sadias). Letras mailsculas e minasculas iguais sobre as colunas
indicam que as médias dos tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).
Barras em cada ponto representam o erro padrao da média (n=5).

Fonte: Pinel (2021).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos também se destaca os compostos
fendlicos. Esses metabolitos especializados sdo constituidos por um grupo fenol, que
pode englobar desde moléculas simples a complexas e polimerizadas. Compreende
fendis simples (C6), ligninas (C6-C3), flavonoides (C6-C3-C6), dentre muitos outros,
cuja rotas metabdlicas séo as vias do acido chiquimico e cinAmico (Fenilpropanoides).
A formacéo dos compostos fendlicos pode ocorrer em condigdes de estresse, como
infeccdes, sendo conhecidos por ser substancias com potencial antimicrobiano, que
podem estar envolvidos no mecanismo bioquimico estrutural na resisténcia das
plantas (FRIEND, 1981; KULBAT, 2016).

Dessa forma, sabe-se que metabolitos secundarios como os fenois (Grupo
hidroxila funcional em um anel aromatico), sdo compostos que fazem parte de um
arsenal que esta diretamente relacionado com a defesa das plantas, mas o acumulo
destes vai depender do patossistema, nivel de suscetibilidade por parte do hospedeiro
e do composto utilizado no caso de controle ou inducéo de resisténcia (NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992). Assim, o acumulo de compostos fendélicos nos sitios de
infeccdo, nos estagios iniciais de resposta de defesa por parte da planta, € de suma
importancia para restringir a possivel infeccdo pelo patdgeno. O fato de compostos
fendlicos possuirem grande diversidade quimica faz com eles desempenhem diversas

funcdes nas plantas como o fato de que podem inibir enzimas fungicas extracelulares,
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inibir a fosforilagdo oxidativa no patdgeno e reduzir a disponibilidade de nutrientes
para 0 mesmo (SCALBERT 1991).

Como observado na (Figura 4), o maior acumulo de compostos fendlicos em
plantulas de feijao inoculadas artificialmente com C. lindemuthianum foi encontrado
nos tratamentos com a molécula Phenyl Se Citronelal, referente aos resultados
obtidos no estudo |, é possivel acreditar na ativacdo de mecanismos de defesa por
parte da plantula, ja que os tratamentos que menor dano observasse pelo fungo
acumularam maior concentracdo de compostos fendlicos, sendo estes ainda
superiores que o controle (Plantulas sadias). Trabalhos sobre inducéo de resisténcia
conduzidos na cultura do sorgo evidenciaram um menor dano a Peronosclerospora
sorghi devido a uma maior producdo de compostos fenolicos (ANWAR et al., 1995).
Por outro lado, Kuhn (2007) relata que o uso de algumas moléculas a partir de 6leo
essencial da flor de chinchilho, com potencial de indug&o, ndo alteraram o aumento
dos fendis, o que pode significar que ndo ocorre uma alteracdo na rota dos
fenilpropanoides. Porém, estudos tem demostrado que estimulos provocados por
agentes externos como o0s patdgenos ou substancias, podem estimular fluxos de
carbono das vias metabdlica primaria para a secundaria, induzindo uma mudanca nos
recursos disponiveis para sintese de produtos secundarios que desempenam papel
importante na defesa das plantas (LATTANZIO, 2013).

Quanto a producéo da lignina, sementes inoculadas com C. lindemuthianum
e recobertas com as moléculas em diferentes niveis de concentracdo, nao
apresentaram diferenca estatistica significativa ao (p<0,05) em nenhum dos
tratamentos, mesmo na comparagdo com os controles. No entanto, mais uma vez,
observa-se que a molécula Phenyl. Se Citronelal apresentou-se superior a Phenyl S
Citral, mostrando uma tendéncia de incremento na producao de lignina. Na figura 5,
verifica-se que a concentragéo 0,50% de Phenyl. Se Citronelal proporcionou o maior
incremento até mesmo sobre ambos os controles com diferencas de 0,72% nos teores
de lignina.

Trabalhos conduzidos a partir dos tratamentos com 6leos essenciais de
citronelal e capim-lim&o, no controle da pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv.
tomato-Pst) na ativacdo de respostas bioquimicas de defesa em tomateiro, verificou
um aumento relativo do teor de lignina e do teor de compostos fendlicos total (DA
SILVA et al., 2017). Por outro lado, Alves et al (2006) ndo encontraram diferenca

significativa nos teores de lignina em cafeeiro inoculado e nao inoculado com
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Cercospora coffeicola, quando usado produtos a base de extratos vegetais (Tomilho)
com potencial de inducdo. No caso das moléculas Phenyl Se Citronelal e Phenyl S
Citral é possivel observar nos resultados (Figura 5) o incremento das concentracdes
de lignina no tratamento Phenyl Se Citronelal na concentracdo de 0,50% e 1%
encontrando-se acima dos demais tratamentos e controles, no qual pode supor uma
ativacdo de resposta de defesa por parte das plantulas, podendo de igual forma
atribuir a funcéo destes mecanismos ao fato de ter encontrado os menores indices de
transmissao do fungo e menor porcentagem na escala de incidéncia nas plantulas,
Nos mesmos tratamentos, como se sabe, precursores de lignina podem exercer efeito
toxico sobre os patdgenos ou conduzir a lignificacdo também de estruturas do mesmo,
dificultando assim, a progresséo do agente agressor (PASCHOLATI; DALIO, 2018).
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Figura 5 - Concentracdo de derivados de lignina-acido tioglicolico (DLATG) em folhas primarias de
plantula de feijdo onde as sementes foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum
e recobertas com as moléculas Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronella)
nas concentracées (0,25%, 0,5%, 1%), Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas),
Controle 2 (Sementes sadias). Letras mailsculas e minUsculas iguais sobre as colunas
indicam que as médias dos tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).
Barras em cada ponto representam o erro padréo da média. (n=5)

Fonte: Pinel (2021).

A lignina sendo uma macromolécula fendlica complexa, € o segundo
composto mais abundante nos tecidos vegetais. Pode atuar como uma barreira fisica
com resisténcia a penetracdo e ao desenvolvimento contra o ataque dos patégenos,
aumentando a resisténcia da parede celular. Essa resisténcia mecéanica a parede
celular afeta a difusdo de enzimas liticas e toxinas nao especificas ao hospedeiro, que
sdo produzidas durante a colonizacdo do tecido (FORTUNATO et al., 2012). Maior

parte das substancias que pertencem ao grupo de compostos fenolicos sao derivados
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da rota do acido chiquimico onde a fenilalanina representa ponto importante para a
producdo dos mesmos, no qual é intensificada quando existe uma influéncia por
fatores como a presenca de fitopatdgenos nos orgaos das plantas, e ativada mediante
0 uso de produtos com o potencial para aumentar a atividade das enzimas no
metabolismo dos fendis (LATTANZIO et al., 2001, FUCHIGAMI, 2018).

Na avaliacdo da atividade da SOD, percebeu-se a inexisténcia de diferencas
significativas dentro das concentracdes das moléculas avaliadas, mesmo em relacao
as plantas controles. Mas percebe-se na (Figura 6), que a concentracdo de SOD nos
tratamentos com Phenyl Se Citronelal sdo maiores que nos tratamentos com Phenyl
S Citral. O mesmo ocorre em relagdo aos controles, havendo um acréscimo gradual
com 0 aumento da concentracdo de até 9% em comparacdo ao menor valor
encontrado nas analises, porém, nao foi encontrada diferenca estatistica. Da mesma
forma, a molécula Phenyl S Citral apresentou valores maiores que 0s controle, com
excecdo da concentracao 0,25%. O tratamento com maior atividade foi pela molécula
Citronelal ao 1%. Resultados obtidos por EHSANI-MOGHADDAM et al., (2006), em
folhas de cultivares de morangos resistentes e suscetiveis a Mycosphaerella fragariae
relatou resultados n&o significativos na atividade da SOD, mas havendo um leve

aumento da atividade no cultivar resistente.
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Figura 6 - Atividade especifica da enzima Superdxido dismutase (SOD), em folhas de plantula de feijao
onde as sementes foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e recobertas com
as moleculas Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronella) nas concentracdes
(0,25%, 0,5%, 1%) Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas), Controle 2 (Sementes
sadias). Letras mailsculas e minUsculas iguais sobre as colunas indicam que as médias dos
tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05). Barras em cada ponto
representam o erro padrdo da média. (n=5)

Fonte: Pinel (2021).
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Os mecanismos de defesa das plantas levam a produgdo de ERO’s,
especialmente O? - e H202 (BIEHLER; FOCK, 1996, LUBAINA AS, 2013). Assim,
aumentos na capacidade do sistema antioxidante sdo necessarios para eliminar
ERO’s. Porém, uma das enzimas que constitui a primeira linha de defesa contra os
efeitos toxicos dos niveis elevados de O% é a SOD, pois catalisam a dismutacéo desse
radical a perdxido de hidrogénio, sua atividade se associa com o aumento a tolerancia
ao estresse, sinalizacéo, lignificacdo, ou recuperacdo da parede celular rompida
(EHSANI-MOGHADDAM et al., 2006; GRATAO et al., 2005).

Além do maior acumulo da atividade Super Oxido Dismutase por parte da
molécula Phenyl Se Citronelal nas concentracfes 0,5% e 1%, e possivel associar a
menor severidade da doenca e taxa de transmissao (Figura 1) (Tabela 2) Devido a
gue o leve aumento da atividade da SOD nestes tratamentos poderia sugerir um
aumento de O2- nas plantas numa tentativa de superagcdo dos danos causados na
fase inicial, pelo patdgeno, como uma fase regenerativa em resposta ao estresse ou
ao estimulo das moléculas. Moreira et al. (2008) tem comprovado o efeito elicitor de
compostos a base de citronela e citral, em sorgo e soja sobre Colletotrichum
lagenarium. Assim, seria possivel atribuir uma possivel ativacdo de enzimas
antioxidantes por parte de planta como mecanismo de defesa quando tratadas com
as moléculas.

Moléculas ndo convencionais como os extratos de plantas medicinais e 6leos
essenciais podem apresentar a capacidade de proteger contra infec¢des por patégeno
mediante uma inducdo de resisténcia que envolve a ativagdo de mecanismos
bioguimicos em resposta a estes eliciadores (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN,
2005). E importante mencionar, devido a que ndo tem sido possivel obter diferencias
estatisticas, normalmente, as concentracdes a serem utilizadas para novas moléculas
sdo preestabelecidas de acordo a literatura ou testes in vitro, porém, diversas
concentracbes podem ser encontradas na literatura e os testes in vitro nem sempre
sao representativos devido ao fato do patdogeno se comportar de forma diferente
guando interage com a planta (DA SILVA et al., 2017).

Quanto a atividade Catalase (CAT), no presente estudo, foram observadas
tendéncia de maior atividade nos tratamentos de Phenyl Se Citronelal, o aumento na
dose desta molécula proporcionou um acréscimo gradativo da atividade catalase,

sendo superada apenas pela concentracdo 0,50% da molécula Phenyl S Citral (Figura
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7). Por outro lado, na molécula Phenyl S citral nas concentragfes de 0,25 e 1% houve
uma reducédo da atividade, encontrando valores abaixo de ambos os controles.
Resultados obtidos por Valente (2012), na utlizacdo de produtos com
potencial de inducgao a resisténcia obtido de extratos vegetais em mudas de cafeeiro,
avaliando a atividade Catalase, obteve um leve aumento desta, podendo se tratar de
uma protecdo contra o ataque a determinado patégeno. De Siqueira (2008), relatou
resultados similares quando avaliou a utilizacdo de acibenzolar-Smetil (ASM) em
diferentes concentracées como indutor de resisténcia contra C. lindemuthianum em
feijdo caupi. Em estudos de inducédo de resisténcia no controle de Pseudomona sp,
no feijao, mediante o uso de Oleos essenciais, encontrou-se um leve aumento quanto
a producédo de enzimas antioxidantes (VIGO SCHULTZ, 2008). Porem tratando-se de
distintos patossistemas, € possivel atribuir a sustancias com bases naturais a
capacidade de induzir mecanismos de defesa nas plantas, como foi observado no
presente estudo, porém nao havendo diferencia estatistica, mas encontra-se um leve
acumulo na atividade da Catalase (CAT), em algum dos tratamentos como no caso
do Phenyl S Citral na concentracao de 0,50% e Phenyl Se Citronelal ao 0,50% e 1%.
Cabe ressaltar que os tratamentos com maiores doses resultaram em maior atividade
bioquimica na planta, os quais da mesma forma foram observado menor presenca de
sintomas nas plantulas, o que consequentemente se pode atribuir numa resposta de

defesa induzida pela aplicacao destas substancias.
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Figura 7 - Atividade especifica da enzima Catalase (CAT), em folhas de plantula de feijado onde as
sementes foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e recobertas com as
moleculas Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronella) nas concentracdes
(0,25%, 0,5%, 1%) Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas), Controle 2 (Semente
sadia). Letras mailsculas e minlsculas iguais sobre as colunas indicam que as médias dos
tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05). Barras em cada ponto
representam o erro padrdo da média. (n=5).

Fonte: Pinel (2021).

A enzimas antioxidantes que apresentam ferramentas eficientes no controle
ou remocéo do excesso de H202 produzidas pela atividade SOD, a CAT desempenha
um papel muito importante (FEIERABEND, 2005). A enzima CAT elimina H20: através
de uma reacéo no qual o H20:2 é transformado em O? e H20. Mesmo assim, a CAT
cumpre um papel especifico, protegendo as células dos efeitos toxicos do excesso de
concentragdes de H202, embora seja uma substancia fundamental para a defesa das
plantas, funcionando tanto como um agente diretamente toxico ao patdgeno como
molécula sinalizadora para a expressao de genes de resisténcia, podendo ser letal
também para as proprias células vegetais (GILL, 2010; PATEL et al., 2011).

Com relacéo a atividade de APX (Figura 8), pode-se observar que ndo foram
encontradas diferencas significativas entre as plantulas tratadas com a molécula
Pheny S Citral e Phenil Se Citronelal, mesmo em relagdo aos controles. A molécula
Phenyl S citral acarretou uma maior atividade enzimatica na concentracdo ao 1%
sendo superior que no Phenyl S Citronelal, 1,62%. A menor atividade foi nas
concentracdes 0,50% de ambos compostos.

Como demostrado, existe um acumulo na atividade da Ascorbato Peroxidase
(APX) em todos os tratamentos por acima dos controles, e que, a maior concentracao
maior atividade da enzima, o qual é também possivel relacionar com a maior tolerancia
por parte da planta ao C. lindemuthianum fato que € descrito no estudo |. Estes
resultados podem sugerir que possivelmente houve um leve incremento do H202,
aparentemente, o que seria suficiente para acionar respostas de defesa dependentes
de H202. Sendo a APX, das primeiras enzimas a ser ativada, pois é responsavel pela
remocao de H20:>

Resultados similares, onde a atividade CAT e APX aumentam sem diferenca
estatistica, ja foram relatados em estudos realizados com diferentes genétipos de
aveia quando inoculados com Puccinia coronata Corda f. sp.avenae (FIGUEIRO et al.,
2013). Mesmo resultados encontrados por De Siqueira (2008), que relata que pode
nao existir diferenca significativa na atividade de APX dias depois da inoculacdo com

C. lindemuthianum em feijdo caupi. Becker (2005), utilizando extrato bruto de alecrim
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e curcuma, mas, relata que houve uma protecdo contra doengas de final de ciclo na
soja, porém, esta protecdo ndo apresentou atividade enzimatica com diferenca
significativa. Por outro lado, Formentini (2012), utilizando o0 mesmo extrato na cultura

de tomateiro, encontrou aumento significativo na atividade enzimatica antioxidante.
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Figura 8 - Atividade especifica da enzima Ascorbato peroxidase (APX), em folhas de plantula de feijao
onde as sementes foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum e recobertas com
as moleculas Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronella) nas concentragcfes
(0,25%, 0,5%, 1%) Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas), Controle 2
(Sementes sadias). Letras mailsculas e minUsculas iguais sobre as colunas indicam que as
médias dos tratamentos n&o diferem entre si pelo teste de Tukey. Barras em cada ponto
representam o erro padrdo da média (p<0.05). (n=5).

Fonte: Pinel (2021).

Os tecidos vegetais possuem enzimas antioxidantes para neutralizar os danos
causados por espécies reativas de oxigénio. Dentre estas, o APX, predominantemente
citosdlica e organelar, drenando o H202 produzido por SOD. Como mencionado
anteriormente, o H202 funciona acionando mecanismos complexos de defesa das
plantas contra patdgenos, além disso, sua resposta pode aumentar em relacdo aos
tratamentos indutores e a suscetibilidade a resisténcia a estresses bidticos da planta,
gue esté diretamente relacionada com a eficiéncia das enzimas oxido-redutases como
no caso da APX, SOD, CAT, ja que agem diretamente sobre o patégeno ou regulam
a propagacao dos processos oxidativos (ANTEROLA 2002).

A extensdo do dano oxidativo pela geracdo de ROS devido a inoculagéo em
sementes com o patdgeno foi verificada como teor de malonaldeido (MDA). As
concentragcbes de MDA foram medidas para determinar a extensao do dano celular

nas membranas das células do feijao por infeccdo fungica. Nas analises de MDA feitas
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neste estudo, ndo foi encontrada diferenca estatistica entre as duas moléculas em
interacdo com as doses, nem mesmo em comparacdo aos controles. A taxa de
peroxidacao lipidica nas folhas primarias do feijao oriundo de sementes inoculadas,
os teores de malonaldeido (MDA) (Figura 9) nas concentracées 0,25% e 0,50% de
Phenyl S citral apresentaram um incremento no teor de MDA, valores maiores
comparado aos controles, 6% em relacédo ao controle 1 e 15,90% ao controle 2. Caso
contrario foi encontrado na concentracéo de 1% em ambas moléculas; apresentando
0s menores teores de MDA, observando valores iguais no (Citral) e menores 0,44%
(Citronelal) que no controle 2 (plantas sadias), mesmo estas sendo menor que em

comparacéo ao controle 1.
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Figura 9 - Peroxidacao lipidica pela quantificacdo do teor de malondialdeido (MDA) em folhas de
plantula de feijdo onde as sementes foram inoculadas com Colletotrichum lindemuthianum
e recobertas com as moléculas Phenyl S Citral (Citral) e Phenyl Se Citronelal (Citronella)
nas concentragdes (0,25%, 0,5%, 1%) Controle 1 (Sementes sem molécula e inoculadas),
Controle 2 (Sementes sadias). Barras em cada ponto representam o erro padrdo da média.
Letras mailsculas e mindsculas iguais sobre as colunas indicam que as médias dos
tratamentos nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05). (n=5).

Fonte: Pinel (2021).

Quando as espécies ativas de oxigénio (Oz2-, H202 ou —OH) reagem com
lipideos ocorre a peroxidacao destes e consequentemente a formacao, dentre outros
compostos, de MDA. A concentracdo deste produto € utilizada como indicador para o
dano as membranas celulares induzido por qualquer tipo de estresse (JALLOUL et al.,
2002). Como visto na figura 9, a menor concentracdo de MDA ocorreu com a aplicacéao
de ambas moléculas, porem nas maiores concentracdes, no qual as mesmas
apresentaram maior atividade enzimatica, assim, € possivel atribuir que aqueles
tratamentos que apresentaram maior acumulo de sustancias quimicas ligadas a
defesa da planta resulto em menor peroxidacao lipidica, contudo, as sementes que

foram tratadas com as moléculas nas maiores concentra¢des, danos por causa do
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patdgeno foi menor. Trabalhos tem relatado a capacidade do 6leo essencial a base
de extrato vegetal citronela em controlar fungos fitopatogénicos e também sua acao
como elicitor. Com a adicdo de selénio na sua composi¢cdo tornou-se possivel
conceder a capacidade de modular positivamente a atividade das enzimas
antioxidantes: dismutase do superdxido, peroxidase do ascorbato e catalase,
envolvidas no mecanismo de tolerancia das plantas aos danos oxidativos induzido por
estresse bidtico (FENG et al., 2013; HASANUZZAMAN; FUJITA 2011). Além disso, se
tem comprovado os efeitos do Selénio (Se) na homeostase celular, reducdo do
estresse oxidativo, incremento da taxa fotossintética, mesmo sobre condi¢des ideais
(GUERRERO et al., 2014; RAMOS et al., 2011).

Da mesma forma, os compostos Phenyl S Citral proveniente do capim-liméo
(Cymbopogon citratus) constituido pelos majoritarios monoterpenos citral,
apresentaram-se promissores no controle de fitopatégenos, assim com a adicédo do
elemento (S) que também se conhece por apresentar capacidade no controle de
doencas, importancia na biossintese da clorofila, dentre outros atributos, podendo ser
um produto promissor, porém, possivelmente para este patossistemas foco deste
trabalho, deve-se fazer ajustes das doses das moléculas, como feito por Alves et al.
(2003),que demostrou a eficiéncia de monoterpenos de citronelal e citral, igual ao dos
Oleos essenciais de Cymbopogon citratus (Capim-limao) e C. nardus (Citronela) no
controle de Colletotrichum musa.

Assim, resultados deste estudo podem suportar o conceito de uma possivel
absorcdo das moléculas semissintéticas Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronelal,
através do tratamento de sementes, podendo induzir a expressdo dos mecanismos
de defesa.

Os fungos patogénicos possuem diversos fatores de viruléncia para causar
doencas, 0s quais permitem que o fungo adira, penetre e interfira nas funcdes
celulares de seu hospedeiro. Dentre seus inUmeros e variados fatores de viruléncia,
destaca-se o papel das enzimas, que permitem ao fungo degradar constituintes
importantes das barreiras externas de protecdo dos hospedeiros, pelas quais pode
penetrar e colonizar os tecidos (ORTONEDA et al., 2004).

Os fungos para a obtencdo dos nutrientes requeridos para seu
desenvolvimento precisam da sintese e secrecdo de enzimas para tornar substratos
insoluveis em metabolitos solluveis, e assim serem absorvidos enzimaticamente.

Isolados fungicos também podem ser diferenciados por meio da producéao enzimatica,
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pois alguns fungos produzem determinadas enzimas em quantidades distintas e essas
ainda podem ser inibidas pela ac&o de algum agente externo.

No estudo Ill, o fungo C. lindemuthianum, raca 86, apresentou atividade
enzimatica amilolitica, evidenciada pela presenca do halo claro em torno da colénia,
sendo este, relativamente baixo, apenas observavel nos diferentes tratamentos,
porém, apresentando diferenca estatisticamente significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05). Sendo percebido maior atividade nos tratamentos com A2 Phenyl S Citral
nas concentracdes 0,125% e 0,25%, com indices enzimaticos de 0,86 e 0,88 e no
controle com DMSO com H/C de 0,91, logo, a menor atividade foi observada nos
tratamentos A3-Phenyl Se Citronelal, na concentracdo 0,125% com um indice
enzimatico de 0,67 apresentando diferenca significativa aos demais tratamentos, com
excecao da concentracdo 0,625% pela mesma molécula A3 onde o H/C foi de 0,72,
conforme apresentado na (tabela 2). Dessa forma, € possivel observar que a molécula
Phenyl Se Citronelal pode levar a uma reducao na atividade amilolitica do patégeno.
Cabe ressaltar que os indices enziméticos para todos os tratamentos foram inferiores

a 2,0, o que é considerado como baixo.

Tabela 3 - Atividade enzimética Amilase de Colletotrichum lindemuthianum por difusdo em
substratos solidos especificos A2 (Phenyl S Citral), A3 (Phenyl Se Citronelal).

Tratamento indice enziméatico (H/C)

Phenyl S Citral 0,0625 0,79 BC -
Phenyl S Citral 0,125 0,88 CD
Phenyl S Citral 0,25 0,86 CD
Phenyl Se Citronelal 0,0625 0,72 AB
Phenyl Se Citronelal 0,125 0,67 A
Phenyl Se Citronelal 0,25 0,87 CD
Dimetilsulféxido (DMSO) 091 D
Testemunha 0,85CD

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencia estatistica entre si pelo teste de Tukey
ao 5% de probabilidade.
Fonte: Pinel (2021).
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Figura 10 - Halo de degradacdo produzido por enzimas extracelulares amilolitica, excretadas pelo
Colletotrichum lindemuthianum, sendo o meio tratado com as moléculas Phenyl Se Citronelal e Phenyl
S citral. Halo de degradacao apresenta-se na borda da col6nia de cor claro.

Fonte: Pinel (2021).

As amilases sédo enzimas com capacidade de degradar moléculas de amido,
principal fonte de reserva nas células vegetais, degradando este polissacarideo em
molécula de glicose, que sao utilizadas no metabolismo vegetal (PASCHOLATI,
2011).

Conforme os dados mostrados (Tabela 3), percebe-se que todos os
tratamentos apresentaram baixa atividade amilolitica com halos de degradacéo entre
os 0,12 mm 0,18 mm. Na Figura. 11, é possivel visualizar essa degradacéo
semitranslicida no entorno da col6nia, indicando que o substrato composto por
carboximentilcelulase (CMC) foi degradado. Assim, os resultados chamam a atencéo
ao fato de que o patdgeno faz uso do amido como fonte de energia para seu
desenvolvimento, e que submetido a determinada concentracdes dos compostos
semissintéticos, o patdgeno pode apresentar menor atividade amilolitica. Porém, é
possivel que a uma maior concentracao do produto iniba a produ¢cdo em maior gréo
desta enzima.

S&o0 poucos os estudos onde foi testada a atividade enzimatica in vitro em
fungos fitopatdgenos quando adicionados a produtos com capacidade antimicrobiana.
No entanto, resultados com relacdo ao indice na atividade amilolitica obtidos por
BEZERRA, (2017) tem relatado variacdo por parte de isolados fitopatogénicos de
Colletotrichum spp. alguns néo apresentando, e outros com baixa atividade deste em
meio solido especifico. Resultados semelhantes também foram obtidos por Assis et
al. (2010), onde demonstraram uma baixa producao de amilase em Colletotrichum.
gleosporoides. Assim como, os estudos feitos pelo Tozze Junior (2012), avaliando

isolados de Colletotrichum spp. em maracujazeiro, pessegueiro mangueira e
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abacateiro, ndo detectaram a presenca de atividade amilolitica. No entanto, tem sido
descrita a capacidade da producdo de enzimas amilase secretadas por isolado do
género Colletotrichum spp., no qual identificam que mediante estas sdo capazes de
destruir componentes estruturais de tecidos da planta, e em alguns casos, culminar
com a morte celular. Cabe mencionar que a enzima amilases, tem sido descrita na
literatura para géneros fungicos que atacam os 6rgaos de armazenamento de amido
nas plantas, destacando-se patdgenos que infectam sementes de espécies de
importancia agricola como é no caso do C. lindemuthianum (MARCHI et al., 2009).
Os compostos semissintéticos Phenyl Se Citronelal e Phenyl S Citral
aplicados ao meio minimo ndo promoveram nenhum efeito na producéo da atividade
celulase por parte do patégeno, jA que a maioria dos valores foram iguais nos
diferentes tratamentos e concentragdes, mesmo na testemunha e controle (Tabela 4).
Com relacdo a producéo de celulase, Lima (2003) e Da Silva (2016) detectaram baixa
atividade celulolitica em diferentes isolados de Colletotrichum graminicola e

Colletotrichum spp.

Tabela 4 - Atividade enzimatica Celulase de Colletotrichum lindemuthianum por difusédo em
substratos sélidos especificos.

Tratamento indice enziméatico (H/C)
Phenyl S Citral 0,0625 0,14 Aa
Phenyl S Citral 0,125 0,13 Aa
Phenyl S Citral 0,25 0,12 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,0625 0,13 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,125 0,13 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,25 0,18 Aa
Dimetilsulféxido (DMSO) 0,12 Aa
Testemunha 0,13 Aa

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencia estatistica entre si pelo teste de Tukey
ao 5% de probabilidade.
Fonte: Pinel (2021).
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Figura 11 - Halo de degradacgdo produzido por enzimas extracelulares celulolitica, excretadas pelo
Colletotrichum lindemuthianum, sendo o meio tratado com as moléculas Phenyl Se Citronelal e Phenyl
S citral. Halo de degradacao apresenta-se na borda da coldnia de cor laranja claro.

Fonte: Pinel (2021).

Conforme mostrado (Figura. 11), os tratamentos apresentaram halos de
degradacdo no substrato. No entanto, considerando-se a atividade celulolitica baixa
(Tabela. 4) sem nenhum efeito aparente por parte das moléculas. Dentro o0s
fitopatdgenos, o papel das celulases ja foi comprovado em diversos patossistemas
vegetais, e estudos indicam que a secrecao dessas enzimas pode ser determinante
para a ocorréncia de alguns sintomas nas plantas (BENHAMOU, 1991) ja que a
producdo da enzima celulose permite o estabelecimento do patdégeno na superficie da
planta, no qual produz amolecimento, devido a desintegracdo dos componentes da
parede celular, e permite a penetracdo e propagacao do patdégeno nos tecidos de sua
hospedeiro, o que leva ao colapso e desintegracdo de sua estrutura celular. Sabe-se
gue a producdo da enzima celulase favorece aos fitopatdgenos na degradacédo da
celulase e fosfolipidios da parede celular e membrana plasmatica do hospedeiro, por
exemplo. E importante também mencionar a acéo dessas enzimas na desintoxicaco
de compostos antifungicos e tanino que podem estar presentes no hospedeiro.

A atividade lipolitica também foi produzida pelo patégeno nos diferentes
tratamentos avaliados, o halo de degradacéo caracteristico pelo acumulo de sais em
torno da coldnia do fungo foi claramente observado. No entanto, ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos nem em comparagdo com a testemunha e controle
(DMSO). Mas os indices de atividade enzimatica foram considerados altos, entre 1,65
mm e 2,05 mm. O maior halo produzido foi observado na concentracdo 0,25% da
molécula Phenyl Se Citronela “A3”, seguido pelo controle (DMSO) com 2,03 mm, 0
menor foi na concentracdo 0,125% pela molécula Phenyl S Citral de 1,69 mm (Tabela.

5). Embora sem diferenca estatistica, os resultados obtidos neste estudo, apontam o
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composto Phenyl S Citral, nas concentragfes 0,125% e 0,25%, como um candidato a
reduzir a atividade lipolitica.

Estudo feito por Maria et al. (2005), em que avaliaram a producdo de enzima
lipolitica em fungos como: Alternaria sp., Aspergillus sp., Fusarium sp utilizando meio
solido especifico, a producgéao de lipase foi observada em todos os fungos testados. A
producao de enzimas para espécies do género Colletotrichum tem sido pouco descrita
na literatura, mas de igual forma resultados tém sido obtidos por alguns autores, Luz
et al. (2006) avaliando a producédo de lipase em diversos géneros de fungo
(Colletotrichum, Fusarium, Glomerella, Nigrospora e Phomopsis) caracterizando-se
como produtores de lipase. Com tudo, ndo foram encontrados estudios que tem
avaliado a producdo lipolitica de fungos fitopatdgenos in vitro quando tratado o meio

com produtos de acao antimicrobiana.

Tabela 5- Atividade enzimatica lipases de Colletotrichum lindemuthianum por difusdo em
substratos solidos especificos.

Tratamento indice enzimatico (H/C)
Phenyl S Citral 0,0625 1,98 Aa
Phenyl S Citral 0,125 1,69 Aa
Phenyl S Citral 0,25 1,74 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,0625 1,79 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,125 1,97 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,25 2,07 Aa
Dimetilsulféxido (DMSO) 2,03 Aa
Testemunha 1,86 Aa

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de Tukey
ao 5% de probabilidade.
Fonte: Pinel (2021).

Figura 12 - Acumulo de sais em torno da coldnia produzido por enzimas extracelulares lipase,
excretadas pelo Colletotrichum lindemuthianum, sendo o meio tratado com as moléculas Phenyl Se
Citronelal e Phenyl S citral.
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Fonte: Pinel (2021).

Nos ultimos anos, tem havido muitas evidéncias de que diferentes espécies
de Colletotrichum podem usar enzimas lipoliticas como fatores de patogenicidade. As
lipases pertencem ao grupo das enzimas produzidas por microrganismos
fitopatogénicos que atuam na membrana plasmatica e no protoplasto das células
vegetais, nas quais podem ser encontrados diferentes tipos de lipidios que serdo
degradados por meio das enzimas lipoliticas e que podem ser secretados pelos
fungos (PASCHOLATI, 2011). A acéo das lipases €é definida como carboxilesterases
gue hidrolisam acilgliceréis de cadeia longa, sua funcdo biologica € hidrolisar
triacilglicerois para formar acidos graxos livres e glicerol (MARTINS et al., 2008).

Nos testes feitos com substrato para a producdo de potreasse, a atividade
proteolitica também foi detectada em todos os tratamentos, no qual foi caracterizada
por um halo de degradacdo transparente, observou-se 0s maiores indices
enzimaticos, 1.50 mm a 1,70 mm, porém, ndo ocorreu diferenca estatistica entre os
tratamentos (Tabela 5). O menor indice foi obtido na concentracdo de 0,25%,
independente do composto utilizado. Poderia se dizer que a maior concentragao do
produto existe uma tendéncia a diminuir o indice enzimatico. Havendo um melhor

resultado na molécula Phenyl S citral.

Tabela 6 - Atividade enzimatica protease de Colletotrichum lindemuthianum por difusdo em
substratos sélidos especificos.

Tratamento indice enzimatico (H/C)
Phenyl S Citral 0,0625 1,77 Aa
Phenyl S Citral 0,125 1,70 Aa
Phenyl S Citral 0,25 1,52 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,0625 1,75 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,125 1,73 Aa
Phenyl Se Citronelal 0,25 1,67 Aa
Dimetilsulféxido (DMSO) 1,75 Aa
Testemunha 1,77 Aa

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencia estatistica entre si pelo teste de Tukey
ao 5% de probabilidade.
Fonte: Pinel (2021).
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Figura 13 -. Halo de degradacéo produzido por enzimas extracelulares proteolitica, excretadas pelo
Colletotrichum lindemuthianum, sendo o meio tratado com as moléculas Phenyl Se Citronelal e Phenyl
S citral. Halo de degradacéo apresenta-se na borda da coldnia de aparéncia transparente.

Fonte: Pinel (2021).

As proteases sdao enzimas que influenciam no metabolismo de todos os
organismos, clivam ligacdes peptidicas nas proteinas, que podem atuar na hidrélise
de proteinas da membrana e da parede celular de plantas hospedeiras, facilitando a
penetracdo e a infec¢cdo pelo microrganismo (TREMACOLDI, 2009) cujo objetivo sera
degradar proteinas que serviram como fonte de carbono e nitrogénio nos processos
celulares (VERMELHO, 2008). Segundo o Redman e Rodriguez (2002), sugerem que
atividade protease extracelular pode ser considerada essencial no processo de
patogenicidade de fungos do género Colletotrichum. Porém, no presente trabalho foi
das enzimas que maior atividade apresento. Para os propdésitos deste estudo, esses
resultados sdo de grande relevancia, pois podem indicar a capacidade do isolados em

causar doencas.

Tabela 7 - Atividade enzimatica pectinase de Colletotrichum lindemuthianum por difuséo em
substratos solidos especificos.

Tratamento Crescimento da colénia
Phenyl S Citral 0,0625 18,22
Phenyl S Citral 0,125 19,23
Phenyl S Citral 0,25 18,9
Phenyl Se Citronelal 0,0625 17,09
Phenyl Se Citronelal 0,125 17,81
Phenyl Se Citronelal 0,25 15,92
Dimetilsulféxido (DMSO) 19,80
Testemunha 18,92

Fonte: Pinel (2021).
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Figura 14 — Nao presenca de halos de degradacao para atividade pectinolitica.
Fonte: Pinel (2021).

No teste enzimatico pectinase, ndo houve formacao de halo de degradacéo
em nenhum dos tratamentos nem controles, entretanto, sim houve crescimento da
colonia, apresentando valores (cm) semelhantes da col6nia do fungo em todos nos
tratamentos no meio solido especifico, sendo apenas menores nos tratamentos com
a molécula Phenyl Se Citronelal “A3”. Foram testados dois tipos de substratos, porem
em nenhum apresento halo de degradacao, o que permitiria pensar em que a cepa 86
do fungo C. Lindemuthianum néo produz enzima pectinase. Geralmente se sabe que
as enzimas pectinoliticas sdo as primeiras enzimas produzidas por fungos
fitopatogénicos para quebrar e atacar os polimeros da parede da planta e da lamela
média.

Durante a infec¢do e colonizacdo, as pectinases compdem um grupo muito
diversificado de enzimas que realizam a quebra de substancias pécticas através de
processos de despolimerizacdo (hidrolases e liases) e desesterificacdo (esterases)
(SILVA, 2003; SILVA et al.,, 2009). As enzimas pectinoliticas produzidas pelos
fitopatdogenos tém a capacidade de consumir os tecidos do hospedeiro e matar suas
células (ANNIS; GOODWIN, 2004), degradando a pectina, principal componente das
paredes priméria e a lamela média, assim, facilitando o processo de colonizagao por
parte do patégeno (CRUZ, 2014).

A atividade patogénica dos fungos esta diretamente relacionada com a
capacidade de produzir enzimas extracelulares. Resultados deste trabalho
demonstram que C. lindemuthianum raca 86, causador de antracnose em feijdo tem
a capacidade de produzirem enzimas extracelulares inclusive tratados os meios

especificos utilizados, adicionando moléculas com potencial antimicrobiano, porem as
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doses utilizadas foram concentracdes que em trabalho prévio, Zabotti (2019), inibiram
50% do crescimento do fungo, para permitir o desenvolvimento do mesmo, em
guestao de analises da atividade enzimatica ligada a patogénese. Contudo, conforme
os resultados, as enzimas avaliadas e que foram produzidas pelo C. lindemuthianum
podem desempenhar fun¢cdes fundamentais em sua interacdo patogénica ja que
podem estar diretamente envolvidas na infeccdo e colonizacdo do hospedeiro. A
producdo destas diferentes classes de enzimas pode permitir que o patdgeno se
adapte eficientemente a diferentes ambientes. Mesmo 0 que permite sugerir a
capacidade por parte do isolado, de degradar barreiras de protecdo e compostos

intracelulares do hospedeiro.



5 Conclusdes

O tratamento das sementes com a molécula Phenyl Se Citronella apresentou
resultados positivos quanto ao controle de C. lindemuthianum.

Quanto as respostas bioguimicas nas plantulas oriundas de sementes
inoculadas e tratadas com os compostos semissintéticos, embora nao tenha ocorrido
diferenca entre os tratamentos, foi possivel observar que as moléculas, em especial
Phenyl Se Citronelal, que se apresentou como promissora na inducao de resisténcia
de feijao a C. lindemunthianum.

As moléculas Phenyl Se Citral e Phenyl Se Citronelal ndo apresentaram um
efeito significativo na producdo de enzimas ligadas a patogenicidade no fungo C.

lindemuthianum., porém, as doses mais elevadas apresentaram-se promissoras.
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