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RESUMO

Compostos elicitores em alecrim: efeitos sobre a producao de biomassa,

atividade antioxidante, sintese de 6leo essencial e acido carnésico

RESUMO: O alecrim (Salvia rosmarinus Spenn.) € uma planta medicinal com ampla
utilizagcdo na industria farmacolégica, cosmética e alimenticia. Substancias elicitoras
em plantas sdo compostos que estimulam a producdo de metabdlitos bioativos e
podem adicionalmente estimular o crescimento. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da aplicacgao foliar dos elicitores acido salicilico (AS) e extrato de alga marinha
(EAM) em alecrim. O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, com
delineamento inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos [T1 =
controle, T2 = AS 1,0 mmol L™, T3 = AS 2,0 mmol L', T4= EAM (Ascophyllum
nodosum - 6 mL L") e T5= EAM (Solieria chordalis - 2 mL L™)] e 10 repeticdes. As
respostas a elicitagdo foram avaliadas por meio de parametros biométricos (altura de
plantas, numero de ramos, massa fresca e massa seca da parte aérea) e
parametros bioquimicos (carboidratos totais, compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante). Foram determinados a concentragédo e o rendimento de dleo essencial
(OE), com identificagcdo dos compostos presentes no mesmo; bem como as
concentragdes foliares de antioxidantes (acidos carndsico e carnosol). Nao houve
diferenga entre os tratamentos sobre o crescimento de biomassa, com exceg¢ao do
ndmero de ramos que foi menor nas plantas tratadas com AS 1,0 mmol L' e S.
chordalis. A concentracao de polifendis totais e a atividade antioxidante por DPPH
n3o se alteraram em relagéo ao controle. Os tratamentos com AS 1,0 mmol L e S.
chordalis resultaram em aumentos de 46,04% e 35,7% na concentragdo de OE,
respectivamente. Os componentes majoritarios do OE n&o foram alterados pela
elicitagcdo. Em relagdo a concentragdo de acido carndsico, verificou-se aumento de
49,87% no tempo de 24 horas apds a aplicagdo em plantas tratadas com AS 2,0
mmol L. Apds 48 horas da Ultima aplicacdo dos elicitores, ndo houve diferenca
entre os tratamentos. A concentracdo de carnosol apresentou aumentos de 28,1%
nas plantas tratadas com A. nodosum (24 horas apos a aplicagao dos elicitores), e
de 27,2% e 23,85% nas plantas tratadas com A. nodosum e S. chordalis (48 horas
ap6s a aplicagcéo dos elicitores respectivamente). Esses resultados indicam que a

elicitacdo das plantas de S. rosmarinus com AS e EAM nao alterou a biomassa



fresca e seca das plantas, promoveu aumentos expressivos na biossintese de dleo

essencial e estimulou a oxidagao do acido carndsico em seu derivado, carnosol.

Palavras-chave: planta medicinal e aromatica; acido salicilico; extrato de alga
marinha; producao de terpenos.



ABSTRACT

Elicitory compounds in rosemary: effects on biomass production, antioxidant

activity and essential oil and carnosic acid synthesis

ABSTRACT: Rosemary (Salvia rosmarinus Spenn.) is a medicinal plant with wide use in
the pharmacological, cosmetic and food industries. Elicitor substances in plants are
compounds that stimulate the production of bioactive metabolites and can additionally
stimulate growth. The objective of this study was to evaluate the effect of foliar
application of the elicitors salicylic acid (SA) and seaweed extract (SE) on rosemary. The
experiment was conducted in a greenhouse, with a completely randomized design,
consisting of five treatments [T1 = control, T2 = SA 1.0 mmol L'1, T3 = SA 2.0 mmol L'1,
T4 = SE (Ascophyllum nodosum — 6 mL L") and T5 = SE (Solieria chordalis — 2 mL L™)]
and 10 replications. Responses to elicitation were evaluated using biometric parameters
(plant height, number of branches, fresh mass and dry mass of shoots) and biochemical
parameters (total carbohydrates, total phenolic compounds and antioxidant activity via
DPPH). The concentration and yield of essential oil (EO) were determined, with
identification of the compounds present in it; as well as foliar concentrations of
antioxidants (carnosic acids and carnosol). There was no difference between treatments
on biomass growth, with the exception of the number of branches, which was lower in
plants treated with 1.0 mM AS and S. chordalis. The concentration of total polyphenols
and antioxidant activity by DPPH did not change in relation to the control. Treatments
with AS 1mM and S. chordalis resulted in increases of 46.04% and 35.7%, under OE
respectively. The majority components in the OE were not changed by elicitation.
Regarding the concentration of carnosic acid, there was an increase of 49.87% within 24
hours after application of plants treated with 2.0mM SA. 48 hours after the last
application of the elicitors, there was no difference between the treatments. The carnosol
concentration increased by 28.1% in plants treated with A. nodosum (24 hours after
application of the elicitors), and by 27.2% and 23.85% in plants treated with A. nodosum
and S. chordalis (48 hours after application of the elicitors). These results indicate that
the elicitation of S. rosmarinus plants with AS and SE did not change the fresh and dry
mass of the plants, promoted significant increases in essential oil biosynthesis and

stimulated the oxidation of carnosic acid to its derivative, carnosol.

Keywords: medicinal and aromatic plant; salicylic acid; seaweed extract; production

of terpenes.
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1 INTRODUGAO

O alecrim (Salvia rosmarinus Spenn.) é uma planta medicinal originaria do
Mediterraneo e cultivada no Brasil por pequenos produtores organizados em
cooperativas/associacdes ou em parceria com empresas que comercializam extratos
de plantas ou 6leos essenciais. Além do 6leo essencial empregado nas industrias
cosmética e medicinal, o alecrim apresenta também compostos com atividade
antioxidante utilizados na industria alimenticia, destacando-se o acido rosmarinico, o
acido carndsico e seu derivado carnosol. Tais substancias também apresentam
outras atividades biolégicas, sendo empregadas nas industrias cosmética e
farmacéutica. Essa ampla possibilidade de comercializacdo torna o alecrim uma
planta industrial com crescente demanda nos mercados interno e externo.

No entanto, as cultivares de alecrim utilizadas no Brasil sdo exéticas, tendo
sido adaptadas as condigbes brasileiras e a tecnologia de producédo carece de
informagdes agronémicas que fornegam subsidios para o correto manejo da cultura.

Somado a isso, a composi¢cado quimica (quimiotipo), da planta sofre variagéao
em funcdo da sazonalidade e fatores edafoclimaticos, que alteram a relagdo de
Oleos essenciais e caracteristicas morfolégicas dependendo de sua origem
geografica Tais aspectos geram heterogeneidade nos ciclos produtivos e limitam
tanto a previsibilidade de produgdo como também os ganhos de produtividade.

Como ndo existem programas de melhoramento genético no Brasil que
busquem incrementar a producdo de compostos bioativos em plantas medicinais,
uma das formas mais rapidas de superar esses entraves é por meio da técnica de
elicitacdo. Essa tecnologia € capaz de direcionar o metabolismo da planta para rotas
biossintéticas especificas, resultando em maiores concentracdes de compostos de
interesse comercial. Os elicitores sao substancias naturais ou sintéticas que podem
ser aplicadas tanto em culturas de células como em plantas intactas, sendo que os
resultados da elicitagcdo sao diferentes entre as espécies de plantas e os tipos de
elicitores utilizados.

Os poucos estudos sobre elicitagdo na espécie S. rosmarinus realizados até
o momento apresentaram resultados positivos de aumento de rendimento de déleo
essencial na planta e alteragdes na qualidade do 6leo. Porém pouco é conhecido
sobre o efeito dos elicitores na producdo dos compostos antioxidantes do alecrim

(acido carndsico e carnosol). Para validar a utilizagdo desta técnica no manejo



produtivo da cultura existe a necessidade de se testar diferentes compostos
elicitores, as concentracdes a serem aplicadas e a frequéncia de aplicacéo, além de
se avaliar o efeito da elicitagdo sobre as outras classes de compostos presentes na
espeécie.

Neste contexto, foram avaliados neste estudo os efeitos do acido salicilico
(um elicitor abidtico de natureza hormonal) e do extrato de alga marinha (um elicitor
de origem bioldgica) sobre a producdo de biomassa e de compostos ativos em S.
rosmarinus. Estes dois elicitores vem sendo amplamente estudados em espécies
aromaticas e medicinais e apresentam a vantagem adicional de serem compostos
de uso permitido em sistemas organicos de produgédo, colaborando para a produgéo

agricola sustentavel.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Alecrim (Salvia rosmarinus Spenn.)

A planta de alecrim € uma importante fonte de metabdlitos secundarios que
possuem beneficios relevantes tanto na nutricdo, saude humana, quanto para a
sustentabilidade.

Pertencente a familia Lamiaceae, esta espécie € um arbusto perene, nativo
da regido mediterrdnea da Europa, que atinge até 1,5 m de altura. O nome mais
utilizado para a espécie, Rosmarinus officinalis L., € considerado uma sinonimia do
nome atual, pois investigacdes moleculares evidenciaram que R. officinalis é
encaixado no género Salvia (Drew et al., 2017). O alecrim é listado nas
farmacopeias oficiais de varios paises, apresentando propriedades digestivas,
estimulantes, antiespasmddicas e emenagogas (Lorenzi; Mattos, 2008). Seus
metabolitos possibilitam o alecrim a tolerancia as condi¢gdes adversas de solo, na
descontaminacdo de metais pesados, sem que ocorram menor desempenho em
produtividade, atuando como fitorremediador de solos (Anand et al., 2021).

Os compostos secundarios bioativos presentes nas folhas do alecrim séao o
Oleo essencial e compostos fendlicos como o acido rosmarinico e o acido carndsico.

O alecrim possui crescimento lento, sendo colhido a partir de 4 a 6 meses
apos o plantio, para que se tenha maior volume de biomassa e rendimento de éleo
essencial (g planta™). O intervalo entre cortes também deve ser longo para permitir a
rebrota da planta, porém a concentragdo de o6leo (%) n&o é influenciado por este
fator (May et al., 2010). Por esta particularidade, associada a alta demanda, o 6leo
de alecrim possui custo elevado, sendo comercializado em média a R$500,00 o litro
(Haje Insumos Orgénicos, 2020).

O rendimento do 6leo essencial de alecrim gira em torno de 0,5 a 2,5%,
variando em fungao do cultivar, pais de origem do cultivar, condi¢gdes climaticas
durante o cultivo, idade da planta e manejo da cultura (Ribeiro et al., 2018); bem
como das condigdes de extracdo e armazenamento do Oleo essencial. Os
monoterpenos sdo os constituintes majoritarios presentes no 6leo essencial, sendo
que os principais compostos encontrados sdo o 1,8-cineol, a-pineno, B-pineno, [-

mirceno, canfora e verbenona (Boix et al., 2010; May et al., 2010).



Além do 6leo essencial, o alecrim possui em suas folhas uma grande
variedade de moléculas bioativas com potencial terapéutico, normalmente, os
compostos bioativos presentes no alecrim sao quantificados em duas fracoes
distintas: volatil e ndo volatil. A primeira compreende o 6leo essencial, composto
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos como canfora, borneol, linalol e
humuleno. A fragado nao-volatil compreende compostos menos hidrofébicos, como os
acidos fendlicos, os flavonoides e terpenos fendlicos, principalmente diterpendides
(C20) (Pizani et al., 2022).

Desta maneira, apds a extragcao do oleo essencial nas destilarias, a massa
foliar resultante da destilacdo ainda possui uma série de compostos bioativos os
quais sao extraidos por diferentes técnicas produzindo-se os extratos de alecrim que
sao comercializados na forma de po seco para as industrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica. As concentragdes de acido carndsico, carnosol e acido rosmarinico,
dentre outros, presente nos extratos comercializados de alecrim pode variar de 10 a
95%. Quanto maior a concentragdo, maior sera o valor de comercializagdo do
extrato e extratos com maiores concentracdes sao altamente atrativos, pois podem
ser usados em menor quantidade para a obtengéo dos efeitos desejados. Porém, as
técnicas utilizadas na obtencdo do extrato afetam diretamente a concentragéo
destes compostos e extratos mais concentrados s&do obtidos por técnicas mais
complexas e de maior custo (Pizani et al., 2022).

2.1.1 Acido Carndsico

O acido carndsico (AC) é um diterpeno fendlico encontrado somente em
algumas espécies de plantas, todas elas exclusivas da familia Lamiaceae.
Entretanto, dentre as lamiaceas, o alecrim é a espécie que possui a maior
concentragdo de acido carnosico (aproximadamente 4 a 10% do peso seco da
folha). A despeito do grande interesse industrial no acido carnésico, existem poucos
estudos sobre a sua via biossintética no alecrim. O acido carndsico pertence a
classe de diterpendides relacionada ao labdano, os quais tem um grupo funcional
fendlico. Devido a presenga do grupo fendlico, este composto foi geralmente
classificado entre os polifendis. Porém, sua distribuicdo celular, via biossintética,
solubilidade e funcdes diferem substancialmente da maioria dos compostos fendlicos

e se assemelha mais aos terpenos (Birtic et al., 2015).



Hipoteticamente, propde-se que a biossintese de AC é iniciada por uma
sequéncia de reagdes de ciclizagao (Birtic et al., 2015). A reacgao inicial converte o
precursor diterpeno geranilgeranil difosfato (GGDP) em difosfato de copalil biciclico
(CDP). Esta protonacao iniciada pela reagao de ciclizagéo é catalisada por diterpeno
sintases de classe |l (diTPSs de classe Il), denominadas copalil difosfato sintases
(CPS), que formam varios estereoisbmeros de CDP. Produtos de diterpeno sintases
de classe |l sdo posteriormente usados por diterpeno sintases especificas de classe
| (diTPSs de classe |) para formar compostos policiclicos especificos. Apds a
formacdo do esqueleto parental pelas diterpeno sintases, o citocromo P450
monooxigenase catalisa transformagdes secundarias dos recém-formados
diterpenos policiclicos (Peters, 2010).

As diterpeno sintases estao localizadas nos plastidios, assim os diterpendides
vegetais normalmente se originam da via do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre
nos plastideos e também & chamada de via do DXP. Porém a via citosolica do
mevalonato (MVA) também pode contribuir para a biossintese do AC (Figura 1), pois
alguns estudos demonstram a existéncia de cruzamentos entre as duas vias (Bick e
Lange, 2003; Yang et al., 2012).
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Figura 1. Representacdo esquematica das duas vias metabdlicas para a biossintese
de terpenos em plantas (HMG-CoA= 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase, C=
numero de carbonos, IPP = isopentenilpirofosfato, GPP = geranil pirofosfato, FPP =
farnesil pirofosfato, GGPP = geranilgeranil pirofosfato) (Baseado em Felipe ; Bicas,
2017).

O acido carndsico € bastante instavel e sua degradagao leva a formacgao de
carnosol (metil éster do acido carndsico), composto este que juntamente com o
acido carnésico, € responsavel por mais de 90% da atividade antioxidante do alecrim
(Del Ré e Jorge, 2012). Durante o metabolismo oxidativo do acido carndsico, este é
convertido primeiramente em acido 6,7 — dehidrocarndsico, o qual por sua vez é
transformado quase que imediatamente em outros dois compostos: acido 7-
ketocarnosico e, principalmente, carnosol. Por esta razdo, o carnosol é o principal

diterpeno fendlico presente nos extratos de alecrim (Del Baio ef al., 2003).

2.2 Elicitacao em plantas

A elicitagédo tem sido considerada uma estratégia adequada para melhorar o
crescimento e as respostas de defesa do vegetal através da indugé&o das rotas do
metabolismo secundario, desta forma aumentando os conteudos de compostos

bioativos nas células, tecidos e 6rgaos da planta (Murthy; Lee; Paek, 2014). No caso



especifico de plantas medicinais, a elicitacdo € um método empregado para
aumentar a biossintese e o acumulo de metabdlitos secundarios de importancia
farmacéutica (Hao et al., 2015); técnica essa que vem sendo amplamente estudada
e utilizada. Como vantagem adicional, a elicitagdo também pode exercer efeitos
positivos sobre o crescimento da planta, a produtividade e a tolerancia ao estresse,
sendo que em muitos casos os elicitores sdo denominados de bioestimulantes
(Rafiee et al., 2016; Mustafavi et al., 2018).

Os elicitores sao definidos como substancias naturais ou sintéticas que,
quando aplicadas em plantas em pequenas concentragdes, iniciam ou aumentam a
sintese de compostos especificos e podem desempenhar papel relevante no
aprimoramento das vias biossintéticas de produgdo de compostos bioativos
comercialmente importantes (Sarmadi et al., 2018). Elicitores naturais s&o as
substéncias de origem bioldgica, incluindo polissacarideos originados da parede
vegetal (quitina, pectina, celulose, etc.) e microrganismos. Elicitores sintéticos
consistem nas substancias de origem nao bioldgica e sdo agrupados como elicitores
fisicos, quimicos e hormonais (Naik; Al-Khayri, 2016). A percepg¢ao de um elicitor
pelo seu receptor geralmente ocorre por meio de eventos em série, tais como: a
despolarizacdo da membrana plasmatica, a fosforilacdo e desfosforilacdo de
proteinas citosélicas, a alteragdo de fluxos idnicos, ativagdo de proteinas quinase,
alcalinizacdo extracelular e a acidificacdo citoplasmatica e producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (Rafiee et al., 2016). Esses eventos ocorrem entre
0s primeiros minutos e poucas horas apds a percepg¢ao do indutor e medeiam a
ativacdo subsequente das respostas em série que culminam com a expressao
génica (Ribeiro, 2018).

As interacdes entre elicitores e genes precursores das vias biossintéticas do
metabolismo secundario de plantas ainda € uma area de estudo pouco explorada e
préspera para pesquisas atuais e futuras. Estudos moleculares sdo necessarios para
elucidar quais sdo os genes especificos responsivos a elicitagdo, principalmente
porque no caso do metabolismo secundario vegetal € comum que uma mesma
substéncia seja produzida por vias metabdlicas diferentes. A elicitagcdo pode
desencadear alteragbes na expressdao dos genes codificadores de enzimas
associadas as vias biossintéticas secundarias, podendo ser aplicada tanto em
culturas de células vegetais (Naik; Al-Khayri, 2016; Sarmadi et al., 2018; Trettel et

al., 2018) como também em plantas intactas (Pérez et al., 2014; Gorni et al., 2020 e



2021). Neste ultimo caso, os elicitores sao primeiramente testados em condi¢des
controladas para selecdo dos elicitores mais promissores, 0s quais sao
posteriormente testados em condigdes mais realistas a campo.

As respostas a elicitacdo variam entre as espécies de planta e os tipos de
elicitores, os quais podem ter efeitos diferentes sobre uma mesma espécie
(Rodrigues-Brandao et al., 2014). Desta maneira, dentre os varios elicitores, é
importante considerar a concentracdo, o numero de aplicagdes, o tempo de
elicitacdo e o estagio de crescimento da cultura no momento do estimulo. O
conhecimento detalhado destes fatores € imprescindivel para se obter os resultados
positivos desta técnica na produgao vegetal.

2.3 Acido salicilico e extrato de alga marinha como substancias elicitoras

O acido salicilico (AS) € um hormdnio vegetal de natureza fendlica, o qual
atua em diferentes processos fisioldgicos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas. Além de seu efeito hormonal, o AS esta relacionado
com a sinalizagdo de defesa da planta contra estresses bi6ticos e abioticos
(Venegas -Molina et al., 2020) e por este motivo, a aplicagdo exdgena de AS em
especies cultivadas apresenta comprovada acado de atenuacido e/ou inducdo de
tolerancia para diferentes tipos de condi¢des estressantes como seca (Okuma et al.,
2014), baixa temperatura (Muthu et al., 2016), salinidade (Silva et al., 2014) e metais
pesados (Mei et al., 2015).

No caso especifico das plantas medicinais, por tratar-se de uma substancia
reconhecidamente segura ao ser humano e ao ambiente, o AS vem sendo bastante
estudado como um potente elicitor abidtico. A aplicagdo de AS (concentragdes de
0,5 a 2 mmol L) resultou em aumentos de compostos secundarios de interesse
comercial em Mentha piperita L. (Pérez et al., 2014), Ocimum basilicum L.
(MIRZAJANI et al., 2015), Melissa officinalis L. (Pirbalouti et al., 2019) e Achillea
millefolium L. (Gorni et al., 2020, 2021).

Para espécies pertencentes a familia Lamiaceae como Salvia coccinea, a
aplicagdo de AS com a interacdo do estresse salino proporcionou aumento do
numero de ramos, massa fresca, e concentracio total de clorofila. Sob a condicéo
de 100 mmol L' de NaCl as pulverizacdes de AS (0,5 e 1,0 mmol L™,

proporcionaram maior conteudo fendlico total e atividade antioxidante foliar por



FRAP e ABTS, resultados que corroboram para indugdo da atividade de enzimas
antioxidantes atenuando o efeito de espécies reativas de oxigénio (Grzeszczuk;
Salachna; Meller; 2018).

A aplicacdo de AS em plantas de salvia-comum (Salvia officinalis L), em
doses de 0,5 mmol L™ aumentaram o crescimento fisiolégico de plantas cultivadas
sob condigdo normais. Quando sob estresse por altas concentragbes de zinco (40
mmol L™ de ZnS0Q,), a elicitagdo com AS de 0,5 mmol L em S. officinalis, resultou
em fitorremediacdo aos efeitos negativos do elemento, uma vez que houve
diminuicdo do acumulo de Zn, aumento nas concentragdes de nutrientes, indice de
clorofila e acumulo de 6leo essencial em relagdo ao controle (Es-Sbihi; Hazzoumi
Amrani Joutel; 2020).

No alecrim cultivado a campo, a aplicacdo exdgena de AS (1 e 2 mmol L™)
induziu aumentos na produgdo de folhas, raizes, Oleo essencial e em alguns
componentes do 6leo essencial, tanto em plantas controle como nas plantas sob
estresse hidrico (Abbaszadeh et al., 2020).

Atualmente, é crescente o uso de produtos comerciais a base de extrato de
algas marinhas (EAM), inclusive na agricultura organica, permitindo ganhos de
produtividade de forma sustentavel (Ali et al., 2021, Van Oosten et al., 2017). Ao
contrario dos fertilizantes quimicos, extratos derivados de algas sao biodegradaveis,
nao-toxicos, nao-poluentes e ndo perigosos para os seres humanos e animais
(Rathore et al., 2009).

Solieria chordalis (C. Agardh) é uma espécie de alga vermelha invasora,
encontrada principalmente na regido da Bretanha, possui atividades antioxidante,
inibitéria e polissacarideos bioativos diversos potencialmente utilizaveis como
matéria-prima para componentes biotecnolégicos nas areas industriais farmacéutica
e agricola (Kendel et al., 2015; Suwal et al.,2019; Hardouin et al., 2014). A espécie
S. chordalis contém 25,5 % de cinzas; 22,1 % de proteinas; 39,7% de acucares
neutros; 8,8% de grupos fosfato; 3,1% de nitrogénio total; 1,8% de acidos urdnicos,
0,9 % de lipideos e 0,9% de polifendis totais na massa seca do organismo (Suwal et
al., 2019).

A espécie Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis € a alga marinha mais
pesquisada na agricultura (Saeger et al., 2019; Mukherjee; Patel, 2020), sendo
explorada comercialmente em uma ampla gama de produtos comercializados como

bioestimulantes na agricultura. Especificagdes fisicas e quimicas do extrato liquido



comercial de A. nodosum, de acordo com o rétulo do Acadian® Marine plant extract
(Acadian Agritech) indicam a presenga de matéria organica (13,00% - 16,00%);
Nitrogénio total (N): 0,30% - 0,60%; Fosfato disponivel: (P20s5) < 0,1%; Potassio
soluvel: (K20) 5,00% - 7,00%; Enxofre: (S) 0,30% - 0,60%; Magnésio: (Mg) 0,05% -
0,10%; Cailcio: (Ca) 0,10% - 0,20%; Sddio: (Na) 1,00% - 1,50%; Ferro: (Fe) 30 - 80
ppm; Cobre: (Cu) 01 - 05 ppm; Zinco: (Zn) 05 - 15 ppm; Manganés: (Mn) 01 - 05
ppm; Boro: (B) 20 - 50 ppm; Carboidratos: Acido alginico, manitol, laminarina
Aminoécidos (1,01%); Alanina: 0,08%; Acido aspartico: 0,14%; Acido glutamico:
0,20%; Glicina: 0,06%; Isoleucina: 0,07%; Leucina: 0,09%; Lisina: 0,05%; Metionina:
0,03%; Fenilalanina: 0,07%; Prolina: 0,07%; Tirosina: 0,06%; Valina: 0,07%;
Triptofano: 0,02% (Carvalho, 2013).

A acdo combinada das diferentes moléculas orgénicas e nutrientes
presentes nas algas marinhas produz amplo efeito nas culturas agricolas, tanto
estimulatorio (resultando em aumento de crescimento e parametros de produgao)
como também elicitor (atuando sobre as respostas de defesa da planta, tornando-a
mais tolerante aos estresses bioticos e abioticos) (Ali et al.,, 2021). As algas
marinhas possuem nutrientes minerais, aminoacidos, horménios vegetais e
polissacarideos que ndo s&o encontrados em plantas terrestres (carragenanas,
laminarina, fucoidanas e alginatos (Khan et al., 2011; Sharma et al., 2014; Yakhin et
al., 2017). Os componentes majoritarios presentes em EAM s&o os polissacarideos
(76% do peso seco). Os EAM também contém compostos fendlicos, incluindo acidos
fendlicos, flavonoides, isoflavonas, acido cinamico, acido benzoico, quercetina e
lignina. Estes multiplos componentes organicos atuam em sinergismo na regulagao
da expressdo génica relacionada a defesa e na interagcdo com fitohorménios,
regulando o crescimento da planta. Cada componente especifico pode atuar em
varias vias metabdlicas de forma independente ou interativamente (Ali et al., 2021).

A ligacédo entre os componentes presentes nos EAM e receptores de
membrana e leva a ativagdo de mensageiros secundarios e uma miriade de eventos
de sinalizagdo celular que ocorrem em sequéncia, resultando na regulagdo de
fatores de transcricdo e genes de defesa. Estes fatores de transcricdo estéo
envolvidos com a sinalizagdo hormonal (auxinas, citocininas e giberelinas), que por
sua vez regula genes relacionados a assimilagao de C e N, metabolismo de lipideos
e carboidratos, transportadores de nutrientes e fotossintese. Os fatores de

transcricdo também estdo envolvidos com a sinalizagcdo de acido abscisico (ABA),



etileno, acido salicilico e acido jasménico, regulando a expressdo génica de defesa
contra estresses bidticos e abidticos (Ali et al., 2021).

A aplicagao foliar de EAM em interagdo com micronutrientes pode promover
efeitos positivos sobre o crescimento vegetativo, rendimento e produgdo em plantas
medicinais economicamente importantes. Em Artemisia annua L., a combinagcdo com
maior influéncia sobre os parametros analisados foi de 4 mL L™ de EAM e 150 ppm
Fe + Mn + Zn, quando se obteve a maior concentragao do composto farmacoldgico
de metabolismo secundario denominado artemisinina. Além disso, houve incremento
na concentragcao de 6leo essencial e na sua qualidade (Ghatas et al., 2021).

A aplicagdo de extratos de alga marinha induz resultados favoraveis na
mitigagdo de estresses abioticos em plantas de tomate. A. nodosum demonstrou
capacidade de melhorar absor¢do de agua e nutrientes, a germinagéo e o vigor, o
acréscimo da concentragédo de clorofila (indice SPAD), maior producao e qualidade
de frutos e longevidade poOs colheita. As plantas ainda apresentaram maior
resisténcia aos patdégenos Verticillium-murcha (Verticillium dahliae Kleb.), pinta-preta
(Alternaria solani Sorauer.), galha-da-coroa (Agrobacterium tumefaciens) e mancha-
bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) (ALl et al., 2021; Mukherjee E
Patel., 2020).

O efeito da fertilizagdo organica com extrato de algas (géneros Ascophylum,
Sargassum e Laminaria) via solo e via pulverizagdo foliar em plantas de alecrim,
resultou em plantas pulverizadas com EAM com maior area foliar e concentragdes
de oleo essencial do que as plantas fertilizadas de forma inorgénica (solugéo
nutritiva) ou n&o fertilizadas, independentemente do método de aplicagao.
Determinados componentes majoritarios do o6leo essencial também foram
aumentados pela fertilizacdo com EAM, sendo que os autores atribuiram essa
variagdo positiva na composi¢cao do éleo ao melhor desempenho fotossintético da
planta. (Tawfeeq et al.,2016).

O cultivo em campo de alecrim também se obteve resultados positivos da
aplicagao foliar de diferentes concentracdes de EAM, chitosana e silicato de potassio
sobre o crescimento, parametros bioquimicos e a produgao de oleo essencial. Os
diferentes elicitores resultaram em aumentos na altura de plantas, numero de ramos
e massa fresca e seca da planta, com aumentos concomitantes na concentragao de

pigmentos fotossintéticos, carboidratos, macronutrientes (N, P e K) e na



concentragdo de odleo essencial. O tratamento mais eficaz consistiu na aplicagéo
conjunta de EAM (6 mL L") e chitosana (6 mL L") em 3 pulverizagdes subsequentes
(Waly et al., 2019).



3 HIPOTESE

Neste estudo foi considerada a hipétese de que os elicitores AS e EAM
poderiam alterar o metabolismo secundario na espécie S. rosmarinus, resultando em
plantas com maiores concentragdes foliares de acido carnosico e 6leo essencial,
desde que ambos os compostos sdo terpenos produzidos pelas mesmas vias
metabdlicas (vias MVA e MEP).



4 OBJETIVO

O objetivo foi avaliar o potencial elicitor dos compostos AS e EAM sobre a
producdo de biomassa, a atividade antioxidante e as concentracdes foliares de

compostos secundarios bioativos em plantas de alecrim.



5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigbes de casa de vegetagdo e no
CEVOP, na Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, em Presidente Prudente -
SP. As mudas de alecrim (Salvia rosmarinus Spenn.) foram obtidas junto ao banco
de germoplasma de Plantas Aromaticas e Medicinais do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC). As mudas foram mantidas em viveiro telado para crescimento até o
momento da instalagdo do experimento. As condicbes meteoroldgicas durante o

periodo experimental sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Temperatura média, temperatura maxima e temperatura minima mensais
durante o periodo experimental (novembro de 2022 a junho de 2023), em Presidente
Prudente-SP. (UNOESTE CLIMA, 2023).

Temp. Média Temp. Max Temp. Min

MES °c °c °c
Nov 25,6 32,2 19,5
Dez 25,3 31,0 21,1
Jan 25,0 30,5 21,4
Fev 24,6 29,8 21,4
Mar 25,6 31,3 21,7
Abr 23,5 28,9 19,2
Mai 21,7 27,8 16,7
Jun 19,4 25,2 14,6

Para homogeneizagdo do material, as mudas foram selecionadas quanto a
altura (em torno de 15 cm). O plantio foi realizado em vasos plasticos com
capacidade para 9 litros, preenchidos com uma mistura de areia e terra vegetal
comercial — Bioterra ® (propor¢do 1:1), a qual apresentava as seguintes
caracteristicas quimicas (RAIJ et al., 2001): matéria organica, 68,5 g dm™; pH (1:2,5
solo/suspensdo de CaCl, 0,01 mol L™), 6,2; P (resina), 305 mg dm?; K, Ca e Mg
trocaveis de 10,6, 193 e 45,8 mmo,, dm>, respectivamente, acidez total em pH 7,0
(H+Al) de 17,2 mmol, dm™, capacidade de troca de cations total (CTC) de 267,5
mmolc dm™ e saturagdo por bases de 93%. A irrigagdo automatica dos vasos foi

realizada por gotejamento, uma vez ao dia, procurando-se manter o substrato com



umidade proxima a da capacidade de campo. O delineamento adotado foi
inteiramente casualizados, composto por 5 tratamentos e dez repeticbes, sendo
considerado como repeticdo uma planta por vaso.

Os tratamentos foram aplicados por meio da pulverizacao foliar, a saber:

T1 - Controle (pulverizagdo com agua destilada)

T2 - Acido Salicilico 1,0 mmol L

T3 - Acido Salicilico 2,0 mmol L™

T4 - Extrato de alga marinha (Ascophyllum nodosum) 6 mL L™

T5 - Extrato de alga marinha (Solieria chordalis) 2 mL L™

No preparo das solugdes foram utilizados AS em p6 (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA), produto comercial Acadian® (Acadian Seaplants, Darmouth,
Canada) para a alga A. nosodum e o produto comercial Seamel Pure® (Olmix
Group, Bréhan, Franga) para a alga S. chordalis.

Foram efetuadas 5 pulverizacbes sequenciais de cada elicitor, com
intervalos de 15 dias, iniciando-se a partir dos 50 dias apds o transplantio das mudas
para os vasos. O volume de solugdo aplicado por planta foi estimado a partir do
ponto de gotejamento (45 ml por planta), utilizando-se pulverizador manual
pressurizado. Adicionou-se 50 pL L' de espelhante adesivo (Agral®) nos
tratamentos com AS e EAM.

A colheita das plantas ocorreu aos 155 dias apds o transplantio. Foram
retiradas amostras foliares da porgao apical de ramos localizados no tergco superior
das plantas, as quais foram imediatamente armazenadas em ultra freezer para as

analises bioquimicas posteriores.
5.1 Avaliagoes biométricas

O crescimento das plantas foi quantificado por medicdes de altura, numero
de ramos e massas fresca e seca da parte aérea (folhas + ramos), realizadas em
todas as plantas no momento da colheita. As plantas foram secas em estufa com
circulagao de ar a 40 °C para a determinacdo da massa seca da parte aérea.



5.2 Analises bioquimicas

a) Preparo dos extratos para as analises de polifendis totais e atividade antioxidante:

O extrato foi obtido através da metodologia de Honorato (2023), onde as
folhas frescas foram maceradas em N liquido. Foram pesados 50 mg de folha
macerada, adicionando-se 1 mL de etanol 80% e levando-se ao sonicador por duas
sessdes de 15 min a 50 hertz. O material foi levado a centrifugagcéo a 6000 rpm por

10 min e armazenado a -4 °C.

b) Concentracdo de compostos fendlicos totais na folha:

A determinacéo da concentracédo de fendlicos totais foi realizada pelo método
proposto por Stagos et al. (2012), empregando o reagente de Folin-Ciocalteu. Para a
construgédo da curva padrao (y= 0,0534x - 0,0549; R? = 0,9709), utilizou-se acido
galico os resultados expressos em mg de equivalentes de acido galico por grama da
amostra fresca (mg EAG g™'). A analise foi realizada em triplicata.

c) Atividade antioxidante via sequestro dos radicais livres DPPH:

A determinacgéo da atividade antioxidante foi baseada na medida da extingao
da absorcdo do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) por método
espectrofotométrico (BLOIS et al., 1958). A analise foi realizada em triplicata.

O percentual de captacdo do radical DPPH foi calculado em termos da

percentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme a Equacéo:

%AA = (A controle — A amostra / A controle) x 100

Onde, Acontrole € @ absorbancia do DPPH e Aamostra € @ absorbancia da amostra

apoés 30 minutos.

e) Concentracao de carboidratos soluveis totais nas folhas:

A concentragdo de carboidratos sollveis totais nas folhas frescas (mg g™') foi
analisada pela extragdo com fenol e acido sulfurico, conforme a metodologia
proposta por Dubois et al. (1956), baseando-se em curva padréo de glicose (y =
0,069x + 0,0322 R? = 0,9527).



f) Concentracdes foliares de acido carndsico e carnosol:

As amostras foliares foram coletadas em trés momentos distintos apds a
ultima aplicagdo dos elicitores, procurando-se garantir o efeito elicitor acumulado. A
primeira coleta foi realizada 24 horas antes da quinta aplicacao foliar dos elicitores,
(tempo 0Oh). A segunda coleta foi realizada 24 horas apés a quinta aplicagao foliar
dos elicitores (tempo 24 horas). A terceira coleta foi realizada 48 horas apds a quinta
aplicagao foliar (tempo 48 h).

Para o preparo do extrato foliar, 1000 mg de folhas frescas de cada amostra
foram previamente pulverizadas em N liquido e em seguida adicionou-se 10 mL de
etanol 80% (etanol absoluto + agua ultrapura). A solugdo foi homogeneizada em
agitador vortex por 30s e levada a banho maria a 35 °C por 3 horas,
homogeneizando a solugdo em intervalos de 1 hora. Apds a extragdo a solugéo foi
filtrada em papel filtro. Antes da analise cromatografica a solugao foi também filtrada
em filtro de 22 ym.

As concentracbes de acido carndsico e carnosol foram determinadas por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando-se um cromatégrafo
Shimadzu® (UFLC) controlado pelo software LC solution e equipado com um injetor
automatico e detector UV (SPD-20A). Na separagao dos compostos foi utilizada uma
coluna C18 Shim-Pack CLCODS (M) (250 x 4.6 mm, tamanho da particula = 5 ym),
protegida por uma pré-coluna Shim-Pack CLC G-ODS (100 x 4.0 mm) ambas
Shimadzu (Kyoto, Japan). Vinte microlitros do extrato de cada amostra foram
injetados. A separagado dos compostos presentes nos extratos foi conduzida com um
fluxo de 0,5 mL.min™". A fase mével consistiu de um gradiente de eluicdo do solvente
A (840 mL de agua ultrapura + 10 mL de acido acético + 150 mL de acetonitrila) e
solvente B (Metanol). O programa de gradiente de eluigdo foi: 0 - 30 min (10-100 %
B), 30-35 min (100 % B), 35-37min (100 - 10 % B) e 37-40min (10 % B). Os
compostos foram detectados pelo detector UV a 284 nm. A identificacdo e
quantificacdo do acido carnésico e carnosol foi realizada utilizando uma curva

analitica de padrbes Sigma.
5.3 Quantidade e qualidade do 6leo essencial

a) Obtencéo do dleo essencial:




A extragao foi realizada por hidrodestilagdo em um aparelho tipo Clevenger.
Amostras de 30 g de folhas secas foram trituradas junto a 600 mL de agua destilada
em liquidificador. O periodo de extracao foi de 2,5 h. O 6leo essencial destilado foi
armazenado em frasco ambar e acondicionado a -4°C antes de andlises

complementares (Hussain et al., 2008).

b) Teor e Rendimento do dleo essencial:

Foi realizada a pesagem de cada extragao e diante da massa de 6leo obtida,

foi determinado o teor percentual de 6leo essencial nas folhas:

TOE (%)= < Massa do dleo (g) ) % 100

Massa de folhas (g)

O rendimento de dleo essencial foi calculado pela férmula abaixo, de acordo
com Brant et al. (2009):

1. MST (g) x MSO (g)
1 =
ROE (g planta™’) Massa de folhas (g)

Onde, MST = massa seca total de folhas +ramos por planta (g) e MSO =

massa do 6leo obtido (g).

c) Identificacdo dos compostos presentes no dleo essencial:

Para a identificacdo e quantificacdo dos componentes do 6leo essencial, as
amostras foram diluidas em hexano a uma concentragéo de 1%. Uma alioquota de 1
ML desta solugdo foi injetada em um cromatégrafo gasoso acoplado em
espectrometro de massas (GC/MS) - Shimadzu (2010 Plus). O injetor foi mantido a
250 °C. Na separacao dos constituintes foi utilizado a coluna capilar HP-5MS (30m x
0,25mm x 0,25um) e gas hélio como carreador (1 mL min™). A temperatura do forno
foi programada de forma crescente de 60 a 240 °C a uma taxa de 3 °C min™. A
identificacdo dos constituintes quimicos foi obtida por comparagdo de seus
espectros de massas com banco de dados e também dos seus indices de retengao
linear, calculados a partir da injecado de uma série homdloga de n-alcanos (Van Den
Dool; Kratz, 1963) e comparado com dados da literatura (ADAMS, 2017). Na

quantificacdo dos compostos foi utilizado um CG com detector de ionizacdo de



chamas (DIC) nas mesmas condigbes descritas acima, exceto pelo gas carreador
utilizado (gas hidrogénio a 1,5 mL min'1). A composicao porcentual foi obtida pela
integracao eletrénica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada componente pela

area total (%).
5.4 Analise estatistica

Os dados foram verificados quanto a normalidade pelo teste Shapiro Wilk e
homogeneidade de variancia pelo teste Bartlett, ambos ao nivel de significancia de
0,05. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), pelo
Teste F (p<0,05). Quando houve significancia, as médias foram comparadas
utilizando o teste de Duncan (p<0,05). Toda a analise estatistica foi realizada com o
software ASSISTAT®, e os graficos plotados pelo SigmaPlot®.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de altura das plantas e massas fresca e seca da parte aérea
nao diferiram em relacdo ao tratamento controle (Figuras 2A, 1C e 1D). Ja em
relagdo ao numero de ramos, as plantas tratadas com os elicitores AS 1 mmol L"e
Solieria chordalis apresentaram redugbes de 27,8% e 26,9%, respectivamente em
comparagdo ao controle. Entretanto, essas redugbes nao se refletram em
diminuicdo da biomassa fresca e seca. Embora a literatura relacione a elicitagdo em
plantas medicinais com o aumento da biomassa, os efeitos estariam sujeitos ao
estadio fenoldgico, concentragdo de aplicacdo e espécie de planta estudada, uma
vez que outras caracteristicas podem ser influenciadas pelos compostos
(Abbaszadeh et al., 2020).
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Figura 2. Altura de plantas (A), numero de ramos (B), massa fresca da parte aérea
(C) e massa seca da parte aérea (D) em plantas de Salvia rosmarinus em resposta a
diferentes tratamentos de elicitagdo (T1 = controle, T2 = Acido Salicilico 1,0 mmol L
' T3 = Acido Salicilico 2,0 mmol L™, T4= Ascophyllum nodosum 0,6 mL L™ e T5=
Solieria chordalis 0,2 mL L™"). Letras diferentes na coluna indicam diferenca
estatistica pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Em relagdo a concentragao de 6leo essencial (Figura 3), verifica-se que os
tratamentos com melhor resultado foram o AS 1 mmol L™, seguido pelo tratamento
com Solieria chordalis; com aumentos de 46,04 e 35,69%, respectivamente, em
relagao as plantas controle. Paralelamente, o rendimento de 6leo essencial foi maior
para estes tratamentos (Figura 3), sendo que as plantas tratadas com Solieria
chordalis (T5) e AS 1 mmol L apresentaram incrementos de 25,61% e 10,8%,

respectivamente, em relagdo as plantas controle.



Os valores da concentracdo de OE obtidos neste estudo foram similares
aqueles descritpos por Ribeiro et al. (2018) em plantas de alecrim. Vale destacar
que estes resultados de maior teor e rendimento de 6leo essencial ocorreram nas
plantas onde houve menor numero de ramificacbes em resposta aos tratamentos de
elicitacdo (Figura 2B). O n&o investimento em biomassa observado entre os
tratamentos elicitores pode ser explicado pelo direcionamento de carbono para as
rotas metabdlicas envolvidas na formulagéo de compostos secundarios (Legatt et al.,
2023); sendo neste caso as vias de biossintese de terpenos.

A maior concentracdo de OE nas plantas tratadas com AS pode estar
vinculada a atuacdo deste composto elicitor na estimulacdo do metabolismo
secundario das plantas para diferentes grupos de compostos bioativos (GORNI et al
2020). Resultados semelhantes foram obtidos por Abbaszadehet et al. (2020), onde
a elicitagdo de plantas de alecrim sob déficit hidrico com AS 1 mmol L™ induziu um
maior rendimento na producédo de dleo essencial. Segundo Kandoudi e Németh-
Zamboriné (2022), as concentracdes reduzidas de AS (at¢ 1 mmol L") estariam
relacionadas ao maior rendimento de OE em plantas de manjerona quando
comparadas as concentragdes superiores a 1 mmol L™,

Os resultados superiores de concentracao de OE, para o tratamento com S.
chordalis, podem ser explicados pela agao sinérgica da combinagao de eliciadores
de metabdlicos secundarios como nitrogénio, fésforo, ferro, zinco, vitaminas,
aminoacidos, hormdnios vegetais, compostos fendlicos e polissacarideos de parede
celular (carragenanas) presentes no extrato de alga marinha. Tais compostos
organicos podem estimular o aumento da concentragdo de OE em plantas tratadas
(Ghatas et al., 2021). A elicitag&o in vivo do alecrim utilizando-se diferentes espécies
de fungos micorrizicos arbusculares também resultou em plantas com maior
concentragdo de Oleo essencial, associado a caracteristicas como aroma e sabor,
porém sem comprometer o tamanho e a uniformidade das mesmas (Leggatt et al.,
2023).
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Figura 3. Concentragdo e rendimento de 6leo essencial (OE) em plantas de Salvia
rosmarinus em resposta a diferentes tratamentos de elicitacdo (T1 = controle; T2 =
Acido Salicilico 1,0 mmol L; T3 = Acido Salicilico 2,0 mmol L™'; T4= Ascophyllum
nodosum 0,6 mL L™ e T5= Solieria chordalis 0,2 mL L™). Letras diferentes na coluna
indicam diferenga estatistica pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Nas folhas do alecrim sdo encontrados polifendis acidos e flavonoides na
fragdo n&o volatil (Pizani et al., 2023). Neste estudo, a concentracédo foliar de
polifendis totais nao foi alterada pelos tratamentos de elicitagdo em relagdo ao
controle (Figura 3). Entretanto, as plantas tratadas com AS 1 mmol L™ (T2) e A.
nodosum (T4), apresentaram maior concentracdo de polifendis em relagdo as
plantas do tratamento com S. chordalis (T5).

As concentragdes de polifendis encontradas neste estudo (de 4 a 5 mg de
equivalentes de acido galico por grama de folha), foram similares aquelas
observadas por LEGGATT et al. (2023). Entretanto, estes autores observaram
aumento na concentragado de polifendis totais em resposta a elicitagdo com fungos

micorrizicos arbusculares.
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Figura 4. Concentragao foliar de polifendis totais em plantas de Salvia rosmarinus
em resposta a diferentes tratamentos de elicitagdo (T1 = controle; T2 = Acido
Salicilico 1,0 mmol L"; T3 = Acido Salicilico 2,0 mmol L™"; T4= Ascophyllum
nodosum 0,6 mL L™ e T5= Solieria chordalis 0,2 mL L™). Letras diferentes na coluna
indicam diferenga estatistica pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Na avaliacdo da atividade antioxidante via sequestro do radical sintético
DPPH, verifica-se auséncia de variacdo entre os tratamentos de elicitacdo e o
tratamento controle (Figura 5). Este resultado é diferente do esperado, ja que em
geral a elicitagcdo promove aumento de atividade antioxidante, como verificado em
plantas de tomilho (Thymus vulgaris L.) (Perez-Tortosa et al., 2012), erva-doce
(Foeniculum vulgaris L.) (Gorni et al. 2017), gengibre (Zingiber officinale Roscoe.)
(Ghasemzadeh et al., 2012) e mil-folhas (Achillea millefolium L.) (Gorni et al., 2021).
Porém, em geral, o aumento da atividade antioxidante quando determinada pelo
método do DPPH apresenta correlagdo positiva com a maior concentracdo de
polifendis como acidos fendlicos, flavonoides e antocianinas (Perez et al., 2014;
Gorni et al., 2021). Como neste estudo ndo houve diferenga quanto a concentragéo
de compostos fendlicos totais (Figura 4), isto explica em partes a auséncia de

variacao da atividade antioxidante via DPPH.
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Figura 5. Atividade antioxidante por DPPH em plantas de Salvia rosmarinus em
resposta a diferentes tratamentos de elicitagdo (T1 = controle; T2 = Acido Salicilico
1,0 mmol L™; T3 = Acido Salicilico 2,0 mmol L™'; T4= Ascophyllum nodosum 0,6 mL
L™ e T5= Solieria chordalis 0,2 mL L. Letras diferentes na coluna indicam diferenga
estatistica pelo teste de Duncan (p < 0,05).

As concentracdes de carboidratos soluveis totais nas folhas foram maiores
nas plantas tratadas com AS 2 mmol L™, Solieria chordalis e Ascophyllum nodosum,
com aumentos de 96,87%, 84,37% e 53,75%, respectivamente, em relacido as
plantas controle (Figura 6). Estes resultados corroboram com os achados
em Varronia curassavica, onde ocorreram incrementos tanto no 6leo essencial como
na concentragdo de agucares soluveis nas folhas em resposta a elicitagdo in vivo
das plantas com AS e Ascophyllum nodosum (Ramos Melo, 2023). Os incrementos
na concentragao de carboidratos devido a aplicagcao de AS estariam relacionados ao
efeito positivo deste regulador vegetal sobre os Centros de Reagao do Fotossistema
Il e sobre a atividade da enzima Ribulose 1,5 — bifosfato carboxilase — oxigenasse
(RUBISCO) (Hayat et al., 2010). O AS também teria papel na alteracdo da



translocacdo do floema e na ativagdo de enzimas como a sacarose sintase e
sacarose fosfato sintase (Dong et al., 2011; Gadi; Laxmi, 2012). Por outro lado, o
efeito estimulatério dos diferentes extratos de alga marinha é explicado pela
regulacdo da expressao génica, onde a resposta positiva esta ligada a genes-chave
envolvidos na degradacao de polissacarideos (9SEX71 e SEX4) e na biossintese de
carboidratos (GOLS2 e GOLS3), além da regulagdo negativa da degradacgédo de
sacarose (Ali et al, 2021).
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Figura 6. Concentragdo de carboidratos soluveis totais em folhas de Salvia
rosmarinus em resposta a diferentes tratamentos de elicitagdo (T1 = controle; T2 =
Acido Salicilico 1,0 mmol L; T3 = Acido Salicilico 2,0 mmol L™; T4= Ascophyllum
nodosum 0,6 mL L™ e T5= Solieria chordalis 0,2 mL L™). Letras diferentes na coluna
indicam diferenga estatistica pelo teste de Duncan (p < 0,05).

A elicitacao tem o potencial de aumentar a quantidade de 6leo essencial
presente nas plantas aromaticas e também modificar a sua composi¢cao quimica
(KANDOUDI e NEMETH - ZAMBORINE, 2022). Os principais constituintes

presentes no O6leo essencial sdo listados na Tabela 2. Foram identificados 21



compostos, correspondendo a 95,66%; 95,65%, 95,25%, 95,72% e 95,69% da
composicao total do oleo essencial para os tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5,
respectivamente. Os principais volateis que compdem o perfil do dleo essencial sdo
os monoterpenos oxigenados (51,5% — 54,35 %), seguidos pelos monoterpenos
hidrocarbonetos (40,36% — 43,2 %), enquanto que o0s sesquiterpenos
hidrocarbonetos aparecem em pequenas quantidades. Esta composicao se
assemelha aquelas encontradas em diferentes quimiotipos de alecrim (Leporini et
al., 2020; Xylia et al., 2022).

Os compostos majoritarios presentes no 6leo essencial foram o a —pineno, o
mirceno, o 1,8-cineol e a canfora (Figura 7). Nao foram encontradas diferengas nas
proporgdes relativas destes compostos majoritarios em resposta aos tratamentos de
elicitacdo (Tabela 3). Desta forma, torna-se importante ressaltar que os tratamentos
de elicitacdo, embora tenham promovido aumentos expressivos na quantidade de
Oleo essencial na planta, ndo causam modificacdo no perfil quimico do O6leo

essencial; o que é altamente desejavel para a industria.



Tabela 2. Composig¢ao quimica do dleo essencial em plantas de Salvia rosmarinus
submetidas a tratamentos de elicitagdo (T1 = controle, T2 = AS 1,0mM, T3 = AS
2,0mM, T4= Ascophyllum nodosum e T5= Solieria chordalis).

Pico Composigao IRC IRT T1 (%) T2(%) T3(%) T4(%) T5(%)
1 a-pineno 931 932 19,07+0,99 19,79+0,56 18,99+2,17 19,27+1,37 19,81%1,17
2 canfeno 945 946 5,79+0,28 6,25+0,13 6,34+0,35 6,05+0,13 6,32 0,44
3 B-pineno 974 974 2,26+0,18 2,29+0,09 2,13+0,07 2,06+0,26 2,08 +0,11
4 mirceno 990 988 15,07+0,56 15,67+0,46 16,56+2,43 15,96+0,94 16,44+0,93
5 a-terpineno 1015 1014 0,85+0,03 0,94+0,07 0,90+0,09 0,90+0,04 0,88 +0,05
6 o-cimeno 1022 1022 0,98+0,03 1,00£0,09 1,09+0,14 0,93+0,04 1,04 0,05
7 limoneno 1026 1024 4,66+0,13 4,85+0,16 5,07+0,69 4,85+0,10 4,95 0,24
8 1,8-cineol 1028 1026 12,18+0,47 12,13+0,50 11,43+1,12 11,41+0,18 12,15+0,71
9 y-terpineno 1055 1054 1,66+0,09 1,85+0,21 1,70+0,15 1,720,170 1,64 £0,15
10 terpinoleno 1086 1086 1,17+0,03 1,23+0,07 1,24+0,16 1,25+0,03 1,20 0,06
11 linalool 1099 1095 1,55+0,16 1,45+0,08 1,70+0,25 1,66+0,26 1,59 +0,33
12 crisantenona 1122 1124 0,54+0,08 0,46+0,04 0,39+0,04 0,41+0,05 0,45 10,06
13 canfora 1141 1141 23,01+£1,30 21,30+0,89 21,67+3,92 22,55+1,91 21,17+1,91
14 pinocarvona 1152 1160 0,11+0,02 0,12+0,01 0,11£0,01 0,10£0,01 0,10 £0,01
15 Pmentalodend 4158 1166 023:0,02 021:002 020:002 0,190,02 0,18:0,02
16 borneol 1161 1165 1,37+0,16 1,26+0,04 1,25+0,20 1,28+0,16 1,20 +0,08
17 a-terpineol 1187 1186 1,49+0,08 1,35+0,12 1,43+0,15 1,42+0,12 1,32 0,16
18 Verbenona 1206 1204 2,32+0,38 1,94+0,46 2,09+0,53 2,23+0,38 1,75 0,14
19 acetato de bornila 1282 1284 0,41+0,19 0,56+0,14 0,39+0,16 0,47+0,19 0,45 10,21
20 (E)-cariofileno 1412 1417 0,82+0,06 0,87+0,04 0,84+0,12 0,86+0,05 0,83 +0,05
21 a-humuleno 1445 1452 0,14+0,02 0,17#0,01 0,17+0,03 0,17+0,01 0,16 £0,02
Total identificado 95,66 95,65 95,25 95,72 95,69
Grupos de
Compostos (%)
Monoterpenos
oxigenados 51,5 53,86 54,02 52,98 54,35
Monoterpenos
hidrocarbonetos 43,2 43,2 40,63 41,7 40,36
Sesquiterpenos 0,96 1,03 1,01 1,03 0,98

IRC = indice de retencdo calculado, usando series homélogas de C9-C14 alcanos
IRT = indice de retengéo tabelado, retirado de Adams (2017)

dp = desvio padrao
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Figura 7. Cromatograma do Oleo essencial de plantas de Salvia rosmarinus em
resposta a diferentes tratamentos de elicitagdo, evidenciando os compostos
majoritarios a-pineno, canfeno, mirceno, limoneno, 1,8 cineol e canfora.

Tabela 3. Proporgdes relativas (%) dos componentes majoritarios (a-pineno,
canfeno, mirceno, limoneno, 1,8-cineol e canfora) presentes no 6leo essencial de
plantas de Salvia rosmarinus em resposta a diferentes tratamentos de elicitagao (T1
= controle; T2 = Acido Salicilico 1,0 mmol L'1; T3 = Acido Salicilico 2,0 mmol L'1; T4=

Ascophyllum nodosum 0,6 mL L™ e T5= Solieria chordalis 0,2 mL L™)

Composigio T1 T2 T3 T4 TS5
a-pineno 19,07+0,99 19,79+0,55  18,99+2,17 19,27+1,36  19,81%1,16
canfeno 5,79+0,27 6,25+0,13 6,34+0,34 6,05+0,12 6,32+0,44
mirceno 15,07+0,55 15,67+0,46  16,56+2,43 15,96+0,93  16,44+0,92
limoneno 4,66+0,13 4,85+0,15 5,07+0,68 4,85+0,10 4,95+0,24
1,8-cineol 12,18+0,46 12,1310,49  11,43t1,12 11,4140,18  12,15+0,71
Canfora 23,01+1,29 21,304+0,89  21,67+3,92 22,55+1,90 21,171,911

F 0,33 ns 2,48 ns 0,89 ns 1,42 ns 0,51 ns
CV (%) 7,02 4,77 8,03 5,68 10,22

Letras diferentes na linha indicam diferencga estatistica pelo teste Duncan (p < 0,05).



O extrato de alecrim é utilizado como antioxidante natural na industria
alimenticia, em substituicdo aos antioxidantes sintéticos. Alimentos que contém
Oleos e gorduras sdo passiveis de sofrer oxidagdo, com geragdo de odor e sabor
desagradaveis, além da formagdo de compostos toxicos (Del Ré; Jorge, 2012). A
atividade antioxidante do alecrim se deve a presenga do acido rosmarinico (um
acido fendlico, hidrofilico) e principalmente do acido carndsico (um diterpeno
fendlico, hidrofébico).

Neste estudo, foi considerada a hipotese de que a elicitacdo das plantas de
S. rosmarinus poderia resultar em aumentos concomitantes da sintese de o6leo
essencial e da sintese de acido carnédsico, desde que ambos os compostos sao
produzidos pelas mesmas vias metabdlicas (vias MVA e DXP). Em relagdo ao acido
carnésico (AC), verificou-se que nas amostras coletadas anteriormente a ultima
aplicacéo foliar (= tempo 0 h de elicitagdo), ndo houve diferengca entre os
tratamentos. Porém, apds 24 horas da aplicacido dos elicitores, o tratamento com AS
2 mmol L' resultou em aumento de 49,87% na concentracdo foliar de &cido
carnosico. Ja na coleta realizada 48 horas apds a aplicacdo, ndao houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Tais resultados podem ser explicados pela rapida
degradagao do composto AC, como efeito da natureza instavel do mesmo. Desta
forma, sugere-se que a sintese de AC foi estimulada em resposta ao AS nas
primeiras 48 horas apos a aplicagdo, mas o mesmo foi rapidamente degradado em
outras formas mais estaveis (Figura 8).

Por fim, na coleta de folhas realizada no momento da colheita (final do
experimento e aos 30 dias apos a ultima aplicagdo foliar), observou-se que as
plantas tratadas com os compostos elicitores apresentaram concentragdes de AC
superiores ao controle, com aumentos de 60,2%, 59,81%, 54,3%, 68,11% ;
respectivamente, para os tratamentos T2, T3, T4 e T5, os quais se equipararam
estatisticamente. No caso especifico do acido salicilico, sugere-se que essa
resposta esteja vinculada a mudangas na homeostase de espécies reativas de
oxigénio (EROS) nas plantas tratadas. Dependendo da concentragdao de AS
aplicadas e das condigdes ambientais, este elicitor pode atuar tanto como um
estimulador da acumulacdo de EROS via inibicdo da atividade de enzimas
antioxidantes (especialmente a catalase); como também atua como um supressor de
EROS, diminuindo os efeitos negativos do estresse oxidativo celular (Saleem et al.,
2021; Stasinska-Jakubas, 2023). Portanto, neste estudo, a aplicagdo de AS



provavelmente desencadeou a producdo de EROS nas células em concentracéo
adequada para que estes compostos atuassem como sinalizadores, induzindo
respostas de defesa como a estimulagdo das vias metabdlicas secundarias de
producdo de terpenos e resultando, portanto, no aumento da concentragcdo do
diterpeno acido carnosico (AC).

A resposta de aumento de AC promovida pelos extratos de algas envolve
uma rapida absorg¢ao por receptores de membrana e interagao nos tecidos vegetais,
desencadeando uma série de eventos celulares em cascata. Tais eventos culminam
também na indugdo de respostas de defesa e sintese de compostos secundarios.
Os extratos de alga induzem um aumento da expressao génica relacionada com as
vias metabdlicas de produgédo de terpenos — vias MVA e DXT (Ali et al., 2021),

resultando em aumento da concentracido de acido carndsico nas plantas tratadas.
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Figura 8. Concentragao foliar de acido carnésico em folhas de Salvia rosmarinus
nos tempos 0, 24 e 48 horas apos a ultima aplicacéo dos elicitores e apds a colheita
das plantas (cht). (T1 = controle; T2 = Acido Salicilico 1,0 mmol L'1; T3 = Acido
Salicilico 2,0 mmol L"; T4= Ascophyllum nodosum 0,6 mL L' e T5= Solieria
chordalis 0,2 mL L'1). Letras diferentes na coluna indicam diferenga estatistica pelo
teste de Duncan (p < 0,05).



Em relagdo ao carnosol (Figura 9), verifica-se que no tempo 0 n&o foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos. Na coleta realizada 24
hora apds a aplicacao foliar dos elicitores verifica-se que apenas o tratamento com
A. nodosum (T4), resultou em aumento de 28,1% em relag&o ao controle. Na coleta
realizada apdés 48h de aplicacdo dos elicitores foram observados incrementos na
concentracao foliar COL para os tratamentos com A. nodosum. e S. chordalis, com
aumentos de 28,2% e 23,85%, respectivamente. Por fim, na coleta foliar realizada
no final do experimento, verificou-se que a concentracdo de COL foi superior em
todos os tratamentos de elicitacdo quando comparados ao controle, com aumentos
de 51,61% e 46,95%, respectivamente para os tratamentos com AS 2 Mm (T3) e S.
chordalis (T5) e aumentos de 112,35 % e 91,32% para os tratamentos com AS 1
mmol L™ (T2) e A. nodosum (T4). Seré et al. (2019), ao estudar o perfil metabdlico
de plantas de S. rosmarinus em resposta a inoculagcdo com fungos micorrizicos
também verificaram variacdo expressiva na concentragcado de carnosol.

O acido carnésico é bastante instavel e sua degradagao por oxidagéo leva a
formacgao de carnosol (metil éster do acido carndsico). Desta forma, o carnosol esta
intimamente relacionado ao acido carnésico, e € o principal diterpeno fendlico
presente nos extratos de alecrim (Del Bafo et al., 2003; johnson, 2011). Ambos os
diterpenos sao os componentes que respondem por 90% da atividade antioxidante
dos extratos de alecrim. Embora o acido carndsico possua maior capacidade
antioxidante em comparacédo ao carnosol, este ultimo possui mecanismo de agao
mais rapido contra os radicais oxidativos, como também apresenta maior tempo de
duracéo e estabilidade (Del Ré e Jorge, 2012; Mira-Sanchez., et al 2020).



I Oh

[C124h
I 48 h
100 - 1 cht
a a
a
50 | ab a
. b b a]—F a b
1 b b
= ) b b Tt } b
‘s 60 a —1[ abEE —1[ ab
o))
£ b o %
© c
8 40t
£ an
®©
(@]
20
0 | | | | | | | | | |

T T2 T3 T4 T5

Figura 9. Concentracdo foliar de carnosol em plantas de Salvia rosmarinus nos
tempos 0, 24 e 48 horas apds a ultima aplicagdo e apos a colheita (cht), dos
tratamentos elicitores elicitagdo (T1 = controle, T2 = Acido Salicilico 1,0mM, T3 =
Acido Salicilico 2,0mM, T4= Ascophyllum nodosum 0,6 mL L' e T5= Solieria
chordalis 0,2 mL L'1). Letras diferentes na coluna indicam diferencga estatistica pelo
teste de Duncan (p < 0,05).

A relagao entre as concentragdes de carnosol e acido carnésico em plantas
de alecrim esta relacionada a idade das folhas e as condigcbes ambientais, sendo
que os estresses abidticos aos quais as plantas sao submetidas exercem influéncia

negativa na concentragao destes (Birtic et al., 2015).

Até o presente momento, sdo poucos os relatos sobre o efeito de compostos
elicitores na produgao dos diterpenos acido carndsico (AC) e carnosol (COL) em
plantas de alecrim. De acordo com os resultados deste estudo, € possivel inferir que
elicitacdo de plantas de S. rosmarinus com AS e EAM resultou em promocgao da
biossintese de AC. Porém, nos primeiros dias apos a aplicacdo dos elicitores
sugere-se que tenha ocorrido maior taxa de oxidagdo do AC em COL. Passados 30



dias apos a aplicagao, maiores concentracdes de AC e COL foram observadas em
todos os tratamentos de elicitagcdo, revelando, portanto, uma menor taxa de
conversao destes dois compostos. Entretanto, experimentos e analises adicionais

sao necessarios para se confirmar esta proposicao.



7 CONCLUSAO

A elicitacdo de plantas de alecrim com acido salicilico e extrato de alga
marinha incrementa as vias metabdlicas de producido de terpenos, favorecendo a
sintese de Oleo essencial e a oxidagdo do acido carndsico em carnosol,

independentemente de alteragdes na biomassa fresca e seca das plantas.
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