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INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTULAS DE TOMATE POR MEIO DO
TRATAMENTO DE SEMENTES COM OLEOS ESSENCIAIS DE Citrus spp.

O tomate estd entre as hortalicas mais produzidas e consumidas no pais, tendo grande
importancia econdmica. O ataque de pragas e doencas causa perdas e o controle
comumente é realizado com substancias sintéticas. Buscando a adogdo de técnicas de
menor impacto ambiental assume importancia a inducdo de resisténcia em plantas por
produtos naturais. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do tratamento
de sementes com o6leos essenciais de Citrus spp. na inducdo de resisténcia de plantulas de
tomate. O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da
UFFS campus Laranjeiras do Sul. Utilizou-se sementes de tomateiro cv. Gaucho que foram
tratadas a 0,5% de oOleo essencial de Citrus sinensis e Citrus lemon e a testemunha com
agua, ambos, o tratamento e a testemunha adicionou-se 0,1% de Tween 20. Foram
coletadas plantulas aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias ap6s a semeadura (DAS), utilizou-se de 4
repeticbes constituidas de 8 plantulas, separadas em parte aérea e radicular. O material
vegetal foi armazenado a -20°C até as andlises bioquimicas. Determinou-se o teor de
proteinas totais e a atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina
amonia-liase. Observou-se que o teor de proteinas totais em parte aérea foi menor no
tratamento com C. sinensis aos 5 a 20 DAS. Para peroxidase e polifenoloxidase observou-
se atividade crescente no decorrer dos dias, estando mais relacionada com o
desenvolvimento das plantulas e ndo com os 6leos essenciais. Em fenilalanina amonia-liase
obteve-se maior atividade aos 25 dias no tratamento com C. sinensis e C. lemon, tanto em
parte aérea quanto radicular. Os resultados evidenciam efeito indutor de resisténcia do élo
essencial de Citrus spp. em plantulas de tomate pelo tratamento da semente com os 6leos
essenciais, bem como a importancia de estudos complementares para aumentar a
compreenséo da interagao.

Palavras-chave: Patdgenos, parte aérea, enzimas, proteinas totais



RESISTANCE INDUCTION IN TOMATO SEEDLINGS THROUGH SEED
TREATMENT WITH ESSENTIAL OILS OF Citrus spp.

ABSTRACT

Tomato is among the most produced and consumed vegetables in the country, having great
economic importance. Pest and disease attacks cause losses and control is commonly
performed with synthetic substances. Seeking the adoption of techniques of lower
environmental impact assumes the induction of resistance in plants by natural products. The
present work aimed to evaluate the influence of seed treatment with essential oils of Citrus
spp. resistance induction of tomato seedlings. This study was carried out at the
Phytopathology Laboratory of UFFS campus Laranjeiras do Sul. It used tomato seeds cv.
Gaucho which were treated with 0.5% Citrus sinensis and Citrus lemon essential oil and the
control with water, to both, the treatment and the control were added 0.1% Tween 20.
Seedlings were collected at 5, 10, 15 20 and 25 days after sowing (DAS), we used 4
replications consisting of 8 seedlings, separated in aerial part and root. Plant material was
stored at -20 °C until biochemical analysis. Total protein content and activity of the
enzymes peroxidase, polyphenoloxidase and phenylalanine ammonia lyase were
determined. It was observed that the total protein content in aerial part was lower than in
C. sinensis treatment at 5 to 20 DAS. For peroxidase and polyphenoloxidase, increasing
activity was observed over the days, being more related to seedling development and not to
essential oils. Phenylalanine ammonia-lyase showed higher activity at 25 days in the
treatment with C. sinensis and C. lemon, both in aerial part and root. The results show
resistance inducing effect of the essential oil of Citrus spp. in tomato seedlings by seed
treatment with the essential oils, as well as the importance of complementary studies to
increase the understanding of the interaction.

Keyword: Pathogens, aerial part, enzymes, total proteins
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2. INTRODUCAO

O tomate € uma das hortaligas mais consumidas e produzidas no Brasil, sendo que
no ano de 2017 foram produzidos 44, 259 toneladas do tipo mesa (IBGE, 2019). O aumento
da demanda pelos consumidores faz com que o monocultivo seja priorizado e com isso
inimeras doencgas e pragas acometem a cultura, ocasionanedo impactos ambientais e
economicos advindos da necessidade de intervengédo e manejo.

O controle destes organismos é um grande gargalo para o processo produtivo, pois
ainda ndo ha resisténcia genética na cultura para a maioria das doencas que ocorrem
durante o ciclo (Lopes & Reis, 2011). Segundo Pereira, Ferreira & Pinheiro (2013) a
ocorréncia de fitopatdgenos no tomate pode representar uma ameaca a producdo esperada,
pois além de danificar tecidos importantes podem ainda comprometer diretamente a
qualidade do produto final. Uma importante ferramenta para auxiliar na diminuicdo do
ataque € a utilizacdo do tratamento de sementes (Lopes & Avila, 2005), que na maioria das
vezes é realizado com a utilizacdo de produtos quimicos que podem representar riscos a
salde de quem aplica e do consumidor final (Isman, 2006).

Devido a isso surge a necessidade de buscar alternativas aos produtos sintéticos e
nessa perspectiva 0s extratos vegetais, 6leos essenciais e pos estdo sendo avaliados com a
finalidade de reduzir danos e aumentar ganhos. Os 0Oleos essenciais sdo produzidos no
metabolismo secundario das plantas e podem atuar de diversas formas (Okoh, 2010). Esses
produtos tem se mostrado promissores devido a suas propriedades antifingicas e natureza
biodegradavel (Kricsh, et al., 2011; Sarto & Zanusso Jr, 2014). Além disso de acordo com
Daferrera et al., (2003), os 06leos essenciais apresentam uma grande quantidade de
compostos que atuam de diferentes formas reduzindo a ocorréncia de patogenos resistentes

ou ainda atuando sobre diferentes mecanismos de inducdo de resisténcia em plantas.
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Na familia Rutaceae, o género Citrus é um dos mais cultivados e possui uma grande
diversidade devido ao comércio dos frutos in natura ou em forma de sucos (Guimaraes et
al. 2010). Além disso, plantas deste género produzem oOleos essenciais que possuem
capacidade antimicrobiana (Cavalcanti et al., 2012). A composi¢do quimica dos 6leos pode
variar de acordo com as condi¢des ambientais e de cultivo das plantas, com destaque para o
limonemo e o linalol (Teixeira, Marques & Figueiredo, 2013; Silva et al., 2013; Santos et
al., 2016).

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas na &rea de atividade antimicrobiana de
6leos essenciais, porém pouco se sabe sobre sua eficiéncia na inducdo de resisténcia de
plantas. Durante o periodo evolutivo as plantas desenvolveram em seu metabolismo um
sistema de defesa latente que é ativado quando expostas a algum agente externo podendo
este ser infectante ou algum produto utilizado em aplicacdes (Bettiol & Stadnik 2001;
Kuhn, 2007;). Algumas dessas moléculas, com potencial de induzir a resisténcia nas plantas
séo denominadas elicitores ou eliciadores, que ativam mecanismos de defesa.

Uma vez ativados, esses mecanismos atuam com sinais quimicos para a sintese de
enzimas do sistema de defesa. Todavia pouco se sabe sobre a influéncia do tratamento de
sementes com 6leos essenciais de Citrus spp sobre a inducédo de resisténcia em as plantulas
de tomate. Diante disso, esse trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do tratamento
de sementes com 6leos essenciais de Citrus lemon e Citrus sinensis sobre a producdo de
proteinas, e a atividade das enzimas polifenoloxidase, peroxidase e fenilalanina aménia-

liase em plantulas

3. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia da UFFS campus

Laranjeiras do Sul, PR com sementes de tomate cv. Gaucho sem tratamento adquiridos no



12

mercado local e 6leo essencial de de Citrus sinensis e C. lemon.

As sementes de tomate foram inicialmente desinfestadas superficialmente com
NaClO a 0,5% por 2 min. Apds secagem foram tratados com os 6leos essenciais (com 0,1%
de tween 20) de C. sinensis e C. lemon na concentragéo de 0,5% por 2 min e a testemunha
tratada apenas com agua destilada e tween 20.

A semeadura foi realizada em bandejas de isopor de 128 células contendo substrato
comercial para producdo de mudas. Foi realizada a coleta da parte aérea e parte radicular
aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias apo6s a semeadura (DAS), sendo cada amostra pesada para se
obter 0 peso de massa fresca de cada repeticédo e entdo foram armazenadas em freezer a -20
°C. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticOes, sendo cada repeticdo representada por 8 plantulas.

Para realizacdo das analises bioquimicas, as amostras foram maceradas com
almofariz e pistilo, acrescidas de 2 mL de tampao fosfato 0,01M (pH 6,0), e 1% de PVP
(polivinil-pirrolidona) e entéo centrifugadas a 14.500 g por 20 min a 4 °C, o sobrenadante
obtido constituiu o0 extrato enzimatico. Quantificou-se espectrofotometricamente o
conteido de proteinas totais, peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina aménia-liase.

Para a quantificacdo do contetdo de proteinas totais utilizou-se a metodologia de
Bradford (1976), onde foram homogeneizados 600 uL. de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0),
200 pL do extrato enzimatico e 200 pL de reagente de Bradford (250 mg de corante
Coomassie Brilhant Blue G-250, 125 mL de &cido fosférico (H3PO,) e 125 mL de &gua
destilada). A determinacdo foi feita pela leitura da absorbancia a 595 nm em
espectrofotdmetro, sendo cada amostra formada por trés réplicas e cubeta de referéncia
utilizada foi a de 800 puL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL do reagente e os
resultados foram expressos em mg proteina mL™.

A atividade de peroxidases foi determinada pela medida da conversdo do guaiacol
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em tetraguaiacol (Lusso & Pascholatti, 1999), a 470 nm, sendo a mistura constituida de 0,2
mL de extrato proteico e 2,8 mL do substrato para enzima (306 pL de perdxido de
hidrogénio P.A., 12,5 mL de guaiacol a 2% e 87,5 mL de tampé&o fosfato 0,01 M (pH 6,0),
conduzida a 30°C por 1 min. Para polifenoloxidase mediu-se a oxidacdo do catecol em
quinona por 1 minuto a 420 nm (Duangmal & Apenten, 1999).

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi determinada pela metodologia descrita
por Umesha (2006), onde a atividade de fenilalanina amdnia-liase consistiu da diferenca
entre a absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (100 pL de extrato
enzimatico ¢ 900 puL de tampao Tris-HCI 0,025 M (pH8,8), a qual foi plotada em curva
padrdo para &cido trans-cindmico e expressa em mg de é&cido trans-cinamico h™ mg
proteina™.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia seguidos de analise de
regressdo para as concentracdes de Oleo essencial de Citrus spp utilizadas e teste de
comparacdo multipla de médias de Tukey a 5% de probabilidade para os dados qualitativos
e a analise de regressdo para a atividade enzimatica. As analises foram realizadas com

auxilio do programa computacional Sisvar (Ferreira, 2007).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ¢leo essencial de C. sinensis promoveu menor teor de proteina nos tempos de 5 a
15 dias ap0s a semeadura, com equivaléncia aos demais aos 25 dias (Tabela 1). O OE de C.
sinensis ndo diferenciou da testemunha nos diferentes tempos de amostragem. Esse efeito
negativo do OE de C sinensis no teor de proteinas na fase inicial do desenvolvimento das

plantulas pode ser devido a um possivel efeito fitotoxico.
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Tabela 1. Quantificacdo dos teores de proteinas totais em parte aérea e radicular em mg
mL™ de amostra.

Dias apds a semeadura

Tratamentos 5 10 15 20 25

Parte aérea (mg mL™)

Citrus sinensis 1.57 Aa 1.43 Aa 1.44 Aa 2.38 Ab 2.50 Ab
Citrus lemon 2.72 Ba 2.85 Ba 2.70 Ba 2.87 Ba 2.82 Aa
Testemunha 2.75 Ba 2.84 Ba 2.78 Ba 2.72 ABa 2.72 Aa

Parte radicular (mg mL™)

Citrus sinensis ~ 2.75 Aa 2.67 Aa 2.83 Ba 2.75Ba 2.68 Aa
Citrus lemon 2.73 Aa 2.64 Aa 2.71 Aba 2.58 ABa 2.66 Aa
Testemunha 2.69 Aa 2.60 Aa 2.57 Aa 2.55 Aa 2.58 Aa

Medias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Com relacdo a parte radicular observa-se aumento significativo aos 15 e 20 dias no
tratamento com C. sinensis, sendo que C. lemon ndo diferiu da testemunha.

As proteinas estdo envolvidas em diversos processos metabolicos dentro da planta,
inclusive o enzimatico, sua quantificacdo € importante principalmente por plantas
infectadas por patdgenos geralmente apresentarem maior atividade de proteogénese (Van
Lonn, 1997). Além disso o estimulo externo por meio dos elicitores faz com que as
proteinas do tipo PR, que sdo as que atuam nos mecanismos de defesa vegetal sejam
sintetizadas (Espindola et al., 2017).

Segundo Almeida et al. (2012) h& maior proteogénese quando ocorre maior
atividade de resisténcia, mostrando nesse caso que o tratamento com o objetivo de induzir

resisténcia deveria apresentar dados maiores do que os encontrados na testemunha. Estudos
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realizados por Vigo et al. (2009) sobre plantas de feijdo com aplicagdo mostraram que 0s
tratamentos com 0leos essenciais ndo influenciaram nos teores finais de proteinas, assim
como 0s mostrados neste trabalho.

Para enzima peroxidase houve aumento na atividade tanto parte aérea (Figura 1A)
como na parte radicular (Figura 1B) com 0 aumento no nimero de dias apds a semeadura.

Houve diminuicdo na atividade enziméatica nos tratamento contendo os o0leos
essenciais, sendo que em C. sisnensis ocorreu menor atividade da enzima. Também
observa-se que a maior atividade da enzima ocorreu aos 25 dias para todos os tratamentos,
indicando também que sua atividade esta mais relacionada com o desenvolvimento da

planta do que com a inducéo pelos tratamentos.
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Figura 1. Atividade da enzima peroxidase em parte aérea (A) e parte radicular (B) de
plantulas de tomateiro apds o tratamento com os Gleos essenciais

A quantificacdo da acdo da peroxidase se da pela sua acdo catalisando reacdes de
oxidagdo do guaiacol que leva a polimerizacdo de mondmeros e hidroxicinamil alcool,
fazendo com que ocorra a formacdo de lignina levando ao endurecimento da parede celular
vegetal e devido a isso maior resisténcia a penetracdo de patdgenos (Hiraga et al., 2001;
Campos & Silveira, 2003).

Em trabalho realizado com Pereira et el., (2008), utilizando 6leo essencial de
tomilho houveram picos de atividade da enzima, porém menores do que os foram
encontrados com a utilizacdo de outros elicitores. Steffen et al., (2007), também observou
diminuicdo na atividade da enzima em plantas de arroz submetidos ao tratamento de 6leos
essenciais de plantas medicinais. Carlos et al., (2010), observou que ndo houve aumento da
atividade da enzima em plantas de pepino quando tratadas com éleos essenciais de Achillea
millefolium, segundo o autor este efeito pode estar relacionado a resposta rapida da planta
ao elicitor, fazendo com que quantificagcbes com intervalo de tempo maior ndo detectem a
atividade da enzima. Freddo et al., (2016) observou que o tratamento de sementes com 6leo

essencial de Aloysia citriodora na concentragdo de até 0,24% elevou a atividade de
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peroxidase. Podendo desta forma o resultado encontrado para esta enzima estar relacionado
com a dose e o intervalo apés o tratamento e a primeira anlise.

De maneira geral observa-se que para atividade de polifenoloxidases houve
aumento no decorrer dos dias, porém a atividade foi menor nos tratamentos utilizando os
6leos essenciais do que na testemunha, sobretudo como o aumento no nimero de dias apds
a semeadura. Esses resultados indicam um possivel efeito inibitério de polifenoloxidases

por esses 6leos essenciais nas plantulas, tanto em parte aérea (Fig. 2A) como radicular (Fig

2B).
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Figura 2. Atividade da enzima polifenoloxidase em parte aérea (A) e radicular (B) de
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plantulas de tomateiro apds o tratamento com os Gleos essenciais.

A polifenoloxidase, atua na transformacdo em reagdes de hidroxilacdo de
monofendis para o-difendis e posteriormente na oxidagdo destes para quinonas e polimeros
e ambos atuam como barreira para a penetragdo de patdgenos (Campos & Silveira, 2003).

Rodrigues et al., (2019), observou que no tratamento de bagas de uva com 6leos
essenciais de Melaleuca alternifolia, Eugenia uniflora e Cacearia sylvestris houve
diminuigdo na atividade da enzima polifenoloxidase. Em trabalho realizado por Hedges et
al., (2019) com a aplicagdo de Oleo essencial de Citrus aurantium observou-se um
incremento da atividade da enzima. Pietrobelli et al. (2017) houve maior ativacdo da
enzima polifenoloxidase em plantas tratadas com C. sinensis, porém menor do que 0S
tratamentos com outros 6leos essenciais.

A concentracdo de acido transcindmico, representando a atividade da enzima
fenilalanina amonia liase, diferiu entre os tratamentos no tempo, com a testemunha
apresentando as menores concentracBes a partir dos 10 dias apds a semeadura na parte

aerea(Figura 3 A) e em todo o periodo avaliado no sistema radicular (Figura 3 B).
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Figura 3. Atividade de Fenilalanina amonia-liase em parte aérea (3 A) e radicular (3 B) de
plantulas de tomateiro apds o tratamento com os 6leos essenciais.

A enzima fenilalanina aménia-liase (FAL) também € uma enzima que atua no
sistema de defesa vegetal catalisando reacGes de desaminacdo da fenilalanina em &cido-
transinamico ligado a sintese de lignina que confere maior resisténcia a parede celular
(Dixon & Paiva 1995; Monteiro, Pereira & Abreu 2004).

Conforme a figura 6 observa-se que o comportamento da enzima dentro dos
tratamentos foi distinto do encontrado nas demais enzimas. Os Gleos essenciais de Citrus
sinensis e C. lemon promoveram aumento linear na atividade da enzima, tanto na parte
aérea como na parte radicular das plantulas. Esses resultados demonstram que o tratamento
de sementes com esses 6leos essenciais podem promover alteracdes bioquimicas em
respostas de defesa das plantulas, principalmente pela importancia dessa enzima em
mecanismos de defesa vegetal.

Silva et al., (2007) observaram que bananeiras tratadas com 6leos essenciais ocorreu
aumento na atividade da enzima nos diferentes tempos de coleta de tecido para analise ap6s
o tratamento. Hilmann et al., (2015) verificou que o tratamento de sementes de tomateiro

por volatilizagdo com Oleo essencial de pitanga e tomilho promoveu maior atividade da
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enzima. Em trabalho realizado por Lorenzetti et al., (2018), em plantas de soja que foram
tratadas ap0Os a germinacdo com extrato bruto de Rosmarinus officinalis L. que houve um
aumento de FAL quando tratada com na concentracdo de 5%. Freddo et al., (2016) em
tratamento de sementes de pepino com Oleo essencial de Aloysia citriodora nas
concentragdes de 0,06; 0,12 e 0,25 % observou aumento da atividade de FAL em todas as

concentragoes.
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5. CONCLUSOES

Houve diminuicdo nos teores de proteinas totais em parte aérea de plantas tratadas
com C. sinensis entre 5 e 15 DAS e incremento em raizes aos 15 e 20 DAS.

Os oOleos essenciais ndo promoveram incremento na atividade das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase tanto em parte aérea quanto radicular em relagdo a
testemunha, estando seu aumento relacionado ao desenvolvimento das plantulas no
decorrer do periodo, uma vez que esse efeito foi observado em todos os tratamentos.

Os Oleos essenciais de C. sinensis e C. lemon promoveram aumento linear na
atividade de fenilalanina amonia-liase, tanto em parte aérea como radicular de plantulas
pelo tratamento de sementes.

Estes resultados evicenciam a necessidade de mais estudos voltados para indugéo de

resisténcia de plantas por meio do tratamento de sementes.
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