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Resumo

O aumento expressivo da cadeia produtiva ocorre juntamente com objetivo de produzir alimentos com
menores niveis de residuos quimicos e maior qualidade dos produtos. Um dos mecanismos naturais de
defesa vegetal, induzida por atividades elicitoras, € a biossintese de fitoalexinas, que sdo metabodlitos
secundarios produzidos pela planta no local da infecgao, e podem ser usadas para controle de pragas. Este
trabalho teve como objetivo induzir a produgédo da faseolina no feijoeiro utilizando o eugenol como agente
elicitor, pois 0 mesmo é conhecido por suas agdes fungicida e bactericida. A metodologia aplicada foi
adaptada e baseia-se em técnicas quimicas e analiticas, visando a indugdo da faseolina na planta do
feijoeiro através do agente elicitor eugenol. Uma vez induzida, a faseolina foi extraida em alcool etanol e
sua leitura foi realizada em espectrofotéometro UV-VIS a 280 nm. Apéds o uso do eugenol (0,3%) na planta
do feijoeiro, a producdo de faseolina foi 4,22 vezes maior nesse tratamento quando comparada com o
controle negativo (agua) e 3,45 vezes maior em relagéo ao controle positivo (Bion®). De acordo com os
resultados obtidos, confirmou-se que o eugenol possui a¢éo elicitora sobre a planta do feijoeiro, pois induziu
a produgao da fitoalexina faseolina.

Palavras-chave: Biossintese. Defesa vegetal. Metabdlitos secundarios. Elicitor.

Abstract

The expressive increase in the production chain occurs together with the objective of producing food with
lower levels of chemical residues and higher product quality. One of the natural mechanisms of plant
defense, induced by eliciting activities, is the biosynthesis of phytoalexins, That are secondary metabolites
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produced by the plant at the site of infection and can be used for pest control. This work aimed to induce the
production of phaseolin in common beans using eugenol as an elicitor, as it is already known for its fungicidal
and bactericidal actions. The applied methodology was adapted and is based on chemical and analytical
techniques aiming the phaseoline induction in the bean plant through the eugenol elicitor agent. Once
induced, the phaseoline was extracted in ethanol ethanol and read on a 280 nm UV-VIS spectrophotometer.
After the use of eugenol (0.3%) in the bean plant, the production of phaseolin was 4.22 times higher in this
treatment when compared to the negative control (water) and 3.45 times higher in relation to the positive
control (Bion®). According to the results obtained, it was confirmed that eugenol has an elective action on

the bean plant, as it induced the production of phytoalexin phasolin.

Keywords: Biosynthesis. Plant defense. Secondary metabolites. Elicitor.

Introducgao

Pesquisas, cujo objetivo € a produgdo de alimentos isentos de residuos de defensivos agricolas, tém
demonstrado o potencial de métodos naturais no controle de fitopatdégenos, como, por exemplo, o controle
bioldgico da podriddo radicular do abacateiro com Trichoderma spp. e Pseudomonas fluorescenst, o uso de
isolado bacteriano Bacillus subtilis na supressao do crescimento de fungos deterioradores nas sementes de

Butia purpurascens® e a aplicag&o de extrato de propolis no controle de Erwinia carotovora subsp em batatall,

Dentre os produtos naturais no controle de fitopatdgenos, as fitoalexinas, segundo Stangarlin et al.l, sdo
compostos fendlicos com capacidade de inibir os microrganismos que infestam as plantas. Acrescentam
que esses compostos ndo sao encontrados em plantas saudaveis, pois somente sdo sintetizados nas

plantas, por exemplo, apo6s infecgao, lesdo ou por estimulos de certas secregées fungicas.

As fitoalexinas também podem ser induzidas por meio de elicitores, como os extratos e os dleos
essenciais®. Os indutores de fitoalexinas s&o efetivos contra diversos patogenos; sdo estaveis devido a

agdo de diferentes mecanismos de resisténcia e possuem carater sistémicoltl,

Fracbes parcialmente purificadas obtidas de extratos brutos metandlico de Cymbopogon
nardus apresentaram potencial para induzir o acimulo de fitoalexinas em mesocotilos de sorgo. Silva et al.lZ

demonstraram a eficiéncia de elicitores de resisténcia biéticos e abiéticos no manejo da antracnose na videira.

Apesar das doengas serem um dos principais fatores responsaveis pela queda de produtividade no feijoeiro,
podendo provocar perdas de até 100% da produgéo e diminuigdo das qualidades fisiologicas, nutricionais
e sanitarias do produto colhido®l, o feijoeiro também apresenta sistemas de defesa contra patégenos como,

por exemplo, por meio da produgéo da fitoalexina faseolinal®l.,

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a produgéo da fitoalexina faseolina em

plantulas do feijoeiro, utilizando o eugenol como agente elicitor e o efeito no desenvolvimento inicial.
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Material e Métodos

A metodologia aplicada foi adaptada de Dixon et al.'% e baseia-se em técnicas quimicas e analiticas que
visam a indugéo da faseolina na planta do feijoeiro. O eugenol foi utilizado como agente elicitor A extragédo
da faseolina foi realizada através de etanol e as leituras de absorbéncia foram definidas através do

espectrofotdometro UV-VIS a 280 nm, para quantificacéo.

Entre a etapa de indugdo da faseolina e a etapa de extragdo, houve a contagem das sementes nao
germinadas para avaliagdo da taxa de germinagdo. Nessa fase também ocorreu a medigao dos hipocétilos

para avaliagdo da uniformidade de crescimento, com o auxilio de paquimetro digital.

A indugdo e a extragdo da faseolina foi realizada no Laboratério de Fitopatologia da Faculdade Cantareira,
no municipio de Sdo Paulo, estado de Sao Paulo. A leitura das Absorbancias, utilizando o espectrofotdmetro
UV-VIS, foi realizada no Laboratério de Quimica na Universidade Federal do ABC, municipio de Santo

André, estado de Sao Paulo.
Indugao da faseolina

Em balées de 50 mL, foram preparadas solu¢des com eugenol diluido em &gua nas concentragdes de 0,0;

1,0; 2,0 e 3,0 mL. L, acrescidas de 0,2% do agente emulsificante (Tween 20) v/v.

As sementes comerciais de feijdo, cultivar Carioca, foram selecionadas, esterilizadas em hipoclorito de

sddio 1% por cinco minutos e lavadas em 4gua destilada.

Para cada tratamento foram selecionadas 50 sementes de feijao divididas em cinco repeticbes com 10 sementes

cada. Os tratamentos e respectivas repetigoes, foram dispostos no delineamento inteiramente ao acaso.

Foram gotejados 0,25 mL da solugdo com eugenol de cada tratamento em todas as sementes e, logo apds,

foram semeadas em recipientes, utilizando-se como substrato, algodado umedecido.

Como testemunha positiva foi utilizado o indutor de defesa vegetal Acibenzolar-S-metil (Bion®) e como
testemunha negativa foi utilizada agua. Conforme indicacdo do fabricante, expresso na bula do produto, o
preparo da solugdo no volume de calda (25g.250 L") serviu como base de célculo para o preparo da
testemunha positiva, Bion na concentragdo de 100 ppm. Também foi verificada possivel agao elicitora do
preparado de Tween 20, diluido a 0,2% em &gua, o Tween 20 foi utilizado como emulsificante no preparo

dos tratamentos.

Apods a semeadura, os recipientes foram mantidos a temperatura ambiente (minima de 19°C e maxima de
28°C) e ao abrigo de luz por periodo de seis dias. Nas primeiras 48 horas, os recipientes foram umedecidos
diariamente com 3 mL de agua cada. Nas 48 horas seguintes, ndo houve adicdo de agua e os recipientes
foram mantidos no local com as mesmas condigdes de temperatura e luminosidade. Apds o periodo de
estresse hidrico, nas 48 horas seguintes, os recipientes foram umedecidos uma Unica vez com 3 mL de

agua cada.
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Extragao e quantificagao da faseolina

Ap0s seis dias de germinagédo, houve a contagem das sementes ndo germinadas, os hipocétilos das plantas
foram medidos e os quatro maiores, dentro das repetigdes, foram selecionados para retirada de segmentos
no tamanho de cinco centimetros por hipocétilo. Os quatro segmentos retirados de cada repetigcdo foram
pesados, acondicionados em papel de filtro, embebidos com 5 mL da respectiva solugdo tratamento
(eugenol 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mL. L™"; Bion 100ppm e Tween 0,2%) e mantidos em placa de Petri & temperatura

ambiente (19 - 28°C) e ao abrigo de luz por 48 horas.

Ap0s dois dias, os hipocotilos de cada tratamento foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de
etanol e mantidos em geladeira (2°C - 8°C), por 40 horas. Apds esse periodo, cada tubo contendo seus

respectivos tratamentos foram agitados (agitador orbital a 300 rpm) por uma hora para extragao da faseolina.

A curva de calibragéo foi montada a partir das solugbes padrdes de albumina nas concentragdes 0,025;
0,050; 0,075; 0,100 e 0,175%, onde foi definida a equacgéo da reta (EQUA(;AO 1), utilizada para calcular

as concentragdes da faseolina em porcentagem.
A absorbancia foi mensurada a 280 nm na faixa do UV, através de espectrofotémetro UV-VISIY,
y =6,1079x — 0,0068 Equagéao 1

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas pelo Teste Tukey,

em nivel de 5 % de probabilidade.

Resultados e Discussao

Os tamanhos médios dos hipocétilos de feijao sao apresentados na TABELA 1.

TABELA 1: Tamanho médio dos hipocétilos de feijao Carioca, mantidos em temperatura ambiente (19 - 28°C) e ao abrigo
de luz por seis dias.

Tratamentos Média dos tamanhos (cm)
Agua 7,475 a
Tween 6,800 a
Bion 6,620 a
Eugenol 0,1% 5,376 a
Eugenol 0,2% 6,514 a
Eugenol 0,3% 6,242 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferencga significativa ao nivel de 5% pelo teste Tukey.
Coeficiente de variagao: 31,36%.

A TABELA 1 demonstra que nao foi verificada diferenga significativa entre os tratamentos com relagdo ao

tamanho médio dos hipocétilos de feijao.

A TABELA 2 fornece as médias das porcentagens de germinacao obtidas entre os tratamentos. Apos seis

dias de germinacao, foi verificado que algumas sementes ndo germinaram.
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TABELA 2: Média da porcentagem de germinagéo das sementes de feijao Carioca, mantidas em temperatura ambiente
(19 - 28°C) e ao abrigo de luz por seis dias.

Tratamentos Média (%)
Agua 76 a
Tween 72a
Bion 80 a
Eugenol 0,1% 58 b
Eugenol 0,2% 78 a
Eugenol 0,3% 80 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferencga significativa ao nivel de 5% pelo teste Tukey.
Coeficiente de variagéo: 12,08%.

Por meio da TABELA 2, observa-se que ocorreram diferencas significativas ao nivel de 5% pelo teste
Tukey, entre o tratamento eugenol a 0,1% e os demais. Portanto, a concentracdo de eugenol a 0,1%

proporcionou menor taxa de germinagao entre as sementes do feijoeiro.

Os resultados analiticos foram obtidos em absorbéncia e as massas dos hipocdtilos foram utilizadas para
corregdo em absorbancia/grama de peso fresco (Abs.gpf ). Foi verificado que todos os tratamentos foram

capazes de induzir a produgédo da faseolina nas plantulas do feijoeiro (TABELA 3).

TABELA 3: Producado de faseolina em porcentagem de concentragdo, obtida de hipocotilos de plantulas de feijoeiro
Carioca mantidos em temperatura ambiente (19 - 28°C) e ao abrigo de luz por seis dias.

Tratamentos Média Concentracao (%) Média (Abs.gpf)
Agua 0,09 b 0,526
Tween 0,10 b 0,626
Bion 0,11b 0,637
Eugenol 0,1 % 0,27 a 1,661
Eugenol 0,2 % 0,31a 1,906
Eugenol 0,3 % 0,38 a 2,325

Médias seguidas pela mesma letra ndo possuem diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste Tukey.
Coeficiente de variagéo: 15,45%

Os resultados analiticos na TABELA 3 das solugdes controle positivo e negativo (Bion e agua),
demonstraram que nao ocorreu diferenga significativa entre ambos quanto a produgado de faseolina no
feijoeiro (concentragéo de 0,11% e 0,09% respectivamente). Nos tratamentos que foram utilizadas as
solugdes; eugenol 0,1%, 0,2% e 0,3% n&o ocorreram diferencas significativas entre as médias (0,27%,

0,31% e 0,38%, respectivamente).

A TABELA 3 demonstra que ao comparar a produgéo de faseolina no tratamento eugenol a 0,3% com a
faseolina encontrada no controle negativo (agua), observou-se 4,22 vezes maior produgao da fitoalexina no
eugenol (3%) com relagéo a agua. Na mesma Tabela se verifica que o eugenol (0,3%) produziu 3,45 vezes
mais fitoalexina do que o produto referéncia (Bion®), enquanto Oliveira et al.l'l, testando preparados
homeopaticos, verificaram aumento médio de 28,62% na producao de faseolina em plantas tratadas com

Oleo de Eucalyptus citriodora na dose 1% e 24CH.
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Brand et al.'2l obtiveram em seus estudos com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) na dose de 3,0%;
a maior absorbancia de 1,54: No presente estudo, a maior média de absorbancia encontrada foi de 2,39

com o preparado de eugenol 0,3%.

Ao levar em conta a correg¢ao do resultado de absorbancia em absorbancia/ grama de peso fresco (Abs.gpf
"), utilizando o peso das massas de hipocétilos, a melhor média encontrada foi de 2,32 Abs.gpf', com o
tratamento eugenol 0,3%. Oliveira et al.'ll, utilizando preparados homeopaticos de Eucalyptus citridora,
obtiveram valor de 0,352 Abs.gpf' enquanto Zubek et al.l'¥l estudaram a influéncia da prata coloidal na
produgéo de faseolina em hipocotilos de feijao e encontraram o seu melhor resultado (2,0 Abs.gpf '), quando

utilizaram o preparado de prata coloidal a 5%.

Importante destacar que outros compostos ou extratos também demonstraram capacidade de estimular a
produgéo de faseolina. O extrato aquoso de Solanum mauritianum induziu a produgéo dessa fitoalexinas!4],
Filtrados dos fungos saprébios Curvularia inaequalis, Pseudobitritis terrestris, Memnomiella echinata e
Curvularia eragrostidis promoveram acimulo de faseolina em hipocétilos de feijaol’l. A galactosamina e a
sacarosamina aumentaram a concentracdo de faseolina e de coumestrol quase dez vezes em relagéo a

mudas ndo estimuladas!®l.

A presenga de faseolina nas plantulas tratadas com o controle negativo (agua) e o agente emulsificante
(Tween), pode ser devido ao estresse provocado pela falta de nutrientes das condi¢des in vitro pelo qual as

sementes e as plantulas foram submetidas, assim como aconteceu em todos os demais tratamentos.

Conclusao

Ao utilizar o concentrado de eugenol 0,3% houve aumento significativo na produgéo de faseolina, o que

pode ser um indicador de que o eugenol € um agente elicitor da planta do feijoeiro.
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