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RESUMO

O consumo de fungicidas para o controle da brusone do arroz aumentou nos ultimos
anos, gerando varios inconvenientes, tais como aumento dos custos de producéo, o
desenvolvimento de resisténcia do patdgeno e a presenca de residuos em alimentos.
Isto leva a necessidade de desenvolver novos métodos e estratégias para o controle
desta doenca como o0 uso de extratos vegetais e 6leos essenciais. O objetivo deste
trabalho foi avaliar in vitro e in vivo a atividade antimicrobiana do extrato padronizado
em acido rosmarinico e do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis sobre Magnaporthe
oryzae. O material vegetal foi caracterizado de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5°
edicdo. O dleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger e os
constituintes foram identificados por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. A quantificacdo do &cido rosmarinico no extrato foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a metodologia analitica foi validada.
Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados in vitro e in vivo, a partir de um
delineamento inteiramente casualizado. In vitro foram avaliadas as concentracdes de
50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 0 mg/mL do extrato concentrado, 5; 4,5; 4; 3,5; 3;
2,5;2;15;1; 05 e 0 uL/mL do d6leo essencial e 1,05; 0,945; 0,81; 0,735; 0,63; 0,525;
0,42; 0,315; 0,21; 0,105 e 0 mg/mL do acido rosmarinico sobre o crescimento micelial.
A inibicdo da germinacdo, formacdo do apressoério e o efeito sobre a membrana
plasmatica foram realizados nas concentracdes de 50, 40, 30, 20, 10, 5, 2,5 e 0 mg/mL
de extrato; 0,105; 0,84; 0,63; 0,42; 0,21; 0,105; 0,052 e 0 mg/mL do acido rosmarinico e
0,05; 0,04; 0,03; 0,02 e 0 pL/cm® de 6leo essencial. In vivo foram testadas as
concentracdes de 150, 100, 50 e 0 mg/mL do extrato e 6,3; 4,2; 2,1 e 0 mg/mL do acido
rosmarinico. As melhores concentracdes que inibiram o crescimento micelial foram 50,
45, 40 e 35 mg/mL e 5; 4,5, 4 e 3,5 uyL/mL de extrato e de Oleo essencial
respectivamente, porém o acido rosmarinico apresentou o efeito inibitério apenas nas
concentracbes de 0,945 e 1,05 mg/mL. Por outro lado, as concentracées de 40 e 50
mg/mL do extrato e as concentracdes de 0,21; 0,42; 0,63; 0,84 e 1,05 mg/mL de acido
rosmarinico e todas as concentracbes do Oleo essencial inibiram a germinacdo e a

formacdo do apressorio as 4, 6 e 24 horas, sem contudo, causar dano a parede e
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membrana plasmatica dos conidios de M. oryzae. In vivo, todos os tratamentos com
extrato reduziram a severidade da brusone foliar, destacando-se 150 mg/mL, que
reduziu em mais de 90% da éarea foliar afetada. O acido rosmarinico ndo apresentou

efeito inibitério da severidade da brusone foliar.

Palavras chave: alecrim, brusone, manejo integrado, acido rosmarinico.
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ABSTRACT

Fungicides consumption was increased in recent years for control of rice blast,
causing various problems, such as increased production costs, the development of
resistance to the pathogen, the presence of residues in foods. This leads to the
need to develop new methods and strategies of control of the disease and the
application of plant extracts and essential oils. The objective of this study was to
evaluate in vitro and in vivo antimicrobial activity of standardized extract in
rosmarinic acid and essential oil of Rosmarinus officinalis on Magnaporthe oryzae.
Were evaluated in vitro concentrations 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 and O
mg/mL of the concentrated extract5, 4.5, 4, 3.5, 3, 25, 2, 15, 1, 05 and O
puL/mL, of essential oil and 1.05, 0.945, 0.81, 0.735, 0.63, 0.525, 0.42, 0.315, 0.21,
0.105 and O mg/mL of rosmarinic acid on the mycelial growth Inhibition of
germination, apressorium formation and the effect on the plasmatic membrane were
performed in concentrations 50, 40, 30, 20, 10, 5, 2.5 and 0 mg/mL of extract, 1.05,
0.84, 0.63, 0.42, 0.21, 0.105, 0.052 and 0 mg/mL of rosmarinic acid and 0.05, 0.04,
0.03, 0.02 and 0 pL/cm? of essential oil. In vivo were tested concentrations 150, 100, 50
and 0 mg/mL of extract and 6.3, 4.2, 2.1 e 0 mg/mL of rosmarinic acid. The best
concentrations that inhibited mycelial growth were 50, 45, 40 and 35 mg/mL and 5 4.5,
4 and 3.5 pL/mL of extract and essential oil, respectively, but rosmarinic acid had an
inhibitory effect at the concentrations of 0.945 and 1.05 mg/mL. On the other hand, the
concentrations of 40 and 50 mg/mL of the extract and the concentration of 0.21,
0.42, 0.63, 0.84 and 1.05 mg/mL rosmarinic acid and all the essential oil
concentrations inhibited the germination and the formation of the apressorium 4, 6
and 24 hours without damaging the plasmatic membrane and cell wall of conidia of M.
oryzae. In vivo, all treatments of extract reduced the severity of rice blast, with a
optimal concentration of 150 mg/mL reducing above 90% of the disease, rosmarinic acid

no showed inhibitory effect.

Keywords: rosemary, rice blast, integrated management, rosmarinic acid
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1 INTRODUCAO

Entre os cereais mais consumidos no mundo encontra-se o arroz (Oryza sativa L.
Poaceae), considerado parte da alimentacéo bésica devido a sua grande importancia
nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina necessaria para 0 ser
humano (Kennedy e Burlingame, 2003; Dos santos et al., 2006). Devido a estas
caracteristicas nutricionais, esta cultura deve ser enfocada quanto a questdes de

seguranca alimentar.

Este grédo € consumido em todos os continentes, e é destacado pela area de
cultivo e sua producao, desempenhando um importante papel no aspecto econémico e
social. Sao cultivados aproximadamente 150 milhdes de hectares de arroz no mundo
(Alongo et al., 2005) das quais para 0 ano 2012 se obteve uma producédo aproximada
de 738 milhdes de toneladas (FAO, 2014).

Cerca de 90% do arroz mundial € consumido e cultivado na Asia, ocupando a
América Latina o segundo lugar em producao e o terceiro em consumo, e o Brasil como
o maior produtor fora do continente Asiatico (Alonco et al., 2005) com uma producéo de
11 milhdes de toneladas durante o ano 2012 (FAO, 2014).

O crescimento do consumo deste cereal encontra-se acima de sua producéo,
havendo grande preocupacdo em relacdo a estabilizacdo da mesma (Alonco et al.,
2005). Entre os fatores que diminuem a producdo do arroz, encontram-se O0S
relacionados a fitossanidade ocasionados por insetos, acaros, nematoides, bactérias e
fungos. Entre as doencas flngicas destaca-se a brusone causada por Magnaporthe
oryzae (Barr) Couch [anamorfo Pyricularia oryzae (Cav.)] (Prabhu et al., 2009).
Mundialmente esta doenca € considerada a mais importante na cultura de arroz, devido
aos severos ataques que reduzem a area fotossintética da folha (Bastians, 1991; Sester

et al., 2014) diminuindo a producao.

Varias medidas sdo recomendadas para o controle desta doencga, principalmente
o uso de fungicidas, mas o uso indiscriminado destes produtos geram varios
inconvenientes, tais como aumento dos custos de producdo, o desenvolvimento de

resisténcia do patdgeno, a presenca de residuos em alimentos e, consequentemente,
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0s riscos na saude humana e para o ambiente. Isto leva a necessidade de desenvolver
novos métodos e estratégias de controle desta doenca de modo a manter 0s
rendimentos da producado, ndo envolver um alto custo ambiental e ser compativel com

uma agricultura sustentavel.

Uma estratégia que tem sido bem sucedida na reducdo do uso de produtos
sintéticos de alto custo e potencialmente nocivos e perigosos € o Manejo Integrado de
Doencas (MID). Dentro desta opcgédo destaca-se 0 uso de substancias naturais,
considerados mais seguros para a saude humana e para o ambiente. A aplicacdo de
extratos de plantas e 0leos essenciais € um método muito atraente para o controle de

doencas de importancia agricola.
1.1 Brusone

O arroz (Oryza sativa L.), junto com outros cereais constitui a base da
alimentacdo humana, contribuindo com cerca da metade da ingestdo energética e
protéica (Young e Pellet, 1994). Na América Latina, o Brasil € o maior produtor de arroz
e 0 nono a nivel mundial (FAO, 2004). Dentre os fatores limitantes na produtividade
desta cultura, destaca-se a incidéncia da brusone, causada pelo fungo Magnaporthe
oryzae (Barr) Couch [anamorfo Pyricularia oryzae (Cav.)], que se destaca por ocasionar
perdas entre 10 aos 30% nivel mundial (Talbot, 2003; Nadales et al., 2014) e perdas de
até 100% na producao de arroz de terras altas (Prabhu et al., 2009).

1.1.2 Taxonomia

A fase perfeita ou teleomorfo pertence a classe Ascomicetos, ordem
Magnaportales e Magnaportaceae. Os ascésporos sao hialinos, fusiformes, com trés
septos e 0s ascos unitunicados, ndo tendo sido, ainda encontrada na natureza. O

estagio imperfeito pertence a classe Deuteromicetos e ordem Moniliales (Ellis, 1971).
1.1.3 Morfologia

Os conidios (fase anamorfa) sao piriformes, obclavados, com base circular e o
apice fino, levemente escuros ou hialinos, a maioria possui um ou dois septos

transversais. Existe uma variacado consideravel entre os isolados de arroz quanto ao
2



tamanho dos conidios, variando de acordo com as condicdes ambientais de sua
producdo (Asumaya, 1965). As células conidiais s&o mononucleares e tém, em geral,

sete cromossomos (Giatong e Frederiksen, 1969; Xu e Xue, 2002).
1.1.4 Sintomas

Esta doenca pode atacar desde o estadio de plantula até a fase de maturacéo
da cultura. A sintomatologia nas folhas inicia-se com a formacdo de pequenas lesdes
necroticas, com coloragcdo marrom, que evoluem, aumentando de tamanho, tornando-
se elipticas com margem marrom e centro cinza ou esbranquicado (Figura 1-A). Em
condigbes favoraveis, as lesbes coalescem, causando morte nas folhas e, muitas
vezes, da planta inteira. Os sintomas nos nds e entrends aparecem, geralmente, na
fase de planta madura. A area infectada do né torna-se escura, impedindo a circulagcéo
da seiva, provocando o acamamento da planta ou a quebra do colmo no ponto de
infeccdo (Figura 1-B). Na fase da emissdo da panicula é comum ter infeccdo da
auricola ou da ligula, principalmente da folha bandeira. A infeccdo no primeiro no,
abaixo da panicula, é conhecida como brusone do pescoco (Figura 1-C). Varias partes
da panicula, como raquis, ramificacdes primarias, secundarias e pedicelos, também séo
infectadas. Os sintomas de brusone nas glumelas ndo sdo comuns. Em condi¢cbes de
alta umidade, o fungo esporula nas espiguetas, causando chochamento completo na
fase leitosa (Ribeiro, 1984; Webster e Gunell, 1992; Prabhu et al., 1995).

Figura 1. Sintomas da brusone em plantas de arroz: A) na folha, B) de n6 e C) de
pescoco em arroz irrigado. Fonte: Embrapa Clima Temperado, (2009).



1.1.5 Ciclo da doencga

O ciclo inicia-se quando os conidios produzidos nas lesfes sdo disseminados e
entram em contato com a superficie das folhas do arroz e sdo aderidos na folha com
auxilio da mucilagem, cuja funcao principal é permitir a aderéncia do conidio a qualquer
superficie, mesmo debaixo da agua (Howard, 1994). Logo apOs a aderéncia, 0s
conidios iniciam a germinacdo com a emissdo do tubo germinativo. A germinacdo do
conidio inicia-se ap6s 30 a 90 minutos do contato com a 4gua. Segundo Lee e Dean,
(1993) a superficie onde os conidios sdo depositados tem pouco efeito sobre a
germinacao, podendo germinar mesmo em suspensdo de agua. Enquanto o tubo
germinativo alonga-se, simultaneamente o0 ndcleo dessa célula submete-se a uma
divisdo mitotica. Um ndcleo permanece no conidio e outro € transferido para o futuro
apressorio, o qual se separa do tubo germinativo através de um septo; a parede celular
do apressorio € engrossada por uma camada de melanina e posteriormente adere-se a
superficie utilizando uma camada grossa de material adesivo que parcialmente infiltra
na cuticula abaixo do apressorio imaturo. Este processo completa-se com a emergéncia
da estrutura de penetracdo peg, que rompe a cuticula e entra na epiderme da folha de
arroz. A penetracéo ocorre diretamente na epiderme da folha, logo apds a formacéo do
apressorio, que exerce forca mecéanica gerada pela atividade enzimatica das reservas
acumuladas no conidio (Howard, 1994). A hifa de infec¢cdo da origem a hifas
secundarias e subsequentes dentro das células da epiderme e do mesodfilo, resultando

na colonizacédo do tecido invadido e na formacao de lesbes (Figura 2).

As lesbes nas folhas do arroz, séo visiveis 72 horas ap0s a inoculacéo, crescem
em tamanho e numero até coalescerem. Em 144 horas e sob condicbes de alta
umidade, comecam a produzir conidios em abundancia, os quais sdo liberados e
dispersos pelo vento, fornecendo o inoculo para um ciclo de infeccdo subsequente
(Prabhu et al., 2006).
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Figura 2. Ciclo da doenca de M. oryzae (a) Conidios simpodiais sobre os conidioforos.
(b) Conidios aderidos a superficie do hospedeiro utilizando mucilagem. (c) Conidios
germinados com filamento de hifas revestidas de uma matriz extracelular. (d) apressorio
melanizado com conteldos autofagocitados do conidio e tubo germinativo. (e) peg de
penetracdo. A peg de penetracdo da origem a hifas de infeccdo e que ramificam dentro
da célula. As hifas invasivas tem uma tampa de membrana composta de lamelas de
membrana que pode funcionar na secrecao de proteina dentro do citoplasma da célula
do hospedeiro. Adaptado de Ebbole, (2007).

1.1.6 Controle

Para o controle da brusone sdo recomendadas uma série de medidas, desde o
plantio até a colheita como: praticas culturais, uso de fungicidas no tratamento de
sementes e aplicacdo na parte aérea e uso de cultivares moderadamente resistentes
(Prabhu et al., 2002).

Kato, (2001) descreve algumas medidas de controle:

O material de residuo doente da cultura anterior deve ser queimado ou
compostado, de outra maneira pode-se tornar uma fonte de in6culo para proximos
plantios. Quanto a adubacéo ou fertilizacdo a quantidade e o tipo de fertilizante devem
ser decididos de acordo com a cultivar utilizada, tipo de solo, condi¢des climéticas e

risco da doenca. Por exemplo, em alguns casos o excesso de nitrogénio estimula o
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desenvolvimento da doenca. O uso de cultivares resistentes é considerado o método
mais econdmico do controle da brusone. (Prabhu et al., 2006).

1.1.6.1 Controle quimico

O uso de fungicidas continua sendo um componente importante no manejo
integrado devido a curta durabilidade da resisténcia vertical e 0 aumento gradativo de
susceptibilidade das cultivares com resisténcia parcial, tanto em arroz de terras altas

qguanto arroz irrigado (Prabhu et al., 2006).

Diversos fungicidas a base de cobre foram utilizados para o controle da brusone
desde 1923 no Japao. Devido ao seu efeito fitotoxico esses fungicidas foram utilizados
em mistura com acetato de fenil mercuario apés a Segunda Guerra Mundial e a partir dos
anos 50, por mais de 15 anos os fungicidas organomercuriais dominaram o mercado no

controle da brusone (Prabhu et al., 2006).

Fungicidas sistémicos vém substituindo os protetores, como ftriciclazole,
kasugamicina, edifenfos e iprodian (Figura 3). Eles possuem atividade sistémica a qual
€ muito importante, porque os fungicidas sdo absorvidos e translocados para areas nao
tratadas para garantir o controle da doenca. Além disso, eles ndo sdo degradados pelas
chuvas apds sua aplicacdo e possuem outra caracteristica importante que € o efeito
residual que determina se o fungicida € resistente a degradacao bioloégica e quimica e
se oferece o controle por, aproximadamente, 15 dias ap0s a aplicacdo. Esta atividade
residual é de grande importancia para reduzir o numero de aplicagbes (Prabhu et al.,
2006).



Figura 3. Estruturas quimicas dos fungicidas sistémicos utilizados para o controle da
brusone: A) edifenfos, formula molecular: C14H150,PS,. B) iprodian, férmula molecular:
C13H13CIoN3O3. C) kasugamicina, formula molecular: Ci14H26CIN3Og € D) triciclazole,
Formula molecular: CgH;N3S. Fonte: NCBI, (2015).

Triciclazole é o fungicida mais utilizado no Brasil para o controle da brusone. As
principais limitagbes do uso de fungicidas na agricultura incluem a capacidade de
alguns patdgenos desenvolverem resisténcia e a economicidade de seu uso, como

acontece com M. oryzae. Outras desvantagens incluem a toxicidade aguda, imediata



ou em longo prazo nos seres humanos, na microflora e a outros micro-organismos
benéficos (Prabhu et al., 2006).

A aplicacdo de fungicidas sintéticos para o controle de doencas de grande
importancia econémica, como a brusone, pode as vezes estimular novas doencgas ou
doencas de importancia secundaria (Griffiths, 1981). Utilizou-se o termo doenca
“‘latrogénica” derivado da medicina humana, para as doengas resultantes do uso de um
fungicida especifico ou que, em funcao dessa utilizagcdo tiveram aumento de severidade
(Horsfall, 1972).

Com tudo isto, a procura de métodos alternativos e ndo sintéticos no controle de
doencas na cultura do arroz, como o uso de extratos vegetais e 0leos essenciais sdo
necessarios para diminuir a dependéncia excessiva de produtos sintéticos. Alguns
estudos tem mostrado a importancia dos produtos naturais como uma possivel fonte de
pesticida ndo fitotoxica e biodegradavel (Singh, 1994; Qasem e Abu-Blan, 1996; Mason
e Mathew, 1996). Porém, muitas espécies do reino vegetal ainda ndo tém sido
exploradas para sua utilizacdo na agricultura e em especial para o controle de M.
oryzae causador da brusone em arroz. Dentro deste contexto € preciso continuar a
procura para o desenvolvimento de novos bio-fungicidas a base de plantas para o

controle desta doenca.
1.2 Alecrim (Rosmarinus officinalis)

Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) conhecido comumente como Alecrim é um
arbusto aromatico, verde (Orhan et al., 2008; Al-Sereiti et al., 1999) (Figura 4) originaria
do Mediterraneo e é cultivada em todo o mundo, (Gonzéalez et al., 2013). As folhas
abrigam glandulas contendo 6leo essencial (Al-Sereiti et al., 1999) esta planta € usada
para condimentar uma variedade de alimentos além de possuir aplicacdes medicinais
(Carvalho-Junior et al., 2004). Dentre as acdes farmacoldgicas de R. officinalis tem-se
observado atividade hipoglicemiante, inibidor da enzima acetilcolinesterase e a-amilase,
sabe-se que melhora a circulacdo sanguinea local, alivia a dor e tem atividade
anticancerigena (Barbosa-Filho et al., 2005; Barbosa-Filho et al., 2006; Funke et al.,
2006; Sagorchev et al., 2010; Tsai et al., 2010; Jordan et al., 2012). Do mesmo modo foi
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encontrada atividade antimicrobiana sobre alguns fungos e bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas (Alonso, 1998).

Figura 4. Rosmarinus officinalis L. cultivado em horta familiar.
Fonte: M.C.H.R. 20/08/2014

1.3 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis, naturais
caracterizados por um forte odor aromatico e obtidos a partir de plantas aromaticas

como metabdlitos secundarios (Bakkali et al., 2008).

Eles sao liquidos, volateis, limpidos e raramente coloridos, solUveis em lipideos e
solventes organicos e geralmente com densidade mais baixa que da agua. Eles podem
ser sintetizados por todos os 6rgaos das plantas, flores, folhas, haste, ramos, sementes,
frutos, raizes, madeira e casca, e sdo armazenados em ceélulas secretoras, cavidades,

canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (Bakkali et al. 2008).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham uma importante funcdo na
protecdo das plantas como antibacterianos, anti-virais, antifungicos, inseticidas e
também contra herbivoros mediante a reducdo do apetite sobre tais plantas. Eles
também podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersdo de pdlen e sementes,

ou repelir outros ndo desejados (Bakkali et al., 2008).



Aproximadamente 3000 Oleos essenciais sdo conhecidos, 300 dos quais séo
comercialmente importantes nas industrias farmacéutica, agrondémica, alimenticia,

sanitaria, cosmética e de perfumaria (Bakkali et al., 2008).
1.3.1 Composicao quimica

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas que podem conter em torno de 20-
60 constituintes em diferentes concentracfes. Eles sédo caracterizados por dois ou trés
componentes majoritarios em concentracfes muitos altas (20-70%) comparados com 0s
outros constituintes presentes em menores quantidades. Geralmente, os componentes
majoritarios sdo os que determinam as propriedades biologicas do 6leo essencial
(Bakkali et al., 2008). A maioria dos Oleos essenciais € constituida quimicamente de
derivados fenilpropanoides ou de terpenoides (Simdes et al.,, 2007). A composicao
quimica do oleo essencial depende das condi¢des climéaticas do cultivo, a parte da
planta usada, o método de extracdo empregado (Carvalho-Junior et al., 2004; Svoboda

et al., 1992) e a época de coleta.
1.3.2 Efeitos biol6gicos

Devido ao grande numero de constituintes, 6leos essenciais parecem nao ter
alvos celulares especificos (Carson et al., 2002). Os lipdfilos tipicos passam através da
parede celular e da membrana citoplasmatica, perturbando a estrutura das diferentes
camadas de polissacarideos, acidos graxos e os fosfolipideos. A citotoxicidade parece
incluir tais danos na membrana (Knobloch et al., 1989; Sikkema et al., 1994; Helander
et al., 1998; Ultee et al., 2000, 2002; Di Pasqua et al., 2006; Turina et al., 2006). Os
Oleos essenciais podem provocar despolarizacdo das membranas mitocondriais em
células eucariotas provocando uma reducdo do potencial da membrana, afetando o
ciclo ibnico do Ca*" (Ritchter e Schlegel, 1993; Novgorodov e Gudz, 1996; Vercesi et al.,
1997) e outros canais idnicos e reducdo do pH, afetando em bactérias o bombeamento
dos prétons e pool (acervo/armazenamento) de ATP. Eles mudam a fluidez da
membrana resultando a fuga dos radicais livres, citocromo C, ions de calcio e proteinas,
provocando estresse oxidativo e falha bioenergética. A permeabilizacdo externa e

interna das membranas mitocondriais conduz a morte celular por apoptose e necrose
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(Yoon et al., 2000; Armstrong, 2006). Parece que as reagfes em cadeia a partir da
parede da célula ou a membrana celular externa invadem toda a célula através das
membranas de diferentes organelas tais como as mitocondrias e peroxissomas. Estes
efeitos sugerem uma atividade como pré-oxidante fenodlico (Sakagami e Satoh,
1997;Cowan, 1999; Sakagami et al., 1999; Fukumoto e Mazza,2000; Sakihama et al.,
2002; Burt, 2004; Barbehen et al., 2005).

Observagbes em microscopia eletrbnica de transmissao revelaram alteracdes
ultra estruturais de células em véarios compartimentos, como a membrana plasmética,
citoplasma (inchacgo, enrugamento, vacuolacao) e nucleo (Soylu et al., 2006; Santoro et
al., 2007a, b). A analise dos perfis lipidicos por cromatografia gasosa e da estrutura do
envelope da célula por microscopia eletronica de varredura de varias bactérias tratadas
por alguns dos componentes de 6leo essencial, mostrou uma forte diminuigdo de acidos
graxos insaturados e um aumento em acidos graxos saturados, bem como alteracdes
dos envelopes celulares (Di Pasqua et al., 2007). A ruptura do envelope viral HSV
(Herpes Simplex Virus) por Oleos essenciais também pode ser observada por
microscopia eletrénica prevenindo as células hospedeiras de infeccdo (Schnitzler et al.,
2007).

Em geral, a atividade citotoxica de 6leos essenciais ocorre principalmente devido
a presenca de fendis, aldeidos e alcoois (Bruni et al., 2003; Sacchetti et al., 2005). Esta
propriedade citotdéxica é de grande importancia nas aplicacdes dos 6leos essenciais
nao sO contra certos patdégenos e parasitas em humanos ou animais, mas também para
a conservacdo dos produtos agricolas ou marinhos. Oleos essenciais ou alguns dos
seus constituintes sao realmente eficazes contra uma grande variedade de organismos,
incluindo bactérias (Holley e Dhaval, 2005; Basile et al., 2006; Schelzet et al., 2006;
Hu"snu™ Can Baser et al., 2006), Virus (Duschatzky et al., 2005), e fungos (Hammer et
al., 2002; Velluti et al., 2003, 2004; Serrano et al., 2005; Cavaleiro et al.,2006; Pawar e
Thaker, 2006; Soylu et al., 2006).

Em alguns estudos prévios o 6leo essencial de R.officinalis, apresentou como

principais constituintes: 1,8-cineol, canfora, borneol, acetato de bornila, canfeno, « -
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pineno, p -cimeno, mirceno, sabineno, [ -felandreno, J -pinenoe fJ3 -cariofileno
(Soliman et al., 1994). Dentro destes componentes o 1,8-cineol, pineno, canfeno e
canfora sdo considerados os responsaveis pela atividade antibacteriana (Shelef et al.,
1980; Burt, 2004).

1.4 Extratos vegetais

Os extratos séo preparacdes concentradas obtidas de material vegetal fresco ou
seco e sdo preparados com solventes, que permitem a extracdo dos principios ativos
(Sales, 2004).

O uso de extratos vegetais tornou-se de grande importancia em estudos
terapéuticos e farmacologicos, destacando-se alguns exemplos com extratos
hidroetandlicos e aquosos de R. officinalis com propriedades antioxidantes, como
estimulantes (Genena et al., 2008),como liberadores de dopamina (Sozio et al., 2008),
com acdao diurética (Martinez et al., 2004; Haloui e Lovedec, 2000 ) e como reguladores
de &cidos graxos (Bustanji e Issa, 2010).

Outros estudos mencionam a atividade antimicrobiana do extrato de R. officinalis
em patdégenos humanos como Silva et al., (2008),que descrevem a sensibilidade de
bactérias orais planctdnicas ao extrato de R. officinalis. Neste estudo, as bactérias
Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC 25175 e
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 mediante o método de difusdo em meio sélido,
foram inibidas pelo extrato de alecrim, apresentando halos de inibicdo acima de 11 mm
de diametro. Genena et al., (2007) observaram uma atividade semelhante do extrato de
R. officinalis em bactérias Gram positivas e bactérias Gram negativas: S. aureus e B.
cereus,: E. coli, Pseudomonas aeruginosa e atividade antifingica: Candida albicans.

Outros estudos realizados por Itako et al., (2008) mostram o poder inibitorio dos
extratos brutos aquosos de Artemisia camphorata, Cymbopogon citratus e R. officinalis
nas concentracoes de 20 e 40%, sobre a esporulagdo de Alternaria solani, que foi

reduzida acima de 90%.

Por outro lado, existem estudos do uso de extratos vegetais na agricultura e
alguns autores mencionam que o uso destes extratos se deve que eles conservam
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algumas das substancias sintetizadas no metabolismo secundério das plantas e podem
constituir formas de controle alternativo ou preventivo de fitopatégenos, (Stangarlin et
al., 2008) seja com acao biologica diretamente contra os patégenos ou induzindo
resisténcia nas plantas, devido as caracteristicas elicitoras (Schwan-Estrada et al.,
2003).

Algumas das vantagens do uso de extratos vegetais na protecdo de plantas,
quando comparados com o0s produtos sintéticos, deve-se a presenca de novos
compostos, 0s quais ndo séo reconhecidos pelo patdgeno e, por conseguinte ndo sédo
inativados pelos mesmos, além de possuir um amplo modo de acdo e serem

rapidamente degradados pelo ambiente (Ferraz, 2008).
1.5 Padronizacéo dos extratos vegetais

As plantas medicinais produzem uma grande quantidade de substancias
quimicas como alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas, entre outros e em diferentes
propor¢cdes dependendo de diversos fatores edafo-climéticos e das caracteristicas
genéticas. Algumas destas substancias sdo caracteristicas de uma determinada
espécie, servindo como parametros para a sua caracterizacdo e identificacdo (Migliato
et al., 2007; Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Os extratos obtidos de plantas medicinais sdo considerados fitocomplexos por
possuirem diversos componentes ativos, isto busca garantir a acdo farmacologica
especifica da espécie vegetal, levando em conta que o isolamento de principios ativos

nao reproduz obrigatoriamente o efeito do fitocomplexo.

As drogas vegetais apresentam frequentemente variacdes relacionadas com os
fatores referentes as condicdes do local de plantio, processo de coleta, manuseio e
processamento, justificando a necessidade da caracterizacéo desses produtos (Fischer,
2005).

s

A padronizacdo é realizada com base no teor de uma substéncia marcadora
presente no extrato, indicando se a mesma estiver presente em quantidade apropriada

também os demais componentes estardo igualmente representados (David et al.,
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2004). Tal substancia ndo necessariamente apresenta a atividade farmacoldgica

esperada ou para a qual o extrato é empregado.

Existem diferentes métodos para a padronizacdo que incluem técnicas
cromatograficas que permitem a quantificacdo de componentes de interesse e a

caracterizacdo quimica ou fisico-quimica (Sonaglio et al., 1986).

O extrato de R. officinalis apresenta em sua composi¢do alguns tipos de
compostos fendlicos (Couto et al., 2012), dentre estes 0 acido rosmarinico, substancia

que foi utilizada como marcador no presente trabalho.
1.6 Acido rosmarinico

O &cido rosmarinico (Figura 5) € um éster do &cido caféico e o acido 3,4-
dihidroxifenilactico amplamente encontrado no reino vegetal, principalmente na familia
Lamiaceae. Também tem sido descrito em outras familias de plantas como

Blechnaceae a qual pertence as samambaias (Petersen e Simmonds, 2003).

COOH
OH | 2q ©i
X o T OH

OH
Figura 5. Estrutura quimica do acido rosmarinico

O &acido rosmarinico contido no extrato de Melissa officinalis L. (Lamiaceae) é
usado na terapia de infec¢gbes por Herpes simplex (Petersen e Simmonds, 2003). Do
mesmo modo, algumas atividades biolégicas Ihe sdo atribuidas, tais como atividade
antiviral, antibacteriana, anti-inflamatorio e antioxidante (Petersen e Simmonds, 2003).
Também se atribuem efeitos benéficos e promotores na saude pela presenca de acido
rosmarinico em algumas plantas medicinais, considera-se que também atua como

composto de defesa pré-formado. (Petersen e Simmonds, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Padronizar o extrato vegetal de R. officinalis a partir do marcador &cido rosmarinico e
avaliar seu potencial antimicrobiano para o controle da brusone foliar do arroz in vitro e

in vivo.
2.2 Objetivos especificos

e Caracterizacdo da matéria prima vegetal.
e Obtencéao, caracterizacdo do extrato concentrado das folhas de R. officinalis.

e Obtencéo e caracterizacdo do 6leo essencial das folhas de R. officinalis.

e Determinacdo da atividade inibitoria e fungicida do extrato concentrado, do 6leo
essencial de R. officinalis e do marcador acido rosmarinico sobre o crescimento

micelial de M. oryzae.

e Determinacdo da porcentagem de inibicdo da germinacdo de conidios e da
formacdo de apressorios de M. oryzae pelo extrato e 6leo essencial de R.

officinalis e o marcador acido rosmarinico, sobre uma superficie hidrofébica.

e Avaliacdo da acéo do extrato e o 6leo essencial de R. officinalis L. e do marcador
acido rosmarinico, na membrana plasmatica e parede celular de M. oryzae por
meio de de microscopia de fluorescéncia.

e Avaliacdo da supressdo da severidade da brusone foliar, sob condicGes

controladas em casa de vegetacao, do extrato e do acido rosmarinico.
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3 MATERIAL E METODOS

As folhas de R. officinalis foram adquiridas na empresa “Paladar” em Goiania,
Goias. A caracterizacdo do material vegetal e o extrato concentrado de R. officinalis foi
feita no Laboratério de Produtos Naturais, da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Goiads. Os ensaios de atividade antimicrobiana foram conduzidos no

laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antonio de Goias, Goias.
3.1 Caracterizacdo do material vegetal

A caracterizacdo do material vegetal e do extrato foi realizada de acordo com os

parametros estabelecidos na Farmacopeia Brasileira, 5° Edi¢&o (2010).
3.1.1 Determinacao da perda por dessecacao

A determinacao da quantidade de substancia volatil presente no pé das folhas foi
realizada utilizando a balanca de aguecimento halégeno. Cerca de 1 g de amostra foi
colocada em uma balanga marca Ohaus® modelo MB35, posteriormente foi submetida
a uma temperatura de 105 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados

foram registrados em percentagem.
3.1.2 Determinacao de cinzas totais

Pesou-se 3 gramas de p6 de alecrim e colocou-se no cadinho previamente
calcinado e tarado, incinerou-se em mufla durante 30 minutos a 200°C, 60 minutos a
400°C e 90 minutos a 600°C até que todo carvao fosse eliminado; posteriormente as
amostras foram resfriadas em dessecador e novamente pesadas. O teor de cinzas
totais (Cy) foi determinado em percentual pela média de trés determina¢cfes segundo a

equacéo 1:

Cr (%3) = (rer)x 100 @

Onde: mra,= massa do recipiente mais cinzas;

mra;= massa do recipiente mais amostra sem calcinar.
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3.1.3 Determinacgéo da granulometria do pé

Utilizou-se um jogo de tamises de aco inox de malhas de 710, 355, 300, 250 e
125 pm, previamente pesados e montados de maneira vertical do maior para o menor.
Pesou-se 25 g de amostra de pé em uma balanca analitica e em seguida distribuiu-se
de maneira uniforme sobre o primeiro tamis. O jogo de tamises foi submetido a
vibragbes por 15 minutos na plataforma vibratéria (Bertel). Posteriormente os tamises
foram pesados para saber o peso que ficou retido em cada um deles; o procedimento
foi realizado em triplicata e o percentual do pé em relagdo a cada tamis foi calculado de

acordo com as indicacGes da Farmacopeia Brasileira, 5° Edi¢cao (2010).
3.1.4 Determinacao do indice de intumescéncia (Il)

Amostras de 1 g de p6 de alecrim foram colocadas em provetas de 30 mL com
tampa esmerilhada (Triplicata), em seguida foram adicionados 25 mL de agua destilada
em cada proveta; logo apés as provetas foram agitadas por 10 minutos durante 1 hora.
Apos repouso de 3 horas a temperatura ambiente, foi verificado o volume final ocupado
por cada amostra. O Il foi calculado em mililitros pela média de trés determinacfes

segundo a equacao 2:
Il = Vf-Vi (2)
Onde: Il = indice de intumescéncia
Vf= volume final ocupado pela amostra (mL);
Vi= volume inicial ocupado pela amostra (mL)
3.1.5 Determinacédo de teor de fendis totais

Foi utilizado o método de Hagerman e Butler (Mole e Waterman, 1987). Este
meétodo se baseia na reacdo de complexacdo dos compostos fendlicos presentes na
amostra com uma solucéo de FeCls, que pode ser medida em espectrofotdmetro em um

comprimento de onda de 510 nm.
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Preparo da curva padrdo: pesou-se 100 mg de &cido tanico e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com 40 mL de metanol a
50% e restante com agua destilada. Posteriormente retiraram-se aliquotas de 600, 500,
400, 300, 200 e 100 pL desta solucéao, transferiram-se para tubos de ensaio contendo 2
mL de solucdo de LSS/Trietanolamida e 1 mL de solucdo de FeCl; e completaram-se
com agua destilada até o volume de 4 mL. Cada ponto foi preparado em triplicata.
Deixaram-se repousar durante 15 minutos e depois foram feitas as leituras de
absorbancia em 510 nm, com os resultados obtidos foi construida uma curva de

calibragéo padréo da absorbancia x concentracao.

Para o doseamento de fendis: pesou-se 0,75 g da amostra (pé de alecrim),
transferiu-se para um Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 150 mL de agua destilada.
Aqueceu até a ebulicdo e permaneceu em banho-maria entre 80 e 90 °C por 30
minutos. Foi resfriado em &gua corrente, transferido o conteddo para um baldo
volumétrico de 250 mL e completado o volume com &gua destilada. Depois decantou e
filtrou-se o sedimento em papel filtro, os primeiros 50 mL foram desprezados. Para o
extrato pesou-se 0,045 g e transferiu-se a um baldo de 10 mL que continha agua
destilada. Cada amostra foi preparada em triplicata. Posteriormente 0,5 mL das
amostras foram adicionados em tubos de ensaio contendo 2 mL de solucdo de
LSS/Trietanolamida e 1 mL de solucdo de FeCl; e foram completadas com &gua
destilada até o volume de 4 mL, ap6s 15 minutos de repouso foi realizada a leitura a
510 nm.

3.1.6 Determinacao de teor de flavonoides totais

Foi utilizado o método espectrofotométrico descrito por Rolim et al., (2006)
baseado na propriedade dos flavonoides em absorver radiagdo no comprimento de

onda de luz ultravioleta (UV) de forma proporcional a sua concentragao.

Preparacao da curva padréao: pesou-se 10 mg de rutina e transferiu-se para um
baldo de 100 mL, completando o volume com uma solugédo de metanol: 4cido acético
0,02 M (99:1). Retiraram-se aliquotas de 600, 500, 400, 300, 200 e 100 pL e foram

completadas com 4gua destilada até 2 mL com a solu¢do de metanol: 4cido acético.
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Foram feitas as leituras da absorbancia em 361 nm em triplicata e de acordo os dados
obtidos. Foi construida a curva padréo de absorbancia x concentracéo.

Extracao de flavonoides do material vegetal e o extrato

Cerca de 0,50 g do p6 foi pesado e colocado em um baldo de 125 mL, em
seguida, adicionou-se 50 mL de uma solu¢do de metanol: acido acético 0,02M (99:1). O
baldo foi aquecido em banho-maria sob refluxo a 95°C e posteriormente a solugéo foi
filtrada. Para o extrato pesou-se 0,1052 g e transferiu-se para um baldo de 50 mL com

agua. Tudo isto, em triplicata.
Doseamento de flavonoides totais

Foi extraida uma aliquota de 1950 yuL das amostras do material vegetal e o
extrato e o volume foi completado para 2 mL com a solu¢cdo de metanol: acido acético
0,02M (99:1). Efetuaram-se as leituras de absorbancia em 361 nm. A porcentagem de

flavonoides totais foi calculada com a seguinte férmula:
m mg
0 B _J -3 2| .
|%F i (m) = C, (mL)xFDxIO x10% | + mg

Onde: Ca=Concentracdo da amostra utilizando a equacgéo da curva padrao de rutina;

FD= Fator de diluicdo da amostra; 10°= convers&o de mg para g; 10°= porcentagem.
3.1.7 Determinagé&o do teor de taninos totais

A metodologia utilizada foi proposta por Hagerman e Butler (Mole e Waterman,
1987) com algumas adaptacfes. Este método baseia-se na propriedade dos taninos de

precipitar em solucdo aquosa na presenca de proteina.

Preparacdo da curva padrdo: Pesou-se 100 mg de &cido tanico e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com 40 mL de
metanol 50% e o restante com agua destilada. Retiraram-se aliquotas de 600, 500, 400,
300, 200 e 100 pL e foram completadas com agua destilada até 1 mL. Adicionou-se 2
mL de solucdo de albumina, aguardaram-se durante 15 minutos e foram centrifugadas

a 3000 r.p.m. por 15 minutos. Em seguida desprezou-se o sobrenadante e dissolveu-se
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0 precipitado com 4mL de LSS/Trietanolamina; posteriormente adicionou-se 1 mL de
solugcdo de FeCls e finalmente prosseguiu-se a leitura das amostras construindo uma

curva de calibracédo padréao.

Doseamento de taninos: Pesou-se 0,75 g da amostra (p6 de alecrim), transferiu-
se para um Erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 150 mL de agua destilada. Aqueceu
até entrar em ebulicdo e permaneceu em banho-maria entre 80 e 90°C por 30 minutos.
Foi resfriado em &agua corrente, transferido o conteado para um baldo volumétrico de
250 mL e completado o volume com &gua destilada. Depois decantou e filtrou-se o
sedimento com ajuda de papel filtro, os primeiros 50 mL foram desprezados. Cada
amostra foi preparada em triplicata. Adicionaram-se em tubos de ensaio 1 mL das
amostras e 2 mL de albumina, deixaram-se repousar por 15 minutos; apés foram
centrifugadas, desprezou-se o0 sobrenadante e foi dissolvido o precipitado 4 mL de
solucédo LSS/Trietanolamina, adicionou-se 1 mL da solucdo de FeCls; a mistura deixou-
se em repouso por 15 minutos e efetuou-se a leitura da absorbancia em 510 mn, no

espectrofotometro.
3.2 Caracterizacao do extrato concentrado
3.2.1 Obtencéo do extrato

O extrato liquido foi obtido através do método de percolacdo descrito na
Farmacopeia Brasileira, 5° edicdo (2010) com algumas adaptacdes. Dois quilogramas
de p6 de alecrim e 15 litros de etanol 80% (v/v) foram misturados e permaneceram em
repouso por 12 horas. Posteriormente essa mistura foi transferida a um percolador para
o inicio do processo que teve duragcdo de uma semana; o extrato percolado foi
submetido ao processo de concentracdo em um rotoevaporador (Buchi® — modelo R-
220 SE) e posteriormente foi colocado para secar com auxilio de um ventilador durante

12 horas, resultando um teor de soélidos de 43,33%.
3.2.2 Determinacgéo de pH do extrato liquido concentrado

Foi utilizado um potencibmetro (Tecnal — modelo TEC 3-MP) previamente

calibrado com solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0.
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3.2.3 Determinagdo do perfil cromatogréfico do p6 e extrato liquido concentrado por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

De acordo com a Farmacopeia Portuguesa VIII (2005) pesaram-se 2,5 g da
matéria prima vegetal e mediu-se 2,5 mL do extrato liquido concentrado, ambas as
amostras foram misturadas com etanol P.A. em baldes de 25 mL e colocadas em
ultrassom durante 15 minutos, 0 mesmo procedimento foi realizado para a amostra com
0 padréo de &acido rosmarinico. Posteriormente, foram postas em uma extremidade da
cromatoplaca de aluminio e silica com auxilio de uma micropipeta. As cromatoplacas
foram colocadas dentro de uma cuba de vidro contendo a fase movel modificada:
Diclorometano, acetona e acido formico (80: 15: 5 v/v/v). Os resultados foram

observados sob luz ultravioleta a 365 nm.

3.2.4 Quantificacdo de &cido rosmarinico no extrato concentrado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e validacao da metodologia analitica

3.2.4.1 Preparo das amostras

Cerca de 10 mg do extrato e 40 mg da matéria prima vegetal foram pesados e
transferidos a um baldo volumétrico de 10 mL, posteriormente as amostras foram

solubilizadas com etanol 80% (v/v). A solucao foi submetida analise por CLAE.

As amostras foram analisadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Waters® — e2695) equipado com bomba quaternéria, detector de arranjo de diodos
(PDA) 2998 e sistema de processamento de dados software Empower 2.0. Foi utilizada

uma coluna cromatografica XTerra® RP18 5um 4.6 x 250 mm.
3.2.4.2 Determinacédo das condi¢Bes cromatograficas

A fase movel foi constituida de um solvente A — 30% (acetonitrila) e de um
solvente B —70% (a4gua ultrapura/acetonitrila/acido formico; 97: 2,5: 0,5% v/v) mantida a
um vazdo de 0,5 mL min™® sob condicdes isocraticas. O comprimento de onda de
detecc¢édo foi de 329 nm, o volume de injecdo foi de 20 pL e o tempo total de analise foi

de 15 minutos.
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Os parametros de system suitability: fator de cauda; resolucdo e numero de
pratos tedricos foram avaliados conforme especificacbes do guia de validacdo de
métodos cromatograficos da Food and Drug Administration — FDA (CDER, 1994).

3.2.4.3 Validacdo do método analitico

A fim de verificar a confiabilidade do método, este foi validado quanto aos
parametros analiticos de seletividade, linearidade, limites de deteccédo e quantificacao,
precisao (repetibilidade), exatiddo e robustez. Estes estudos foram realizados seguindo
as diretrizes propostas na resolucdo — RE n° 899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Brasil, 2003).

3.2.4.4 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio da identificacdo do &cido
rosmarinico na amostra por comparacdo dos tempos de retencdo da amostra e do

padrao.
3.2.4.5 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi efetuada mediante a obtencdo de trés curvas
padrdo, em trés dias consecutivos, nas concentracdes de: 2,5; 5; 10, 20 e 50 mg.mL™
do marcador acido rosmarinico em metanol 80% (v/v). As amostras foram filtradas em
membrana de 0,45 pum e injetadas em triplicata no cromatégrafo. O intervalo linear foi
determinado mediante o calculo do coeficiente de variacdo (CV) entre os pontos da

curva e o coeficiente de correlacao linear de Pearson (r).
3.2.4.6 Limite d Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Foram determinados relacionando trés curvas padrdo e a curva média através das

Equacbes 3 e 4.

_ DPax3
T Ic

LD

3)

Onde: LD = limite de deteccao
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DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo e de 3 curvas de calibracdo construidas

IC = inclinagdo da curva de calibracao

__ DPax10

1Q =2 @)

Onde: LQ = limite de quantificacédo

DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo e de 3 curvas de calibragdo construidas
IC = inclinagdo da curva de calibragao

3.2.4.7 Precisao

A precisao foi avaliada nos niveis de repetibilidade e de precisdo intermediaria e foi
expressa pelo coeficiente de variagdo (CV%), a equacéo utilizada foi:

CV(%)=Dp * o (5)

Onde:
Dp: desvio padrao.
CMD: concentracdo média determinada.

A repetilbilidade foi realizada por 6 analises em um mesmo dia e por um Unico
analista e a precisdo intermediaria foi realizada em dias diferentes e por analistas

diferentes.
3.2.4.8 Exatidao

Realizou-se o teste de recuperacao do padréo, foram realizadas 3 determinacfes
em trés concentracdes diferentes: alta (120%), média (100%) e baixa (80%). A exatidao
foi expressa pela relacédo entre a concentragcdo média determinada experimentalmente
e a concentragdo tedrica correspondente. As amostras foram injetadas no cromatégrafo
em triplicata a uma quantidade de 20 pL posteriormente a exatidao foi calculada por

meio da equacao:
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_ CME*100
- cr

Ex (6)

Onde: Ex: exatiddo; CME: concentracdo média experimental e CT: concentracao

tedrica.

3.2.4.9 Robustez

Foi avaliada mediante pequenas e deliberadas variacbes dos parametros
analiticos. Os parametros avaliados foram composicao da fase movel, fluxo da fase
moével e temperatura da coluna. A robustez foi expressa pelo coeficiente de variacdo

entre o teor médio na amostra.
3.2.4.10 Determinacéo do teor de &cido rosmarinico

Foram diluidos 28,9 mg do extrato para 10 mL de solvente (etanol 80% v/v) e
submetidos analise CLAE nas condi¢cdes analiticas descritas no item 3.4.4. O teor foi

calculado através da formula:

T(%) = (C X FD x 100)/m 7)
Onde:
T(%): Teor

C: concentracdo da solucdo; determinada pela equacdo da reta da curva padrdo

(mg/mL)

FD:Fator de diluicdo da amostra
m: massa do extrato (mg)

3.3 Extracao de Oleo essencial

A extracdo de Oleo essencial foi realizada de acordo com a Farmacopéia
Brasileira 52 Edicédo (Brasil, 2010) pelo processo de destilacdo por arraste de vapor em
aparelho de Clevenger.
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Pesou-se 200 g de material vegetal de alecrim, transferiu-se para um baldo de
6000 mL posteriormente foi aquecido até atingir o ponto de ebulicdo; apds foi ligado ao
condensador para levar o processo de destilacdo. Ao final o volume de 6leo foi
recolhido no tubo graduado e calculado o rendimento de 6leo essencial por 200 g de

droga.

3.3.1 indice de refracéo do 6leo essencial

O indice de refracdo do 6leo essencial foi medido com auxilio de um refratdmetro

de bancada analégico.
3.3.2 Cromatografia gasosa

O dleo essencial obtido foi enviado ao Laboratorio Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do IQ/UFG e submetido a anédlise cromatografica, em fase gasosa, acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) em aparelho SHIMADZU QP5050A. Foi utilizada
uma coluna capilar de silica fundida (CBP — 5; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), com um
vazdo de 1mL/min de Hélio, como gas de arraste, aquecimento com temperatura
programada (60 °C/2min; 3 °C min™/240 °C; 10 °C min*/280 °C; 280 °C/10min), e
energia de ionizacdo de 70 e V. O volume de injecéo foi de 1 pL da amostra de éleo
essencial diluida em CH,Cl, na proporcdo de 1:5. Os componentes quimicos dos 6leos
essenciais foram identificados por comparacédo dos espectros de massas e indices de
retencdo com os relatados na literatura para os componentes mais comuns de 6leos
essenciais (Adams, 2007). Os indices de retencdo foram calculados através da
coinjecdo de uma mistura de hidrocarbonetos, C9 — C22, e utilizacdo da equacgao de
Van Den Dool e Kratz (1963).

Equacéo de Van Den Dool & Kratz:

8
IR=100. N [(tx — tn-1)/(tnh — tn-1)] + 100 . Cn-1 ®)
Onde: N=Cn-Cn-1

Cn = numero de carbonos do n-alcano que elui apds a substancia analisada
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Cn-1 = numero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia

analisada
tx = tempo de retencdo da substancia analisada
tn = tempo de retencdo do n-alcano que elui apds a substancia analisada
tn-1 = tempo de retencéo do n-alcano que elui antes da substancia analisada

3.4 Efeitos do extrato e 6leo essencial de R. officinalis e do marcador &cido

rosmarinico no crescimento micelial de M. oryzae
3.4.1 Crescimento micelial
Foi utilizada a metodologia de Amadioha, (2000) com algumas modificacdes.

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e, cada
ensaio foi composto de 11 tratamentos (Tabela 1), com trés repeticdes; placas de Petri
contendo 20 mL de meio de cultura BDA (20 g dextrose, 15 g de &gar e 20 g batata)
homogeneizado com as diferentes concentragbes do extrato, do Oleo essencial +
(DMSO 10%) e do acido rosmarinico + (Etanol a 80%). Os controles consistiram em 19
mL BDA + 1 mL de DMSO (10%) e Etanol 80%, respectivamente (Tabela 1). Discos de
5 mm de M. oryzae, isolado BRM29138 (Colecao de Micro-organismos do Laboratorio
de Fitopatologia, Embrapa Arroz e Feijao) foram transferidos para o centro de cada
placa de Petri. As placas foram mantidas em camara de incubacéo, a 25 °C, acima de
80% de umidade, durante 10 dias. Os diametros das colonias foram determinados com
auxilio de um paquimetro digital.
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Tabela 1. Concentragdes finais dos tratamentos contendo extrato padronizado de R.
officinalis, o marcador acido rosmarinico, e 6leo essencial, testados como inibidores do
crescimento micelial de M. oryzae.

Concentracdes finais

Tratamentos Extrato (mg/mL) Acido rosmarinico Oleo
(mg/mL) essencial
(UL/mL)
1 50 1,05 5
2 45 0,94 4,5
3 40 0,81 4
4 35 0,73 3,5
5 30 0,63 3
6 25 0,52 2,5
7 20 0,42 2
8 15 0,31 15
9 10 0,21 1
10 5 0,10 0,5
Controle 0 0 0

Para os trés testes de inibicdo micelial, as placas foram mantidas em camara de
incubacdo, a uma temperatura de 25 °C e umidade relativa acima de 80%. Apds 10 dias
de incubacéo avaliou-se o crescimento micelial, medindo os diametros das colénias do

fungo, com auxilio de um paquimetro digital.

A DL foi calculada de acordo com Lagunes, (1994) utilizando regressao simples e o

probit foi determinado segundo Finney,(1952).

3.5 Atividade fungicida do extrato e 6leo essencial de R. officinalis contra M.

oryzae.

Os discos de M. oryzae, dos tratamentos do ensaio de crescimento micelial, que
obtiveram 100% de inibicdo do crescimento foram transferidos para novas placas de
Petri contendo meio de cultura BDA sem a presenca do extrato, do 6leo e foram
incubados sob as mesmas condi¢cfes. Apos 10 dias avaliou-se o diametro das coldnias

com o auxilio de um paquimetro digital.
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3.6 Efeito do extrato de R. officinalis, do acido rosmarinico e do 6leo essencial na
germinacdo e na formacdo do apressério de M. oryzae, sobre uma superficie

hidrofobica
3.6.1 Preparo das concentracdes de extrato e de acido rosmarinico

Foi preparada uma solugdo estoque de 1 mg/mL de extrato em agua que,
posteriormente foi centrifugada, durante 5 minutos a 5,000 rpm e o sobrenadante foi
utilizado para posteriores diluicbes (Tabela 2). As diferentes concentracdes das
solucdes de acido rosmarinico foram preparadas com 10% de etanol a 80% e o volume

final foi completado com agua (Tabela 2).
3.6.2 Preparo da suspenséao de conidios

Foi utilizada a metodologia descrita por Sena et al., (2013) com as seguintes
adaptacdes: apOs 10 dias de crescimento em meio de aveia do isolado BRM29138 de
M. oryzae foi estimulada a conidiogénese e deixou-se em camara Umida sob luz
fluorescente durante 48 horas. Os conidios foram coletados das colonias mediante
pressao e succdo, com o0 auxilio de uma micropipeta e agua destilada estéril. A
concentracdo da suspensdo de conidios foi ajustada a 2X10° conidios/mL para todos os

tratamentos.

3.6.3 Extrato e acido rosmarinico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 8 tratamentos e
2 repeticdes (Tabela 2). Para cada tratamento, 1 gota, que corresponde ao volume final
de 30 pL, foi composta de 15 pL de cada concentracdo do extrato e 15 pL de
suspensdo de conidios (2x10° conidios/mL). O mesmo ocorreu para o padrdo acido
rosmarinico e suas respectivas concentragdes. As gotas de 30 pL foram depositadas

sobre uma superficie plastica de 1cm?acondicionadas em camara Umida (Figura 6).
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Figura 6. Demonstracdo ilustrativa do ensaio utilizado para determinar o efeito do
extrato e 0 marcador acido rosmarinico sobre a germinacéo e desenvolvimento do tubo
germinativo e apressorio de M. oryzae.

3.6.4 Oleo essencial

Em delineamento experimental inteiramente casualizado, com 5 tratamentos e 2
repeticdes, cada tratamento foi composto de gotas de 30 pL da suspensédo de conidios
(2x10° conidios/mL), depositada sobre uma superficie hidrofébica (1 cm?). Entre duas
gotas, diferentes concentracdes do 6leo essencial (Tabela 2) foram depositadas em um
segmento (1 cm?) de papel filtro e acondicionadas em camara Umida até o momento
das avaliacBes(Figura 7).

Tabela 2. Concentracdo final dos diferentes tratamentos contendo extrato de R.

officinalis, acido rosmarinico e 6leo essencial utilizados na inibicdo da germinacdo de
conidios e formacédo do apressério de M. oryzae.

Tratamento Extrato Acido Oleo
concentrado rosmarinico essencial
(mg/mL) (mg/mL) (uL/cm?)
1 50 1,05 0,05
2 40 0,84 0,04
3 30 0,63 0,03
4 20 0,42 0,02
5 10 0,21 -
6 5 0,105 -
7 2,5 0,052 -
Controle 0 0 0
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Figura 7. Demonstracao ilustrativa do ensaio utilizado para determinar o efeito do 6leo
essencial de R. officinalis sobre a germinagéo e desenvolvimento do tubo germinativo e
apressorio de M. oryzae.

3.6.5 Avaliacoes:

As avaliacdes foram feitas em 4, 6 e 24 horas apds o inicio de cada ensaio;
realizaram-se duas leituras por repeticdo com auxilio de um microscopio estereoscopico
em uma resolucdo de 20X. Os conidios germinados, conidios com apressorios
formados e o total de conidios foram quantificados. A porcentagem de conidios
germinados e de conidios com apressorio formado foi calculada com as seguintes
formulas:

%G = (Cgx100)/Tc (9)

%A = (Cax100)/Tc (20)
%G: Porcentagem de germinacao;
%A: Porcentagem de conidios com apressorio formado;
Cg: Numero de conidios germinados;
Ca: Numero de conidios com apressorio formado;

Tc: Numero total de conidios;
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3.7 Efeito do extrato padronizado e do 6leo essencial de R. officinalis e do acido
rosmarinico sobre a membrana plasmatica e parede celular de M. oryzae por

microscopia de fluorescéncia

Seguiu-se a metodologia de Sena et al., (2013) descrita no item 3.6.2, para o
preparo da suspensado de conidios, e os itens 3.6.3 e 3.6.4 para o preparo dos
tratamentos com extrato, padrdo e O6leo essencial. Antes da visualizacdo ao
microscoépio, foi adicionada uma gota de calcoflior White 0,01% (Cértes et al., 2014),
em cada tratamento, seguido de 30 minutos de repouso. Os tratamentos sao

demonstrados na Tabela 3.

A avaliacdo foi qualitativa observando se os conidios apresentavam ou n&o
fluorescéncia em cada tratamento. As imagens foram captadas por camera digital DXM
1200, acoplada ao microscépio com contraste de fases Nikon® modelo elipse 80i,
aumento de 400 vezes e software ACT-1C.

Tabela 3. Concentracdo final dos diferentes tratamentos no teste de efeito do
extrato padronizado e do 6leo essencial de R. officinalis e do acido rosmarinico sobre a
membrana plasmatica e parede celular de M. oryzae por microscopia de fluorescéncia.

Tratamentos Extrato Acido rosmarinico Oleo
concentrado (mg/mL) esencial
(mg/mL) (uL/cm®)
1 50 1,05 0,05
2 40 0,84 0,04
3 30 0,63 0,03
4 20 0,42 0,02
5 5 0,105
6 2,5 0,052
Controle 0 0 0
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3.8 Supressao da Brusone foliar (M. oryzae) em arroz, com extrato de alecrim (R.
officinalis) e o acido rosmarinico, sob condi¢cdes controladas em casa de

vegetacao.
3.8.1 Plantio

A cultivar “BRS Primavera” foi semeada em bandejas plasticas, contendo 3 kg de
solo, previamente adubado com 1 g de sulfato de zinco, 3 g de sulfato de aménio e 5 g
NPK. Cada bandeja continha oito sulcos de 4 cm de comprimento, com
aproximadamente 20 sementes (Figura 8). Apos 20 dias de semeadura, realizou-se
uma adubacdo de cobertura com 2 g/bandeja de sulfato de amoénio (Prabhu et al.,
2006).

Figura 8. Bandeja semeada com sementes do cultivar “BRS Primavera” em solo
adubado. Fonte: M.C.H.R. 12/03/2014.
3.8.2 Suspensao de conidios de M. oryzae

A suspensdo de conidios foi obtida conforme o item 3.6.2, porém, a

concentracao final foi ajustada para 3x10° conidios. mL™.

3.8. 3 Tratamentos na casa de vegetacao

Dois ensaios (com extrato de R. officinalis e acido rosmarinico) foram conduzidos
em delineamento experimental inteiramente casualizado, com 7 tratamentos e 3
repeticbes cada um (Tabela 4). Os tratamentos consistiram na aplicacdo de 30 mL de
uma solucdo, composta de 15 mL de suspenséo de conidios de M. oryzae e 15 mL de

cada concentracdo do extrato ou do acido rosmarinico (Figura 9). Para a obtencéo das
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concentragbes testadas neste bioensaio foram realizados estudos prévios néo

apresentados neste trabalho. .

Figura 9. Suspensao de conidios de M. oryzae homogeneizados com extrato de R.
officinalis, compondo os tratamentos para a pulverizacao das folhas de arroz.

Tabela 4. Concentracdo e volume final das suspensdes de in6culo dos 7 tratamentos
com extrato de alecrim.

Tratamentos Suspenséo de Extrato concentrado  Acido rosmarinico
conidios a 3X10° (mg/mL) (mg/mL)
Controle 30 mL 0 0
1 15 mL 50 2,1
2 15 mL 100 4,2
3 15 mL 150 6,3
4 0 50 2,1
5 0 100 4,2
6 0 150 6,3

3.8.4 Inoculagéo por pulverizagéo foliar

Para cada um dos ensaios (extrato e acido rosmarinico), a inoculacdo foi
realizada aos 21 dias ap6s o plantio, com a ajuda de um pulverizador Black&Decker
IC500-BR Tipo 1lligado a um compressor. Cada tratamento foi composto de 3 repeticdes
(bandejas), que foram transferidas para dentro de uma gaiola de plastico, com

esquadrias de aluminio revestido (Figura 10).

Apbs a pulverizacdo das folhas, as gaiolas foram cobertas e incubadas a

aproximadamente 100% de umidade a 25°C, durante 24 horas. Durante 7 dias
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restantes, as gaiolas mantiveram-se descobertas em temperaturas de 25-27°C, a
umidade acima de 80 (Prabhu et al., 2006). A avaliagdo da severidade da doenca foi
realizada 7 dias apOs inoculacdo utilizando a escala diagramatica de Notteghem,
(1981). .

Figura 10. Disposicao dos tratamentos apés ser inoculados com M. oryzae, na casa de
vegetacao. Fonte: M.C.H.R. 10/04/2014
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