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OLEOS ESSENCIAIS E CONSORCIOS COM PLANTAS BIOATIVAS NO CONTROLE
DE DOENCA DO TOMATEIRO

RESUMO: O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) se apresenta como uma das culturas
agricolas mais importantes do mundo. Porém, as vérias doencas que acometem a cultura,
causam grande reducdo da produtividade e da qualidade dos frutos. Atualmente os produtos
quimicos sintéticos sao os mais utilizados no controle de fitopatdgenos desta cultura, causando
muitos danos ao meio ambiente, a sadde do agricultor e do consumidor. Nesse contexto, esse
trabalho teve por objetivo avaliar o consaércio e 6leos essenciais de plantas bioativas na protecdo
de tomateiro. Foram avaliados consorcios de manjericdo (Ocimum basilicum), alecrim
(Rosmarinus officinalis), tomilho (Thymus vulgaris) e coentro (Coriandum sativum) com o
tomateiro, bem como a utilizagdo de 6leos essenciais dessas espécies nas concentracdes de 0,
0,1%, 0,5% e 1%. Em condicdes in vitro foi avaliado o efeito na germinacdo de esporos e
crescimento micelial de Septoria lycopersici. Em condi¢cdes de casa de vegetacdo foram
avaliadas a severidade da septoriose, a altura e producdo das plantas. Determinou-se o teor de
proteinas totais e a atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina aménia-
liase como indicativo da ativacdo de mecanismos de defesa. Os 6leos essenciais apresentaram
efeito inibitorio sobre S. lycopersici, com inibicdo total da germinacéo de esporos e crescimento
micelial na concentracdo de 1%. O consorcio com plantas bioativas ndo promoveu alteracdes
no desenvolvimento das plantas na atividade enzimatica e severidade da doenca. Os Gleos
essenciais promoveram aumento na atividade enziméatica em plantas de tomateiro, e também
promoveram reducdo na severidade da septoriose, com destaque para alecrim (Rosmarinus
officinalis) e tomilho. Os resultados demonstram o potencial dos 6leos essenciais de plantas

bioativas no controle da septoriose do tomateiro.

Palavras-chave: Controle alternativo, Atividade biol6gica, Doencas Fungicas foliares,

Solanum lycopersicum.



ESSENTIAL OILS AND CONSORTIUMS WITH BIOACTIVE PLANTS IN THE
CONTROL OF TOMATO DISEASE

ABSTRACT: Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most important agricultural
crops in the world. However, the various diseases that affect the crop, cause a great reduction
in productivity and fruit quality. Currently, synthetic chemicals are the most used in the control
of phytopathogens that affect the crop, causing numerous damages to the environment, the
health of the farmer and the consumer. In this context, this work aimed to evaluate the
consortium and essential oils of bioactive plants in tomato protection. Intercrops of basil
(Ocimum basilicum), rosemary (Rosmarinus officinalis), thyme (Thymus vulgaris) and
coriander (Coriandum sativum) with tomato were evaluated, as well as the use of essential oils
of these species at concentrations of 0, 0.1, 0 .5 and 1%. Under in vitro conditions, the effect
on spore germination and mycelial growth of Septoria lycopersici was evaluated. Under
greenhouse conditions, septoria severity, plant height and production were evaluated. The total
protein content and the activity of peroxidases, polyphenoloxidases and phenylalanine
ammonia-lyase enzymes were determined as an indication of the activation of defense
mechanisms. Essential oils showed an inhibitory effect on S. lycopersici, with total inhibition
of spore germination and mycelial growth at a concentration of 1%. The consortium with
bioactive plants did not promote changes in plant development in enzyme activity and disease
severity. Essential oils promoted an increase in enzymatic activity in tomato plants. They also
promoted a reduction in the severity of septoria, especially rosemary and thyme. The results

demonstrate the potential of essential oils from bioactive plants to control tomato septoria.

Keywords: Alternative control, Biological activity, Fungal foliar diseases, Solanum

lycopersicum.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas bioativas € um processo de producéo e reproducdo de diversos
saberes e préticas, resultante de diferentes culturas, decorrente da organizacao social e produtiva
de comunidades tradicionais indigenas, quilombolas e faxinalenses (COSTA, 2007).

As plantas bioativas séo consideradas aquelas que possuem alguma agéo sobre outros
seres Vvivos e cujo efeito pode se manifestar tanto pela sua presenca em um ambiente quanto
pelo uso direto de substancias delas extraidas, desde que mediante uma intengdo ou consciéncia
humana deste efeito. Estas englobam as plantas medicinais e as arométicas condimentares
(BRANCHER, 2016; PINTO ET AL.,2001).

Atualmente a utilizacdo de plantas bioativas, € uma possibilidade real e que deve ser
discutida e pensada em termos de sustentabilidade dos sistemas de producdo agricola,
integrando o conhecimento tradicional e o cientifico de uso destas plantas (TRIACA et al.,
2018). As plantas bioativas apresentam importantes fungées, contribuindo para o equilibrio do
sistema, favorecendo os agricultores familiares contribuindo para que os agroecossistemas
tornem-se mais sustentaveis (CAPORAL; COSTABEBER; PAULUS, 2006).

Dentro desse contexto, a utilizacdo de praticas alternativas tornou-se imprescindivel.
Dentre as préaticas alternativas de producdo enquadram-se 0s consércios de culturas, que sdo
definidos como sistemas de cultivo em que hd o crescimento simultdneo de duas ou mais
espécies de plantas na mesma area, com o fim de permitir interacdo ecoldgica benéfica entre
elas (VANDERMEER, 1990).

O consorcio de plantas se apresenta como um dos métodos mais adequados a préatica da
olericultura, em moldes agroecol6gicos, com inimeras vantagens no aspecto ambiental,
produtivo e econdmico. Esta estratégia busca maior producdo por area, pela combinagdo de
plantas que irdo potencializar a utilizacdo do espago, nutrientes, &rea, luz, além de outros
beneficios (BARACUHY et al., 2014; LEITE et al.,, 2011). Esta estratégia busca maior
rendimento por unidade de area combinando plantas que irdo utilizar espaco, nutrientes, area,
luz e outros beneficios (BORGES, 2019). Outra alternativa que tem demonstrado resultados
promissores € 0 uso de 0leos essenciais (OE) com propriedades antimicrobiana direta e/ou de
inducdo de resisténcia plantas (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015; OOTANI, 2013).

Os Oleos essenciais (OE) contém substancias naturais, para os quais ja tem sido
realizado, estudos em diferentes areas do conhecimento, com resultados promissores, inclusive
com potencial para auxiliar na sanidade humana, animal e vegetal. Trabalhos desenvolvidos

com OE de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), tomilho (Thymus vulgaris L.), manjericdo



(Ocimum basilicum L.) e coentro (Coriandrum sativum L.), mostram que 0S mesmos, possuem
diversas atividades biologicas tais como antibacteriana, antifingica, antioxidante, anti-
inflamatdria, dentre outras (BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004;
PEDROSA, 2016; PERINI et al., 2011: ANDRADE, M. A. etal., 2012).

Além dos efeitos fungitoxicos diretos, também se buscam moléculas capazes de levara
uma interacdo planta-patdgeno compativel com uma relagdo ndo-compativel pela indugéo de
mecanismos de defesa na planta hospedeira, tais como proteinas relacionadas a patogénese e
fitoalexinas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008; PASCHOLATI; LEITE, 1994).

Neste cenario a cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma hortalica de
importancia social e econdmica, que pode representar uma importante opcéo de cultivo e renda
em unidades de producdo familiar. Porém é uma das espécies cultivadas mais sujeitas a
ocorréncia de doencas, sendo seu cultivo uma das atividades agricolas que mais utiliza
fungicida no controle da vasta gama de fitopatdgenos (FILGUEIRA, 2008).

O desenvolvimento de métodos alternativos de controle visa oferecer alternativas para
diminuir a dependéncia dos agrotdxicos e contribuir para as préaticas de agricultura sustentavel.
Portanto torna-se justificavel a busca por métodos alternativos de controle de baixo impacto
ambiental, que substituissem os métodos convencionais de controle das doengas do tomateiro
(TOLEDO, 2009).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do cultivo consorciado de alecrim, tomilho, manjericdo e coentro, e seus

6leos essenciais no controle da septoriose do tomateiro.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar a composi¢do quimica dos OE de alecrim, tomilho, manjericéo e coentro por
Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

Avaliar o efeito direto e indireto dos OE de alecrim, tomilho, manjericéo e coentro sobre
Septoria lycopersici do tomateiro.

Analisar concentragdes do OE de alecrim, tomilho, manjericdo e coentro na atividade

antimicrobiana sobre o agente causal da septoriose do tomateiro.



Avaliar a inducdo de mecanismos relacionados a defesa em plantas de tomateiro pela
utilizag&o de cultivos consorciados ou OE de alecrim, tomilho, manjericéo e coentro.
Avaliar a incidéncia e severidade da septoriose em plantas de tomateiro em consorcio e

tratadas com OE de alecrim, tomilho, manjericdo e coentro.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 PLANTAS BIOATIVAS E AGROECOLOGIA

O modelo de agricultura convencional é insustentavel, pois gera enormes impactos
ambientais, onde reduz os padrbes de diversidade preexistentes, intensifica a degradacdo dos
solos agricolas e causa contaminagdo quimica dos recursos naturais, entre outros tantos
impactos. As praticas de agricultura foram desenvolvidas sem cuidar suas consequéncias de
longo prazo, e sem considerar a dindmic a ecoldgica dos agroecossistemas, ou seja, o cultivo
intensivo do solo, monocultura, irrigacdo, aplicacdo de fertilizante mineral de alta solubilidade,
controle de organismos com agrotoxicos industrializados e manipulacdo genética de plantas
(ALTIERI, 2004).

De acordo com Altieri (2002), os principios béasicos de um sistema agricola
autossustentavel, de baixo uso de insumos externos, diversificado e eficiente deve ser
transferido para um sistemas alternativos praticos e especificos, que sejam planejados de forma
a atender as necessidades singulares de comunidades de agricultores, nas diferentes regides
agroecoldgicas do mundo. Para que seja sustentavel deve recuperar a diversidade agricola no
tempo e no espaco, através de rotacBes de culturas, cultivos de cobertura, consorciacdes, e
sistemas de cultivo-criacdo, entre outros.

Neste contexto, a agroecologia rompe com o paradigma da agricultura convencional,
visto que a agricultura sobre as bases agroecoldgicas se apresenta mais ecoldgica e voltada na
I6gica do cuidado. A agroecologia € uma ciéncia que busca nutrir-se dos conhecimentos ja
acumulados historicamente pelos homens, onde a valorizacdo do conhecimento tradicional é
muito importante (GLIESSMAN, 2008).

Conforme Caporal e Costabeber (2004a), a agroecologia é uma ciéncia que proporciona
as bases cientificas, capaz de dar suporte a transicao a estilos de agriculturas sustentaveis. Neste
sentido, a agroecologia forma um novo paradigma ndo s6 na agricultura, mas na sociedade
como um todo ao propor um novo modelo produtivo que é racional e ecolégico (CAPORAL,;
COSTABEBER, 2004b).

Assim, para que 0s agroecossistemas adquiram equilibrio, sejam autossuficientes e mais
sustentaveis, a biodiversidade deve ser incrementada. Pois, a diversificagdo dos cultivos
incluindo as espécies nativas contribui com o equilibrio natural de controle em relacdo a

herbivoros, doencgas e plantas espontaneas, restaurando o controle natural ou bioldgico



(ALTIERI, 1999. Portanto, a diversidade da vegetacao nos sistemas de producédo contribui para
a manutencéo do agroecossistema equilibrado. Nesse sentido, o redesenho do agroecossistema
permite organizar a biodiversidade funcional, de forma a elevar a diversidade de plantas
(GLIESSMAN, 2007).

Nesse contexto, a utilizacdo de diversas plantas vem sendo recomendadas dentro dos
manuais destinados ao manejo de cultivos agroecolégicos. Dentre essas plantas pode se citar as
plantas bioativas, como estratégia tecnologica para a producao sustentavel de alimentos.

Tanto a diversificagdo do sistema quanto a utilizacdo das plantas bioativas apresentam
importantes funcdes contribuindo para o equilibrio do sistema. Essa diversidade pode e deve
ser utilizada a favor dos agricultores familiares (RAUBER, 2016).

2.2 CULTIVOS CONSORCIADOS NA AGRICULTURA DE BASE ECOLOGICA

O consorcio de plantas mostra-se como um dos métodos mais adequados para a pratica
da olericultura em moldes agroecol6gicos, pois sdo sistemas de cultivo onde ocorre o
crescimento simultaneo de duas ou mais espécies de plantas na mesma area, com objetivo de
permitir a interagdo benéfica (GLIESSMAN, 2000).

Possui inumeros beneficios, como o aumento da producdo por unidade de area em
determinado periodo de tempo, melhor distribuicdo temporal de renda, aproveitamento mais
adequado dos recursos disponiveis, diversificacdo da producdo (ALTIERI et al., 2002), além
da estabilidade econdmica e biologica, mostra-se promissor para o pequeno agricultor de paises
tropicais que usam baixo nivel técnico, menos terras ardveis, méo de obra abundante e menos
capital de investimento (ALTIERI et al., 2003).

Nos ultimos anos, muitos pesquisadores tém estudado a combinacdo de hortalicas com
companheiros medicinais, aromaticos, condimentares, repelentes de insetos, mostrando que a
introducdo dessas espécies em modelos de producédo agroecoldgica traz uma série de beneficios
guando do consércio (BRITO, 2018; CARVALHO et al., 2009; Oliveira et al., 2005; LUZ;
SHINZATO; SILVA, 2007). A medida que a diversidade aumenta, aumentam também as
oportunidades de coexisténcia e interagdes beneficas entre as espécies (ALTIERI et al., 2002).

O cultivo do tomateiro consorciado com plantas bioativas como o alecrim, tomilho,
manjericdo e coentro, revela-se como uma pratica promissora, para o produtor de hortaligas,
pois aumenta a biodiversidade funcional no sistema de produgédo, auxilia no controle de pragas,
além do mais, contribui para a sua multifuncionalidade do agroecossistema (FENG et al., 2011;
GARCIA etal., 2017; MAROUELLI et al., 2011; TRINGOVSKA et al., 2015).



Além da vantagem da diversificacdo ambiental, no que se refere a problemas
fitossanitarios, o consorcio do tomateiro com outras plantas pode ser uma alternativa para o
aumento da produtividade e lucro por unidade de area entre os pequenos agricultores, tornando-
se uma renda extra para o produtor (CARVALHO, 2009).

O manjericdo (Ocimum basilicum) é uma espécie aromética promissora para ser
utilizada em sistema de cultivos consorciados. Outra espécie que € possivel ser introduzida nos
modelos agroecoldgicos de producdo traz uma série de beneficios, mostrando-se promissoras
guando em consorcio com hortaligas € o Coentro (Coriandrum sativum) (BRITO, 2018; NETO,
2020; MATASYOH, 2009). O alecrim (Rosmarinus officinalis) e o tomilho (Thymus Vulgaris)
também sdo espécies que podem ser uma alternativa para o cultivo consorciado, além disso
possuem uma reconhecida capacidade de producdo de compostos secundarios (ALVES et al.,
2004), atividade antifungicas, pesticidas, antibacterianas e bioherbicida (CAZELLA et al.,
2019; LORENZETTI et al., 2018; MARTINS et al., 2009).

No momento atual, os maiores desafios das pesquisas envolve a selecdo de espécies a
serem plantadas em conjunto, a forma de manejo e a viabilizacdo desses sistemas na
produtividade de hortalicas. Poucos sdo os trabalhos envolvendo consorcio entre hortalicas,
principalmente com espécies medicinais como o alecrim, tomilho, manjericéo e coentro, sendo

essa uma area de pesquisa com grandes possibilidades.
2.3 OLEOS ESSENCIAIS

Entre as alternativas viaveis para o combate as pragas esta a utilizacdo de produtos a
base de moléculas de origem natural, como metabdlitos de plantas medicinais que agem em
outros organismos, sem efeitos adversos sobre 0s recursos naturais e sobre a satde do homem
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2014). Tais moléculas sdo produto do metabolismo especializado
das plantas, sintetizadas em sua grande maioria com funcdo de defesa vegetal. Esses moléculas
podem favorecer a sanidade da planta apresentando atividade antimicrobiana direta sobre o
agente patogénico ou induzindo mecanismos de defesa nas plantas tratadas (HENDGES, 2019;
STANGARLIN, 2011) como fitoalexinas, peroxidases e proteinas relacionadas a patogénese
(LUCAS, 2012).

Entre as substancias sintetizadas pelas plantas como metabodlitos secundarios,
encontram-se os constituintes dos OE que sdo caracterizados por serem uma mistura complexa
de substancias volateis lipofilicas, com baixa massa molecular, geralmente odoriferas e liquidas

(BAKKALLI et al., 2008). Em temperatura ambiente apresentam aspecto oleoso, tendo como



principal caracteristica a volatilidade, a qual, permitem que eles sejam absorvidos e rapidamente
eliminados do organismo através das vias metabolicas (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015).

De acordo com Miranda (2010) os OE sdo armazenados em estruturas especificas, como
pelos glandulares (Lamiaceae), canais oleiferos (Apiaceae), células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), bem como podem ser encontrados em
diferentes 6rgédos das plantas, como flores (rosas), folhas (eucalipto), cascas (canela), rizomas
(gengibre) e frutos(laranja).

Biologicamente, os OE, por serem volateis, desempenham um papel importante na
protecdo das plantas, tal como alelopatia, defesa contra herbivoros, microrganismos, protecdo
contra raios ultra-violeta UV, e atracdo de polinizadores ou animais dispersores de sementes
(FUMAGALI et al., 2008).

Caracterizados como compostos incolores, em geral sdo muito instaveis em presenca de
luz, calor e ar (PEREIRA, 2006). Isto posto, para que a eficacia de atuacdo das substancias
ativas dos OE sobre os microrganismos seja aplicavel, a microencapsula¢cdo bem como a
utilizacdo de sistemas emulsionaveis, € uma alternativa para proteger tais substancias destes
efeitos, minimizar odores, além de promover uma liberacdo controlada do composto ativo em
locais especificos (NEDOVIC et al., 2011).

2.3.1 COMPOSICAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O OE de uma planta, pode variar em gualidade, quantidade e composicdo, em funcéo
de parametros climaticos, fase de desenvolvimento da planta, época da colheita e método de
extracdo (MORAIS et al., 2009), interagcdes entre planta/planta, planta/ microrganismos,
plantas/insetos e, horario de coleta (DOURADO, 2012).

Quimicamente a estrutura dos OE é formada por uma mistura de diversas moléculas
organicas, como hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fenois, éteres, ésteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e
compostos de enxofre, os quais se dispdem em diferentes concentragcdes (MORAIS et al., 2009).
Geralmente dois compostos sdo os majoritarios que Ihes confere os sabores e odores proprios
seguido dos compostos tracos, denominados minoritarios (BRUM, 2014).

Os OE sdo principalmente constituidos de terpenos, substancias cuja origem
biossintética é o isopreno (2-metil-1,3-butadieno), provenientes da rota do acido mevalbnico ou
mevalonato, porém, ha alguns derivados do fenilpropandides. Sdo divididos em diferentes

subclasses, de acordo com o nimero de unidades de isopreno presentes em suas estruturas,



como: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) e, quando ocorre a adi¢do de elementos adicionais nas
suas estruturas, geralmente o oxigénio, sdo denominados terpenoides (MIRANDA, 2010;
CACCIONI E GUIZZARDI 1994; SOUZA; CAMPOLINA, 2021).

As plantas com maior teor de OE sdo as angiospermas dicotiledoneas, principalmente
as que pertencem as familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Myristicaceae, Piperaceae e Rutaceae, entre outras (SIMOES; PETROVICK, 2003).

Vale destacar que é de suma importancia o entendimento sobre 0 mecanismo de acao
dos OE, pois as substancias presentes em sua composicdo exercem altera¢fes funcionais da
estrutura celular dos fungos fitopatogénicos (COSTA et al., 2011). Sobre as bactérias, ocorre a
degradacdo da parede celular, que com o rompimento desta barreira permeavel, sao
comprometidas suas funcgdes celulares, incluindo regulacdo metabdlica e manutencao do estado
energético (NAZZARO et al., 2013). Para os fungos, os OE podem ainda afetar a barreira de
protecdo dos esporos ou agir antes da sua formagao, promovendo o desenvolvimento anormal
e/ou rompimento dos tubos germinativos (DANTIGNY; NANGUY, 2009).

2.4 A CULTURA DO TOMATEIRO

Do ponto de vista da producédo e comercializa¢do, bem como da geracdo de empregos e
renda, o tomate (Solanum lycopersicum) ocupa posicao de destaque (OLIVEIRA, 2017). E uma
das principais olericolas comercializadas, visto que, ocupa o segundo lugar em importancia
econbmica entre as hortalicas no Brasil, ficando atras somente da batata (PEIXOTO et al.,
2017).

O tomate com finalidade industrial deve ter controle das condices fitossanitarias mais
rigidas por ser mais suscetivel a incidéncia de pragas e doencas por causa do seu cultivo rasteiro
(FAYAD; COMIN; BERTOL, 2016). Os tomates in natura, denominados tomates de mesa,
necessitam de tratos culturais incluindo o estaqueamento ou tutoramento (FILGUEIRA, 2008).
Os principais grupos de tomates para consumo sdo: Santa Cruz, Salada, Cereja e Italiano
(EMBRAPA, 2018). Embora seja reconhecido que essas duas modalidades basicas de cultivo
incluam tomates produzidos para distintos fins, diferindo consequentemente em termos de
procedimentos de cultivo, indices técnicos e rendimento, os dados nacionais disponiveis em
nivel de municipio abrangem a producéo brasileira de tomate, sem diferenciagdo em termos de

finalidade, sistema de producéo ou cultivar (BRITO, 2018).



O tomate (Solanum lycopersicum) esta presente na mesa da populacéo Brasileira nas
formas in natura, molho e extratos. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE 2020), a producédo comercial de tomate esta distribuida em 24 (vinte e quatro)
unidades da federacdo, e a estimativa da producdo brasileira é de 3,7 milhdes de toneladas. Os
cinco maiores estados produtores sdo: Goids, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e Parand, que
respondem por cerca de 78% do total nacional. O Parand se encontra em quinto lugar no ranking
nacional com 229 mil toneladas ou 6% do total produzido.

Segundo os dados do DERAL/SEAB 2020, o tomate ¢ um alimento importante
nutricionalmente e com alta concentracao de licopeno, que € um poderoso antioxidante, capaz
de proteger as células do nosso organismo, contra efeitos nocivos do excesso de radicais livres,
reduzindo assim o risco de muitas doencas. O Brasil € um tradicional produtor e no mesmo
periodo a producdo estimada foi 4,1 milhdes de toneladas, 10° lugar no ranking mundial. Os
quatro maiores produtores mundiais s&o China, india, EUA e Turquia, e juntos sao responsaveis
por 55% do total mundial produzido.

Além de sua importancia econdmica, o tomate é uma hortalica que possui grande valor
nutritivo, é rico em vitaminas A e E, sendo fonte de licopeno, acido félico, flavonoides e
potéssio (SCHWARZ et al., 2013).

2.4.1 Fitossanidade da Cultura do Tomateiro

Apesar do cenario favoravel da producdo brasileira, o tomaticultor enfrenta grandes
problemas de pragas e de doencas que dificultam o manejo da cultura. Como ndo hé cultivares
de tomateiros resistentes a maioria das doencas e ao ataque de pragas, a medida mais utilizada
para o controle tem sido aplicacdo de fungicidas e de inseticidas, 0 que acarretam aumento de
custos levando a contaminacdo dos frutos, oferecendo riscos a salde de agricultores e
consumidores (SILVA, 2019; VELOSO, 2016; VISMARA, 2019). Ocasiona o desequilibrio
ecologico do ambiente, com a eliminacdo dos inimigos naturais e perda de biodiversidade, além
do desenvolvimento de pragas resistentes (CHABOUSSOU, 2006; LENGAI; MUTHOMI,
MBEGA, 2020).

A tomaticultura convencional tem figurado dentre as culturas de maior demanda por
fertilizantes e agrotoxicos (ANVISA, 2020). O impacto dos agrotdxicos no meio ambiente ndo
é repassado ao valor do produto, mas sim um custo absorvido por toda a sociedade.

O controle alternativo de fungos fitopatogénicos tem sido um tema amplamente

discutido no contexto atual. Muitos produtos naturais, entre 0s quais 0s extratos e os OE de



plantas medicinais, condimentares e aromaticas, apresentam potencial para o manejo de
doencas de plantas (JIMENEZ-REYES et al., 2019; SIMON et al., 2016).

Portanto, conclui-se que as espécies vegetais podem ser uma fonte muito rica na
producdo de bioherbicida, ou biofungicida, que auxilia no sistema de cultivo. Além disso, séo
baratos, disponiveis localmente, ndo tdxicos, e sdo facilmente degradaveis (JANTASORN et
al., 2016). A crescente demanda mundial por insumos menos toxicos e alimentos livres de
residuos de pesticidas justifica a busca por fungicidas alternativos visando o controle de
doencas de plantas na agricultura (BETTIOL et al., 2004; KOBAYASHI; AMARAL, 2018;
MAIA; DONATO; FRAGA, 2015).

O tomateiro destaca-se por apresentar amplo historico de problemas fitossanitarios,
responsaveis por perdas significativas na producdo (MAZON, 2016). Sendo que as principais
doencas sdo causadas por virus, bactérias, fungos e nematoides (KUROZAMA & PAVAN,
2005a).

2.4.1.1 Septoria lycopersici

Dentre as doencas do tomateiro tem destaque a septoriose, causada pelo fungo Septoria
lycopersici Speg. A doenca ocorre praticamente em todas as regides produtoras de tomate do
mundo, sendo mais comum em épocas quentes e chuvosas (PEREIRA et al., 2013). O fungo
produz conidios hialinos, longos, finos, com trés a nove septos em conidioforos curtos de 60 a
120um e largura de 2 a 4pm, que se formam no interior de estruturas denominadas picnidios,
globosos, ostiolados e escuros. A massa conidial desse fungo apresenta coloracdo rosada,
salmao ou marrom-escura. O micélio é hialino, ramificado e septado (LOPES e AVILA, 2005).

A doenca ocorre inicialmente nas folhas baixeiras logo apds o inicio da frutificagdo, mas
também pode ocorrer nos peciolos, caule e flores da planta, mas raramente nos frutos.
Inicialmente os sintomas aparecem na face inferior das folhas na forma de pequenas manchas
encharcadas de formato circular a eliptico, medindo de 2 a 3 mm de didmetro. A medida que a
doenca se desenvolve, as lesdes adquirem colora¢do marrom acinzentada no centro com bordas
escurecidas e halo amarelado estreito ao redor, podendo atingir até 5 mm de didametro. Em
ataques severos as lesdes coalescem, as folhas amarelecem, secam e caem. Com o passar do
tempo a doenca pode progredir de forma ascendente na planta, iniciando nas folhas baixeiras
em direg&o as folhas mais novas, causando severa desfolha da planta (CABRAL et al., 2013).

A septoriose é favorecida por periodos de alta umidade, temperaturas moderadas e

longos periodos de molhamento foliar. As temperaturas consideradas 6timas para infeccao e



evolucdo da doenca variam de 16 a 28 °C (6tima de 25 °C). Para que o fungo possa infectar as
plantas, é necessaria umidade relativa acima de 90% por um periodo minimo de 48 a 72 horas.
Os conidios sdo liberados dos picnidios em condi¢des de alta umidade, formando cirros,
aglutinados entre si por uma substancia mucilaginosa que é dissolvida quando em contato com
agua, dispersando assim os conidios que passam a ser disseminados pelo impacto das gotas de
agua da chuva ou da irrigacdo (LOPES et al.,2005).

Os primeiros sintomas da doenca sdo observados de 6 a 7 dias ap0s a inoculagcdo. A
principal via de sobrevivéncia do patdgeno sdo os restos de cultura. A sua disseminagao
geralmente ocorre por sementes e por mudas infectadas, acdo de ventos, respingos de agua de
chuvas e de irrigacéo etc (KUROZAMA & PAVAN, 2005 a).

O manejo da doenca se faz através de mudas sadias, eliminando restos de cultura, plantas
voluntarias e lavouras velhas. O controle da septoriose é realizado comumente com a aplicacéo
foliar de fungicidas de contato e sistémicos, muitas vezes ja utilizada no controle da pinta preta
e da requeima (PEREIRA, 2013).

2.5 INDUCAO DE RESISTENCIA

Constantemente as plantas passam por diversas situacGes de estresse e conseguem
expressar respostas de defesa com objetivo de retornar ao metabolismo normal (SOARES;
MACHADO, 2007). Independente da chegada do patégeno ao sitio de infecgdo, as plantas
naturalmente possuem uma resisténcia baseada em barreiras e mecanismos de defesa ja
existentes (BARROS et al., 2010). Além disso, as plantas possuem outros mecanismos de
defesa que permanecem inativos ou latentes, sendo ativados e expressados ap0s serem expostas
a agentes de inducdo (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

Essa inducdo resulta em diferentes alteracGes fisiologicas e metabolicas que estdo
correlacionadas com mudangas na atividade de enzimas chaves nos metabolismos primério e
secundario. Dentre os mecanismos de defesa da planta que podem ser ativados destacam-se as
enzimas, como a peroxidase, envolvida no processo de lignificacao celular, polifenoloxidase
que transforma fenois em quinonas tdxicas aos microrganismos, e fenilalanina amonia-liase,
enzima precursora da sintese dos fenilpropanodides envolvidos na defesa vegetal
(LORENZETTI et al., 2018; RESENDE et al., 2003).

Embora haja varis pesquisas visando o desenvolvimento de técnicas economicamente

viaveis para inducdo de resisténcia, varias etapas das cadeias de respostas quimicas ainda séo



desconhecidos. Nesse contexto produtos naturais para controle de patdgenos de plantas tém
sido topicos de vérias revisdes. Muitos compostos naturais assim como extratos de plantas, e
OE com propriedades bactericidas e fungicidas, e atividade fungitoxica ja foram descritos na
literatura (ABDOLLAHI et al., 2011; ANTONIO et al., 2013; KARPINSKI, 2020; BONALDO
et al., 2004). A inibicdo do desenvolvimento de fungos pode ser tanto por sua acdo direta,
inibindo o crescimento micelial e a germinacgéo de esporos, quanto pela indugéo de resisténcia
a diversos patogenos (DEUS et al., 2011; PERINI et al., 2011; SEIXAS et al., 2011; GARCIA
etal., 2012; PASSOS et al., 2012). Sdo produtos que apresentam uma meia-vida curta ja que as
estruturas quimicas estdo presentes na natureza e sdo, portanto, de facil degradacéo (WILLETT
etal., 2019).

Vismara (2019) em seu estudo avaliou os OE de citronela (Cymbopogon sp. Spreng.),
guacatonga (Casearia sylvestris Sw.), melaleuca (Melaleuca sp. L.), patchouli (Pogostemon sp.
Benth.) e pitangueira (Eugenia uniflora L.), onde mostrou o potencial dos mesmo no controle
alternativo de Botrytis cinerea in vitro e na inducdo de resisténcia em morangos ao mofo
cinzento em pdés-colheita. Segundo a autora a identificacdo quimica dos componentes dessas
plantas fornecem subsidios para a prospeccdo de novos produtos naturais, como também, para
adocdo de praticas alternativas de manejo.

Diante do exposto, 0 estudo de enzimas, sejam elas enzimas antioxidativas ou
relacionadas a patogénese, é fundamental na fitopatologia, visto que, praticamente, todas as
respostas da planta envolvem processos metabélicos, os quais sdo regulados por diversos
complexos enziméticos (BROETTO, 2014). A esses processos inclui-se a resisténcia sistémica
induzida, a qual possibilita o surgimento de novas estratégias de controle e manejo de doencas.
A aplicacdo dessa nova tecnologia reduz o uso dos defensivos tradicionais, o que vem de
encontro com a preocupacdo mundial no que diz respeito a preservacdo do meio ambiente e
reducdo da poluicdo (BARROS et al., 2010).

Mudangas na atividade da enzima peroxidase tém sido correlacionadas a resposta de
resisténcia ou suscetibilidade em diferentes patossistemas, atuando na oxidacdo de
componentes da parede celular numa agdo preventiva contra a penetracdo de patdgenos
(STANGARLIN et al., 2011).

Para Araujo e Menezes (2009) e Kuhn (2006) o grupo de peroxidases sdo bastante
estudadas por apresentarem papel importante na defesa das plantas contra fitopatogenos e na
maioria dos casos 0 aumento de sua atividade esta relacionada com a reducéo da severidade da
doenca. As peroxidases, classificadas como proteinas relacionadas & patogénese, pertencentes

a familia PR-9 (PASSARDI et al., 2005).atuam no processo de lignificacdo das células vegetais



sendo essenciais para a formacédo da lignina, a qual pode afetar o desenvolvimento flngico, seja
através de bloqueio fisico, tornando as paredes celulares mais resistentes a penetracéo
mecanica, seja pela reducdo da difusdo de nutrientes para o fungo, bem como de toxinas e
enzimas fungicas para a planta(LORENZETT] et al., 2018).

As polifenoloxidases também estdo associadas a respostas de defesa das plantas, sendo
geralmente elevadas em tecidos infectados. Tanto as peroxidases como as polifenoloxidases
lideram a degradacéo oxidativa de compostos fendlicos como mecanismo de defesa (Barros et
al., 2010). Segundo Araujo e Stadnik (2013), as plantas resistentes apresentam atividade de
peroxidase mais elevada quando em comparacdo com plantas suscetiveis, em geral associada
ao rapido reconhecimento da presenca do patdgeno e da ativacdo de defesas eficazes contra o
invasor.

A polifenoloxidase € uma importante enzima para as plantas e geralmente esta presente
em alta concentracdo em tecidos infectados. Sua acdo ocorre através da hidroxilagcdo de
monofendis para o-difendis e entdo para quinonas. A provavel importancia da atividade da
polifenoloxidase esta na propriedade de oxidar compostos fenolicos para quinonas, que para 0s
microrganismos sdo mais toxicas que o fenol original (AGRIOS, 2005; CAMPOS; SILVEIRA,
2003).

As polifenoloxidases permanecem intracelularmente, em sua grande maioria em estado
inativado, dentro dos tilacoides nos cloroplastos, separadas dos compostos fendlicos, que estdo
compartimentalizados nos vacuolos, mas pequena parte pode estar extracelularmente na parede
celular (MAYER; STAPLES, 2002; TRAN; TAYLOR; CONSTABEL, 2012). A medida que
ocorre a ruptura da célula ocasionada por ferimentos, acdo de insetos ou patégenos, ou ainda,
senescéncia, as polifenoloxidases sdo liberadas e iniciam o processo de oxidagao dos compostos
fendlicos (MOHAMMAD e KAZEMI, 2002; THIPYAPONG et al., 2004).

No processo de defesa celular, em especifico, na a¢do contra fitopatdgenos, a enzima é
liberada dos tilacoides ap06s a ruptura da célula pelo processo de penetracdo do patégeno,
oxidando os compostos fendlicos que também s&o liberados dos vacuolos, produzindo quinonas
(THIPYAPONG et al., 2004), que apresentam acdo antimicrobiana (LIU et al., 2005;
MOHAMMAD e KAZEMI, 2002). As polifenoloxidases também participam do processo de
lignificacdo durante a invasdo do patégeno (JUNG et al., 2004; MOHAMMAD e KAZEMI,
2002).

A fenilalanina aménia-liase ¢ uma enzima de elevada importancia nas reagbes do
metabolismo dos compostos fenolicos, responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina,

transformando-a em &cido trans-cindmico e amdnia, desencadeando reacdes metabolicas que,



por sua vez, geram produtos baseados em fenilpropanos, incluindo a lignina (STANGARLIN
etal., 2011b)

Sua atividade pode ser reguladora da biossintese de fitoalexinas derivadas dos
fenilpropandides (PASCHOLATI, 2011) e induzida pela suplementacéo exdgena de eliciadores
como o &cido salicilico e o metil jasmonato (YAO; TIAN, 2005). Envolvida na resisténcia a
pragas e patdgenos, a fenilalanina amonia-liase € uma enzima chave para todas as vias de sintese
de compostos fendlicos. Sua producdo ocorre durante o crescimento vegetal, sendo também
induzida em células vizinhas a infec¢do por varios estimulos como ferimentos, infeccéo, luz,
reguladores de crescimento e contaminagao por metais pesados (RAHMAN; PUNJA, 2005).
Diferentemente das polifenoloxidases e peroxidases a fenilalanina amonia-liase atua sobre um
substrato especifico, a fenilalanina, porém é codificada por maltiplos genes, podendo ter varias
combinacgbes entre 0s mondmeros da enzima, cuja combinacdo depende do indutor (DIXON;
PAIVA, 1995).

2.6 PLANTAS BIOATIVAS UTILIZADAS

As plantas bioativas teste constituiram quatro espécies de ocorréncia comum no
Territorio da Cantuquiriguacu, sendo o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), tomilho (Thymus
vulgaris L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.) e coentro (Coriandrum sativum L.) sendo todas
espécies cultivadas. Essas espécies sao comumente cultivadas em hortas, podendo ter diferentes
usos, como por exemplo a utilizacdo em rotacdes de cultura, em consércios ou com a utilizacao
de seus derivados (BRITO, 2018; COSTA et al.,, 2019; FRANCIO, 2020; REGINA;
GHERARDI, 2020; SIMON et al., 2016).

2.6.1 Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

O alecrim é uma planta medicinal da Familia Lamiaceae, subarbusto de origem
Europeia, com folhas estreitas e pequenas, com forte fragrancia, e flores azuis, também
conhecida como rosmarim ou rosa marinha. O OE de alecrim é obtido de todas as partes da
planta (BARACUHRY et al., 2014), e é constituido por uma mistura de componentes volateis o
que caracteriza o odor tipico, entre eles estdo principalmente o 1,8- cineol, a-pineno e a canfora
(BARATTA etal., 1998; SOYLU; KURT; SOYLU, 2010).

As propriedades terapéuticas presentes em seu OE apresentam atividade antisséptica,
antifingica, inseticida, antioxidante, adstringente, antimicrobiana, anti-inflamatoria e
antitumoral (FONSECA, 2012; RASKOVIC et al 2014).



2.6.2 Tomilho (Thymus vulgaris L.)

O tomilho também conhecido por arc¢d, arcanha, erva urso e timo, é uma planta da
familia Lamiaceae que compreende 150 géneros, com cerca de 2800 espécies distribuidas em
todo 0 mundo, nativa do Mediterraneo (JAKIEMIU et al., 2010).

Segundo Correia (1984), o tomilho é classificado como um subarbusto de ciclo perene
cuja altura pode variar entre 10 e 30 cm, muito aromético, possui caules lenhosos, eretos ou
ascendentes. Suas folhas sdo pequenas, lanceoladas ou lineares, e com flores pequenas de
coloracdo rdsea ou esbranquicada. OE de flores e folhas de tomilho apresenta timol e carvacrol
como componentes majoritarios e grande concentracdo de terpenos, sesquiterpenos e
hidrocarbonetos alifaticos (LORENZETT] et al., 2018).

Apesar de ser um composto fendlico, o timol € considerado terpendide, mais
especificamente um monoterpeno, devido a via biossinética de que se origina, isso permite uma
gama de propriedades medicinais, como agdo antisseptica, antifungica e bactericida de seus
componentes, e ainda a aromatizacao de alimentos na industria alimenticia (PORTE; GODOQY,
2001).

2.6.3 Manjericao (Ocimum basilicum L.)

O manjericdo pertence & familia Lamiaceae é originaria da india, e ganhou espaco na
Asia, Africa, América, e inclui mais de 150 espécies e variedades. Devido aos OE compostos
por monoterpenos, sesquiterpenos e compostos fenodlicos, possuem fortes propriedades
aromaticas (AKLADIOUS, 2015; TROMBETTA, et al., 2005). E conhecido popularmente
como alfavaca, alfavaca-doce, manjericdo-doce, manjericdo-de-flor- branca, manjericéo-de-
folha-larga, manjericdo-dos-cozinheiros, manjericdo-de-molho, manjericdo-grande, remédio-
de-vaqueiro e erva-real. E um arbusto de ciclo anual, porém, pode ser cultivado como perene,
com caule herbaceo ereto, e com vérias ramificacdes, apresenta flores brancas, réseas ou lilas
(CLEMENTE, 2013). O manjericdo é cultivado em regides subtropicais e regides temperadas.
Sua propagacao pode ser por sementes ou estacas (SILVA, 2019).

Existem alguns trabalhos que relatam o uso do OE de manjericdo (Ocimum basilicum)
com diferentes finalidades como repelente, na a¢do e na inibi¢do do desenvolvimento micelial
e esporulacdo de fungos patogénicos, na medicina popular como antiespasmaddico, anti-
inflamatdrio e calmante, sendo que todos essas a¢des ocorrem ao efeito inibidor do linalol sobre
as ligacgdes glutamato (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006).

O género Ocimum possui compostos aromaticos como metil eugenol, linalol e,

principalmente, eugenol, que sdo os constituintes mais importantes do OE de manjericéo



(NETO, B.P, 2020). Seus constituintes quimicos sao derivados principalmente de terpendides
como monoterpenos e sesquiterpenos e fenilpropanos (MIRANDA et al., 2016)

Vieira et al. (2012) trabalhando com consoércio de alface e manjericdo observaram
valores maiores que 1,0 para a razdo de area equivalente, indicando a viabilidade deste
consorcio. Hendges et al. (2019) estudando o consorcio de couve com espécies aromaticas
condimentares, observaram que o consorcio de couve e manjericdo (Ocimum basilicum)

possibilitou a obtencdo de um uso de eficiéncia de terra de 1,06, o que viabilizou o consorcio.

2.6.4 Coentro (Coriandrum sativum L.)

O coentro planta da familia Apiaceae, € uma hortalica folhosa aromatica, condimentar
gue também apresenta propriedades medicinais, seno cultivado em praticamente todos 0s paises
do mundo, principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Destaca-se por sua adaptacdo
aos diversos tipos de cultivo, tais como 0s sistemas convencional e organico, cultivo protegido,
fertirrigado e hidroponia. (REIS; LOPES, 2016). Conhecido como salsa-mexicana ou
coriandro, é uma cultura anual, cultivada no inverno ou verao, dependendo das condicdes
climaticas. Sua propagacao ocorre atraves da semente (CLEMENTE, 2013), também utiliza-se
seus frutos e suas folhas.

A palavra “coentro” deriva do grego koéris (Koriandron) que significa percevejo
(CORREA, 1984) devido ao acentuado aroma das folhas, flores e sementes. Trata-se de uma
erva anual, glabra, com a raiz pivotante do tipo fusiforme e que pode atingir alturas que véo de
30 a 60 cm na fase vegetativa e até 140 cm durante a floracdo. A espécie possui caule ereto e
simpodial. Os galhos possuem coloracéo verde, podendo se tornar violeta durante a época da
floracdo, e terminam com uma inflorescéncia.

Neto (2020) afirma que a consorciagdo de coentro com outras espécies traz
diversificacdo produtiva e econébmica, 0 que pode ser benéfico devido a sazonalidade do
mercado bem como a um maior aproveitamento da area. Oliveira et al. (2005), trabalhando com
0 consorcio de coentro e alface, observaram que a combinagdo das duas culturas foi mais
vantajosa do que seus monocultivos. Resende et al. (2010), verificaram melhores indices de
equivaléncia de area cultivada em consorcio de coentro e couve. Do mesmo modo (OLIVEIRA
2019; GRANGEIRO et al., 2008) também observaram vantagem agroeconémica em consorcio
de coentro e rabanete, demonstrando ganhos na produtividade do consorcio em relagdo ao

monocultivo.



3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal
da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul — PR, e na casa de vegetacao localizada na area
experimental da institui¢do. O municipio de Laranjeiras do Sul, estd localizado a 25°40° de
latitude Sul, 52°42’ de latitude Oeste, e altitude de 841 metros. A temperatura média anual em

Laranjeiras do Sul é 17,4 °C, com pluviosidade média anual de 1800 mm.

3.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DO ISOLADO

O fungo Septoria lycopersici foi obtido de plantas de tomateiro com sintomas de
septoriose, em propriedades rurais no municipio de Laranjeiras do Sul-PR, e isolado no
laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Federal da Fronteira Sul. Pequenos fragmentos de
folha foram removidos contendo a lesdo e submetidos a assepsia com etanol 50% por 30
segundos, em seguida submergidos em solucdo de hipoclorito de sédio a 1% por mais 30
segundos e finalmente foram submetidos por trés lavagens em agua destilada estéril. Apds o
processo de assepsia, os fragmentos de folha foram depositados em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA, vedadas com papel filme e mantidas em camara BOD a 25 °C. O isolado
obtido foi cadastrado no Sistema de Gestdo de Patrimdénio Genético e de Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) com nimero A1C697A.

3.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Nos experimentos foram avaliados os OE de alecrim, tomilho, manjericdo e coentro Os
OE foram adquiridos da empresas Laszlo®. Foram avaliados nas concentragdes de 0, 0,1%,
0,5% e 1%. Para o preparo das dilui¢des foi utilizada agua destilada contendo Tween-20 a 0,1%.

3.3 ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os éacidos graxos e terpenos presentes nas amostras foram identificados utilizado

cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massa, marca Shimadzu, modelo GCMS-



QP2010 Ultra, equipado com coluna capilar de silica fundida DB 5 ms (5% difenil, 95%
dimetipolisiloxano) de 30 m com didmetro interno de 0,25 mm e espessura de filme de 0,25
um. Foi usado hélio como gas de arraste, numa velocidade linear de 43 cm s™. As condicdes de
operacdo foram: injetor no modo Split (1:5) com temperatura de 210 °C; interface em 210 °C;
temperatura programada da coluna: temperatura inicial 50 °C mantida por 1 minuto,
aquecimento numa taxa de 5 °C min até 130 °C, aquecimento numa taxa de 7 °C min! até 183
°C e mantida por 10 minutos, agquecimento numa taxa de 10 °C min* até 210 °C mantida por 5
min. O espectrdmetro de massa foi ajustado para varredura de 35 a 500 m/z. Foram injetados 2
ML de cada amostra de maneira manual. Os compostos foram identificados através da
comparacdo do espectro de massa usando as bibliotecas NIST11 e NIST11s.

A concentracdo utilizada de cada OE foi de 20 uL. em 10 mL de hexano, e a diluigdo em
100 pL da concentragdo em 1,9 ml de hexano. A identificacdo dos componentes das amostras
analisadas foi realizada pela comparacdo de seus espectros de massas com os dados de
referéncia a partir da base de dados do equipamento.

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os testes in vitro da acdo de OE de plantas biotivas sobre a germinacdo de conidios de
isolados de S.lycopersici ocorreram em meio agar-agua (agar a 2%) (AA), nas concentracdes
de 0, 0,1%, 0,5% e 1% dos OE de alecrim, tomilho, manjericéo e coentro.

Para 0 método direto os OE foram incorporados ao meio de cultura AA, e apos
depositados 1 mL sobre a lamina de microscopia, com o auxilio de uma pipeta. As laminas
foram mantidas em placas de Petri. Apos a solidificacdo dos meios, as ldaminas receberam a
deposi¢do de 0,35 uL da suspensdo de esporos. Para o método indireto, os OE foram aplicados
em pequenos fragmentos de gaze (4 cm?), fixados na parte interna da tampa das placas de Petri,
sem o contato direto com 0S esporos.

As placas foram mantidas em camara tipo BOD por 24 horas a 25° C e auséncia de luz,
considerados conidios germinados aqueles que apresentaram tubos germinativos maiores que o
menor didmetro do esporo. Foram avaliados 50 esporos para cada repeticdo. O delineamento
foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes em esquema fatorial 4 x 4 (6leos essenciais

de quatro espécies em quatro concentracdes cada). Também foram avaliados o tamanho dos



tubos germinativos dos esporos germinados através da medicdo de 8 tubos germinativos por

parcela.

3.5 AVALIACAO IN VITRO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO ISOLADO DE
S.lycopersici SOB ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os testes in vitro da acdo de OE sobre o crescimento micelial de S. lycopersici, foram
realizados em meio BDA, nas concentragdes de 0, 0,1%,0,5% e 1% dos OE alecrim tomilho,
manjericdo e coentro. Os OE foram incorporados ao meio de cultura BDA ap0s a aotoclavagem
e antes de serem vertidos para placas de Petri. O delineamento foi inteiramente casualizado com
quatro repeticdes em esquema fatorial 4 x 4 (OE de quatro espécies em quatro concentracdes
cada). Uma hora apds o meio ter sido vertido, um disco da cultura com 5 mm de diametro,
contendo micélio do fungo, foi retirado de col6nias com sete dias de cultivo em BDA e
transferido para o centro de placas, as quais foram vedadas com filme pléastico e incubadas a
25°C em escuro. As avaliacGes foram realizadas por medicGes (média de duas medidas
diametralmente opostas) usando-se paquimetro digital para medir o didmetro das col6nias,
totalizando 3 épocas de avaliacdo, com diferenca de 7 dias entre cada uma, momento em que
as coldnias fangicas apresentaram colonizagdo de cerca de 3/4 da superficie do meio de cultura.

Com base nos dados obtidos, foi calculada a area abaixo da curva de progresso do

crescimento micelial (AACCM), utilizando-se a seguinte formula:

AACCM =X [(Yi+ Yi+1). 2 -1. (Ti+1 -Ti)], onde:
AACCM = area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial;
Yi = incidéncia na época da avaliacdo, e

Ti = idade da planta na época da avaliacao.

3.6 EXPERIMENTO DE PROTECAO EM PLANTAS COM CONSORCIOS

Para os experimentos em casa de vegetacdo foi utilizada a cultivar de tomateiro Santa
Cruz Kada, por ser comumente utilizada por agricultores embora seja suscetivel as principais
doencas da cultura. As mudas foram produzidas em bandejas de poliestireno de 200 células,
contendo substrato comercial Plantmax®. Aos 30 dias apds a semeadura as mudas foram

transplantadas para vasos, com capacidade para 10 litros, nos quais foram utilizados como



substrato a mistura de solo, areia e himus de minhoca na propor¢édo de 3:1:1 v/v/v. As plantas
bioativas foram transplantadas juntamente com as plantas de tomateiro, sendo mantidas em
cada vaso uma planta bioativa e uma planta de tomateiro, distanciados aproximadamente 12
cm.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticdes onde cada repeticdo consistiu-se de um vaso contendo uma planta de tomateiro e
uma planta bioativa. Foram avaliados cinco tratamentos, sendo as quatro espécies plantas
bioativas mais uma testemunha (sem planta bioativa). Foi utilizada uma protecéo plastica entre
0s vasos para evitar interferéncia entre as parcelas. Aos 30 e 60 dias apds o transplante foi
medida a altura das plantas de tomateiro com auxilio de trena. Também foi realizada a colheita
dos frutos, por ocasido da maturacao, para quantificacdo, avaliacdo de peso. Amostras de folhas
do terco médio das plantas foram coletadas 30 dias apds o transplante. Essas amostras foram

congeladas e armazenadas a -20 °C para analises bioquimicas.
3.7 EXPERIMENTO DE PROTE(;AO EM PLANTAS COM OLEOS ESSENCIAIS

Em outro experimento em casa de vegetacao foi realizada a avaliacdo da acdo protetora
dos OE contra S. lycopersici em plantas de tomateiro.

Esse experimento foi realizado nos moldes do anterior, mas nesse caso, foram realizadas
aplicacdes dos OE de manjericdo, alecrim, tomilho e coentro na concentracdo de 0,5%, e ndo
foram utilizados consércios com as plantas bioativas.

Cada OE foi diluido em &gua destilada com o tensoativo hidrofilico Tween® 20 a 0,1%.
Os tratamentos foram aplicados por aspersdo até ponto de escorrimento, nas plantas com 30
dias de transplantio. A testemunha teve apenas agua com Tween®20 a 0,1%. Utilizou-se
protecdo plastica individual para cada repeticdo. Houve infecdo natural com S.lycopersici
devido a presenca de plantas sintomaticas em area préxima ao experimento.

Durante a conducdo dos experimentos foi realizada a avaliagdo da incidéncia e
severidade de doencas na cultura do tomateiro. As avaliacbes foram realizadas 7 dias apos
aspersdo dos 6leos, foram contabilizadas as folhas que apresentavam sintoma de doenca flngica

foliar com auxilio de escala diagramatica (JAMES, 1971).
3.8 ANALISES BIOQUIMICAS

Para realizagdo das analises bioquimicas, as amostras de tecido foliar, foram coletadas

aos 30 dias apds plantio nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas. Armazenadas separadamente



em temperatura de refrigeracdo, e posteriormente homogeneizadas em 4 mL de tampé&o fosfato
0,01 M (pH 6,0) contendo 1% (p/p) de PVVP (polivinil-pirrolidona), em almofariz de porcelana.
O homogeneizado foi centrifugado a 14.500g durante 20 min a 4°C. O sobrenadante obtido,
considerado como extrato enzimatico, foi utilizado para a determinacdo da atividade
enzimatica. Todo material empregado ficou mantido sob refrigeracdo. Foram avaliadas
substancias relacionadas a defesa das plantas, como enzimas peroxidases, polifenolxidases e
fenilalanina amonia-liase.

A atividade das polifenoloxidases foram determinadas conforme a metodologia
proposta por Duangmal e Apenten (1999). Para tanto, o substrato para enzima foi composto por
catecol, na concentracdo de 20 mM, dissolvido em tampéo fosfato de potéssio 100 mM (pH
6,8). A reacdo foi conduzida misturando-se 900 pL do substrato ¢ 100 pL do extrato enzimatico
sequida de leituras em espectrofotdmetro, a 420 nm. As leituras foram realizadas de forma
direta por um periodo de 2 min. Os resultados foram expressos em absorbancia min™ mg de
proteina™,

A atividade de peroxidases foi determinada pela medida da conversdo do guaiacol 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 peréxido de hidrogénio
P.A., 12,5 ml de guaiacol a 2% e 87,5 ml de tampao 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 amonia-liase consistiu da diferenga entre a
absorbancia da mistura contendo amostra e do controle (100 pL de extrato enzimatico e 900 pL.
de tampdo Tris-HCI 0,025 M (pH8,8), a qual foi plotada em curva padrdo para acido trans-
cindmico e expressa em mg de &cido trans-cinamico h™* mg proteina™.

O conteudo de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976). Para
isso, foram homogeneizados 600 pL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0), 200 pL do extrato
enzimatico e 200 uL de reagente de Bradford (250 mg de corante Coomassie Brilhant Blue G-
250, 125 mL de &cido fosférico (H3PO4) e 125 mL de agua destilada). A determinacdo do
conteddo de proteinas foi realizada através da leitura da absorbancia a 595 nm em
espectrofotdbmetro. Cada amostra foi formada por trés réplicas. A cubeta de referéncia foi
constituida de 800 uL de tampéo fosfato 0,01 M (pH 6,0) e 200 pL do reagente. A absorbancia
foi plotada em curva padrdo para proteina. Os resultados foram expressos em mg proteina™ mL

amostra™.



4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticGes para a avaliacdo de atividade antifingica e antibacteriana, e cinco
repeticdes para andlise da protecdo em plantas. Os resultados foram submetidos a testes de
homogeneidade e normalidade, sendo realizada a transformacéo dos dados quando pertinente.
Em seguida os dados foram submetidos a analise de variancia e andlise de regressdo nos
experimentos com diferentes concentracdes de OE, ou teste de Tukey a 5% de probabilidade
na comparacgdo entre plantas bioativas. As andlises foram realizadas com auxilio do sistema
computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Em relacdo a composicdo quimica, no OE de manjericdo foram identificados 10

compostos, ressaltando-se que os majoritarios foram beta-linalol (46,66%), 1,8- cineol ou
eucaliptol (23,55%), canfora (11,91%) e cumeno (4,90%). No OE de de Alecrim alfa-pineno
(24,92%), eucaliptol (24,39%), canfora (22,54%) e canfeno (10,37%).

Para o OE de Coentro foram reconhecidos nove compostos, sendo como majoritarios o
beta-linalol (46,10%), cis-2-decenal (16,16%), trans-2- decenol (11,87%) e aldeido caprico
(7,18%). Tomilho, foi identificado a presenca de oito composto, cimeno (51,14%), timol
(16,06%), canfeno (11,65%), e 2- hidroxi-p-cimeno (10,04 %). Na (Tabela 1) estdo

apresentados os resultados.

Tabela 1. Perfil dos composto dos dleos esséncias de manjericdo (Ocimum basilicum), alecrim

(Rosmarinus officinalis), tomilho (Thymus vulgaris) e coentro (Coriandum sativum).

Perfil dado pela area relativa de cada composto (média +

sd)
Tempo de Formula Nome
retencéo Alecrim Coentro Manjericéo Tomilho
(min) molecular

1 6,92 CioH16 alfa-Pineno 24,92 +0,62 2,86 +0,13 1,83+0,12 4,15 +£0,03
2 7,29 CioH16 Canfeno 10,37 £0,42 - - 11,65 £ 0,50
3 7,64 CoH12 Cumeno - - 490+0,12 -

4 8,03 CioH16 beta-Pineno 5,42 +0,20 - 2,30 +0,13 -

5 8,41 CioH1s beta-Mirceno 2,10+£0,10 - - 2,16 £ 0,06
6 9,34 CioH14 p-Cimeno - 2,02 + 0,08 - 51,14 £ 0,62
7 9,52 C10H180 Eucaliptol 24,39 £ 0,67 - 23,55 0,45 -

8 11,19 C10H160 Fenchona - - 1,33 £ 0,05 -

9 11,59 C10H180 beta-Linalol - 46,10 £ 0,83 40,66 + 1,16 0,80 £ 0,06
10 12,74 C10H160 Canfora 2254 +1,21 - 11,91 £ 0,68 -

11 13,40 C10H180 endo-Borneol 2,58 £0,23 - - -

12 14,13 Ci10H180 alfa-Terpineol 1,26 +0,10 - 1,39+0,11 3,04 £0,03
13 14,52 C10H200 Aldeido Caprico - 7,18 +0,14 - -

14 16,10 C10H180 cis-2-Decenal - 16,16 + 0,31 - -

15 16,44 C10H200 trans-2-Decenol - 11,87 +0,40 - -

Acetato de
16 16,80 C12H2002 Bornila 1,62 +0,16 - - -
17 16,99 C1H140 Timol - - - 16,06 £ 0,38
2-Hidroxi-p-

18 17,26 C1oH140 cimeno - - - 10,04 £ 0,78
19 19,66 C12H240 Dodecanal - 3,49 +0,18 -

20 19,95 CisH24 beta-Cariofileno 1,36 £0,16 - 1,54 £0,01 -

21 20,76 C12H220 2-Dodecenal - 5,07 £0,23 - -

22 21,03 CisHaa gama-Muuroleno - - 2,76 £ 0,06 -

23 23,74 C13H240 trans-2-Tridecenal - 2,75 +0,09 - -

QOutros 3,43 2,52 7,85 0,96

Comparando os resultados deste trabalho com outros estudos, a composi¢ao quimica

dos principais constituintes do OE de manjericdo mostrou-se semelhante aos identificados neste



estudo, mas em diferentes concentracdes. Luz et al. (2009) avaliando os constituintes quimicos
do OE de dois gendtipos de manjericdo encontraram 0s seguintes compostos 1,8-cineol (2,3%
e 4,5%), linalol (60,5% e 64,0%), geraniol (9,0% e 8,2%), calareno (1,7% e 2,8%) e d-
germacreno (2,9% e 3,8%).

Vasconcelos et al.(2021) analisando a composi¢do quimica do OE de manjericdo
coletadas em diferentes horarios e com diferentes tempos de extracdo, afirmam que os
compostos majoritarios foram o eugenol, B-linalool e muurolol, sendo o0 maior rendimento para
eugenol (74%) , B-linalool (16%) e muurolol (6%) . Lopes (2021) afirma que 0os compostos
majoritarios foram estragol (54,80 %), eucaliptol (13,54%) e linalol (8,25%). Atribui-se a
atividade antimicrobiana dos OE de principalmente aos terpenos presentes em sua composicéo,
como por exemplo, o carvacrol e o 1,8- cineol (eucaliptol). Sua atividade antibacteriana €
atribuida a presenca dos compostos fendlicos, carotenoides, taninos, flavonoides, cumarinas,
saponinas e terpenos (SAKURAI et al., 2016; KOTAN, et al.,2007). O principal componente
responsavel por tal potencial é o linalol, classificado como um monoterpeno alcodlico terciario
aciclico de odor distinto com diferentes propriedades quimicas e efeitos bioldgicos
(VASCONCELOS et al., 2021), representando de 60 a 89% da composicdo do OE (NADEEM
etal., 2013).

NUNES et al. (2021) encontraram 23 composto no OE de tomilho, dentre eles: p-cimeno
(23, 75%), timol (21, 78%) e tarvacrol (26, 14 %). Altas concentragdes de timol e carvacrol
também foram encontrados no OE extraido de hastes e folhas frescas por hidrodestilacdo
(JAKIEMIU et al, 2010).

Diferindo do presente trabalho, Francio (2020) obteve diferentes concentragdes para 0s
compostos presentes no OE de tomilho, o p-cimeno (19,5%) e Timol (43,5%), e no OE de
manjericdo como compostos majoritarios neral e geranial (32,8 e 43,7%).

Comparando o perfil fitoquimico dos OE de das varias espécies de tomilho, (QT Timol),
apresentado em estudos anteriores (LABIAD et al., 2022; NUNES et al., 2021; SAMPAIOQ,
2019), com a composi¢do quimica do OE de tomilho do presente trabalho, os principais
componentes s@o p-cimeno e timol, o que corroboram com os resultados obtidos. O OE de
tomilho esta entre os mais potentes OE no que diz respeito as propriedades antimicrobiana
(KOKOSKOVA; POUVOVA; PAVELA, 2011; SOTELO et al., 2021).

Na andlise da composicdo quimica feita por Jiang et al. (2011), os principais
componentes do OE de alecrim foram, 1,8-cineol (26,54%) e alfa-pineno (20,14%). Os
compostos aos quais podem ser atribuidas atividades antibacterianas sdo o borneol, 1,8-cineol,

alfa-pineno, canfeno e canfora (CAZELLA et al., 2019). De forma semelhante Maia et al.



(2014) obtiveram a seguinte composicao 1,8-cineol (44,39 %), canfora (19,75 %), alfa-pineno
(12 %) e B- cariofileno (4,53 %). Esses resultados corroboram os resultados obtidos neste
trabalho, no entanto em concentragdes distintas.

Lasram et al (2019) afirmam que encontram como compostos majoritarios no OE de
coentro o linalol (72,34%), carvacrol (6,41%), y-terpineno (5,67%) e a canfora (3,04%) Os
principais compostos encontrados por Matasyoh et al (2008) no OE de coentro foram 2E-
decenal (15,9%), decanal (14,3%), 2E-decen-1-ol (14,2%) e n-decanol (13,6%). Zaouali et al.
(2010) encontraram 25 componentes representando 93,6 % do total. Os majoritérios foram 1,8-
cineol (40,0 %), canfora (17,9 %), a-pineno (10,3 %), e canfeno (6,3 %).

Tais variacbes nas composicdes quimicas de produtos naturais sd8o comumente
encontradas, uma vez que pode variar conforme a parte da planta, o grau de desenvolvimento,
forma de extracdo do OE o horario do dia e o ambiente onde tais plantas se encontram
(ROCHA, 2013).Geralmente os componentes majoritarios determinam as propriedades
bioldgicas dos OE (BETTS, 2001; PICHERSKY et al. 2006). O ambiente onde a planta se

desenvolve e os tipos de cultivo interferem na composicéo quimica dos OE (BORGES, 2019).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os OE de todas as plantas bioativas avaliadas apresentaram significativo efeito
inibitdrio sobre o fungo S.lycopersici, tanto sobre a germinacao dos esporos (Figura 1) como
sobre o tamanho dos tubos germinativos (Figura 2).
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo de esporos de Septoria lycopersici tratados com 6leos

essenciais de plantas bioativas, em contato direto e indireto.
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Figura 2. Tamanho de tubos germinativos de esporos de Septoria lycopersici tratados com 6leos

essenciais de plantas bioativas, em contato direto e indireto.

Esse efeito inibitorio ocorreu de forma semelhante tanto em esporos que foram

colocados em contato direto com o OE de, quanto em esporos que ndo estavam em contato
direto, mas que foram afetados pela acdo volatil dos OE de. Esses resultados demonstram o
expressivo efeito volatil dos OE de, tanto sobre a germinagao de esporos como sobre o tamanho
dos tubos germinativos.

Trabalhos empregando componentes volateis no controle de patégenos demonstraram o
efeito fungicida de OE de. Tomilho, orégano e capim-limdo mostraram inibi¢do total do

crescimento de Botrytis cinerea e Alternaria arborescens (PLOTTO et al., 2003). Componentes



volateis do OE de capim lim&o proporcionaram redugdo significativa no desenvolvimento das
colonias de Colletotrichum coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus
stolonifer e Aspergillus niger (TZORTZAKIS, 2007).

O OE de tomilho bem como o de coentro promoveram a inibigéo total da germinacao,
tanto pelo método direto quanto o indireto, de esporos de Septoria lycopersici a partir da
concentragdo de 0,1%. O mesmo resultado foi observado para o tamanho dos tubos
germinativos com aplicacédo do 6leo de tomilho.

Para o tamanho de tubo germinativos de esporos de S. lycopersici com a aplica¢do do
OE de coentro pelo método indireto a inibicdo foi total, j& para o direto ocorreu dréstica reducao
inicial e depois tendéncia de estabilizacdo. Com reducdo de 16,8% no tamanho de tubo
germinativo.

Acredita-se que a acdo fungica desses 6leos sobre S. lycopersici foi influenciada pela
presenca dos seus compostos majoritéarios, sendo o p-cimeno (51,14), timol (16,06), canfeno
(11,65) e 2 hidroxi-p-cimeno no tomilho, beta-linalol (46,10%), cis-2-decenal (16,16%), trans-
2- decenol (11,87%) no coentro. Estudos evidenciam que os componentes minoritarios também
exercem funcdo critica na atividade antimicrobiana, possivelmente pelo sinergismo entre 0s
compostos majoritarios e 0os minoritérios. (ZILLO, 2017; LARIBI, et al, 2015).

Lucas (2012) verificou que os OE de tomilho, cravo-da-india e canela apresentaram
efeito fungitoxico, inibindo em quase 100% a germinacdo de conidios e totalmente o
crescimento micelial de Alternaria solani. Pereira et al. (2011) verificaram o efeito dos OE de
canela, tomilho, cravo-da-india e arvore-de-cha sobre Cercospora coffeicola. Medice et al.
(2007) mostram que o OE de tomilho nas concentragbes de 1%, 0,5%, e 0,3%, teve efeito
fungicida direto in vitro sobre os urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi em soja. Pereira et
al. (2011), observaram que doses a partir de 1000 puL L-1 do OE de tomilho, inibiu
completamente a germinacao de conidios de Cercospora coffeicola. Concentracdes crescentes
de OE de tomilho in vitro diminuiu a germinacdo de conidios e o crescimento micelial de C.
coffeicola (PEREIRA et al., 2008). Efeito semelhante foi observado contra Botrytis cinerea
(ABDOLLAHI, 2011).

Nunes et al. (2021) mostram em seu estudo que o OE de tomilho exibiu potencial
atividade antifungica no controle dos fungos Aspergillus niger, Penicillium expansum,
Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii, com inibi¢cbes de 100% no crescimento micelial
para as concentragdes de 0,1 % e 0,05%, sendo o carvacrol, p-cimeno e timol como as moléculas
ativas no oleo (ALMEIDA, 2015). Essa interac&o resulta na degeneragdo das hifas causando a

liberacdo do conteudo celular e interrupcao do crescimento (ZAMBONELLI et al., 1996).



O timol (16,6%) tem sido relatado na literatura como um composto que, além de
bloquear o fluxo de ions potéssio e causar apoptose, também possui alta capacidade de produzir
espécies reativas de oxigénio (HU et al., 2018). Tambem € capaz de afetar a permeabilidade da
membrana celular fungica, desfavorecendo a sobrevivéncia da célula por dificultar os processos
essenciais como o transporte de elétrons, o fluxo de Ca®* além de interagir com proteinas da
membrana celular, por interacdes hidrofilicas e hidrofébicas (JAFRI et al., 2019; DI PASQUA
et al., 2010; NIKAIDO; VARA, 2003). OE contendo aldeidos ou fendis como principais
constituintes, como o cinamaldeido, citral, carvacrol, eugenol ou timol apresentam alta
atividade antibacteriana (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Em estudo Queiroz (2012) verificou que OE de coentro apresentou atividade antifingica
frente as cepas de Cryptococcus neoformans,mostra que a Concentracdo Inibitorias minima
(CMI) teve uma boa atividade antiflingica (CIM= 64 pg/mL?'). Isso significa um grande
potencial desse 6leo frente ao fungo testado, podendo ser usado uma pequena quantidade do
6leo, obtendo-se assim resultados significativos. A acdo dos ativos das plantas no combate a
fitopatdgenos pode ser de origem direta, quando inibe o crescimento do microrganismo e
germinacdo de esporos (CARLOS et al., 2010; LO CANTORE et al., 2004).

Elgayyar et al. (2001), ao avaliarem o OE de coentro observaram atividade inibitoria
contra Geotrichum spp. e Rhodotorula spp. Segundo Santos et al. (2012), um dos principais
compostos fenodlicos com poder antibacteriano do coentro € o beta linalol, o que vem de
encontro com o que foi encontrado no presente trabalho sendo o beta-linalol (46,10%), o
composto majoritarios do OE de coentro, é classificado como um monoterpeno alcodlico
terciario aciclico de odor distinto com diferentes propriedades quimicas e efeitos biol6gicos
(CAMARGO, 2015).

Os resultados para a aplicacdo do OE de manjericdo em ambos os métodos direto e
indireto para a germinacdo dos esporos e tamanho de tubo germinativo, mostrou dréstica
reducdo inicial e depois tendéncia a estabiliza¢do nas concentragdes de 0,5% e 1%.

De acordo com Francio (2020), tanto o OE de manjericdo quanto de tomilho inibiram
Alternaria alternata, em dosagens baixas de 3,125 a 6,250 uL mL*. A atividade antimicrobiana
do OE de manjericéo é relatada como sendo predominantemente devida a presenca de linalol e
metil chavicol (WAN et al., 1998). Dentre esses, destacam-se 0os compostos fendlicos, como o
timol e carvacrol, que possuem amplo espectro de acdo antifingica (PINA-VAZ et al., 2004;
KLARIC et al., 2007). Os resultados pelo método direto com a aplicacdo do OE de alecrim
demostram que quanto maior a concentragdo utilizada maior o efeito sobre a germinacdo e

tamanho de tudo germinativos de esporos de S. lycopersici. Para o método indireto os resultados



demostram que houve drastica reducdo da germinacdo dos esporos e tamanho de tudo
germinativo e depois tendéncia a estabilizacdo nas concentracdo de 05% e 1%.

Nascimento et al. (2020), observaram inibicdo de 100% na esporulacao quando utilizou
0 OE de alecrim (contendo 23,5% de B-mirceno, 22% de 1,8 cineol e 20% de a-pineno) na
concentracdo 0,75% sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc. Da mesma
forma, Silva et al. (2018) utilizando o OE de alecrim, verificaram redugéo na esporulagéo in
vitro de Bipolaris oryzae.

A capacidade antimicrobiana do 6leo seja atribuida a presenca de compostos
fitoquimicos, como o 1,8 cineol, a-pineno, B-cariofileno e canfeno (ARASHIRO et al., 2011).
O que vai de encontro com o resultado encontrado no presente trabalho, onde pode-se observar
o efeito linear do OE de alecrim na inibicdo da germinacédo e tamanho dos tubos germinativos
de esporos de S.lycopersici. Os meios pelos quais 0s microrganismos sdo inibidos pelos OE de
parecem incluir diferentes modos de agdo. A inibicdo mais freqiiente envolve os componentes
fendlicos dos 6leos, os quais sensibilizam a bicamada lipidica da membrana celular e alteram a
atividade dos canais de calcio, causando aumento da permeabilidade e liberacdo dos
constituintes intracelulares vitais (FIORI-TUTIDA et al. 2000). Por consequéncia causa
alteracOes no fluxo de elétrons dentro da via do sistema de transporte de elétrons (SWAMY et
al., 2016).

Segundo Hyldgaard et al. (2012) a relacdo entre o 6leo e a parede celular fingica é
facilitada pelas caracteristicas lipofiticas dos 6leos facilitando as interagdes com as membranas
celulares faungicas (MAIA et al., 2015). Também pode ocorrer danos ao sistema enzimatico do
microrganismo envolvido na producdo de energia e na sintese de componentes estruturais,
afetando a germinacdo de esporos, formacdo de tubo embrionario e crescimento micelial
(FARAG; DAW; ABO-RAYA, 1989). Grupos hidroxila fenélicos (como no timol) séo
altamente reativos e formam pontes de hidrogénio com o sitio ativo da enzima alvo, inativando-
os (KIM; MARSHALL,; WEI, 1995).

5.3 AVALIACAO IN VITRO DO CRESCIMENTO MICELIAL DE S.lycopersici SOB A
ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Para o crescimento micelial de S. lycopersici os tratamentos com os OE de tomilho,
manjericdo, alecrim e coentro apresentaram tendéncia de inibi¢do mesmo em menores
concentragdes, com inibicdo de até 100%, com a aplicagdo do OE a 1%, tanto pelo método

indireto como no método direto (Figura 3). De acordo com estes resultados pode-se considerar



a atividade antifungica de todos os OE avaliados, como satisfatoria frente ao fungo Septoria
lycopersici, com destaque para o OE de tomilho que inibiu o fungo em 100% em todas as
concentracoes testadas ¢ em ambos os métodos.

Para os valores da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACCM), que considera a integral de todo periodo de crescimento do fungo, foram obtidos
resultados semelhantes (Figura 4).

Os resultados obtidos demonstram o efeito antifungo dos diferentes OE, tanto pela
aplicacdo em contato direto com o fungo, como pela acdo de compostos volateis, pelo método
indireto. Esse resultado é expressivo, pois alguns derivados de plantas inclusive podem
promover estimulo. Em trabalho realizado por (NETO, 2020) a utilizacdo do extrato bruto
aquoso de cidreira Cymbopogon citratus sobre o fungo S.lycopersici, mostrou que houve um

estimulo no crescimento do fungo para as concentracdes de 10 e 50 g L-1.

-
o
o

Alecrim
Coentro

o]
o
1

— - —Indireto: y=-4,0989+72,4596™17%* R%=0 98
— Direto: y=58,9406-53,9161x R?=0,91

——— Indireto: y=5,7943+74,8873>%% R?=0 97
Direto: y=5,8185+72,8681°°%" R?=0,97

O

(o2
o
&

20 A

Crescimento micelial (mm)
s
o

0 T ° P —
00 01 : 0.5 1.0
100

- S 100
E i Manjericao
= ———Indireto: y=53,06671%484™* R2=1 00
© . 2,9264% 2 80
8 ——Direto: y=-8,0600+71,4453™ R"=0,91
860 -—- Indireto: y=0,0009+69,17672**'"** R?=1,00
= o 60 —Direto: y=0,0009+65,32002%*%%* R?=1 00
i)
c 40
[
E 40
|
L 20y 20
o |

\

0+—o ® o— [\ o ° .
00 0,1 0,5 1,0 0,0 01 0,5 1,0
Concentragéo do OE (%) Concentragéo do OE (%)

Figura 3. Crescimento micelial de Septoria lycopercici em concentragdes do 6leo essencial de

plantas bioativas em contato direto e indireto.

Itako et al. (2008) testaram extrato aquoso bruto de Achillea millefolium (mil folhas),

Artemisia camphorata (canfora de jardim), C. citratus (capim limdo) e alecrim, nas



concentragOes de 1%, 10%, 20% e 40%, e obtiveram resultados significativos apenas na
esporulacdo e germinacdo de esporos, de modo que, para o crescimento micelial, em alguns
casos, 0s tratamentos estimularam o crescimento do fitopatdgeno.

Nunes et al. (2021) ao estudarem o OE de tomilho no controle dos fungos Aspergillus
niger, Penicillium expansum, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii, afirmam que o OE
exibiu potente atividade antifungica frente aos quatro fungos, com inibi¢cées de 100% no
crescimento micelial para as concentracdes de 0,1 % e 0,05 %. Sendo as moléculas ativas
presente no Oleo carvacrol, p-cimeno e timol.

De acordo com Viana et al. (2002), os OE de todas plantas bioativas avaliadas
apresentaram efeito inibitorio sobre os fitopatdogenos do tomateiro, sobretudo em maiores
concentragdes. O OE de tomilho se destacou com inibigdo total do crescimento micelial e
esporulacdo a partir de 0,1%. Estes autores concluem que o efeito antifingico dos OE dessas
plantas, principalmente de tomilho sobre esses fitopatogenos demonstra o potencial desses
derivados no controle das doengas causadas por esses fungos, pois o crescimento micelial e a
esporulacdo sdo importantes para infeccdo e desenvolvimento dessas doengas (SCHWAN-

ESTRADA, 2008).
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Figura 4. Area abaixo do progresso do crescimento micelial (AACCM) de Septoria lycopercici

em concentragdes do 6leo essencial de plantas bioativas.



Gergeli (2018) ao estudar a aplicagdo do OE de alecrim, tomilho, manjericdo e coentro,
em substrato para controle de tombamento em plantulas de tomateiro, observou que éleo de
tomilho se destacou com inibicdo total da esporulacao ja a partir da concentracdo de 0,1%. Azizi
et al. (2008) avaliaram a atividade antifungica dos OE de T.vulgaris, Mentha piperita, Satureja
hortensis, Cuminum cyminum e Trachyspermum copticum, nas concentragdes de 250, 500 e
1.000 mg L%, sobre o crescimento micelial e a germinacio dos esporos de Penicillium italicum,
P. digitatum e Alternaria citri, importantes fungos pos-colheita em citrus. Observaram que 0
crescimento radial de Penicillium italicum foi completamente inibido por T. vulgaris a 500
mg.L-1. A atividade antifingica do tomilho esta relacionadas ao elevado percentual do
constituinte timol, um monoterpeno que é seu principal constituinte (NEZHAD et al., 2012;
KERMAN 2012).

Chagas et al. (2021), verificaram o efeito inibitorio das diferentes aliquotas do OE de
manjericdo sobre o desenvolvimento in vitro do fungo Alternaria solani da cultura do tomateiro,
concluiram que a reducdo foi linear em funcdo das aliquotas testadas. Gomes et al. (2016),
afirmam que o OE de manjericdo apresentou a maxima reducdo do crescimento micelial de
Fusarium spp. Quando utilizado na concentracéo de 2 mL.L™ de agua destilada e esterilizada,
a maior concentragdo utilizada em seu trabalho. No trabalho de Hashem et al., (2010)
demonstraram que o OE de manjericdo, possui atividade antiflngica e efeito inibitério em
Fusarium oxysporum.

Resultados apresentado por Vigo et al. (2006), em trabalho com OE de alecrim a 0,5%,
indicaram que a severidade do crestamento bacteriano comum do feijoeiro
(Xanthomonasaxonopodis pv. phaseoli) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a
testemunha (4gua), em razdo da baixa concentracdo do OE utilizada, que corrobora com o0s
resultados encontrados no presente trabalho. Martins et al. (2013), ao avaliarem a atividade
antibacteriana do OE de alecrim nas concentrac@es de 4% e 8%, verificaram acéo inibitoria em
Ralstonia solanacearum em frutos de tomate e tubérculos de batata. Lima (2016) confirmou
em ensaio in vitro, que o OE de alecrim a partir da concentragéo de 0,5% inibiu completamente
0 crescimento de R. solanacearum, afirmam que quanto maior a concentracdo utilizada, maior
foi a eficiéncia do 6leo sobre a inibicdo do patogeno.

Itako et al. (2009), ao avaliarem o potencial protetor de extrato aquoso de alecrim contra
a cladosporiose em plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), em casa de
vegetacdo, observaram menor nimero de lesdes nas folhas tratadas com 10 e 20% do extrato

aquoso de alecrim e submetidas a inoculacdo do que na testemunha.



Nascimento et al. (2020), verificaram que o OE de alecrim na concentracdo 0,75% inibiu
completamente o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides, sendo considerado
eficaz no controle in vitro deste patdgeno. Em geral, a atividade citotoxica de OE ocorre

principalmente devido a presenca de fendis, aldeidos e alcoois (CUTRIM et al., 2019).

5.4 AVALIACAO DO EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAS E O CONSORCIO SOBRE O
CRESCIMENTO E A PRODUCAO NA CULTURA DO TOMATEIRO

As plantas de tomateiro apresentaram desenvolvimento mais rapido que as plantas
bioativas, assim essas plantas ndo chegaram a causar sombreamento em folhas de tomateiro.
As plantas bioativas persistiram até o final do ciclo do tomateiro, com exce¢do do coentro que
secou antes do final do ciclo do tomateiro. Isso pode ter ocorrido pois o coentro é anual, com

ciclo mais curto que as outras plantas bioativas. Na Figura 5 sdo apresentadas as plantas

bioativas ao final do ciclo do tomateiro.

Figura 5. Consorcios de tomateiro com plantas bioativas em condi¢do de casa de vegetacao em

60 dias ap6s o transplante. A-Tomilho; B-Coentro; C-Manjericao; D-Alecrim.

Quanto ao desenvolvimento das plantas de tomateiro ndo foi observada diferenca na
altura das plantas, tanto aos 30 como aos 60 dias ap6s o plantio/transplante do tomateiro em
ambos os experimentos (Tabela 2 e 3). Esses resultados indicam que as plantas bioativas ndo
afetaram o crescimento das plantas de tomateiro na condi¢cdo do experimento. Cultivos



consorciados podem ocasionar alteracdo no desenvolvimento das plantas, inibindo ou
estimulando o desenvolvimento, o que ndo foi observado nessa pesquisa com essas plantas

bioativas.

Tabela 2. Altura (cm) de plantas de tomateiro apds 30 e 60 dias ap6s o transplante (DAP) em

cultivo consorciado com plantas bioativas, sob casa de vegetagéo.

Tratamentos Altura 30 DAP™ Altura 60 DAP™
Testemunha 97,0+ 0,55 115,0 £ 0,53
Alecrim 92,4+0,21 105,2 +0,14
Coentro 82,0 £0,25 101,8 +£ 0,33
Tomilho 90,2 + 0,63 112,2+0,73
Manjericao 94,8 +£ 0,40 127,2 +£ 0,30

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. + Erro padréio da média.

Tabela 3. Altura (cm) de plantas de tomateiro ap6s 30 e 60 dias ap6s o transplante (DAP), com

aplicacdo dos 6leos na concentracao de 0,5%, sob casa de vegetacao.

Tratamentos Altura 30 DAP™ Altura 60 DAP™
Testemunha 85,2+0,51 112,8+0,17
Alecrim 73,4+1,65 108,0+0,34
Coentro 66,6+1,68 108,0+0,36
Tomilho 85,2+0,25 105,8+0,18
Manjericao 81,6+0,21 102,6+1,16

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. + Erro padrdo da média.

Em relagdo aos aspectos produtivos tanto no experimento com os consorcios como no
que houve aplicagdo do OE, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 4 e
5). Tanto para o peso de frutos como o numero de frutos por planta ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos, indicando que o consorcio com plantas bioativas nao afetou
esses aspectos produtivos. Destaca-se que os dados se referem a produgdo em vasos, sob casa
de vegetacdo, onde possivelmente houve limitagdo para expressar o potencial produtivo das
plantas, o que deve ter contribuido para os baixos valores de produgao.

Pietrobelli (2019) em pesquisa com a cultivar Santa Clara, obteve peso semelhante ao
esperado para a cultivar sendo 110 a 120g aproximadamente. A mesma afirma que para 0s

frutos colhidos em condigdo de casa de vegetagdo, percebe-se que ndo houve nimero de frutos



desejado por planta, diminuindo assim o peso e o didmetro dos mesmos. Um fator a considerar
é que as plantas cultivadas em vasos, tem a limitagdo de desenvolvimento radicular acarretando
em menor crescimento e desenvolvimento de planta e nimero menor de frutos. O que corrabora

com os dados do presente trabalho com relacdo a produtividade do tomateiro.

Tabela 4. Producdo de tomateiro por planta em consércio com alecrim (Rosmarinus officinalis),

tomilho (Thymus vulgaris), manjericdo (Ocimum basilicum) e coentro (Coriandrum sativum).

Tratamentos Massa de frutos (g)™ Numero de frutos™
Testemunha 2449 + 2,28 6,6 = 0,05
Alecrim 229,7 £ 1,94 6,2+ 0,05
Coentro 218,8 + 1,06 6,2 + 0,03
Tomilho 185,0 £ 5,03 5,0£0,13
Manjericao 179,9 £ 4,79 52+0,14

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. + Erro padrao da média.

Tabela 5. Producdo de tomateiro por planta com aplicacdo dos 6leos essenciais de alecrim
(Rosmarinus officinalis), tomilho (Thymus vulgaris), manjericdo (Ocimum basilicum) e coentro

(Coriandrum sativum) na concentracéo 0,5%.

Tratamentos Peso de frutos (g)"* Numero de frutos™
Testemunha 236,4 £ 0,51 6,0 0,04
Alecrim 2269 £0,43 5,8+0,07
Coentro 119,9 +£ 0,23 42+0,11
Tomilho 161,6 + 1,25 4,2+0,07
Manjericao 145,3 + 1,07 4,8+0,03

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. + Erro padrdo da média.

Pesquisas envolvendo a avaliacdo de sistemas consorciados de hortalicas com as plantas
bioativas em estudos, demostram o potencial de utilizacdo dos sistemas consorciados, como
praticas culturais ou técnicas que podem contribuir para a realizacdo da agricultura sustentavel.
Borges et al. (2019) trabalhando com alface consorciada com espécies aromaticas e
condimentares mostraram melhores resultados em cultivo consorciado com cebolinha e
coentro, obtendo indice de equivaléncia de area (IEA) maior que 1,0, comprovando a hipétese
de que ha viabilidade na combinacdo dessas espécies de plantas em cultivos consorciados. De

acordo com Medeiros et al. (2009) o coentro é uma escolha adequada para diversificar o sistema



de cultivo do tomateiro, pois compete menos com as culturas alvo e pode aumentar os inimigos
naturais na cultura. Além da vantagem da diversificacdo ambiental, no que se refere a problemas
fitossanitarios, o consorcio do tomateiro com outras plantas € uma alternativa que pode
possibilitar ao produtor uma renda extra (SOUZA, 2003).

Neto (2020) ao avaliar a consorciacdo de rabanete com espécies aromaticas e
condimentares, observou que a consorciacdo possibilitou a obtencdo de melhores indicadores
bioldgicos, sendo maior do que em monocultivo, viabilizando essa técnica para um sistema
mais sustentavel, com melhoria na eficiéncia de utilizacdo de insumos por area. Onde
fisiologicamente, ndo houve diferenga entre sistema consorciado e monocultivo, sendo
recomendavel o consércio. O consorcio de rabanete com coentro foi 0 que obteve maiores
produtividades dentre os consorcios, com maiores indicadores de eficiéncia bioldgica, e menor
competicdo entre o rabanete. Também Oliveira, (2019) e Grangeiro et al. (2008) observaram
vantagem econdmica em consorcio de coentro e rabanete, demonstrando ganhos na
produtividade do consorcio em relagdo ao monocultivo. Resende et al. (2010), verificaram
melhores indices de equivaléncia de area cultivada em consércio de coentro e couve.
Atualmente, os maiores desafios da pesquisa se relacionam a determinacgéo das culturas a serem
cultivadas juntas, a forma de manejo e a viabilidade destes sistemas como estratégia fitotécnica
na produtividade das hortalicas (MONTEZANO; PEIL, 2006).

5.5 EXPERIMENTO DE PROTECAO EM PLANTAS COM OLEOS ESSENCIAIS

Na avaliagdo realizada aos sete dias no experimento com a aplicacdo dos OE, os
tratamentos com alecrim e o tomilho destacaram-se dos demais, apresentando menores médias
de severidade da doenca, com reducdo de 98,37 e 97,82%, em relacdo a testemunha,
respectivamente, seguido pelo manjericdo com redugdo de 84,7% (Tabela 6).

Ja o tratamento como o coentro promoveu redugdo de 51,9% na severidade em relagao
a testemunha, evidenciando a diminui¢do da eficiéncia na aplicagdo. O tratamento com o
coentro ndo diferiu significativamente da testemunha (Tabela 6). O tratamento com OE de
tomilho destacou-se novamente mostrando seu potencial no controle do fitopatdgeno S.

lycopersici ndo apenas in vitro, mas também in vivo.



Tabela 6. Severidade de septoriose em plantas de tomate tratadas com concentragdes dos 6leos
esséncias de alecrim (Rosmarinus officinalis), tomilho (Thymus vulgaris), manjericao (Ocimum

basilicum) e coentro (Coriandrum sativum).

Tratamentos Severidade (%)

Testemunha 18,3+0,48b
Alecrim 0,3+0,01a
Coentro 8,8+0,53 ab
Tomilho 0,4+0,02a

Manjericao 2,8+0,18a

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade. + Erro padrao da média.

Em todas as plantas ocorreu a doenca, portanto a incidéncia foi de 100%,
independentemente do tratamento. A menor incidéncia de doencas observada em plantas
tratadas, se deu devido a producgdo de moléculas bioativas, que podem ser empregadas na defesa
de plantas contra fitopatogenos.

No experimento com avaliacdo das plantas bioativas em consorcio com tomateiro, ndo
foi observada diferenca estatistica significativa na severidade da doenca nas plantas de
tomateiro pelos tratamentos (Tabela 7). Esse resultado indica que o consorcio com as plantas

bioativas ndo afetou de forma significativa a severidade da doenca.

Tabela 7. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) septoriose em plantas de
tomateiro consorciada com alecrim (Rosmarinus officinalis), tomilho (Thymus vulgaris),

manjericdo (Ocimum basilicum) e coentro (Coriandrum sativum).

Tratamentos AACPD™
Testemunha 432,4+26,4
Alecrim 402,2+£19,5
Coentro 381,6+22,3
Tomilho 383,2+20,6
Manjericao 415,8+20,8

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. + Erro padrao da média.

A tomaticultura apresenta caracteristicas particulares como alta suscetibilidade a

doencas e custos elevados de producdo. No Brasil, essa cultura é prejudicada por uma ampla



gama de doencas causadas por espécies de fungos, bactérias, nematoides e virus que reduzem
a qualidade do produto e, além disso, se ndo manejadas adequadamente, podem causar perdas
totais de produtividade (DO VALE et al.,, 2013; NASCIMENTO et al.,, 2013; INOUE-
NAGATA et al., 2016). Nesse sentido, a septoriose ou mancha de septoria merece atencao pela
sua ampla distribuicdo e agressividade na cultura. (QUEZADO-DUVAL et al., 2013).

Durante a fase de implantacdo ou transi¢do agroecoldgica do manejo de hortalicas
organicas, é recomendavel ao agricultor técnicas que visem a reducdo da densidade do in6culo
inicial como incorporacdo dos restos culturais, a rotacdo de culturas usando plantas néo
hospedeiras e eliminacdo de plantas daninhas adubac&o equilibrada, evitar irrigacdo por
aspersdo, evitar plantio proximos as lavouras mais velhas ou infectadas com o patogeno (fonte
de inoculo), e manter as plantas arejadas com espacamento adequado (PEREIRA et al., 2013;
REIS et al., 2011; PETHYBRIDGE et al., 2017). Atualmente ndo existe cultivares ou hibridos
de tomate disponiveis comercialmente com niveis satisfatdrios de resisténcia (AMORIM et al.,
2016).

5.6 AVALIACAO DO EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS E O CONSORCIO SOBRE A
INDUCAO DE MECANISMOS DE DEFESA EM PLANTAS

No experimento de consorcio com as plantas bioativas as amostras de tecido foliar,
foram coletadas aos 30 dias apds plantio e posterioemnte avaliadas. N&o foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos para atividade das enzimas peroxidases, polifenoloxidases e
e fenilalanina amonia-liase (Tabela 8). Também ndo foi observada diferenca entre o0s
tratamentos para o teor de proteinas totais. Esses resultados indicam que o consorcio com as
plantas bioativas ndo promoveu alterac6es na atividade dessas enzimas, que estdo relacionadas

a importantes mecanismos de defesa vegetal.

Tabela 8. Atividade de peroxidases (POX), polifenoloxidases (POL) e fenilalanina amodnia-liase

(FAL) em plantas de tomateiro cultivadas em consércio com plantas bioativas

Tratamentos PRO™ POX™ POL™ FAL™

Testemunha  0,014=0,24 22.83+0,69 3,51+0,15 1,07+0,04
Alecrim 0,013+0,25 14,51+0,04 3,18+0,03 1,33+ 0,05
Coentro 0,012+0,01 27,63+1,15 3,41+0,11 0,95+0,04
Tomilho 0,015+0,18 16,15+1,17 2,89+0,07 1,05+0,03
Manjericao 0,010+£0,27 25,74+1,04 5,18+0,14 1,27+ 0,04

ns: nao significativo a 5% de probabilidade. + Erro padrdo da média.



PEX: atividade de peroxidases (Incremento absorbancia/min/mg proteina); POL: atividade de polifenoloxidases
(Incremento absorbancia/min/mg proteina); FAL: atividade de fenilalanina amdnia-liase (microg 4c. trans-

cindmico/h/mg proteina).

No experimento com avaliacdo dos OE de alecrim, tomilho, manjericdo e coentro as
amostras de tecido foliar, foram coletadas aos 30 dias apds plantio nos tempos de 0, 24, 48, 72
e 96 horas.apds a aplicacdo dos tratamentos. Para atividade de peroxidases foi observada
tendéncia de aumento na atividade com o passar das horas (Figura 6). No entanto, parte de
incremento na atividade deve-se possivelmente as condi¢des de desenvolvimento da cultura ou
respostas ao ambiente, pois houve tendéncia por todos os tratamentos, inclusive a testemunha
tem aplicacdo de OE. Também observou-se alteracdes entre os tratamentos, sendo que a 72
horas ap0s a aplicacdo todos os tratamentos promoveram atividade superior a testemunha. De
forma semelhante em 96 horas foram observados valores superiores a testemunha, com
destaque para os OE de coentro (Coriandum sativum) e tomilho (Thymus vulgaris) (Figura 6).
Esses resultados demonstram que os OE das plantas estudadas promovem alteragdes
bioquimicas nas plantas de tomateiro.

Na indugdo de resisténcia, as peroxidases sdao bastante estudadas devido a sua
importancia nos processos de defesa A atividade da POX esta relacionada a lignificacdo, pois
catalisa a oxidacao de alcoois fendlicos neste processo. A lignificagdo resulta em alteragdes na
parede celular e proporciona maior resisténcia contra toxinas patogénicas e, na maioria dos
casos, o aumento na atividade esta diretamente relacionado a reducao da severidade da doenca

(BROETTO, 2017).
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Figura 6. Atividade de peroxidases (PEX) em plantas de tomateiro tratadas com 6leos essenciais

de plantas bioativas.



Na atividade da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) foi observada alteracéo
principalmente a 96 horas ap6s os tratamentos, em que os OE de coentro e manjericao
promoveram incremento na atividade (Figura 7). Embora ndo foi possivel identificar alteragdes
em tempos inferiores que 96 horas, as alteragfes observadas s&o muito importantes pois essa
enzima desempenha papel muito importante na ativagdo do metabolismo secundario das

plantas, com destaque para rota dos fenilpropanoides.

o2}
I

'©

8=

[0} )

el —@— Alecrim
a6 - —O— Coentro
j= —&— Manjericdo
E —2— Tomilho

b o —»— Testemunha
841

€

«©

£

@

c2 -

@©

=

(3]

@©

(o))

=10)

Horas apés tratamento
Figura 7. Atividade de fenilalanina amdnia-liase (FAL) em plantas de tomateiro tratadas com

Oleos essenciais de plantas bioativas.

Hilmann et al., (2015) verificou que o tratamento de sementes de tomateiro por
volatilizacdo com 0leo essencial de pitanga e tomilho promoveu maior atividade da enzima.
Em trabalho realizado por Lorenzetti et al., (2018), em plantas de soja que foram tratadas apds
a germinacdo com extrato bruto de R. officinalis houve um aumento de FAL quando tratada
com na concentracdo de 5%. Freddo et al. (2016), em tratamento com sementes de pepino com
Oleo essencial de Aloysia citriodora nas concentracdes de 0,06; 0,12 e 0,25 % observou
aumento da atividade de FAL em todas as concentragoes.

Para a polifenoloxidase os OE se destacaram com aumento da atividade dessa enzima
foram os OE de tomilho e manjericdo. O maior pico ocorreu para o tratamento com OE de

tomilho no tempo de 96 h.
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Figura 8. Atividade de polifenoloxidases (POL) em plantas de tomateiro tratadas com oleos

essenciais de plantas bioativas.

A enzima polifenoloxidase também desempenha papel muito importante na defesa
vegetal e sua maior atividade pode contribuir na resisténcia da planta a patégenos. Quando a
enzima é liberada dos tilacoides, apds a ruptura da célula pelo patégeno, ocorre a oxidacao de
compostos fendlicos, que também sdo liberados dos vactolos. A oxidagdo leva a formacao de
quinonas, que possuem acdo antimicrobiana (TAIZ & ZEIGER, 2004; LIU et al., 2005).

Os resultados apresentados por Portz e Cols (2011) sdo semelhantes a este estudo, 0s
autor observaram a atividade enzimatica, as vezes alta, as vezes baixo, esta relacionado com a
planta resposta ao processo infeccioso. Segundo os autores, quando é necessario, a planta
aumenta os niveis dessas proteinas; para salvar energia, em outros momentos, o nivel de a
proteina é reduzida. O mesmo foi verificado em (SCHONS et al., 2022), onde as enzimas POX
e PFO tiveram picos de atividade em diferentes tratamentos em tempos distintos,
principalmente para uma dose de 1,25 g de formulacdo de estrato de alecrim no controle de M.
incognita em tomateiro. 1sso mostra que o controle obtido de M. incognita pode ser resultado
tanto do efeito direto da formulagdo de alecrim sobre a populagdo do nematoide quanto da
inducdo de resisténcia da planta em resposta a acdo do patégeno.

Conceitualmente as polifenoloxidases ndo s&o classificadas como proteinas
relacionadas a patogénese, porém pelo fato de serem induzidas por fatores abioticos e biéticos,
sdo comumente envolvidas em mecanismos de defesa das plantas (XAVIER, 2011). A
vantagem, segundo Romeiro e Garcia (2009), é que quando o biocontrole se da por inducéo de
resisténcia, ele quase sempre traz consigo duas caracteristicas altamente desejaveis que séo a

amplitude de efetividade (protecdo concomitante contra multiplos patdgenos) e asistemicidade.



Uma avali¢cdo conjunta do potencial dos dleos, demonstra que 0s mesmos apresentam
especificidade, o que possivelmente esta relacionado ao ingrediente ativo presente em cada
0leo. Na sua grande maioria, os OE demonstraram potencial de ativacdo do metabolismo das
proteinas, tal fato € importante, pois ativacdo do metabolismo primario atraves do aumento dos
niveis de proteina ¢ um indicativo da ativacdo de enzimas relacionadas a defesa vegetal
(HALFELD-VIEIRA et al., 2016). Neste sentido, os dleos propiciaram a ativacao da rota dos
fenilpropandides, através da enzima FAL, 0 que da uma conotacao de ativacdo de mecanismos
de inducdo de resisténcia. Esta rota dos fenilpropandides é uma das mais importantes no
processo de defesa vegetal, pois estd relacionada no processo de formacdo de compostos
fendlicos. Entre os principiais compostos fenolicos estdo as fitoalexinas, antocianinas,
flavonoides, bem como a formacao de lignina.

Em estudos Itako (2008) verificou que o 6leo essencial de C. citratus tem capacidade
de induzir a resisténcia em tomateiro, por meio do aumento da atividade de enzimas ligadas a
defesa da planta. Peroxidases e polifenoloxidases tiveram aumento significativo tanto de forma
local como sistémica

Carlos et al. (2010), observaram que ndo houve aumento da atividade da enzima em
plantas de pepino quando tratadas com OE de Achillea millefolium, segundo o autor este efeito
pode estar relacionado a resposta rapida da planta ao elicitor, fazendo com que quantificacdes
com intervalo de tempo maior ndo detectem a atividade da enzima. Freddo et al. (2016)
observou que o tratamento de sementes com Oleo essencial de Aloysia citriodora na
concentracdo de até 0,24% elevou a atividade de peroxidase. Podendo desta forma o resultado
encontrado para esta enzima estar relacionado com a dose e o intervalo apds o tratamento e a
primeira andlise. Segundo Lorenzetti et al (2018), a alteracdo na atividade de peroxidase €
correlacionada a suscetibilidade ou resposta de resisténcia em diversos patossistemas.

Rodrigues et al. (2019), observaram que no tratamento de bagas de uva com OE de
Melaleuca alternifolia, Eugenia uniflora e Cacearia sylvestris houve diminui¢do na atividade
da enzima polifenoloxidase. Em trabalho realizado por Hedges et al., (2019) com a aplicagéo
de oleo essencial de Citrus aurantium observou-se um incremento da atividade da enzima.
Pietrobelli et al. (2019) houve maior ativagdo da enzima polifenoloxidase em plantas tratadas
com C. sinensis, porém menor do que os tratamentos com outros OE.

Hilmann et al. (2015) verificaram que o tratamento de sementes de tomateiro por
volatilizagdo com dleo essencial de pitanga e tomilho promoveu maior atividade da enzima.
Em trabalho realizado por Lorenzetti et al., (2018), em plantas de soja que foram tratadas apds

a germinacdo com extrato bruto de R. officinalis que houve aumento de FAL quando tratada



com na concentragdo de 5%. Freddo et al. (2016) em tratamento de sementes de pepino com
6leo essencial de Aloysia citriodora nas concentracfes de 0,06; 0,12 e 0,25 % observaram

aumento da atividade de FAL em todas as concentragdes.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os oleos essenciais das plantas bioativas inibiram totalmente a germinacao de esporos
e o crescimento micelial de S. lycopersici, com destaque para 6leo essencial de tomilho com
inibicdo total mesmo em menores concentracgoes.

A aplicacdo dos Oleos essenciais ndo promoveu alteracbes na producdo e
desenvolvimento das plantas, mas promoveu reducdo na severidade da septoriose, com
destaque para alecrim e tomilho.

A aplicacdo dos Oleos essenciais promoveu alteracbes na atividade enzimaética,
principalmente para enzima peroxidase apds 72 horas da aplicacdo dos tratamentos.

Nas condicdes dos experimentos, o cultivo consorciado de tomate com plantas bioativas
ndo promoveu controle da septoriose e a inducdo de enzimas relacionadas a defesa vegetal, bem

como ndo alterou o desenvolvimento e produgdo das plantas.
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