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RESUMO

Oleos essenciais (OE) correspondem a diversos compostos volateis de plantas quepodem
influenciar atividades bioldgicas de diversos organismos. O Alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia D. C.) é conhecido pelo uso terapéutico da prépolis-verde, no entanto pouco se
sabe do potencial do OE dessa espécie no controle de doencas de plantas. Este trabalho teve por
objetivo avaliar o potencial da emulsdo do OE de Baccharis dracunculifolia (Bd) no controle
in vitro e in vivo de Septoria lycopersici (SI) e Xanthomonas vesicatoria (Xv) causadoras de
doencgas em tomateiro (Solanum lycopersicum). Ensaios in vitro foram preparados a partir da
emulsdo inicial (100%) na concentracdo de 300 pl/mL. Foram testadas 10 concentracdes (0;
0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0%) com 4 repeticdes cada. Para Sl avaliou-se a
germinacéo de esporos (Ge) e o crescimento micelial (Cm). Para Xv avaliou-se a concentragao
da suspensao bacteriana (Csb) em meio de cultura liquido. Trés ensaios in vivo foram realizados
em plantas de tomateiro (cv. Santa Clara 1-5300) para avaliacdo de severidade de septoriose,
severidade de mancha-bacteriana e avaliacdo bioquimica de inducdo de enzimas de defesa
vegetal peroxidases (Pro), polifenoloxidases (Plo) e teor de Proteinas sollveis totais (Pst) sendo
5 tratamentos (0; 1,0; 4,0; 7,0; 10,0%) com 5 repeticOes cada e 2 plantas por repeticdo. Os
resultados foram expressos em mg proteina.g tecido™ para Pst e A abs. min"*mg proteina™ para
Pro e Plo. Para condi¢bes in vitro foi observado reducdo no percentual germinativo e
crescimento micelial de Sl e inibicéo total de Xv a partir de 1,5%. Houve significativo aumento
de Pst até 4%, e aumento na atividade das enzimas Pro e Plo até a concentragdo maxima (10%)
sem danos de fitotoxidez as plantas em doses superiores as necessarias para controlar o
desenvolvimento dos patdgenos in vitro. Ndo houve diferenca estatistica nas avaliacdes de
severidade de septoriose e mancha-bacteriana. Deste modo, pode-se considerar que a utilizagéo
da emulsdo do 6leo essencial de Bd para o controle de Sl e Xv e 0 aumento da atividade
enzimatica na producdo de moléculas que atuam na protecdo da planta como barreiras quimicas

e fisicas (quinonas, taninos e lignificacdo) apresentou resultados satisfatorios.

Palavras chave: Septoria lycopersici; Xanthomonas vesicatoria; Enzimas de defesa vegetal.



ABSTRACT

Essential oils (EO) correspond to several volatile plant compounds that can influence the
biological activities of different organisms. Alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia D.
C.) is known for the therapeutic use of green-propolis, however little is known about the
potential of the EO of this species in the control of plant diseases. This work aimed to evaluate
the potential of Baccharis dracunculifolia (Bd) EO emulsion in the in vitro and in vivo control
of Septoria lycopersici (SI) and Xanthomonas vesicatoria (Xv) that cause diseases in tomato
(Solanum lycopersicum). In vitro assays were prepared from the initial emulsion (100%) at a
concentration of 300 pl/mL. Ten concentrations were tested (0; 0.1; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0;
4.0; 5.0%) with 4 replications each. For Sl, spore germination (Ge) and mycelial growth (Cm)
were evaluated. For Xv, the concentration of bacterial suspension (Csb) in liquid culture
medium was evaluated. Three in vivo assays were performed on tomato plants (cv. Santa Clara
I-5300) to assess septoria severity, bacterial spot severity and biochemical assessment of the
induction of plant defense enzymes peroxidases (Pro), polyphenoloxidases (Plo) and total
soluble Protein (Pst) content, being 5 treatments (0; 1.0; 4.0; 7.0; 10.0%) with 5 replicates each
and 2 plants per replicate. Results were expressed in mg protein.g tissue™ for Pst and A abs.
minmg protein? for Pro and Plo. For in vitro conditions, a reduction in the germination
percentage and mycelial growth of Sl and total inhibition of Xv from 1.5% was observed. There
was a significant increase in Pst up to 4%, and an increase in the activity of Pro and Plo enzymes
up to the maximum concentration (10%) without phytotoxicity damage to plants at doses higher
than those necessary to control the development of pathogens in vitro. There was no statistical
difference in the evaluations of septoria and bacterial spot severity. Thus, it can be considered
that the use of Bd essential oil emulsion for the control of SI and Xv and the increase of
enzymatic activity in the production of molecules that act in the protection of the plant as

chemical and physical barriers (quinones, tannins and lignification) showed satisfactory results.

Keywords: Septoria lycopersici; Xanthomonas vesicatoria; Plant defense enzymes.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), ¢ uma das hortalicas mais produzidas no pais, tendo
grande importancia econdmica em varias regides. Segundo dados do IBGE (2020), a safra
nacional foi de 3,75 milhGes de toneladas, onde a regido com maior producéo foi a Sudeste com
1,6 milhdes de toneladas, seguida pelas regides Centro-oeste e Sul com 1,13 milhdes e 482 mil
toneladas respectivamente as maiores produtoras.

O tomate produzido é destinado tanto para o0 consumo in natura quanto para o
processamento industrial, havendo cultivares desenvolvidas para cada fim (SANTOS et al.,
2017). Independentemente da variedade cultivada, é necessario que durante o ciclo da cultura
sejam realizados manejos fitossanitarios para o controle de pragas e doencas (SILVA et al.,
2006).

Este manejo na maioria das lavouras € realizado de forma convencional com o emprego
massivo de produtos quimicos de origem sintética que causam sérios danos ao meio ambiente
e possuem potencial tdxico contra a saude humana. Devido a isso, muitas pesquisas vém
buscando alternativas a utilizacdo destes produtos com vistas a moléculas de origem natural e
biodegradavel (ISMAN, 2006) como os 6leos essenciais (OE).

Os OE sdo substancias aromaticas volateis extraidos de plantas ou partes delas, que
apresentam natureza lipofilica e diferentes composic¢des quimica que variam conforme a parte
da planta, espécie, estadio fenoldgico, distribuicdo geografica, tipo de solo e clima onde o
material foi coletado, etc., (STEFFENS, 2010). Por se tratar de produto de origem biol6gica, 0s
OE apresentam composicao variada de moléculas orgéanicas, sendo definidas como misturas
complexas de terpenos, sesquiterpenos, diterpenos e eventualmente fenilpropandides e
moléculas menores como alcoois, aldeidos e cetonas de cadeias curtas (SERAFINI et al., 2001;
SIANI, 2000).

Os o0leos essenciais produzidos pelas plantas podem atuar em diferentes mecanismos e
rotas metabdlicas e estdo associados a funcdes relacionadas a sobrevivéncia e perpetuacdo da
espécie, com fundamental papel na defesa contra predadores e microrganismos, assim como na
atracdo de agentes polinizadores ou dispersores de propagulos vegetativos (HUET, 1991). Por
apresentar composi¢do variada de diferentes moléculas, diversos estudos com OE vem sendo
realizados para avaliar seu potencial no controle de microrganismos causadores de doencas em
plantas, pois podem atuar de diversas formas sem que ocorra a selecdo de resisténcia nos
patégenos (DE MORAIS, 2009).
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Outra forma de atuacéo dos 6leos essenciais € sua utilizacdo como agentes indutores de
resisténcia em plantas. Alguns mecanismos de resisténcia podem ser ativados com a entrada de
patdgenos ou com a inducao através de elicitores, que sdao moléculas introduzidas nas plantas.
Alguns mecanismos mais conhecidos sdo a formagdo de barreiras estruturais como o
enrijecimento da parede celular por lignificacdo, formacdo de barreiras em ferimentos e como
barreiras quimicas antimicrobianas (CAMPQOS, 2009). Exemplos destes mecanismos de defesa
induzida s&o as enzimas peroxidases e polifenoloxidases que atuam na produgéo de compostos
estruturais e antimicrobianos, respectivamente (CAMPQOS; SILVEIRA, 2003).

Atualmente tem-se grande avanco em pesquisas com OE, porém com caréncia em
métodos préaticos de utilizacdo destes produtos devido a alta capacidade de volatilizacao
(SILVA, 2019). No Brasil, as espécies de maior importancia na produgéo e comercializacao de
6leo essencial séo laranja (Citrus sinensis L.) e Lima destilada (Citrus aurantifolia), as quais
entdo entre as 18 espécies mais utilizadas no mundo (BIZZO, 2009). No entanto existem
diversas espécies com aptidao a extracdo de OE, porém pouco conhecidas para essa finalidade,
como plantas cultivadas e espontaneas.

O Alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) € uma planta esponténea pertencente
a familia Asteraceae. A espécie apresenta habito subarbustivo, perene, tronco lenhoso de
coloracdo acinzentado, folhas pequenas serrilhadas, flores brancas com grande formacédo de
aquénios do tipo paraquedas que auxiliam na dispersdo pelo vento (Anemocoria), 0 que a
caracteriza como uma planta invasora e colonizadora, principalmente em areas de pastagens
degradadas (MOREIRA; BRAGANCA, 2011).

Conhecida também pelos nomes comuns de Vassourinha ou Alecrim-silvestre, a planta
produz uma resina que abelhas da espécie Apis mellifera L. coletam para suas colmeias, a qual
é conhecida e comercializada como propolis-verde, que possui amplo uso medicinal e
fitoterdpico com agdes analgésica, anti-inflamatoria, antinociceptiva, antioxidante,
antidispéptica, descongestionante de vias respiratdrias, hipoglicemiante, imunoestimulante,
sendo utilizado pela industria farmacéutica e alimenticia na producéo de alimentos funcionais
(DUARTE, 2003).

O oleo essencial de Baccharis dracunculifolia possui uma grande variedade de
substancias, principalmente do grupo dos terpenos como sesquiterpenos, com maior
concentragdo de germacreno e cariofileno, sendo encontrados também [-pineno, ledol,
espatulenol e limoneno (PAROUL et al., 2016; PEDROTTI; RIBEIRO; SCHWAMBACK,
2019). Estas substancias podem exercer atividade antimicrobiana, porém n&o ha muitos estudos
que evidenciem sua utilizag&o no controle de Septoria lycopersici e Xanthomonas vesicatoria
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na cultura do tomateiro.
O presente trabalho buscou avaliar o potencial da emulsdo de O6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia no controle in vitro de Septoria lycopersici e Xanthomonas

vesicatoria e o potencial indutor de mecanismos de prote¢cdo em tomateiros.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DO TOMATEIRO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a familia Solanaceae, tem como centro
de origem a América do Sul, mais precisamente na fronteira entre o Chile e o Equador. Todavia
a planta foi domesticada no México e introduzida na Europa pelos espanhdis, no inicio do século
XVI (HARVEY et al., 2002; ANDRADE et al., 2009). Atualmente é a segunda hortalica em
importancia econdmica e social no Brasil e no mundo, sendo cultivado e produzido na forma in
natura e industrializada (SANTOS et al., 2017).

A producéo brasileira do tomate no ano de 2020 foi de 3,753 milhGes de toneladas em
uma area de cerca de 52,717ha. Entre os maiores produtores destacam-se os estados de Goiés,
Sdo Paulo e Minas Gerais (IBGE (2020). Com aumento do cultivo da cultura surgem também
varios problemas fitossanitarios (ARAUJO et al., 2002). As doencas na cultura do tomateiro
podem ser de origem bacteriana, fangica ou viral, podendo ocasionar perdas significativas na
producdo (LUCAS, 2012).

Para evitar esse problema, os produtores adotam medidas de controle que, na maioria
das vezes, resumem-se ao uso de produtos quimicos, 0 que, por sua vez, pode ocorrer de maneira
abusiva e indiscriminada, gerando prejuizos ambientais e selecdo de patogenos resistentes a
esses produtos (FRANZENER et al., 2007). Dentre as doencas do tomateiro algumas sdo de
ocorréncia muito comum e de dificil controle, como a septoriose (Septoria lycopersici) e a
mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) (INOUE-NAGATA et al., 2016).

2.2 DOENCAS DO TOMATEIRO

A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum) pode ser acometida por diversas
doencas durante seu ciclo de vida, que pode ocorrer por fatores bioticos (transmissiveis) ou
abioticos (ndo transmissiveis). Dentre as doencas fungicas transmissiveis destacam-se
tombamento de mudas (Pythium spp., Rhizoctonia solani e Phytophthora spp.), pinta preta,
cancro da haste ou podriddo escura (Alternaria solani), requeima ou mela (Phytophthora

infestans), septoriose (Septoria lycopersici), oidio (Oidium neolycopersici), murcha-de-
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esclerocio (Sclerotium rolfsii), podridao-de-esclerotinia (Scleritinia sclerotiorum), murcha de
fusarium (Fusarium oxysporum). Dentre as doencas bacterianas destacam-se murcha-bacteriana
(Ralstonia  solanacearum), mancha-bacteriana (Xanthomonas spp.), pinta-bacteriana
(Pseudomonas syringae pv. tomato), podriddo-mole (Erwinia spp.). Doencas viréticas como
topo-amarelo (Tomato yellow top virus - ToYV ou Potato leafroll virus - PLRV), mosaico-do-
fumo (Tomato mosaic virus - ToMV ou Tabaco mosaic virus - TMV), vira-cabeca-do-tomateiro
(Tospovirus spp. - TSWV, TCSV, GRSV e CSNV), e nematoide-de-galhas (Meloidogyne spp.)
entre outros (LOPES; DE AVILA, 2005).

As doencas podem ocorrer na cultura do tomateiro tendem ser mais ou menos intensas
em funcéo de fatores ou condi¢gdes como clima, tipo de solo, populacdo de microrganismos ou
patdgenos presentes no local de plantio, sistema de implantacdo e condugdo da lavoura,
localizacdo da area plantada, tipo de irrigagdo, cultivar plantada e estado nutricional da planta.
Medidas de evitar a entrada, estabelecimento e disseminacdo de patdgenos devem ser realizadas
durante todo o manejo da cultura como o tratamento de sementes, eliminacéo de restos culturais,
rotacdo de culturas de no minimo trés anos, manejo fitossanitario de doencas e patdgenos
transmissores (LOPES; DE AVILA, 2005).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE DOENCAS EM PLANTAS

Considerando a necessidade de reduzir o uso de produtos sintéticos, produtos naturais
vém sendo estudados e utilizados no controle de doencas em plantas. Dentre estes estdo 0s 6leos
essenciais que sdo produtos do metabolismo secundario das plantas, sendo compostos por
misturas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, com propriedades
bioldgicas, obtidos de partes das plantas através de destilacdo por arraste a vapor de agua,
destilacdo ou por solventes (MORAIS et al., 2009). Uma das limitacdes de uso de 6leos
essenciais tem sido a falta de informacOes de efeitos e potenciais formas de uso, baixa
solubilidade em agua e alta volatilidade. Assim, o0 uso de tensoativos ou uso de polimeros para

encapsulagdo podem representar medidas promissoras (SILVA, 2019).

2.4 BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA

O Alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) também conhecida como
vassourinha, pertencente a familia Asteraceae, € uma planta espontanea subarbustiva de
ocorréncia em campos abertos e pastagens em diversos paises da América do Sul. Sua floragdo

atrai diversos insetos polinizadores, principalmente abelhas da espécie Apis mellifera, que além
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do polen coletam resina liberada pela planta, a qual é comercialmente vendida como prépolis-
verde € empregado nas industrias de alimentos funcionais e farmacéutica para uso terapéutico
(DUARTE, 2003).

Diversos estudos relatam a eficiéncia de extratos de B. dracunculifolia no controle de
patogenos causadores de doencas humanas, animais e de plantas. A planta apresenta potencial
no controle de patdgenos causadores de doencas em humanos tém sido relatadas (SILVA
FILHO et al., 2009). Soares et al. (2013) avaliou a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
necessaria para causar sensibilidade de bactérias Gram positivas e Gram negativas ao extrato
etanolico (15; 10; 5% v/v) de B. dracunculifolia, e verificou a sensibilidade Bacillus subtillis,
Escherichia coli, Serratia marcescens, pseudomonas aeruginosas a CIM de 15% e
Staphylococcus aureus e Staphylococcus pyogenes a todas as concentragdes testadas.

A espécie tem sido mais estudada por ser considerada a principal fonte de propolis verde,
uma resina extraida por abelhas (INOKUCHI et al., 2006). A prépolis verde tem apresentado
importante atividade biologica, inclusive com potencial para novos medicamentos (SFORCIN;
BANKOVA, 2011). Heimbach (2016) verificou maior efeito antimicrobiano do extrato
hidroalcodlico de propolis-verde de Alecrim-do-campo sobre as bactérias Gram positivas
Staphylococcus aureus e S. intermedius, e sobre bactérias Gram negativas observou maior
susceptibilidade para Escherichia coli e em menor grau para Salmonella typhimurium e
Klebsiella pneumoniae.

O ¢6leo essencial de Baccharis dracunculifolia também vem sendo estudado nos ultimos
anos e de acordo com Luchesi et al., (2020) os principais compostos presentes no éleo essencial
sdo e trans-nerolidol a (17,5%), y-elemeno a (15,0%), D-limoneno (10,5%) e outros compostos
em menor concentragdo. Também de acordo com Paroul et al., (2016) estes compostos possuem
elevada capacidade antioxidante, aos 6leos essenciais e extratos aquosos obtidos de Baccharis
dracunculifolia.

O 6leo essencial da planta Baccharis dracunculifolia tem demonstrado atividade
antimicrobiana significativa sobre algumas bactérias como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, que sdo causadoras de doencas em animais e humanos
(FERRONATTO et al., 2007). Gelinski et al. (2007) verificou acéo inibitoria do 6leo essencial
de Alecrim-do-campo sobre cepas de Proteus sp., Staphylococcus sp., Escherichia coli e
Listeria monocytogenes.

Ao avaliar a acdo inibitoria dos 6leos essenciais de B. dracunculifolia, Schinus
terebinthifolius (aroeirinha) e Porophyllum ruderale (arnica-brasileira) sobre o crescimento in-
vitro de fungos fitopatogénicos (Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli; F. solani f. sp. phaseoli;
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Sclerotinia sclerotiorum; S. minor; Rhizoctonia solani; Sclerotium rolfsii; Macrophomina
phaseolina), Fonseca et al. (2015) verificou maior eficiéncia do OE de Alecrim-do-campo em
todas as concentragGes testadas (0, 250, 500, 1000 e 3000 mg L) em comparagdo aos demais
6leos, com destaque de reducdo para Rhizoctonia solani (80% a 250 mg L), Sclerotium rolfsii
(98% a 500 mg L) e F. solani f. sp. phaseoli (41% a 1000 mg L).

2.5 INDUCAO DE RESISTENCIA EM PLANTAS

Uma das respostas de defesa das plantas a fitopatdgenos € a ativacdo de mecanismos
latentes através da inducéo de resisténcia (KUHN, 2007). Esta é uma estratégia promissora para
melhorar a capacidade de defesa de uma planta apds o tratamento com agentes induzidos
podendo ser moléculas de origem bidtica ou abiéticas, podendo conferir a planta resisténcia
sisttmica por determinado periodo a um amplo espectro de agentes patogénicos. Essas
moléculas sdo denominadas elicitores ou eliciadores, responsaveis por atuar na ativagdao ou
inducdo dos mecanismos de defesa nas plantas (SMITH, 1996).

Entre os mecanismos de defesa se destacam os bioquimicos, como as enzimas
peroxidases e polifenoloxidases (CAVALCANTI et al., 2006). Cabe salientar que, esses
elicitores podem desencadear nas plantas resisténcia local adquirida (RLA), resisténcia
sistémica induzida (RSI) e a resisténcia sistémica adquirida (RSA). Apesar de respostas
fenoldgicas das diferentes formas de resisténcia serem em parte semelhantes, estas diferem
principalmente em relacdo ao local de acdo no vegetal onde atua a resisténcia e a rota metabolica
dos compostos chave envolvidos no processo de resisténcia (TERRY; JOYCE, 2004).

As isoenzimas peroxidases estdo localizadas principalmente na parede celular vegetal,
utilizando o poder oxidante de H>O> ou perdxidos orgénicos para diversas reagdes, ligacoes de
polissacarideos, ligacbes de mondmeros, oxidagdo do acido indol-3-acético, oxidacao de fenadis,
lignificacdo, regulacdo da elongacdo de células, cicatrizacdo de ferimentos, defesa de patdgenos
e outras. A modificacdo estrutural na parede celular com o aumento da rigidez diminui o
crescimento celular e em contrapartida aumenta a resisténcia quimica e mecénica em condicoes
de estresse (CAMPOS; SILVEIRA, 2003).

As polifenoloxidases estdo presentes em maior quantidade em tecidos com ferimentos
como os causados pela infecgdo por patdgenos, atuando na hidroxilagdo de monofendis em o-
difendis e na oxidagdo destes em quinonas que tem acéo antimicrobiana. Outra forma de atuacéo
das polifenoloxidases é na oxidacdo dos monofendis em polimeros que podem atuar como
taninos ao formar complexos com proteinas que atuam como barreira fisica na entrada de
patogenos (CAMPOS; SILVEIRA, 2003).
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no laboratdrio de Fitopatologia e casa de vegetacdo da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Laranjeiras do Sul — PR. O OE foi
extraido por arraste a vapor de folhas frescas de Baccharis dracunculifolia coletadas na area da
Universidade em 01/06/2021. Para a utilizacdo do OE foi realizada a emulsdo de 6 mL do 6leo
essencial com 20 mL de &gua destilada e 1 mL de Tween 80, resultando na emulséo inicial de
concentragdo 300 pl/mL de OE, a qual foi considerada 100%. A mistura foi homogeneizada em
agitador magnético a 500 rpm por 10 min.

Em condic¢des in vitro foi realizado ensaio para avaliar a emulsdo do OE de B.
dracunculifolia sobre os patdgenos Septoria lycopersici e Xanthomonas vesicatoria. Realizou-
se a diluicdo da emulsdo do OE em diferentes concentracfes que constituiram tratamentos (0;
0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0%). Para avaliar a germinagédo de esporos de Septoria
lycopersici utilizou-se 40 pL de suspensdo de esporos calibrada em 1 x 10° conidios mL™*
acrescidos de 40 pL da solugdo de cada tratamento foram colocados em placa para teste de
ELISA, que foi acondicionada em incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) a
25 °C, no escuro por 16 horas. Apds esse periodo a germinacdo foi interrompida, aplicando-se
10 pL de azul algodao de lactofenol. A determinacdo da porcentagem de germinacdo foi
realizada por meio da contagem em microscopio optico de 100 esporos por repeticdo que era
constituida por um “pocinho” da placa de elisa, sendo cada tratamento formado de 4 repeticdes.
Foram considerados como germinados 0s esporos que possuiam hifas visiveis.

Para o crescimento micelial de S. lycopersici foi realizada a diluicdo do OE emulsionado
nas mesmas concentracdes anteriormente citadas, misturado ao meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) antes de verter em placa de Petri. Os tratamentos receberam um disco de micélio
do patogeno e acondicionados em incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) a
26°C. A medicgéo do crescimento micelial na horizontal e vertical foi realizada ao 5, 7 e 9° dias
para obtencdo das médias representativas.

A atividade antibacteriana in vitro foi avaliada sobre a fitobactéria Xanthomonas
vesicatoria, causadora da mancha bacteriana. Avaliou-se a Concentracdo da suspensédo
bacteriana (Csb) em meio de cultura liquido Agar broth, em tubos estéreis de capacidade 10
mL., 0s quais receberam os tratamentos e uma aliquota de 100 puL de suspenséo bacteriana com
108 UFC.mL*, mantidos sob agitacdo constante em Incubadora Shaker de Agitacdo Orbital e
Aquecimento a 27°C/48h. Em seguida, foi determinada a absorbancia a 580 nm em

espectrofotdmetro. Cada tratamento contou com uma repeticdo extra sem a adigdo da aliquota
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bacteriana, a qual foi utilizada como base para a realizacao da calibragem do espectrofotdmetro
para a leitura das repeticdes do tratamento.

Em condicdes in vivo, foram realizados trés bioensaios com plantas de tomateiro em
casa de vegetacdo para avaliacdo do efeito dos tratamentos. Um bioensaio sobre severidade de
septoriose, outro bioensaio para avaliacdo da mancha-bacteriana e outro bioensaio para
avaliacdo bioquimica de possivel inducéo de enzimas relacionadas a defesa vegetal. As plantas
de tomateiro cv. Santa Clara 1-5300, foram produzidas em bandejas de polietileno contendo
substrato vegetal para mudas, e aos 28 dias foram transplantadas para vasos de 2 L contendo
200 g de composto organico e terra corrigida conforme recomendacado para a cultura de tomate
(SOUZA; RESENDE, 2003). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo climatizada,
com temperatura média de 26 °C, sob irrigacdo do tipo aspersdo conforme a necessidade da
cultura. Foi realizado teste de fitotoxidez em um grupo de plantas a fim de encontrar a melhor
dose de emulsdo do OE que ndo causasse danos as plantas, a qual foi utilizada como sendo a
dose mais forte a ser testada nos seguintes tratamentos do experimento. Realizou-se a dilui¢cédo
da emulsdo do OE em diferentes concentragfes que constituiram tratamentos (0; 1,0; 4,0; 7,0;
10,0%). A aplicacdo dos tratamentos foi realizada por pulverizacdo de toda parte aérea das
plantas até aos 30 dias apos o transplante.

No bioensaio de severidade septoriose, a suspensdo de esporos (1 x 10 conidios mL™)
foi pulverizada sobre as plantas até ponto de escorrimento, 72 horas ap6s a aplicacdo dos
tratamentos. Em seguida, as plantas foram mantidas em camara Umida por 20 horas. No
bioensaio da mancha bacteriana, a suspens3o de bactérias (1 x 108 UFC.mL™?) foi inoculada por
pulverizacdo sobre as plantas até ponto de escorrimento, 72 horas apdés a aplicacdo dos
tratamentos. As plantas foram mantidas em camara Umida por 6 h antes e 20 horas ap6s a
inoculagdo. A avaliagdo da severidade das doengas foi realizada com o aparecimento dos
sintomas com auxilio de escala diagramatica (SILVA et al., 2018). No bioensaio para analise
de analises bioquimicas, foi realizada a coleta de amostras 72 horas apos a aplicacdo dos
tratamentos. As amostras coletadas (cinco discos de 1,5 cm de diametro) foram imediatamente
congeladas a -20 °C para posterior analise bioquimica. Foi avaliada a atividade enzimatica de
peroxidase, polifenoloxidase e proteinas totais. O extrato enzimatico foi obtido adicionando 2
mL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0) contendo 1% (p/p) de PVP (polivinil-pirrolidona) nas
amostras com auxilio de almofariz de porcelana. O homogeneizado foi centrifugado a 14.500 g
durante 20 min a 4 °C.

O conteldo de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976). Para

isso, foram homogeneizados 600 pL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200 puL do extrato
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enzimatico e 200 pL de reagente de Bradford (250 mg de corante Coomassie Brilhant Blue G-
250, 125 mL de &cido fosforico (HsPOs) e 125 mL de agua destilada). A determinagdo do
contetdo de proteinas foi realizada através da leitura da absorbéncia a 595 nm em
espectrofotbmetro. Cada amostra foi formada por trés réplicas. A cubeta de referéncia foi
constituida de 800 uL de tampao fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 uL do reagente. A absorbancia
foi plotada em curva padrdo para proteina. Os resultados foram expressos em mg proteina.g
tecido™.

A atividade de peroxidases foi determinada em espectrofotometro pela medida da
conversao do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm (LUSSO; PASCHOLATI, 1999). Para tanto,
a mistura de reacdo foi constituida de 0,2 mL de extrato enzimatico e 2,8 mL do substrato para
enzima (306 pL de peroxido de hidrogénio P.A., 12,5 mL de guaiacol a 2% e 87,5 mL de tampao
fosfato 0,01 M (pH 6,0). A reacdo foi conduzida a 30 °C por 1 minuto. A atividade foi
determinada pela variacdo ocorrida entre os valores extremos situados na faixa de incremento
linear. Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia a 470 nm.min"*mg proteina.

A atividade das polifenoloxidases (PFO) foi determinada quantificando a oxidagédo do
catecol (fenol) convertido em quinona a 420 nm (DUANGMAL; APENTEN, 1999). A reacéo
ocorreu adicionando-se 900 uL de substrato enzimético (Catecol 0,02 M dissolvido em fosfato
de potéssio 0,1 M (pH 6,8) a 100 puL de extrato enzimatico. As leituras foram realizadas por um
periodo de 2 minutos. A diferenca entre a leitura no primeiro minuto e a leitura inicial foi
utilizada para a determinacdo da atividade. Os resultados foram expressos em absorbancia min
'mg de proteina™.

Todos bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
sendo 4 e 5 repetigdes para os tratamentos in vitro e in vivo, respectivamente. Os resultados
obtidos foram submetidos inicialmente a testes de normalidade e homogeneidade, sendo
transformados quando necessario. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e
analise de regressao ou teste de médias de Tukey a 5% de probabilidade para os dados

qualitativos, com auxilio do programa computacional Sisvar (FERREIRA, 2007).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no experimento in vitro com o fungo Septoria lycopersici
encontram-se nas Figuras 1A, 1B e 2. Os dados obtidos para o crescimento micelial foram
utilizados para calcular a area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM). Conforme o

exposto na Figura 1A observa-se que com 0 aumento das concentragdes do 6leo essencial de B.
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dracunculifolia, ocorreu a diminuicdo dos valores de AACCM que se tornaram constantes a
partir da concentracéo de 1%. Apesar de ser um valor adimensional, a AACCM ajuda a entender
0 crescimento micelial a partir das doses utilizadas em cada tratamento. Por meio da equagéo
de segundo grau obtida, calculou-se o ponto de minima da AACCM de 65,81 e concentracao
de 3,26%.

Figura 1: A - Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) e B -
Crescimento micelial de Septoria lycopersici em diferentes concentragcdes de emulsdo de 6leo

essencial de Baccharis dracunculifolia.

AACCM (S. lycopersici)

160 w1s5829
140 y = 5,9025x2 - 38,63x + 128,14
190 25 R®=0,6719

100
E 20 ?B$94 7446 756,91 74,40
© * A * *
< g0 73,51
40
20
0
o o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5§
CONCENTRACOES (%)
CRESCIMENTO MICELIAL (S. lycopersici)
40 * 3931
. 3149 y = 1,4659x%7 - 9,5956x + 31,916
E 30 RZ=0,676
€ 20 % . 1358 18,59 15,18 18,53
i 15,09 18.92 133.’5
3 r
< 10
0
o 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
CONCENTRACOES

Para o crescimento micelial (Figura 1B), observa-se que ocorreu maior crescimento nos

tratamentos em que a concentracdo do OE foi mais baixa, entre 0 e 1,0%. Em pesquisa realizada
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por Fonseca et al., (2015a) observou-se diminuicdo no crescimento micelial de 6 diferentes
fungos fitopatogénicos em meio de cultura obtendo extrato aquoso e etandlico de Baccharis
dracunculifolia, mostrando o efeito inibitério desta planta sobre o desenvolvimento de
patdgenos assim como observado neste experimento.

Os resultados observados para o crescimento micelial corroboram com os obtidos por
Fonseca et al. (2015b), que obteve menor crescimento micelial de fungos em meio de cultura
com a aplicagdo do oOleo essencial de Baccharis dracunculifolia. Em pesquisa realizada por
Pedrotti, Ribeiro e Shwambach (2019), observou-se efeito fungistatico do 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia sobre Botrytis cinerea e Colletotrichum acutatum, mostrando desta
maneira o efeito do 6leo assim como foi observado no presente estudo.

Conforme a Figura 2 que contém os resultados do teste de Elisa, observa-se que nos
tratamentos em que a concentracdo do OE foi mais alta ocorreu menor germinagéo de esporos.
Estes resultados sugerem um possivel efeito fungitéxico do OE de B. dracunculifolia sobre a
germinacdo de esporos de S. lycopersici, pois nos tratamentos com menor concentracao e na
testemunha, houve maior porcentagem de esporos germinados. Lopes (2018) avaliou a atividade
antifungica de extrato etandlico de propolis (EEP) sobre a germinacdo de esporos de S.
lycopersici obtendo efeito inibitdrio direto conforme o aumento da concentracdo do produto em

contato com 0s esporos.

Figura 2: Germinacdo de esporos de Septoria lycopersici em diferentes concentracfes

de emulsdo de 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.
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Em relagdo ao efeito do OE de Baccharis dracunculifolia sobre a bactéria Xanthomonas
vesicatoria (Figura 3), observa-se que os tratamentos com concentracdo a partir de 1,5%
apresentaram absorbancia igual a zero, indicando ndo haver crescimento bacteriano. Efeito
contrario foi observado nas concentragdes inferiores a 1,5%, sugerindo que o 6leo essencial

teve efeito inibitério sobre Xanthomonas vesicatoria.

Figura 3: Crescimento bacteriano de Xanthomonas vesicatoria em diferentes

concentracdes de emulsdo de 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.
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Com relacdo a atividade enzimatica, verifica-se que no tratamento com a concentracao
4% maior teor de proteinas sollveis totais (Figura 4). Observa-se um aumento crescente nas
atividades das peroxidases (Figura 5) e polifenoloxidases (Figura 6) até a concentracdo maxima
de 10%. Segundo Campos e Silveira (2003), o aumento na atividade da peroxidase em tecidos
infectados é um importante fator de resisténcia de plantas a doencas, pois estas enzimas atuam
na parede celular produzindo compostos necessarios a lignificacdo e espessamento da parede
celular vegetal, garantindo maior resisténcia de células e tecidos vegetais ao ataque de
patdgenos. Da mesma forma, aumento nas atividades das polifenoloxidases na resisténcia a
doencas, é devido a propriedade oxidativa de compostos fendlicos em quinonas que sao
altamente toxicos aos patdgenos no controle de infecgdes, além da producdo de taninos que

formam complexos com proteinas formando barreiras fisicas contra penetragdo de patdgenos.



21

Figura 4: Proteinas Soluveis Totais de Solanum lycopersicum tratados com diferentes

concentracdes de emulséo de 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.
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Figura 5: Enzimas Peroxidases de Solanum lycopersicum tratados com diferentes

concentracdes de emulséo de 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.
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Figura 6: Enzimas Polifenoloxidases de Solanum lycopersicum tratados com diferentes

concentracdes de emulséo de 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.
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A utilizacdo da emulsdo do OE de Alecrim-do-campo quando aplicado as plantas,
garante protec&o superficial de contato agindo como barreira quimica no controle dos patégenos
pois reduz drasticamente o crescimento bacteriano de X. vesicatoria e diminui o potencial de
germinacdo de esporos e crescimento das hifas de S. lycopersici, 0 que corrobora com 0s
resultados encontrados por Fonseca (2015), que utilizou este mesmo OE no controle do
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, Fusarium solani f.sp. phaseoli,
Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e
Sclerotinia minor.

A utilizacdo da emulsdo do OE garante também o aumento na concentracdo de proteinas
solUveis totais e 0 aumento na atividade das enzimas oxidativas na producdo de compostos que
atuam como barreiras quimicas e fisicas, impedindo a colonizacdo e desenvolvimento dos
patogenos no tomateiro. O efeito de aumento na producdo de fendis e consequentemente das
quinonas, polimeros e taninos sdo respostas vegetais a estresses sofridos por patdgenos ou
pragas (NACZK; SHAHIDI, 2004). Observa-se que os resultados de proteinas solUveis totais,
peroxidases e polifenoloxidases apresentaram valores maximos sem danos de fitotoxidez as
plantas em doses superiores as necessarias para controlar o desenvolvimento dos patdgenos in
vitro. Deste modo pode-se considerar que a utilizacdo da emulsdo do 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia para o controle de Septoria lycopersici e Xanthomonas vesicatoria
apresentou resultados satisfatorios.

O decréscimo na quantidade de proteinas sollveis totais e continuo aumento na
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atividade das enzimas peroxidases e polifenoloxidases pode se dar devido ao efeito fitotoxico
do aumento da concentracdo de OE de B. dracunculifolia causando maior estresse as plantas
que resultou em maior atividade destas enzimas. Para Shah et al. (2018), o tipo de estimulo
inicial causado por ferimentos, patdgenos, pragas ou elicitores pode ativar diferentes rotas
metabolicas. Patdgenos como Xanthomonas spp, conseguem infectar plantas injetando
proteinas de viruléncia (Xanthomonas outer proteins) que atrasam a resposta de defesa da planta
(FACCIN, 2022). Plantas de tomateiro tratadas com a emulsdo do OE de Alecrim-do-campo
apresentaram maiores taxas de enzimas de defesa e compostos atuantes como barreira quimica
e fisica a Xanthomonas vesicatoria.

Para os ensaios de severidade de mancha-bacteriana (Figura 7) e septoriose (Figura 8),
observa-se que ndo houve diferenca entre as médias dos tratamentos que foram submetidos ao
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Verifica-se no ensaio para severidade de mancha
bacteriana as concentragfes com menor e maior eficacia foram 10 e 7%, respectivamente. De
forma semelhante, o ensaio de septoriose apresentou maior e menor eficacia as concentragdes
0 e 7%, respectivamente. Estes resultados diferem dos encontrados por Aradjo e Tebaldi (2019),
onde a aplicacdo de 6leos essenciais de Melissa officinalis e Syzygium aromaticum diminuiram

a incidéncia e severidade de Xanthomonas spp.

Figura 7: Severidade de mancha-bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) em plantas de
tomateiro (Solanum lycopersicum) tratados com diferentes concentraces de emulséo de 6leo

essencial de Baccharis dracunculifolia.
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Figura 8: Severidade de septoriose (Septoria lycopersici) em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum) tratados com diferentes concentracdes de emulséo de 6leo essencial de

Baccharis dracunculifolia.
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Em pesquisa realizada por Lucas (2009), obteve-se controle da mancha bacteriana
causada por Xanthomonas vesicatoria quando a aplicacdo de 6leos essenciais de Cymbopogon
citratus, Cymbopogon nardus e Melaleuca, alternifolia foi realizada 7 dias antes da inoculagéo
com Xanthomonas vesicatoria e semanalmente ap0s a inoculacdo. Isto ndo foi feito no presente
estudo o que pode ser uma das causas do ndo controle da doenca, pois a aplicacdo das diferentes
concentracdes de Oleo essencial foi realizada 72 horas antes da inoculagdo. Santos Neto et al.
(2012), verificou a capacidade de inibicao direta de septoriose com utilizacdo de OE de capim-
liméo (Cymbopogon citratus) em concentracao de 10 ul/mL de calda diretamente sobre plantas
de tomateiro.

Os resultados evidenciam reducdo no teor de proteinas totais a partir do ponto de
méaximo do grafico em torno se 5%, havendo reducéo a partir desse valor que indica possivel
fitotoxidez que é verificavel nas enzimas de defesa Peroxidases e Polifenoloxidases que
apresentaram atividade crescente conforme o aumento da concentragdo. A concentracdo 5%
também apresentou eficicia sobre a germinacdo de espéros e crscimento micelial de S.
lycopersici e em menor concentragdo promoveu o controle total de X. vesicatoria nos ensaios

in vitro.
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5. CONCLUSAO

A emulsdo do 6leo essencial (OE) de Baccharis dracunculifolia promoveu menor
germinacéo de esporos de Septoria lycopersici na concentragao de 5%.

Para o crescimento micelial e AACCM conclui-se que da mesma forma que a
germinacéo de esporos as maiores concentracdes de 0leo essencial promoveram menor taxa de
crescimento do fungo Septoria lycopersici.

Para os testes com Xanthomonas vesicatoria, observou-se que o crescimento bacteriano
cessou completamente a partir da concentracdo de 1,5% de emulséo do OE de Baccharis
dracunculifolia .

Para os tratamentos in vivo verificou-se o0 aumento no teor de proteinas totais até a dose
5% de emulsdo do OE de Baccharis dracunculifolia e aumento das atividades enzimaticas de
peroxidases e polifenoloxidases conforme aumento das concentracGes testadas.

A concentracao de 5% apresentou melhor efeito na inducdo de mecanismos de defesa
em tomateiro e controle de patdgenos. Estes resultados evidenciam a necessidade de mais

estudos com outras cultivares e sistemas de cultivo na cultura do tomateiro.
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