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RESUMO GERAL

O cultivo de tomilho (Thymus vulgaris L.) demanda informacdes de manejo que
impliqguem em ganhos estratégicos na producéo vegetal e nas propriedades fitoquimicas. Neste
sentido, objetivou-se estudar a influéncia do cultivo em diferentes condigdes de luz e de
adubacdo organica sobre o estresse oxidativo e as caracteristicas fitotécnicas, fisioldgicas,
nutricionais e quanti-qualitativas do 6leo essencial de tomilho, em Lavras-MG, Brasil. Para isto
foram conduzidos trés experimentos nos quais avaliaram-se: peso seco das folhas, caule, raiz e
total; pigmentos fotossintéticos; macronutrientes e micronutrientes; atividades antioxidantes
ndo-enzimatica; assim como, parametros relacionados a producao e qualidade do 6leo essencial
(OE). No experimento de condig¢des de luz, cultivou-se o tomilho nas estacGes do outono e
primavera em condi¢do de pleno sol e sob malhas azul, preta e vermelha. Dessa forma,
observou-se que a estacdo da primavera trouxe ganhos significativos para as plantas
independente das condi¢Ges luminosas. Em contrapartida, o pleno sol proporcionou maior
atividade antioxidante, maior peso seco e rendimento de OE em relagéo aos cultivos sob malhas.
Para avaliar os efeitos da adubacdo organica, dois experimentos foram conduzidos. No
primeiro, cultivou-se o tomilho sem adubag&o e com adubagdo organica (Dose de 8 kg m de
mistura proporcional de esterco de codorna, bovino e caprino) e fertilizante quimico. Nesse
experimento, a aplicacdo da adubacéo organica resultou em ganhos expressivos do peso seco
das plantas, acimulo de macronutrientes e micronutrientes e do teor e rendimento de timol nas
folhas. No segundo experimento de adubagdo, as plantas foram submetidas aos tratamentos:
controle (sem adubacdo), adubacdo quimica e adubacdo com trés fontes de esterco (codorna,
bovino e caprino) em quatro doses (2, 4, 8 e 12 Kg m™). Os estercos de codorna e bovino
resultaram em maiores ganhos de peso seco e de grande parte dos nutrientes foliares, em relacéo
ao esterco de caprino e adubacdo quimica. De modo geral, as plantas apresentaram respostas
lineares e quadraticas as doses de esterco. As plantas cultivadas com 12 Kg m? de esterco
bovino obtiveram o maior rendimento de OE, chegando a ser 710% superior ao tratamento
controle. Conclui-se que as melhores alternativas para o cultivo de T. vulgaris na regido de
Lavras-MG séo a estacdo da primavera e a condicdo de pleno sol; A adubagédo orgéanica
maximiza a producdo vegetal e o rendimento de compostos de interesse de tomilho; Os estercos
bovino e de codorna nas doses entre 8 e 12 Kg m indicaram ser uma opgéo de referéncia na
adubacdo do tomilho.

Palavras-chave: Producdo vegetal. CondicGes de luz. Estercos. Caprino. Bovino. Codorna.



ABSTRACT

The cultivation of thyme (Thymus vulgaris L.) requires management information
that implies strategic gains in plant production and phytochemical properties. In this
sense, the objective was to study the influence of cultivation under different conditions
of light and organic fertilization on oxidative stress and phytotechnical, physiological,
nutritional and quantitative-qualitative characteristics of thyme essential oil, in Lavras-
MG, Brazil. For this, three experiments were conducted in which they were evaluated:
dry weight of leaves, stem, root and total; photosynthetic pigments; macronutrient and
micronutrient; non-enzymatic antioxidant activities; as well as parameters related to the
production and quality of essential oil (OE). In the experiment of light conditions, thyme
was grown in the fall and spring seasons in full sun and under blue, black and red nets.
Thus, it was observed that the spring season brought significant gains for the plants
regardless of the light conditions. In contrast, the full sun provided greater antioxidant
activity, greater dry weight and OE yield in relation to the crops under nets. To assess the
effects of organic fertilization, two experiments were conducted. In the first, thyme was
grown without fertilization and with organic fertilization (Dose of 8 kg m of proportional
mixture of quail, cattle and goat manure) and chemical fertilizer. In this experiment, the
application of organic fertilization resulted in expressive gains in the dry weight of the
plants, accumulation of macronutrients and micronutrients and in the content and yield of
thymol in the leaves. In the second fertilization experiment, the plants were subjected to
treatments: control (without fertilization), chemical fertilization and fertilization with
three sources of manure (quail, cattle and goat) in four doses (2, 4, 8 and 12 Kg m™).
Quail and cattle manure resulted in greater gains in dry weight and a large part of leaf
nutrients, in relation to goat manure and chemical fertilization. In general, the plants
showed linear and quadratic responses to manure doses. Plants grown with 12 Kg m of
cattle manure obtained the highest OE vyield, reaching 710% higher than the control
treatment. It is concluded that the best alternatives for the cultivation of T. vulgaris in the
region of Lavras-MG, are the spring season and the condition of full sun Organic
fertilization maximizes plant production and the yield of compounds of interest to thyme;
The cattle and quail manure at doses between 8 and 12 Kg m™ indicated to be a reference
option in the fertilization of thyme.

Keywords: Vegetable production. Light conditions. Manure. Goat. Cattle. Quail.
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PRIMEIRA PARTE
1 Introducéo geral

As dietas ricas em substdncias naturais com propriedades antioxidantes,
anticancerigena, anti-neurodegenerativa e anti-inflamatoria sao desejaveis para a saide humana
(GUPTA; PRAKASH, 2014). Nesse contexto, plantas medicinais, condimentares e olericolas
tém contribuido positivamente no suprimento de alimentos saudaveis. De acordo com
Nanasombat et al. (2015), essas plantas possuem propriedades nutritivas para 0 consumo
humano, além de ser fonte de componentes funcionais vitais para o metabolismo humano,
desempenham um papel positivo, mantendo e modulando a funcdo imunoldgica para prevenir
doencas especificas.

A familia Lamiaceae possui grande diversidade de ervas produtoras de 6leo essencial
com importancia farmacéutica e nutracéutica (SHARAFZADEH; ZARE, 2011,
POURHOSSEINI et al., 2020). O tomilho, orégano e manjericdo pertencem a essa familia e séo
amplamente utilizadas na culinaria brasileira e no mundo. O tomilho (Thymus vulgaris L.) é
uma erva de aroma caracteristico e produtora de 6leo essencial que tem ganhado espaco na
medicina e culinaria global, possuindo compostos quimicos importantes como flavonoides e
antioxidantes fenolicos como zeaxantina, luteina, apigenina, naringenina, luteolina e timonina
(GRIGORE et al., 2010; ALIREZA et al., 2015; DAUQAN; ABDULLAH, 2017). Além disso,
as folhas dessa espécie sdo ricas em potassio, ferro, célcio, manganés, magnésio e selénio
(MOHAMED et al., 2013; SHARANGI; GUHA, 2013).

Por outro lado, é importante destacar que as propriedades bioldgicas e aromaéticas do
tomilho sdo determinadas, dentre outros fatores, pela composi¢éo quimica do seu 6leo essencial
e dos seus diferentes extratos (TOHIDI et al., 2019; KOSAKOWSKA et al., 2020). Nesse
sentido, o valor econdmico, quando a finalidade € a producdo de 6leo essencial, &€ determinado
pelas caracteristicas quimicas do 6leo essencial nas plantas (AKHZARI; PESSARAKLI, 2015).
Esses compostos sdo influenciados por fatores ambientais, como a disponibilidade de &gua, luz,
temperatura, umidade, nutrico, tipo de solo, etc. (MAIK et al., 2014). Assim, investigar o efeito
de diferentes condicdes de manejo agricola de espécies medicinais, condimentares e horticolas
é importante para definir estratégias de producdo que maximizem o crescimento vegetativo,
teor e composicdo quimica das plantas.

A adubacdo € um dos principais fatores que influenciam a producéo das culturas em

climas tropicais. O uso da adubacéo orgéanica promove beneficios na producédo de biomassa,
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rendimento e qualidade de 6leos essénciais (BIBIANO et al., 2019). Neste sentido, a nutri¢éo
mineral das plantas advinda da adubacdo orgénica tem se destacado no cultivo de espécies
medicinais e condimentares. Os fertilizantes organicos sdo insumos de baixo custo, que
promovem melhoria das qualidades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (CORREA et al.,
2010; SHAJI et al., 2020). De acordo com Souza et al. (2012), esse beneficio dependente da
dose e da fonte do material utilizado. Por outro lado, a origem do material organico deve ser de
boa procedéncia com objetivo de garantir a sanidade das plantas e, principalmente, a seguranca
alimentar, uma vez que as plantas podem ser consumidas in natura ou processadas.

Dentre as fontes de fertilizantes organicos, o esterco € o mais encontrado e utilizado em
diferentes regides do Brasil e do mundo, uma vez que é produzido por diferentes espécies de
animais, como bovinos, equinos, suinos e aves (TRANI et al., 2008). A regido de Lavras-Minas
Gerais, além de ser uma bacia leiteira, destaca-se também pela concentracdo de diversas
granjas, que geram grandes quantidades de estercos de codorna. Estudos tem demonstrado a
resposta positiva da cultura de Thymus vulgaris a adubacdo organica com esterco de gado,
ovelha e galinha (ATEIA et al., 2009; HENDAWY et al., 2010). Entretanto, nao foi encontrado
na literatura as respostas de crescimento e producdo de 6leo essencial dessa planta cultivadas
com esterco de codorna e caprino, tdo pouco, estudos comparativos entre diferentes fontes e
doses de esterco, avaliando aspectos nutricionais, fisiologicos e fitoquimicos.

Outra importante tecnologia agronémica é o cultivo de plantas olericolas, medicinais e
frutiferas sob ambiente protegido, sob malhas de sombreamento. Essas malhas de
sombreamento alteram o espectro de luz incidente e o microclima do ambiente de cultivo,
objetivando proporcionar condigdes ideais de cultivo das plantas (MILENKOVIC et al., 2019).
A luz é o principal fator no controle do crescimento e do desenvolvimento das plantas, por
regular fatores fundamentais no vegetal como atividade fotossintética, temperatura foliar,
pigmentos, abertura de estdmatos, tipos e densidade de tricomas, dentre outros, tornando-se um
fator chave na producéo de diversos metabolitos, por influenciar a via metabolica de fixagéo de
carbono (CHANG; ALDERSON; WRIGHT, 2008). Vérias pesquisas tém relatado o efeito
significativo de malhas coloridas em filtrar a luz solar incidente. A cor da malha utilizada altera
os niveis de fotossintese nas plantas, consequentemente, a producdo de biomassa, anatomia da
planta e a qualificagdo das substancias produzidas pelo metabolismo secundario das plantas
(ILIC; FALLIK, 2017). Para a espécie T. vulgaris néo foram encontrados estudos comparativos

da influéncia de diferentes malhas coloridas em seu cultivo.
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2 Referencial tedrico

2.1  Aspectos gerais da espécie (Thymus vulgaris L.)

2.1.1 Origem e distribuicdo

Tomilho é o nome popular utilizado para muitas espécies de ervas nativas da Europa e
da Asia, a maioria pertencente ao género Thymus e comumente utilizadas como ervas,
condimentos e especiarias, de modo a apresentar varios propositos medicinais (STHAL-
BISKUP; SAEZ, 2002). O género Thymus, um dos tdxons mais importantes da familia
Lamiaceae, estd amplamente distribuido por toda a extensdo territorial mundial, com o centro
de origem da maioria de suas espécies localizado na regido do Mediterraneo. O género €
representado por cerca de 215 espécies, cuja principal caracteristica € a producdo de 6leos
essenciais e aromas caracteristicos (TOHIDI et al., 2019). As espécies mais cultivadas e
estudadas desse género séo T. serpyllum, T. algeriensis e T. vulgaris (NIKOLIC et al., 2014).

A palavra grega thyo significa perfume e thymus, coragem, pois nos tempos medievais
a planta era utilizada como fonte de revigoramento, sendo seu uso relatado pelos sumérios em
3500 a.C. e os antigos egipcios (DAFF, 2012; DAUQAN; ABDULLAH, 2017). O tomilho é
produzido e comercializado a partir de plantas cultivadas e selvagens na maioria dos paises
europeus. O cultivo comercial da erva ocorre principalmente na Espanha, Franga, Itdlia e
Bulgaria, e cerca de 90% do seu 6leo essencial comercializado no mundo é produzido na
Espanha (KUETE, 2017). Os produtores do Sul da Europa séo responsaveis por beneficiarem
a maior quantidade de subprodutos derivados de T. vulgaris devido as vantagens climaticas
dessa regido que propicia seu cultivo (DAFF, 2012).

Até cerca de 1950, o tomilho comum era explorado apenas por meio do extrativismo
vegetal. No entanto, atualmente, devido a ocorréncia limitada dessa planta na natureza e o
aumento expressivo do consumo, o0 tomilho foi introduzido como uma cultura
(KOSAKOWSKA et al., 2020). Muitos ecotipos, variedades, e cultivares de tomilho estéo
disponiveis no mercado, ja sendo possivel observar muitos agricultores fazendo o uso de plantas
melhoradas geneticamente, principalmente na Espanha, Franca, Italia e Bulgaria
(WESOLOWSKA; JADCZAK, 2019; KOSAKOWSKA et al., 2020). O tomilho é cultivado
para fins comerciais em muitos paises, tendo como finalidade a producédo de folhas secas, 6leo
essencial, extratos e oleorresinas (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2012). No entanto,

dada a grande importancia econdémica da espécie, ainda ha necessidade de melhorar seu cultivo,
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levando como alicerce o melhoramento genético e determinando estratégias de cultivo que
aperfeicoem sua producdo (KOSAKOWSKA et al., 2020).

2.1.2 Descricdo da planta e aspectos agronémicos

As plantas de Thymus vulgaris L. sdo pequenos arbustos perenes, com cerca de 30 cm
de altura e 40 cm de largura que geralmente s&o cultivados em canteiro ou em vaso (SALEH et
al, 2015). O caule € tortuoso e lenhoso; os ramos sdo acinzentados, eretos e compactos; as folhas
sdo sésseis, elipticas e/ou oblongo-obovadas/lanceoladas, esbranquicadas na face inferior,
muito pequenas, geralmente de 2,5 a 8 mm de comprimento e 1 a 4 mm de largura, variam
significativamente na forma (oval a retangular) e na disposicdo na copa, dependendo da
variedade; as flores sdo rosadas ou brancas, de dois labios, com cerca de 05 mm de
comprimento, com um célice glandular e acompanhada de bracteas semelhantes a folhas em
espirais soltas, localizadas em ramos nas axilares ou terminais (PRASANTH et al., 2014;
KUETE, 2017; KOSAKOWSKA et al., 2020). Uma caracteristica peculiar do tomilho é que
suas hastes se tornam leves com a idade (PRASANTH et al., 2014). Alguns detalhes dessa
espécie podem ser observados na figura 1 logo abaixo.

As plantas de tomilho mostram-se pouco exigentes em relagdo as condicdes
edafoclimaticas, podendo ser encontrada e cultivada em diferentes tipos de solo e condi¢Ges
climéticas (DAFF, 2012). Geralmente, as plantas crescem bem em regi6es de clima temperado,
arido e semiarido, e em pleno sol (DAFF, 2012), entretanto, na Europa ja se encontra cultivares
resistentes a geada (REY; SAEZ, 2002; KOSAKOWSKA et al., 2020). A recomendacéo de
precipitacdo para seu cultivo € de 500 a 1000 mm por ano. Contudo, essa espécie ndo tolera
umidade excessiva, devido ser susceptivel a doengas de podriddo (DAFF, 2012). Tem
preferéncia por solos arenosos, com pH entre 5,0 a 8,0 e ndo é exigente em fertilidade
(PRASANTH et al., 2014; KUETE, 2017).
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Figura 1 - Aspectos e detalhamento de plantas de Thymus vulgaris L. cultivado em canteiro (A)
e vaso (D), e detalhes do caule e folhas (B) e florescimento (C).

g Lo

Foto: Do autor (2018).
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A propagacao do tomilho pode ser feita a partir de sementes, estacas de caule e rebentos
(KUETE, 2017). Outra forma de propagacao utilizada, tem sido a divisdo das plantas junto com
parte de suas raizes. O periodo mais apropriado para se semear o tomilho é na primavera com
6 mm ou menos de profundidade (DAFF, 2012; KUETE, 2017). As sementes geralmente
germinam em cerca de duas semanas. Quando semeado em bandejas de germinagdo, sdo
necessarias de seis a oito semanas para atingir o periodo de transplantio. Para obtencdo de
plantas homogéneas é aconselhavel a producdo de mudas pelo método de estaquia, pois ha alta
taxa de hibridacdo via sementes. O tomilho cresce facilmente com estacas de 5 a 10 cm de
comprimento, preferencialmente quando retiradas na primavera. O transplantio das mudas deve
ser feito antes do inverno, para que ocorra 0 pleno estabelecimento e crescimento (DAFF,
2012).

O espacamento recomendado para cultivo de tomilho é de 15 a 30 cm entre plantas na
fileira e largura de 60 cm entre fileiras. Aplicacdo de elevadas doses de fertilizante podem
causar crescimento excessivo, fazendo com que os ramos tornam-se fracos e quebrem com
facilidade. A aplicacdo de nitrogénio apds a colheita é importante para promover o crescimento
de novos brotos durante a estacdo de crescimento. Por outro lado, o excesso pode comprometer
a qualidade do 6leo essencial (BARANAUSKIENE et al., 2003). As recomendacdes de
adubacdo para essa espécie sdo incipientes, tanto no que se refere a adubagdo quimica, como
também a organica. Entretanto, 0s poucos trabalhos existentes com fertilizantes nessa espécie,
jaapontam que o tomilho cultivado de forma organica tende a possuir melhor qualidade de erva
seca (aroma) e de 6leo essencial, agregando assim valor ao produto (DAFF, 2012; SHARAF
EL-DIN et al., 2019).

As pragas no tomilho ndo sdo muito frequentes, devido as propriedades repelentes do
seu 6leo essencial, que ja foram caracterizadas quanto a resisténcia das plantas contra pragas,
herbivoros, fungos e bactérias (CAMPOS et al., 2019). No entanto, mosca branca, cochonilhas
e 0s acaros podem infestar as plantas e se tornarem um problema. Da mesma forma, a presenca
de doencas ndo é comum em tomilho. No entanto, em ambientes mais umidos, com pouca
drenagem, a podriddo da raiz causada principalmente por bactérias do género Rhizoctonia pode
causar problemas serios. Algumas doencas fungicas também s&o relatadas na literatura, porém
com menor frequéncia, tais como ferrugem, Alternaria spp. e o Botrytis spp. (DAFF, 2012).

A colheita do tomilho é fator primordial para se garantir a qualidade do produto e
manutenc&o do cultivo da planta. Periodo de colheita muito longo ou curto demais pode resultar
na morte da planta, particularmente em ambientes mais Umidos onde a susceptibilidade a

doenca é maior. Portanto, a colheita deve ser frequente e a altura de corte ajustada para deixar



19

algumas hastes e folhas vivas nas plantas apds o corte. Na extracdo do 6leo essencial, o tomilho
é colhido uma vez por ano, no final do verdo, quando a floracdo comega. Em certas condicdes,
sdo possiveis duas colheitas por ano. Na producdo de matéria seca, a colheita de caules e folhas,
se inicia com o comeco da floracdo, cortando a planta a cerca de 10 a 15 cm acima do solo. Para
os produtos frescos, colhem-se apenas as pontas dos ramos, onde as hastes se encontram menos
lignificadas (DAFF, 2012).

O tomilho é amplamente utilizado como erva condimentar e na medicina popular,
principalmente na forma seca. O produto seco deve ser processado para a separacdo das folhas
e hastes (PRASANTH et al., 2014). Muitas estratégias sdo empregadas para se secar em
condicdo de pleno sol, entretanto resultam em perda de qualidade do 6leo essencial. O tomilho
deve ser seco a temperaturas ndo superiores a 40 °C para reduzir a perda de sabor através da
volatilizacdo da fracdo volatil do 6leo essencial e manter uma cor caracteristica (PRASANTH
etal., 2014).

2.1.3 Propriedades medicinais e funcionais do tomilho

As propriedades farmacologicas de diferentes extratos e dos 6leos essenciais do tomilho
ja foram bem caracterizadas. Dessa forma, essas informacgdes trouxeram contribuicfes
significativas para as industrias (principalmente como aditivo de alimento) e aplicacGes
medicinais da planta (JAKIEMIU, 2008; NABAVI et al., 2015). Na verdade, os 6leos essenciais
do tomilho oferecem um grande potencial para uso como conservantes de alimentos para atrasar
a oxidacdo de lipidios durante o manuseio, processamento e armazenamento de alimentos
(COSTA etal., 2015). Seu 6leo também encontrou aplicacdes na produgdo de cosméticos, como
desodorantes, cremes dentais e enxaguatorios bucais (TOHIDI et al., 2019).

O tomilho contém muitos flavonoides e antioxidantes fendlicos como zeaxantina,
luteina, apigenina, naringenina, luteolina e timonina (DAUQAN; ABDULLAH, 2017). Além
de possuir um dos maiores niveis de antioxidantes em comparagéo a espécies do mesmo género,
suas folhas sdo uma das fontes mais ricas de potassio, ferro, célcio, manganés, magnesio e
selénio (SHARANGI; GUHA, 2013). Tem sido utilizada ha milhares de anos para tratar
alopecia, placa dentaria, infecgdes dermatofitas, bronquite, tosse, distdrbios inflamatorios da
pele e distdrbios gastrointestinais (DAUQAN; ABDULLAH, 2017).

O dleo essencial de tomilho é responsavel pelo aroma picante tipico e € um dos dez
principais conservantes de alimentos do mundo (STHAL-BISKUP; SAEZ, 2002). Os principais
constituintes fitoquimicos do tomilho incluem fendlicos, terpenoides e saponinas (EKOH et al.,
2014; KUETE, 2017). O 6leo essencial de tomilho possui alto teor de monoterpenos oxigenados
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(£ 57%) e menor proporgdo de hidrocarbonetos monoterpénicos (£ 29%), além de possuir
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (x 5%) e sesquiterpenos oxigenados (= 2%) (REDDY et al.,
2014; KUETE, 2017).

Guillen e Manzanos (1998) observaram variacfes na composicao e rendimento no 6leo
extraido de tomilho em diferentes partes da planta. O teor obtido das folhas e das flores é muito
mais elevado do que aquele obtido das hastes, sendo encontrados de 1- 4%, 1 - 2,5% e 0-0,5%,
respectivamente, em folhas, flores e hastes (GUILLEN; MANZANOS, 1998; STAHL-
BISKUP; VENSKUTONIS, 2012). Isso se deve porque o 6leo essencial é produzido e
armazenado em células secretoras especiais (tricomas glandulares) ndo uniformemente
distribuidas nas partes aéreas da planta; além disso, seu estagio secretor depende do estagio de
desenvolvimento do material vegetal e da variacdo sazonal (KHOSHSOKHAN et al., 2014;
MAJDI et al., 2017).

Os fenois predominantes no 6leo extraido de T. vulgaris sdo timol e carvacrol, podendo
chegar a proporcdes de até 65% de timol e 85% de carvacrol (THOMPSON et al., 2003;
PORTE; GODOQY, 2008; SATYAL et al., 2016). Quando se fala na natureza fendlica do género
Thymus, duas possibilidades biossintética podem levar a dar origem ao timol e o carvacrol bem
como seus derivados e precursores (Ex: y-terpineno e p-cimeno) (LLORENS et al., 2014;
TOHIDI et al., 2019), conforme ilustra a figura 2.

Esses dois monoterpenos oxigenados (timol e carvacrol) sdo biossintetizado a partir da
via MEP (metil-eritritol-fosfato) localizada em plastideos, onde o 1-desoxi-D-xilulose-5-
fosfato (DXP) é irreversivelmente convertido em 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP)
(MAJDI et al., 2017). Posteriormente, o difosfato de isopentenil (IDP) e seu isdmero difosfato
de dimetilalil (DMADP), que s&o ambos sintetizados do MEP, sdo condensados cabega-a-cauda
formando o geranil difosfato (GDP) que é o precursor usual dos monoterpenos (CROCOLL,
2011). Subsequentemente, a y-terpineno sintase, que ¢ um membro da familia da monoterpeno
sintase, produz y-terpineno por meio da ciclizagdo de GDP. A partir do y-terpineno duas
possibilidades biossintéticas podem levar a d& origem ao timol e o carvacrol (TOHIDI et al.,
2019). A via tradicional sugere uma sequéncia biossintética pelo qual y-terpineno da origem a
p-cimeno, que por sua vez origina timol e carvacrol (THOMPSON et al., 2003). Por outro lado,
tambem se sugere que o timol e carvacrol sdo formados diretamente do y-terpineno através de
uma oxidacdo em duas etapas, sendo o p-cimeno formado como um produto secundario,
resultante da liberagdo prematura do substrato a partir do sitio ativo da enzima (CROCOLL et
al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - A via biossintética do timol/carvacrol em T. vulgaris L. DXP (1-desoxi-D-xilulose-
5-fosfato), MEP (2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato).
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Fonte: Adaptado de Majdi et al (2017), Rudolph et al., (2015) e Lima et al. (2013).

Além do timol e carvacrol, os principais constituintes do 6leo essencial incluem linalol,
mirceno, canfora, borneol, B-pineno, B-cariofileno, p-cimeno, y-terpineno, éter timilmetilico,
éter carvacrilmetilico, limoneno, a-terpinol, y-terpinol e hidrato de sabineno (KUETE, 2017,
TOHIDI et al., 2019; KOSAKOWSKA et al., 2020). Outrora, o tomilho também contém acidos
fenolicos, como o &cido rosmarinico, acido caféico, acido gentisico, acido p-cumarico, acido
singarico, acido feralico e &cido p-hidroxibenzéico (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS,
2012; KUETE, 2017; KOSAKOWSKA et al., 2020). Dessa forma, existem variagdes em seu
perfil quimico que categorizam esta espécie com pelo menos 20 quimiotipos diferentes (Satyal
et al., 2016).

O oleo essencial de tomilho possui atividades antimicrobianas, carminativa e
expectorante, atividades estas atribuidas ao timol e ao carvacrol, sendo timol o mais potente
(TOHIDI et al., 2019; KOSAKOWSKA et al., 2020). As atividades antifingicas, pesticidas e
antibacterianas do 6leo essencial de tomilho foram demonstradas por Roby et al. (2013),
Nikolic et al. (2014), Keramat et al. (2016) e Daugan e Abdullah (2017). Atividades anti-
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espasmoliticas, bem como, antioxidantes foram relatadas também para o extrato alcoolico da
planta (HUDAIB et al., 2002).

Estudos fitoquimicos investigaram a composicao do 6leo essencial do tomilho, de fontes
e de gendtipos diferentes, bem como a sua variacdo em estacdes diferentes e durante o ciclo
vegetativo da planta (HUDAIB et al., 2002; TOHIDI et al., 2019). Dessa forma, variagdes da
composicdo e rendimento do Oleo essencial extraido tém sido reportadas, estando essas
associadas a inumeros fatores, como diferentes partes da planta, condi¢des climaticas, tipo de
cultivo, propriedades do solo, época de colheita, caracteristicas genéticas da planta, adubacéo
e, até mesmo, condi¢cBes de armazenamento e secagem e aplicacfes de insumos agricolas
(VENSKUTONIS et al., 1996; TOHIDI et al., 2019; KOSAKOWSKA et al., 2020).

2.2 Qualidade e intensidade de luz

2.2.1 Papel da luz nas plantas

A luz € o principal fator no controle do crescimento e desenvolvimento das plantas, que
sdo afetadas de maneira complexa pela irradiacdo em todos os estagios de seu desenvolvimento.
A arquitetura das plantas é dependente da quantidade, da direcdo, da duracéo e da qualidade de
radiacdo. A radiacdo solar regula fatores fundamentais no vegetal como fotossintese,
temperatura foliar, pigmentos, dentre outros e, € um fator chave na producéao final de muitos
compostos, porque fornece a energia necessaria para fixar o carbono (CHANG; ALDERSON;
WRIGHT, 2008). Dessa forma, varia¢des no espectro de radiagcdo podem condicionar diferentes
respostas fisioldgicas que acarretam modificagdes em suas caracteristicas bioquimicas,
morfologicas, anatbmicas e de crescimento das plantas (BERGAMASCHI; BERGONCI,
2017).

Na planta, um complexo de fotorreceptores e outros pigmentos (por exemplo, clorofilas,
carotenoides, fitocromos, criptocromos, fototropinas), podem captar variacdes tanto na
intensidade como na qualidade de luz, adaptando seu desenvolvimento as condigdes a que estdo
expostas (AFREEN et al., 2005; BUTHELEZI et al., 2016). Para a medicdo da luz, quatro
fatores sdo importantes: a qualidade espectral, a intensidade, a duracéo e a direcdo (CHANG et
al., 2008; TAIZ et al., 2017). O espectro eletromagnético determina a qualidade da luz,
representado pelos fotons de diferentes comprimentos de onda e energia. A luz se propaga na
atmosfera através de ondas cuja capacidade energética varia de acordo com o espectro (COSTA
etal., 2012).
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A literatura expde trés classes de fotorreceptores consideradas principais. Criptocromos
e fototropinas, que absorvem luz nas regiGes do azul, e ultravioleta; e os fitocromos, que
absorvem luz nas regides do vermelho e vermelho distante (NIEMI et al., 2005). Os
mecanismos pelos quais tais fotorreceptores regulam as respostas das plantas ainda foram pouco
elucidados e demanda de maiores esclarecimentos para melhor compreenséo do papel da luz
nas plantas (TAIZ et al., 2017).

A luz azul permite as plantas alterarem o seu crescimento, desenvolvimento e a sua
formacg@o como um todo, sendo apontada como extremamente importante para as plantas se
aclimatarem as condicGes ambientais. A fisiologia das respostas é bastante varidvel entre a
espécies vegetais e inclui fototropismo, movimentos estomaticos, inibicdo do alongamento
celular, ativacdo de genes, biossintese de pigmentos, acompanhamento do sol pelas folhas e
movimento dos cloroplastos dentro das células. As respostas especificas podem ser distinguidas
por um espectro de absorcdo caracteristico de trés bandas na regido de 400 a 500 nm (COSTA
etal., 2012; TAIZ et al., 2017).

Por outro lado, a luz vermelha exerce influéncia mais forte e seus efeitos podem ser
revertidos pela luz vermelho-distante, estando muito relacionado com os fitocromos. Nos
fendmenos fotomorfogénicos, o fitocromo é um pigmento encontrado dissolvido no
hialoplasma das células vegetais, captando especificos comprimentos de onda, ocorrendo em
duas formas, o que absorve a luz vermelha, 650 a 680 nm, e 0 que absorve a luz vermelha-
distante, 710 a 740 nm (COSTA et al., 2012). Dentre os inimeros efeitos da luz vermelha sob
as plantas pode-se destacar. promove a germinacdo, o desestiolamento, a formacdo do
primérdio foliar, o desenvolvimento de folhas primarias, a producdo de antocianinas, a
replicacdo dos plastidios, a orientacdo dos cloroplastos em relacdo a luz fraca direcional, inibe
o alongamento de entrend e o florescimento (resposta fotoperiddica) e aumenta a taxa de
acumulacdo de clorofila e amido (COSTA et al., 2012; TAIZ et al., 2017).

2.2.2 Resposta das plantas a qualidade e intensidade de luz

Varios estudos tém apontado que a alta intensidade de luz € o principal fator que causa
a diminuicdo da area foliar de plantas e conduz a altera¢fes anatdmicas primarias como a
diminuicdo do tamanho da célula, as paredes celulares mais espessas e cuticulas, e um
parénquima palicadico fortemente desenvolvido a custa de uma diminuicdo do parénquima
esponjoso (ALVAREZ et al., 2012). Estas alteracdes morfologicas influenciam varios
processos fisioldgicos, associados, principalmente, a fotossintese e transpiracdo. De acordo
com Macedo et al. (2011), o espectro azul aumenta a espessura da epiderme e as células do
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parénquima pali¢adico, enquanto que o espectro vermelho diminuiu a espessura dos tecidos da
face abaxial e do parénquima esponjoso.

A luz € necessaria para a biossintese de compostos secundarios como flavonoides e
outros compostos fendlicos. A formacdo dos flavonoides, por exemplo, é dependente da
irradiancia recebida no ambiente de desenvolvimento vegetal e sua taxa de biossintese esta
relacionada tanto a intensidade quanto a qualidade (GHASEMZADEH; GHASEMZADEH,
2011). Em Kalanchoe pinnata, altas irradiancias com comprimento de onda na regido do azul
promoveram aumento na quantidade de compostos fendlicos com alta atividade antioxidante
(quercetina e quercitrina), sendo uma resposta da planta a um estresse promovido por este
comprimento de onda (NASCIMENTO et al., 2013). Em Labisia pumila, ocorreu um aumento
de compostos fendlicos (acido galico) em condicdes de alta irradidncia sendo este aumento
relacionado a estimulacéo da fenilalanina amonia-liase (KARIMI et al., 2013).

As plantas apresentam respostas diversificadas de crescimento em relacéo a alteragdes
de irradiancia. Artemisia vulgaris apresentou maior producdo de matéria seca quando cultivada
em ambientes que recebem altas irradiancias na regido do azul (COSTA et al., 2012);
Catharanthus roseus produziu maior matéria seca em ambientes com espectros de irradiancias
na regido do vermelho (MELO; ALVARENGA, 2009). Mikania glomerata apresentou maior
matéria seca em ambientes com baixas irradiancias (ESPINDOLA-JUNIOR et al., 2009). A
maior producdo de matéria seca de Labisia pumila foi observada em altas irradiancias (KARIMI
etal., 2013).

2.2.3 Uso de malhas de sombreamento

A radiacdo excessiva € um problema para algumas regides do planeta ou mesmo em
determinadas estagdes do ano, por causarem danos ao aparato fotossintético das plantas. Esse
problema ocorre, porque a assimilacdo liquida méaxima de CO> da maioria das espécies C3
satura a uma irradiancia relativamente baixa (600-900 umol m 2 s 1), correspondendo a 30-40%
da luz solar total em um dia tipico de cultivo (1500-2000 pmol m 2 s™%, ou até mais altos em
determinadas regides) (ILIC; FALLIK, 2017). Assim, esse excesso de energia radiante pode
predispor as plantas a fotoinibicao, estresse por calor e fechamento estomatico, levando a uma
reducdo na fotossintese liquida, que é a fonte final de substrato de carboidrato para o
crescimento (ILIC; FALLIK, 2017). Além disso, altas temperaturas sustentadas (35-40 °C)
como resultado da alta radiacdo solar pode prejudicar processos fisioldgicos na planta como a
divisdo celular, a expansdo foliar, e o desenvolvimento dos meristemas apicais e laterais
(FLAISHMAN et al., 2015).
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Com base nessas informacg6es disponiveis na literatura, surgiram no mercado as malhas
coloridas e termorefletoras que visam alterar o comprimento de onda e quantidade de energia
disponivel as plantas. Nesse sentido, os materiais de cobertura fotosseletiva, como malhas de
sombra, buscam proteger as plantas contra temperaturas excessivas e alta radiacdo solar, mas
também contra granizo, passaros, pragas e melhorar a qualidade de vegetais e culturas de ervas
(ILIC; FALLIK, 2017; MILENKOVIC et al., 2019). Essas malhas de sombra s&o projetadas
para modificar a luz nas regides espectrais ultravioleta, visivel ou vermelho-distante, regulando
simultaneamente o crescimento da planta, o desenvolvimento e a biossintese de metabolitos
(ILIC et al., 2017; MILENKOVIC et al., 2019). As caracteristicas dessas malhas s&o
determinadas pelo tipo de rede de sombra, cor, molde, textura e tipo de material, bem como a
densidade de sua malha (KOTILAINEN et al., 2018; DIAZ-PEREZ; JOHN, 2019). Embora as
malhas pretas sejam as mais comumente usadas, tem havido um interesse crescente na
utilizagio de malhas coloridas (DIAZ-PEREZ et al., 2020).

Vérias pesquisas relatam o efeito significativo dessas malhas em filtrar a luz solar
incidente, de acordo com cada cor de tela utilizada. A malha de sombra de cor preta é
considerada neutra; tendo a caracteristica de reduzir a radiacao incidente sobre as plantas sem
influenciar a qualidade do espectro de luz (COSTA et al., 2018). A malha azul, tem a vertente
de filtrar as ondas na faixa do vermelho e do vermelho distante, sendo possivel a passagem de
ondas entre 400-540 nm que corresponde a regido do azul-verde (SHAHAK et al., 2004;
COSTA et al., 2012). Ja as malha de sombra vermelha reduzem as ondas de luz azul, verde e
amarela, aumentando o espectro de onda da luz vermelha e vermelha distante e com
transmiténcia para comprimentos de onda superiores a 590 nm (COSTA et al. 2012; 2018;
RIBEIRO et al., 2018). Diaz-Pérez e John (2019) trabalhando com malhas pretas (47%),
vermelho (42%), prata (40%) e branco (41%) relatarem que as malhas de sombra afetam a
qualidade e a quantidade da radiacéo solar recebida pela cultura, bem como menor temperatura
do ar e do solo (na zona radicular das plantas ao meio-dia) sob o cultivo em malhas.

Descobriu-se que as malhas coloridas influenciam positivamente o crescimento das
plantas e a producdo de frutos de hortalicas importantes (DIAZ-PEREZ et al., 2020). No
piment&o e no tomate, as malhas de sombra coloridas tém demonstrado aumentar a producao e
a qualidade dos frutos, como a reducéo da incidéncia de distarbios fisiolégicos (OMBODI et
al., 2015; ILIC et al., 2017; SIVAKUMAR et al., 2018; DIAZ-PEREZ et al., 2020). Foi
demonstrado também que as malhas coloridas perola, vermelha, azul e preta influenciam
positivamente a producdo quali-quantitativa de alface, onde o peso e didmetro da cabeca e o

indice de area foliar foram maiores, o periodo do plantio foi significativamente mais curto e
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folhas com melhor cor e textura (ILIC et al., 2017; SIVAKUMAR et al., 2018; MASTILOVIC
et al., 2019). Bankar et al., (2017) observaram que a malha de sombreamento vermelha (35%
de intensidade de sombreamento) foi a mais adequado para obter crescimento maximo
significativo, com maior producdo de biomassa total e de vagens de feijdo verde; seguido da
malha de cor verde + branco.

Entretanto, os efeitos das malhas de sombra coloridas nas culturas nem sempre séo
consistentes e podem variar dependendo da espécie utilizada e das condi¢bes ambientais
(DIAZ-PEREZ et al., 2020). Russo e Honermeier (2017) relataram que o sombreamento
moderado n&o influenciou positivamente a produtividade foliar e os parametros de crescimento
investigados de Melissa officinalis L., dentre os quais o teor de 6leo essencial. Portanto, os
autores concluiram que o uso de malhas de sombreamento com reducao moderada de luz ndo é
vantajoso para o cultivo de erva-cidreira em condigdes de clima temperado.

Por outro lado, mesmo que as malhas de sombreamento coloridas ja sejam pesquisadas
em considerada proporcdo pela literatura, ha informagdes limitadas sobre a influéncia da
qualidade espectral de malhas fotosseletivas sobre o conteudo fitoquimico, principalmente
guando se fala em ervas medicinais, condimentares e aromaticas (BUTHELEZI et al., 2016;
KOTILAINEN etal., 2018; DIAZ-PEREZ; JOHN, 2019). Em cultura importante como o alface
(ILIC et al., 2017; SIVAKUMAR et al., 2018; MASTILOVIC et al., 2019), pimentdo, tomate,
(SIVAKUMAR et al., 2018; DIAZ-PEREZ; JOHN, 2019; DIAZ-PEREZ et al., 2020) e ervas
condimentares como orégano, manjerona e coentro (BUTHELEZI et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2017; SIVAKUMAR et al., 2018) foi demonstrado que as malhas coloridas influenciam
positivamente no teor de fendis totais, flavonoides, teor de éacido ascérbico e atividade
antioxidante total nas folhas. Neste contexto, estudos que buscam analisar o efeito de diferentes
condi¢Bes de radiagdo no conteudo fitoquimico das plantas sdo de extrema importancia
(KARIMI et al., 2013).

Em T. vulgaris especificamente, as informacdes de cultivo sob malhas coloridas sdo
praticamente inexistentes. Um dos raros exemplos é o trabalho de Zrig et al. (2016) que avaliou
o tomilho em apenas uma condicéo de sombreamento (malha preta a 28% de sombreamento) e
identificou mudancas quanti-qualitativas em 6leos essenciais, aminoacidos e polifendis. Nesse
sentido, pesquisas sobre a manipulacdo de luz em sistemas de cultura de tomilho se faz
necessario para a melhoria da producéo desse vegetal, principalmente em condicGes de estufa,
de olho na sustentabilidade e voltado para atender a demanda dos consumidores por vegetais

de alto valor nutritivo e farmacoldgico durante todo o ano.
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2.3 Adubacéo Organica

A sustentabilidade ambiental, social e econémica dos sistemas de produc¢éo agricola tem
sido foco de todo o mundo. A idealizacdo de um sistema de producgéo que consiga reduzir o uso
de insumos através do reaproveitamento residuos, tem sido o foco de pesquisas, tanto de 6rgaos
de carater publico, como privado, em pequenas ou grandes propriedades (PINTO, 2018). Neste
sentido, a busca por fontes alternativas de fertilizantes tem sido um dos desafios da agricultura
mundial, e principalmente a Brasileira. Isto porque cerca de 70% das fontes de fertilizantes
utilizadas na agricultura sdo importadas, podendo chegar a 90%, como no caso do K, colocando
assim o pais em uma situacdo de vulnerabilidade econdmica, principalmente pelo aumento
crescente do consumo de insumos e pelas flutuagbes do délar (MARIN et al., 2016; PINTO,
2018).

O sistema organico de producdo ou agricultura organica teve sua ascensdo na era
moderna, no inicio do século XX, com metodologias proposto pelo inglés Albert Howard, que
fez pesquisa agricola na india, por quase 40 anos (PENTEADO, 2001). Uma das principais
diferencas entre o sistema de producao organica e convencional é a abordagem da nutricao das
plantas (MARGENAT et al., 2020). A nutricdo mineral é um fator essencial de manejo de
plantas, pois influencia diretamente no crescimento e no desenvolvimento das plantas e,
consequentemente, no incremento de produtividade (PES; ARENHARDT, 2015). A adubacéo
organica compreende o0 uso de residuos organicos de origem natural, animal, vegetal,
agroindustrial e outros, com a finalidade de incrementar no sistema uma fonte de nutriente, e
recursos relacionados, com o propdsito de aumentar a produtividade das culturas com o foco
na sustentabilidade (GOVAMHI et al., 2015; MOLLER, 2018).

2.3.1 Uso de estercos como fertilizante organico

A estratégia organica de cultivo, busca trazer para o quesito de nutri¢do das plantas, uma
abordagem com o objetivo de manter o equilibrio do sistema e ser a base de uma agricultura
mais sustentdvel (MARGENAT et al., 2020). A aplicacdo de matéria orgénica no solo
influencia positivamente as qualidades fisicas, quimicas e bioldgicas, principalmente
microrganismos. Esses beneficios podem variar com o estagio de decomposicao, mineralizacéo,
solubilizacdo no solo e da dose e fonte do material utilizado (GOVAHI et al., 2015). Os
fertilizantes orgénicos sao o produto de processo fisico, quimico, fisico-quimico ou bioguimico,
natural ou controlado, a partir de matérias primas de origem vegetal ou animal, industrial,

urbana ou rural, enriquecido ou n&o de nutrientes minerais (ALCANTARA, 2016).
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Didaticamente, aqui no Brasil, os fertilizantes organicos sdo categorizados como:
Fertilizante orgénico simples (estercos animais; torta de filtro de cana; vinhaca de cana,;
palhadas de milho e de soja, serragem de madeira; casca de pinus, eucalipto, café e arroz,
farinha de 0ssos, casco, chifres, e sangue; torta de mamona; e as cinzas de madeira); Fertilizante
organico composto (Compostagem, biofertilizantes, lodo de esgoto; vermicomposto, composto
de lixo, etc.); Fertilizante organico misto (Organomineral, Bokashi, etc.) e Adubagdo verde
(TRANI et al., 2013; ALCANTARA, 2016).

Além disso, a legislacdo brasileira classifica os fertilizantes organicos de acordo com as
matérias-primas utilizadas na sua producdo, conforme descreve o art3° da INSTRUCAO
NORMATIVA N°61, DE 8 DE JULHO DE 2020 (BRASIL, 2020). Dessa forma, duas classes
sdo adotadas, a classe “A” cujo matéria-prima utilizada é originaria de atividades extrativas,
agropecuarias, industriais, agroindustriais e comerciais, incluindo aquelas de origem mineral,
vegetal, animal, lodos industriais e agroindustriais de sistema de tratamento de guas residuarias
com uso autorizado pelo Orgdo Ambiental, residuos de frutas, legumes, verduras e restos de
alimentos gerados em pré e pds-consumo. E a classe “B” que adotam como matérias-primas
organicas produtos das atividades urbanas, industriais e agroindustriais, incluindo a fracédo
organica dos residuos solidos urbanos da coleta convencional, lodos gerados em estacdes de
tratamento de esgotos, lodos industriais e agroindustriais gerados em sistemas de tratamento de
aguas residuarias contendo qualquer quantidade de despejos ou contaminantes sanitarios, todos
com seu uso autorizado pelo Orgdo Ambiental

Dentre as variadas fontes de fertilizantes organicos, os estercos se destaca por ser 0 mais
encontrado nas diferentes regifes do Brasil e do mundo, podendo ser aproveitado de uma gleba
muito grande de animais. Dentre as diferentes espécies de animais que se destacam na producédo
de esterco, em escala consideravel e de uma forma que se possa aproveitar, temos o bovino,
equino, suino, caprino, ovino, de coelhos e aves (TRANI et al., 2008; ALCANTARA, 2016;
BIBIANO, et al. 2019). A producgdo media diéria de esterco desses animais é bem significativa.
Um bovino produz em média de 10 a 15 kg de esterco por dia, um suino produz em média 2,35
kg de esterco diario, um caprino adulto de 0,6 a 1,6 kg esterco por dia. As aves, em sistema de
producdo intensivo, produz aproximadamente 100g de esterco + urina (TRANI et al., 2008;
PINTO etal., 2014; SILVA; DEL VALLE, 2018).

O esterco bovino, disponivel em maior quantidade, € o mais estudado e utilizado na
agricultura. Por outro lado, o esterco avicola, como o de galinha e codorna, e de ovinos e
caprinos tem ganhado espaco por ter aumentado sua produgdo significativamente nos Gltimos

anos. Esses fertilizantes organicos tém se mostrado uma boa fonte de nutrientes, especialmente
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de nitrogénio e quando administrada de forma adequada, pode fornecer parte ou toda a
quantidade de nutriente necessario para o cultivo de qualquer espécie (BLUM et al., 2003;
BIBIANO et al. 2019; ZHU et al., 2020; HAFIZAH et al., 2020). Melo et al. (2008) ao
caracterizarem a matriz organica de amostras de lodo de esgoto, estercos de galinha, suino,
codorna e bovino, além de composto, substrato organico e material humico comercial,
verificaram que os estercos de galinha e de codorna foram os mais ricos em acidos organicos.
Essas mesmas fontes apresentaram elevados teores de N-NH4* e N-NOs’, indicando assim, uma
fonte imediata e prontamente disponivel de nitrogénio (N) para as plantas.

As principais vantagens do uso de estercos como fertilizantes s&o: disponibiliza os
nutrientes de forma gradativa e evita as perdas de minerais por lixiviagdo, prolongando assim
os efeitos da adubacdo; melhoria da estrutura do solo; diminuicdo dos processos de
compactacdo do solo; melhoria da aeracdo e da drenagem do solo; aumento da capacidade de
armazenagem de agua no solo; diminuigdo dos efeitos da erosdo; disponibilizagdo de nutrientes;
elevacdo da capacidade de troca cations (CTC) do solo; melhora da condicéo de crescimento
de raizes; contribuicdo para o controle do pH em solos; aumento da biodiversidade no solo,
essencial para o controle de pragas e doencas (DEMARTELAERE et al., 2020).

Uma das caracteristicas mais importantes dos estercos animais € a redistribuicdo dos
nutrientes no espacgo e no tempo dentro do sistema de cultivo, oferecendo assim uma ferramenta
estratégica para gerenciar o suprimento de nutrientes para o cultivo de espécies vegetais
(MOLLER, 2018). Por outro lado, é preciso ficar atento ha algumas caracteristicas dos estercos,
dentre elas o estagio de curtimento do esterco, dose e a fonte do material utilizado (GOVAHI
et al., 2015; BIBIANO, et al. 2019). A dosagem de esterco e outros residuos organicos a ser
adicionada em determinada solo ou substrato depende, entre outros fatores, da composicao e
do teor nutricional de matéria organica dos referidos residuos, classe textural e nivel de
fertilidade do solo, exigéncia nutricional e espagamento da cultura explorada e condicdes
climaticas regionais (TRANI et al., 2013; DEMARTELAERE et al., 2020). Neste sentido, é
muito importante estudar com profundidade o uso de compostos organicos como fertilizantes,
a fim de ajustar tratos culturais que consigam entregar o melhor resultado e otimizar e viabilizar

sua utilizacéo.

2.3.2 Melhoria das caracteristicas do solo com a utilizacdo da adubacao orgéanica

Os fertilizantes organicos sdo insumos, que de modo geral, sdo de baixo custo
associados a propriedades desejaveis do solo, incluindo a melhoria das propriedades quimicas,
fisica e bioldgicas do solo (NOVAIS et al., 2007). O principio basico que rege a adubagéo
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organica é a ativacdo e manutencdo da vida do solo. Ao fornecer os nutrientes essenciais e a
energia necessaria para que os ciclos biogeoquimicos naturais sejam estimulados e
consequentemente otimizados, regendo assim todo o ciclo bioldgico que mantem o equilibrio
do ecossistema terrestre (DEMARTELAERE et al., 2020).

Os principais efeitos benéficos dos fertilizantes organicos sobre as propriedades fisicas
do solo s&o: aumento na estabilidade de agregados e melhoria na estrutura do solo que
consequentemente implica em melhor aeracdo, permeabilidade, retencdo de agua e resisténcia
a erosao; favorecem a diminuicao das variacGes bruscas de temperatura do solo que interferem
nos processos bioldgicos do solo e na absorcdo de nutrientes pelas plantas (TRANI et al., 2013;
AGEGNEHU et al., 2015). Ja nas propriedades quimicas, por meio do fornecimento de
macronutrientes e micronutrientes essenciais as plantas e o aumento gradativo do teor de
matéria organica do solo, implicando assim no aumento da capacidade de troca catidnica
(CTC), formacéo de complexos e aumento do poder tampdo (TRANI et al., 2013). E ainda,
sobre as propriedades bioldgicas do solo pelo aumento da atividade bioldgica, aumento na
biodiversidade de microorganismos Uteis que agem na solubilizacdo de fertilizantes diversos de
maneira a liberar nutrientes para as plantas e também aumento na quantidade de
microorganismos que auxiliam no controle de pragas e doencas das plantas (TRANI et al.,
2013). Por conseguinte, € notorio observar que as melhorias das caracteristicas do solo
proporcionada pelo incremento de matéria organica oriundo dos fertilizantes organicos sao o
produto das interacdes entre os diversos componentes do sistema como um todo (NOVAIS et
al., 2007).

Alem do exposto, geralmente, o transporte da maioria dos contaminantes no solo é
controlado principalmente por sua taxa de absorcéo e fixacdo nas superficies das particulas do
solo, principalmente os coloides e a matéria organica dissolvida, o que reduz sua
disponibilidade para absorcéao pelas plantas (AHMADABADI et al.,2019, 2021). Dessa forma,
0 uso de fertilizantes organicos tem demostrado um papel importante na reducdo do efeito
toxico de varios contaminantes do solo, dentre eles destacam-se alguns metais pesados, como
Cr, Pb, Cd, As e Hg e antibioticos liberados no solo (TEIXIDO et al., 2011; AHMADABAUdI
et al.,2019, 2021).

2.3.3 Respostas das plantas medicinais a adubacéo organica

Tendo uma vez decidido cultivar qualquer espécie de planta, a decisdo sobre seu cultivo
sob o sistema organico é influenciada por alguns fatores, dentre 0s quais podemos destacar a
experiéncia do produtor, disponibilidade de recursos e informacgdes sobre outros fatores
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complementares desse sistema, tais como os tratos culturais (BADALINGAPPANAVAR et al.,
2019). A maioria dos produtores de plantas medicinais, arométicas e condimentares conhece a
importancia do cultivo em condic¢des organicas, entretanto, ainda existe uma caréncia no setor
de pesquisas que comprovem e otimizem o cultivo dessas espécies sob sistema organico de
producdo (MALIK, 2014; KAZIMIERCZAK et al., 2014; BADALINGAPPANAVAR et al.,
2019).

Dentre os tratos culturais que s@o essenciais para maximizar a producéo das culturas, a
adubacdo é a base para qualquer sistema de cultivo. Isso se deve pela interferéncia direta da
adubacdo no estado nutricional das plantas e consequentemente em todos 0s aspectos
envolvidos no crescimento e desenvolvimento, dentre os quais pode-se destacar os metabolitos
secundarios (COSTA et al., 2012; BISTGANI et al., 2018; MAHDAVI et al., 2020). Dessa
forma, o conhecimento sobre as propriedades nutricionais e fisico-quimicas de residuos
organicos, bem como o seu manejo de cultivo, pode ajudar a determinar as proporcgdes destes
materiais para a producdo de substrato e meio adequados para a otimizacdo do cultivo das
plantas (HIGASHIKAWA; SILVA; BETTIOL, 2010).

As plantas medicinais, aromaticas e condimentares, como em qualquer outra cultura,
dependem de suprimento adequado de nutrientes para boas produtividades agricolas e de
compostos de interesse (SANTOS, 2012; KAZIMIERCZAK et al., 2010; 2011; 2014;
BADALINGAPPANAVAR et al., 2019). Neste sentido, a nutricdo mineral das plantas advinda
da adubacdo organica tem se destacado no cultivo de espécies medicinais e condimentares,
porque as composicdes nutricionais das plantas variam muito e os fertilizantes organicos
conseguem atender uma grande diversidade de plantas sem ser toxicos ou causar deficiéncias
(Bibiano, et al. 2019), e principalmente por ajudar a atender os critérios de controle de
gualidade, ndo possuindo residuos de produtos quimicos nocivos para salde humana
(ZANDVAKILI et al., 2017).

A literatura tem apontado que a aplicacédo de fertilizantes organicos afeta positivamente
0 crescimento e desenvolvimento de plantas medicinais e condimentares, como também a
producdo e composicdo de seu Oleo essencial e até mesmo sobre o estresse oxidativo
(BONACINA et al., 2017; BISTGANI et al., 2018; BIBIANO, et al. 2019; MAHDAV I et al.,
2020). Bibiano et al. (2019) relataram que as doses de estercos bovino, de galinha e codorna
influenciaram, significativamente, na producéo de biomassa das plantas, no teor, no rendimento
e na composicdo quimica do Oleo essencial de Chenopodium ambrosioides L. Esses
pesquisadores concluiram que o esterco de codorna, na dose de 8,93 kg m, apresentou maior

eficiéncia na producéo de biomassa seca total em relacdo aos demais fertilizantes utilizados.
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Trabalhando com horteld-pimenta (Mentha piperita L.), salva (Salvia officinalis L.),
erva-cidreira (Melissa officinalis L.) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.) cultivadas em
condicdes organicas (Adubado com esterco equino) e convencionais (Adubacdo quimica) em
dois anos consecutivos, Kazimierczak et al (2014) identificaram que o0 sistema organico
incrementou significativamente a massa seca total, vitamina C, &cidos fendlicos e flavonoides
totais do que as plantas cultivadas convencionalmente. Adubando com esterco bovino,
vermicomposto e torta de mamona plantas de Kalmegh (Andrographis paniculata)
apresentaram maior rendimento de biomassa e dos compostos bioativos, o que foi
significativamente correlacionado com as propriedades do solo (Fertilidade e as propriedades
bioldgicas do solo) (BASAK et al., 2019).

Nesse sentido, ha pesquisas que relataram respostas positivas de Thymus vulgaris a
adubacdo organica com compostagem, biofertilizantes, po de rocha fosfatica e esterco de gado,
ovelha e galinha (ATEIA et al., 2009; HENDAWY et al., 2010; SKUBIJ; DZIDA, 2015).
Hendawy et al. (2010) concluiram que plantas de tomilho incrementaram o crescimento, o
rendimento e os constituintes do 6leo essencial quando submetida a algum tipo de fertilizante
organico, independente da época do ano. Skubij e Dzida (2015) observaram aumento
significativo no teor de N-total e proteinas em tomilho ap6s a aplicagdo de doses crescentes de
esterco bovino, independentemente do tipo de substrato utilizado.

Embora o efeito de diferentes fertilizantes organicos e quimicos no aumento da
produtividade e propriedades fitoquimicas de plantas medicinais, aromaticas e condimentares,
tenha sido documentado, nos Gltimos anos, algumas espécies como T. vulgaris sdo poucos e
insuficientes  0os  estudos nessa area (KAZIMIERCZAK et al, 2014;
BADALINGAPPANAVAR et al., 2019). Até onde sabemos, ndo ha atualmente nenhuma
pesquisa publicada sobre as respostas fitoquimicas e vegetativas de tomilho adubadas
organicamente com esterco de codorna e caprino. Além disso, de modo geral em plantas
medicinais, aromaticas e condimentares ha pouca informacdo sobre os efeitos desses
fertilizantes na fisiologia e producgéo quanti-qualitativa de 6leo essencial e compostos quimicos,
como também sobre a atividades antioxidantes (NOROOZISHARAF; KAVIANI, 2018;
DZIDA et al., 2019).

Ja existe informacdo suficiente para cravar que o cultivo de plantas medicinais,
aromaticas e condimentares pelo sistema organico de producéo séo a melhor opg¢éo para cultivo
dessas espécies (BADALINGAPPANAVAR et al., 2019). Entretanto, projetar um sistema de
agricultura orgénica que una principios de sustentabilidade e produtividade em grande escala é
complexo e exigem profundidade em termos de conhecimento (BADALINGAPPANAVAR et
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al., 2019). A adubac&o é a base de qualquer sistema de cultivo de plantas, e compreender suas
vertentes é a chave para a consolidacdo de toda a cadeia produtiva de plantas medicinais,

aromaticas e condimentares.
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Artigo 1 — Colored shade nets and different harvest times alter the growth, antioxidant
status, and quantitative attributes of glandular trichomes and essential oil of Thymus

vulgaris L. *

Malhas coloridas e tempo de colheita alteram o crescimento, o status antioxidante e o0s
atributos quantitativos nos tricomas glandulares e no 6leo essencial de Thymus vulgaris
L.

Abstract

Its popularity in Mediterranean cuisine and gastronomy in general, as well as its medicinal and
aromatic value, contributes to the high demand for Thymus vulgaris (thyme). Light is the source
of energy, a signaling agent for growth, and a modulator of physiological responses in plants.
The objective of this study was to evaluate the effects of cultivating thyme in tropical conditions
under differently colored shade nets on vegetative growth, photosynthetic pigments, antioxidant
activity, and guantitative and qualitative characteristics of its essential oil (EO) in two seasons.
The treatments were cultivation in full sun and under blue, black, and red nets in tropical
conditions in the fall and spring seasons. The plants were harvested 100 days after transplanting.
Leaf, stem, root, and total dry weight were evaluated; photosynthetic pigments and
nonenzymatic antioxidant activities were quantified; and parameters related to the production
of EO were determined. With the exception of chlorophyll a, carotenoids, and some EO
chemical compounds, the cultivation of thyme in the spring brought significant gains to the
plants regardless of the light conditions. The cultivation of thyme under full sun produced an
increase of up to 82.2% in dry weight and 639% in EO yield compared to cultivation under
nets. It also supported the highest antioxidant activity, regardless of the growing season. On the
other hand, cultivation under full sun provided the lowest chlorophyll a and b and thymol
contents. Thus, cultivation in the warmer seasons and under full-sun conditions are the best
options for cultivating T. vulgaris in a region with a tropical temperate rainy climate

(mesothermal).

Keywords: Light manipulation; cultivation strategies; thyme; thymol.

1 Versdo preliminar para a revista Industrial Crops and Products
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1 Introduction

Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) is an aromatic herb of great commercial interest. Its
applicability is due largely to its essential oil, which is highly demanded by the pharmaceutical,
cosmetic, and food industries. Its popularity in Mediterranean cuisine and in gastronomy in
general also contributes to the commercial interest in this species, and it has other uses (Marin-
Valencia et al., 2020; Daugan & Abdullah, 2017). Its medicinal interest arises from its wide
range of biological activities, such as antioxidant, carminative, expectorant, anti-spasmolytic,
antimicrobial, antifungal, antiviral, antiprotozoal, pesticidal, and antibacterial activities
(Nikolic et al., 2014; Keramat et al., 2016, Daugan & Abdullah 2017).

T. vulgaris is a perennial shrub native to the Mediterranean region that has chemical
polymorphisms in its natural populations, which determine its biological and pharmacological
properties (Daugan & Abdullah 2017). In Mediterranean habitats, six basic chemotypes have
been described according to the main component of their essential oil: thymol, carvacrol,
linalool, geraniol, a-terpineol, and thuyanol-4, of which the thymol chemotype is the most
widely used in industries and as a seasoning (Gyorgy et al., 2020).

Brazilian agribusiness has been a driver of the country’s economy. According to data
from the Quarterly National Accounts of the Brazilian Institute of Geography and Statistics
(IBGE), the nominal GDP growth of Brazilian agriculture between the first semester of 2019
and the first semester of 2020 was 34.5% (CEPEA, 2020). Brazilian soil-climate conditions
favor the expansion and diversification of the agro-industrial product portfolio. However,
because it is a country of continental dimensions, it has a wide diversity of climatic elements,
whose factors influence plant growth and development. The total and secondary metabolite
yields of several crops are influenced by genetic, phenological, and environmental factors and
by agricultural management techniques (Mortensen, 2014; Oliveira et al., 2016; Russo &
Honermeier 2017).

Among the various climatic elements, light, in addition to being an energy source, has
a strong effect on growth signaling and on the modulation of physiological and metabolic
responses in plants (Roeber et al., 2020). Photoselective nets or UV-blocking films have been
applied to improve vegetative production and manipulate secondary metabolism in plants
(Costa et al., 2012; Chagas et al., 2013; Ili¢ & Fallik, 2017; Ribeiro et al., 2018). These
agricultural technologies were developed not only to protect plants against excessive
temperatures, high solar radiation, hail, wind, birds, and pests but also to improve the productive
performance of crops (Buthelezi et al., 2016; & Fallik, 2017; Milenkovi¢ et al., 2019).
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Although shade nets are already used to maintain favorable growth microclimates, there
is limited information on the influence of spectral quality of light from the photoselective nets
on the secondary metabolism of plants (Buthelezi et al., 2016; Kotilainen et al., 2018; Diaz -
Pérez & John, 2019). Colored shade nets affect the quality and intensity of the light because
each type of net (material or color) and its density are designed to modify the light transmission
(Ili¢ et al., 2017; Milenkovi¢ et al., 2019). Colored shade nets have positive effects on the levels
of total phenols, flavonoids, ascorbic acid, and antioxidant capacity, such as in lettuce leaves
(Ili¢ et al., 2017; Sivakumar et al., 2018), sweet pepper, tomato (Sivakumar et al., 2018; Diaz-
Pérez & John, 2019; Diaz-Pérez et al., 2020), and seasoning herbs such as oregano, marjoram,
and coriander (Buthelezi et al., 2016; Sivakumar et al., 2018; Stagnari et al., 2018). However,
such responses are species dependent, as observed for Melissa officinalis L. (Lamiaceae), in
which spectral manipulation of light did not increase leaf yield or essential oil content (Oliveira
et al., 2016; Russo & Honermeier 2017). In T. vulgaris, Zrig et al. (2016) showed that plants
grown under a black net at 28% shading showed no changes in the levels of essential oils, amino
acids, or polyphenols.

No study has evaluated the influence of the cultivation of T. vulgaris under different
colored shade nets. Thus, due to the agroindustrial potential of T. vulgaris and the possible
interference with this potential of certain cultivation practices in tropical climates, we aimed to
evaluate the impact on the growth and the physiological and metabolic responses of its

cultivation under colored shade nets and in two seasons.

2 Materials and methods

2.1 Analysis of plant growth

The experiment was conducted in an area with full sun in the experimental field of the
Medicinal Plants Garden of the Federal University of Lavras (UFLA), located at the
geographical coordinates 21°14’ S and 45°00" W at 918 m altitude. According to the Képpen-
Geiger classification (1961), the predominant climate of the geographic region of the cultivation
area is a montane tropical climate, Cwa, characterized as humid with dry winters and hot
summers. The autumn and winter seasons in this region are characterized by a predominance
of shorter days, greater thermal amplitude, with a reduction in daytime and nighttime
temperatures. in the spring and summer, the predominant characteristics are increased days,

lower end range, and increased day and night temperatures.
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The experiment was conducted in a completely randomized design in a 4x2 factorial
arrangement (three nets: blue, red, and black; and full sun x two seasons: fall 03/22 to
06/30/2018 and spring 09/08 to 12/16/2018), totaling eight treatments, with five replicates and
ten plants per replicate, totaling 400 plants. Two plants were used per pot.

The exsiccate has been deposited in the herbarium of the Agricultural Research
Company of Minas Gerais (EPAMIG) under number 58576. The thyme explants used were
obtained by cutting (£ 5 cm) mother plants. They were placed in 128-cell styrofoam trays with
the commercial substrate Tropstrato H™ and kept in an incubator with automatic irrigation.
The explants were transplanted into 10-dm?3 pots when they were at least 10 cm tall (45 days).

The substrate used was a mixture of soil and coarse sand at a ratio of 2:1. The soil used
in the substrate was collected from the 0-20 cm deep layer of a dystroferric red Latosol
(EMBRAPA, 1997) in the municipality of Lavras, Minas Gerais, Brazil. The chemical
characteristics of the substrate were as follows: base saturation (V%) = 21.35; organic matter
(dag kg!) = 1.03; pH in water = 5.4; P-Rem (mg L™) = 15.22; K (mg dm3) = 25.89; Ca®*, Mg**,
AI¥*, H+Al (cmolc dm) = 0.68, 0.05, 0.07, 2.93; Zn, Fe, Mn, Cu, B, and S (mg dm™) = 0.46,
43.3,15.34, 1.38, 0.02, and 1.6, respectively.

The irrigation in this experiment followed a 48-hour irrigation schedule, where the water
volume applied was based on the pot weight to raise the substrate moisture to field capacity
(FC) and keep it between 70 and 90%. Each net was held up with a 3-m-long x 3-m-wide x 2-
m-tall wooden frame. The experimental conditions of the treatments are described in Table 1.

After 100 days of transplanting the explants, the following parameters were evaluated:
leaf dry weight (LDW), stem dry weight (SDW), root dry weight (RDW), and total dry weight
(TDW); chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, carotenoid, and phenolic contents;
diameter and density of glandular trichomes; content, yield, and chemical composition of the
essential oil; and quantitative determinations of total antioxidant capacity (TAC), oxygen

radical absorbance capacity (ORAC), and DPPH free radical scavenging.

22 Oxidative stress

The oxidative stress in T. vulgaris was determined by calculating the following
spectrophotometrically: TAC by the formation of the green phosphomolybdenum complex
(PRIETO et al., 1999); ORAC with fluorescein, as described by CAO et al. (1993); DPPH free
radical scavenging activity (SOLER-RIVAS et al., 2000); and total polyphenols by the Folin-
Ciocalteu method (SINGLETON et al., 1999). The plant extracts (50 mg of dry leaves/mL)
were prepared by sonication at 50 Hz (2x15 min) in 50% hydroethanolic solution. The samples
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were centrifuged (6000 rpmx10 min), and the supernatants were pooled and frozen at -4 °C
until analysis. The result of the TAC assay is expressed in milligrams of ascorbic acid
equivalent per gram of dry leaf (mg AAE g*). The ORAC values were calculated using the
regression equation between the Trolox concentration and the net area under the curve (AUC),
according to CAO et al. (1993), and expressed in moles of Trolox per gram of dry leaf. The
results of the DPPH free radical scavenging assay are expressed in antioxidant activity index
(AAL), as proposed by Scherer and Godoy (2009), where the plant extract is classified as having
weak antioxidant activity (AAI < 0.5), moderate antioxidant activity (0.5 < AAI < 1.0), strong
antioxidant activity (1.0 < AAI<2.0), or very strong antioxidant activity (AAI > 2.0). The total
polyphenol content is expressed in milligrams of gallic acid equivalent (GAE) per gram of leaf
dry weight (mg GAE g%).

23 Measurement of photosynthetic pigments

The extraction and measurement of photosynthetic pigments followed the method
developed by Hiscox and Israelstam (1979) with adaptations proposed by Barnes et al. (1992).
In short, fresh leaves (50 mg) were weighed directly in Falcon tubes covered with aluminum
foil, added to 10 mL of dimethyl sulfoxide (DMSO) saturated with calcium carbonate (CaCOs),
and incubated at 65 °C for 48 hours. The samples were prepared in quadruplicate. DMSO
saturation followed the protocol of Santos et al. (2008) with modifications. For this, DMSO
was saturated with calcium carbonate (CaCOs) at a ratio of 5 g L* DMSO under constant
stirring for 4 hours and then filtered twice under vacuum on double filter paper. The resulting
solution was centrifuged at 6000 rpm for 10 minutes.

Next, three 3-mL aliquots of each replicate were transferred to a quartz cuvette, and the
optical density values at 480, 649, and 665 nm were read in a TECAN INFINITY M200 PRO
spectrophotometer operated with the I-Control® data processing system (version 3.37), against
a CaCOgz-saturated DMSO blank. The specific optical density value of each sample was
calculated as the average of the readings of the three aliquots. The wavelengths and the
equations used for the calculations were based on the method of Wellburn (1994), where:

Chlorophyll asa9 = (12.47 x Ages) - (3.62 X Asag);
Chlorophyll bess = (25.06 % Agag) - (6.5 x Asss);
Carotenoidsago: (1000 x Asgo - 1.29 x Ca - 53.78 x Cp)/220.
Total chlorophyll (a + b) was calculated by summing the results of the equations for

chlorophyll a and b. All results are expressed in mg g fresh matter.
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24  Distillation and chemical analysis of essential oil

The essential oil was distilled in a Clevenger apparatus modified according to SILVA
et al. (2018), with minor modifications. In short, 10 g of dry leaves was hydrodistilled in 1000
mL of distilled water for 90 minutes. The essential oil was separated from the hydrolate by
liquid—liquid partitioning with CH>Cl> (3x5 mL) and then dehydrated with 5 g Epsom salt
(MgSQg). The essential oil was weighed and stored under refrigeration at 4 °C in amber vials
until analysis. The essential oil content (%) represents the weight of the oil in milligrams per
100 mg of leaf dry weight, and the essential oil yield is expressed in milligrams per plant.

The chemical analyses by gas chromatography were performed according to BIBIANO
et al. (2019), with minor modifications. The modifications made were in the injector and
detector temperatures, which were set to 220 °C and 250 °C, respectively; in the split ratio,
which was 50:1; and in the oven conditions, where the initial temperature was held at 60 °C in
isothermal conditions for 1.5 minutes, followed by a temperature ramp of 3 °C min™ to 100 °C,
then a temperature ramp of 4 °C min to 200 °C, and finally a temperature ramp of 10 °C min-
1 to 240 °C. The other conditions and the analysis of the results were exactly the same as those
reported by BIBIANO et al. (2019), including the analyte concentrations, which are expressed
as the mean percentage of the normalized relative area for the chromatographic peaks + the
standard deviation. The analyses were performed in triplicate (n = 3).

2.5 Analysis of trichomes

To analyze the glandular trichomes, 12 leaves were collected from the fourth and fifth
nodes of the fully expanded apical bud. The leaves were fixed in modified Karnovsky’s solution
(2.5% glutaraldehyde, 2.5% formaldehyde in 0.05 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2, 20.001
M CaCl) and then kept in this solution in a refrigerator until the following steps. Next, the leaves
were washed three times in sodium cacodylate buffer, postfixed in 1% osmium tetroxide for
two hours, and washed twice in distilled water for 15 minutes. In addition, the leaves were
dehydrated in a graded acetone series (25%, 50%, 75%, 90%, and 100%) for 10 minutes (Alves
et al. 2008). Finally, the samples were dried to the critical point (BAL-TEC, model CPD-030,
Principality of Liechtenstein) and mounted for gold coating in a sputter coater (BAL-TEC,
model SCD-050, Liechtenstein). All leaves were analyzed under a scanning electron
microscope (LEO, model EVO 40 XVP, Cambridge, UK). The anatomical components
observed in the cross-sections were the trichome diameter and density (presence and number

of trichomes) of the abaxial and adaxial epidermis.
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2.6 Statistical analysis

The data were first analyzed with the Hartley, Jarque-Bera (Jarquee Bera, 1980), and
generalized ESD tests (Rosner, 1983) to evaluate the conditions of homogeneity of variances,
normality of the residuals, and presence of outliers, respectively. Among all variables, only
RDW, chlorophyll a and b, DPPH, TAC and the diameter and density of trichomes did not meet
the normality criteria, and it was necessary to transform the data into ordinal (rank) data. Then,
the data were subjected to analysis of variance (ANOVA), and the treatments were compared
with each other by the Scott-Knott test at 5% probability. The statistical analyses were
performed using the SISVAR 5.3 statistical software (Ferreira, 2011).

3 Results and discussion

3.1  Analysis of plant growth

The plants of T. vulgaris had significantly less vegetative growth when grown under
nets. For all growth variables, cultivation under full sun showed better performance, regardless
of the cultivation season. The lowest dry matter accumulation in all growth variables was
observed in the cultivation under the blue shade net (Figure 1). The mean reduction provided
by the shading of thyme plants when compared to full sun was 46.8, 53.6, and 82.2% for the
red, black, and blue shade nets, respectively. The greater dry matter accumulation by plants
grown under the red shade net than by plants grown under the blue shade net can be attributed
to the fact that the red net stimulates the growth rate and vegetative vigor, while the blue net
hinders the growth and development of the plant (Costa et al., 2012).

Spring was the season that provided the highest accumulation of all dry matter variables
and under all shading conditions. The mean increases provided by spring were 80.1, 107.1,
427.75, and 154.45% for LDW, SDW, RDW, and TDW, respectively (Figure 1). This result
suggests that the shading conditions to which the thyme crops were subjected were extremely
harmful to the vegetative growth of this species.

The reduction in dry weight caused by shading observed in this study confirms the
information in the technical guide for thyme production of the Department of Agriculture,
Forestry & Fisheries (DAFF, 2012). According to this document, thyme does not tolerate
shading and depends on the light spectrum, and these parameters are aggravating factors for

yield losses. The lower dry matter accumulation under shade nets may be explained by the
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decrease in signal generation for the regulation of developmental stages, decreased
translocation of assimilates to various parts of the plant, and reduction of the palisade
parenchyma and stomatal density of the leaves, resulting in lower CO2 uptake under the low-
light environment (Rezaei et al., 2019).

The lower dry matter accumulation under the blue shade net indicates a relationship
between dry matter and the light spectrum. The blue net provides a transmittance peak in the
blue-green region (400-540 nm) and consequently reduces the passage of ultraviolet light and
red, far-red, and yellow light, which have transmittance at wavelengths greater than 590 nm
(Costa et al., 2012; Ili¢ & Fallik, 2017). The main direct effect of alteration blue light is the
change in the activation of photoreceptors and the consequent alteration in the phototropism of
plants. In this way, according to Ili¢ & Fallik (2017), blue nets can cause dwarfism. Other plants
of the Lamiaceae family, such as Ocimum basilicum L. (Martinez-Gutiérrez et al., 2016) and
Melissa officinalis (Oliveira et al., 2016), also show reduced dry weight under shading
conditions, including under blue shade nets.

In the literature, there are few studies on plants of the genus Thymus grown under
colored shade nets. Zrig et al. (2016) observed that T. vulgaris cultivated under a black shade
net accumulated a higher leaf fresh and dry matter than those grown under open field conditions.
The difference in the results of Zrig et al. (2016) from those of the present study may be due to
significant differences in experimental conditions. Zrig et al. (2016) conducted their study under
a black shade net and in an open field, combined or not with salt stress, and found that under
salt stress, cultivation under a black shade net favors leaf mass accumulation.

On the other hand, the season was a determinant for the success of the cultivation of this
species. The spring brought more favorable conditions to the thyme plants, such as higher
radiation (between 834 - 2361 umol s™! m2) and higher temperatures (24.40 - 27.9 °C) (Table
1). In addition, spring is characterized by warmer temperatures and longer days, the opposite
of fall. This characteristic of thyme plants may be related to their natural habitat. T. vulgaris
originates from Mediterranean regions, where the arid and semiarid climate is predominant,
with high radiation and temperature (Daugan & Abdullah 2017). In addition, the lower light
intensity observed with the shade nets and in the fall can directly restrict photosynthesis, which
may indirectly affect the carbon gain for physiological acclimation responses (Laanisto &
Niinemets, 2015). Other studies also observed that the shading promotes the decrease in
daytime temperature, an increase in nighttime temperature, and an increase in soil moisture and
air humidity in the fall, which may be favorable or unfavorable to the species under the specific

cultivation conditions (Valladares et al., 2016).
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3.2 Oxidative stress

Plants produce a series of metabolites for adaptation to stressful environments, such as
high temperatures and excess of or fluctuations in light. This response is mediated by signaling
during plant—environment interactions through the expression of genes related to biosynthesis
and the accumulation of metabolic compounds that activate antioxidant defense mechanisms
(Zhang et al., 2019; Roeber et al., 2020). Light plays an important role in the biosynthesis of
many antioxidants, such as carotenoids, flavonoids, anthocyanins, and a-tocopherol (Ili¢ et al.,
2017). Plants under light stress, caused by excessive intensity or disproportionate spectral
quality of light, are subject to an imbalance in redox homeostasis, leading to the production of
reactive oxygen species (ROS) that are highly reactive and toxic because they cause damage to
proteins, lipids, carbohydrates, and DNA (Asada, 2006; Gill & Tuteja, 2010).

The cultivation of T. vulgaris under shade nets or in full sun was significantly affected
by the light environment and the season (Table 2). Thyme plants grown under full sun were
shown to be under higher oxidative stress because they exhibited significantly higher
antioxidant responses than the other groups, except in terms of ORAC in the fall. ROS are
produced constantly in plant cells as a result of aerobic metabolism in most intracellular
organelles, such as mitochondria, peroxisomes, and chloroplasts (You & Chan, 2015).
However, there is a dynamic balance between ROS generation and the antioxidant defense
system. According to Gill & Tuteja (2010), ROS will be harmful, protective, or have a signaling
role depending on the balance between their production and elimination. Plant tolerance to
stress can therefore be improved by increasing the antioxidant levels. This phenomenon
probably occurred in thyme plants grown in full sun, which activated their antioxidant defense
mechanism under light stress.

Greater antioxidant activity under full-sun conditions has been reported in many
vegetables, including Lactuca sativa (Ili¢ et al., 2017), Capsicum annum (Diaz-Pérez et al.,
2020), and Ocimum basilicum (Milenkovi¢ et al., 2019). Most likely, the reason for the higher
antioxidant activity under full-sun conditions is light stress (high light intensity), which
provides increased radiation intensity (UV and photosynthetically active radiation) and
temperature (Table 1). According to Ili¢ et al. (2017), high light intensity (1600 and 2000 umol
m~2s!) may predispose plants to photoinhibition, heat stress, and stomatal closure, leading to

a stress response.
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In the red shade net, the levels of total phenolic compounds were similar to those under
full sun. This phenomenon indicates that red light plays an active role in the synthesis of
phenolic compounds in thyme. However, the participation of light in the biosynthesis of
phenolic compounds is specific to each species, as shown by Taulavuori et al. (2018) for three
common culinary herbs - basil (Ocimum basilicum L.), arugula (Eruca sativa Mill.), and red-
veined dock (Rumex sanguineus L.). In basil and arugula, blue light increased the contents of
phenolic compounds, while supplementation with this light did not have an effect on red-veined
dock. However, the blue and black shade nets generated the lowest levels of phenolic
compounds and lowest antioxidant capacity in T. vulgaris in the conditions of the present study.

The season also influenced the antioxidant responses (Table 2). In the spring, with the
exception of the ORAC assay, the plants grown under red shade net showed antioxidant
responses significantly stronger than those in the fall. This may be associated with light stress
as, on average, spring showed approximately 80% greater overall radiance than fall (Table 1).
The differences observed in the quantitative responses of antioxidant capacity between the total
phenolic compound, TAC, and DPHH assays and the ORAC assay are related to the
mechanisms of action of these assays. The assay to measure total phenolic content used the
Folin-Ciocalteu reagent, the TAC and DPPH assays are based on the electron transfer
mechanism, while the ORAC assay is based on hydrogen atom transfer (Dudone et al., 2009).
According to Dudone et al. (2009), unlike the other assays, ORAC takes into account the
kinetics of the antioxidant action. These differences may explain the discrepancy between the
results obtained with the ORAC assay and those obtained with the other assays.

To interpret the DPHH free radical scavenging ability, the scale of Sherer and Godoy
(2009) was used. According to this scale, thyme was classified as having strong antioxidant
activity (1.0 < AAI<2.0), as already established in the literature (Nikolic et al., 2014; Keramat
et al., 2016, Daugan & Abdullah 2017; Gyorgy et al., 2020). However, the season of the year
and shading influenced the degree of antioxidant activity of thyme, since in the fall in all

treatments under shade nets, moderate antioxidant activity was observed (0.5 < AAI < 1.0).

3.3  Photosynthetic pigments

Differences in the content and composition of photosynthetic pigments can be expected
in plants grown under colored shade nets, since changes in spectral light promote different
morphogenetic and photosynthetic responses (Ili¢ et al., 2017). In general, the concentrations
of chlorophyll and carotenoids were affected by the light conditions (Table 3). The chlorophyll

a, chlorophyll b, and total chlorophyll contents were significantly lower in the full-sun crop in
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each season. Chlorophyll a had higher expression in the fall, regardless of the shading
conditions. Chlorophyll b content was much more affected than chlorophyll a by the light
condition and season. Chlorophyll b and total chlorophyll were higher under the black shade
net in both seasons and were much lower in crops under the blue shade net and full sun.

The levels of photosynthetic pigments are essential to estimate the photosynthetic
potential of plants due to their direct relationship with the absorption and transfer of light
energy, which means they influence the growth, development and adaptation of plants to biotic
and abiotic conditions (Taiz et al., 2017). Ili¢ et al. (2017) and Diaz-Pérez and John (2019)
reported that leaves from plants grown under colored shade nets typically have higher
chlorophyll a and b contents than nonshaded leaves. This is probably because the plant uses the
strategy of increasing the chlorophyll concentration in the leaves to capture diffuse radiation
and produce the carbohydrates necessary for plant growth (Ili¢ & Fallik, 2017). Melissa
officinalis and Ocimum basilicum cultivated under red, black, or blue shade nets also showed
higher chlorophyll concentrations than plants grown under full sun (Oliveira et al, 2016;
Russian; Honermeier, 2017; Milenkovi¢ et al, 2019).

The mesh groups showed no significant differences in carotenoid content in either
season, except for the red shade net treatment which was the smallest. The carotenoid levels
were higher in the fall than the spring. One of the main functions of carotenoids is to protect
chlorophyll molecules from photooxidation under excessive solar radiation (Diaz-Pérez &
John, 2019). Our findings suggest that the main function of carotenoids in thyme plants was not
protection from photooxidation, but rather it may be linked to the light absorption apparatus,
which is also one of the functions of this pigment (Schiphorst & Bassi, 2020).

The observed variations between chlorophyll b and quasi-equal carotenoid contents
suggest different light absorption strategies of thyme plants in different adverse situations. This
is probably because the light absorbed by carotenoids and/or chlorophyll b in the light-
harvesting complex (LHC) is quickly transferred to chlorophyll a and then to other antenna
pigments closely associated with the reaction center (Schiphorst & Bassi, 2020). The LHC
complex is involved in regulatory processes of the photosynthetic apparatus of the plant, so this
inverse relationship can be a regulatory mechanism by which the plant absorbs more energy

and compensates for its smaller photosynthetic area.

3.4  Essential oil and anatomical analysis

The secreting glandular trichomes in T. vulgaris leaves are responsible for the

biosynthesis, secretion, and storage of its essential oil (Crocoll, 2011). Glandular trichomes play
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a key role in the plant because they are specialized external secretory organs capable of
producing, storing, and/or secreting several important natural compounds in different plant
species (Majdi et al., 2017). In recent years, there has been growing interest in the glandular
trichomes of several plants for better understanding the details and locations of the biosynthetic
pathways of natural products (Majdi et al., 2017).

The diameter and density of the glandular trichomes were influenced by crop
management (Figure 2a and b, Figure 3). Crops under the black shade net (Figure 2a, Figure
3¢, e, and d) and crops under full sun (Figures 3g and h) had a larger trichrome diameter on the
abaxial and adaxial surfaces, respectively.

The leaves of plants grown under black and red shade nets (Figure 2b) and under full
sun (Figure 3d, f, e, and h) showed a higher density of glandular trichomes on the adaxial
surface of the leaves. However, cultivation in full sun provided the largest diameters and density
of these trichomes (Figure 2a and b). Similar results were reported by Majdi et al. (2017), who
observed that the density of trichomes on the adaxial surfaces of T. vulgaris was approximately
2.5 times higher than that on the abaxial surfaces of the leaves.

In general, the content and yield of essential oil of T. vulgaris were also affected by the
type of shade net and season (Figure 2c, e, and d). There was no difference in the essential oil
content between the fall and spring crops, regardless of the light conditions. On the other hand,
cultivation under full sun was significantly beneficial for increasing the EO content in both
seasons. Cultivation under the blue shade net provided the lowest essential oil content in T.
vulgaris. According to Oliveira et al. (2016), under shading conditions, changes in the incident
light spectrum may provide wavelengths not absorbed by photosynthetic pigments, impairing
the stimulation of terpene synthesis pathways and thereby interfering with the production of
essential oil.

For essential oil yield, expressed in mg plant™, the difference between the factors was
very evident in the thyme crop. Spring supported the highest essential oil yield of the thyme
plants, which was 94.57% higher than in the fall. When analyzing the graph in Figure 2d, a
decreasing trend of essential oil yield was observed in both seasons, starting with full sun and
followed by red, black, and blue shade nets. This corresponded to an increase in full sun of
116.2, 163.1, and 639.5% over the red, black, and blue shade conditions, respectively. In the
fall, the essential oil yield showed an increasing behavior from the blue net to the black net,
while in the spring, only the black and red nets did not differ from each other (Figure 2d). The
higher essential oil contents and yield under full-sun conditions corroborate the higher

diameters and densities of glandular trichomes in thyme leaves (Figure 2). Figure 3 shows that
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the glandular trichomes in plants grown under full sun had more turgid cells, possibly related
to the higher concentration of essential oil in these structures.

The intensity and spectral quality of light has a significant impact on the essential oil
content in other species of the family Lamiaceae. In the cultivation of Melissa officinalis L.
under shade nets, Russo & Honermeier (2017) and Oliveira et al. (2016) observed a significant
reduction in the essential oil content after 120 days of cultivation under black and red shade
nets compared to full sun. Chagas et al. (2013) observed that the growth of Mentha arvensis
and the essential oil content and yield were more affected by the intensity than by the spectral
variation of the light imposed by red, black, and blue shade nets. In Mentha piperita L., Costa
et al. (2012) observed worse production of essential oil when the plants were grown under a
blue shade net. On the other hand, Ribeiro et al. (2018), studying Pogostemon cablin Benth.,
observed higher essential oil content under a blue shade net and higher yields under blue and
red shade nets. Therefore, the responses to differences in light conditions are species specific
and need specific studies to determine the ideal light management conditions.

Quantitative differences were observed in the levels of the chemical constituents of the
essential oil of T. vulgaris according to the light conditions and harvest season. Chemical
analysis of the essential oil of T. vulgaris leaves identified the presence of 20 to 21 chemical
constituents that totaled 97.6 to 98.03% of the total chemical composition (Table 4). Among
these compounds, those that represented more than 2% of the essential oil composition were 1-
octen-3-ol, p-cymene, y-terpinene, linalool, thymol, and carvacrol. This chemical composition
of the essential oil of T. vulgaris is in agreement with other reports in the literature, such as
Tohidia et al. (2019), Kosakowska et al. (2020), Paulus et al. (2020), and Sabah et al. (2020).
The main constituents were thymol (58.83-68.16%), p-cymene (5.01-12.81%), and y-terpinene
(5.94-9.74%), which represented between 79.32-82.45% of the total chemical composition.
Their concentrations differed by cultivation environment and season. y-Terpinene and thymol
were higher in the spring, and p-cymene was higher in the fall (Table 4). p-Cymene
accumulated more in full sun, y-terpinene under full sun and the red shade net, and thymol
under the shade nets (Table 4).

Variations in essential oil compositions may be related to plant growth conditions, since
secondary metabolites represent a chemical interface between a plants and its surrounding
environment, and their synthesis is often affected by environmental conditions (Ribeiro et al.,
2018). Under different amounts and qualities of light, the synthesis of secondary compounds in
leaves can be altered by an altered participation of light photoreceptors, which is facilitated by

a complex of photoreceptors and other pigments (Buthelezi et al., 2016; Pacheco et al., 2016).
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In addition, light can affect the expression and activity of terpene synthases, which play
an important role in the synthesis of terpenoids (Zhang et al., 2019). Majdi et al. (2017) reported
increased gene expression of early pathway genes (DXR) and biosynthetic genes (y-terpinene
synthase, TVTPS1) when T. vulgaris plants were exposed to different biotic and abiotic stresses.
Therefore, the higher levels of thymol in the leaves of T. vulgaris grown under shading
conditions may have been due to increased gene expression of terpene synthases in response to
stress conditions. Furthermore, even if the full-sun treatment provided a lower thymol
concentration, the production of thymol in this treatment tended to be higher, since the essential
oil yield was 116.2, 163.1, and 639.5% higher under full sun than under the red, black, and blue
shade nets, respectively (Figure 2).

4 Conclusions

The variation in solar radiation is a determinant factor for the cultivation of T. vulgaris
in regions where a rainy temperate climate (mesothermal) predominates. Thyme plants in this
edaphoclimatic conditions should preferably be grown in the spring season. Cultivation under
colored shade nets in a mesothermal climate disfavors the growth and production of essential
oil in T. vulgaris. However, a trend-increased concentrations of thymol are observed under
shade nets. The cultivation of T. vulgaris under colored shade nets requires more research to
define safer cultivation strategies because factors such as climatic conditions and the shading

net itself directly affect thyme plants.
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Figure 1. Growth of Thymus vulgaris grown under blue, black and red nets and Full sun in the
fall and spring seasons. a: leaf dry weight (LDW); b: stem dry weight (SDW); c: root dry weight
(RDW); and d: total dry weight (TDW). * Averages followed by the same capital letter between the
shading conditions and the same lower case letter within the shading condition, do not differ
significantly by the Scott-Knott test (5%).
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Figure 2. Diameter (um) and density (Number of trichomes mm?) of trichomes of glandular
(abaxial and adaxial part of leaves) and content (%) and yield (mg plant?) of essential oil of
leaves (Fall and spring seasons) of Thymus vulgaris grown under blue, black and red nets and
Full sun. Averages followed by the same uppercase letter between the shading conditions and the same
lowercase letter within the shading condition, do not differ significantly by the Scott-Knott test (5%).
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Figure 3. Glandular trichomes (GT) of the abaxial (A, C, E and G) and adaxial (B, D, F and H)
of Thymus vulgaris grown under blue nets (A and B), black (C and D) and red (E and F) and
Full sun (G and H).

Table 1. Averages of maximum and minimum temperatures and radiation within the blue, black
and red nets and Full sun in the fall (03/22 to 06/30 2018) and spring (09/09 to 16/12 2018)
seasons
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Maximum temp. Minimum temp. Radiation
Treat, = cmmemmemee- T O -- pmol m?2s? --
fall spring fall spring fall spring
Blue 23.56 24.40 13.80 17.10 551 854
Black 22.66 24.71 13.76 17.18 620 1131
Red 24.24 25.67 1541 16.91 805 834
Full sun 26.66 27.90 14.99 17.41 1661 2361

Table 2. Effect of oxidative stress of Thymus vulgaris grown under blue, black and red nets and
Full sun in the fall and spring seasons. Total phenols in mg of galic acid equivalents / g of dry
leaf (mg GA g); Total antioxidant capacity (TAC) in mg of ascorbic acid equivalents / g of dry
leaf (mg AAE g1); Radical oxygen absorbance capacity (ORAC) expressed in pmol equivalent
of Trolox/g dry leaf (umol ET mg™); and DPPH, Antioxidant Activity Index (AAI),

Total Phenols TAC ORAC DPPH
Treat. fall spring Fall spring Fall spring Fall spring
---- mg GAE g ---- mg AAE g plant? gmol mg plant! - AAl ------
Blue 34.38bB 42.82aD 35.82bC 48.90aC 0.65bD 1.12aC 0.65bB 1.48aC
Black 38.89bC 48.93aC 42.43bB 48.61aC 0.80bC 1.30aB 0.99bA 1.59aC
Red 54.31bA 54.50aB 39.53bB 50.03aB 1.45aA 1.11bC 0.68bB 1.73aB
Full sun 56.72bA 61.42aA 48.28bA 55.79aA 1.29bB 1.68aA 1.11bA 1.86aA
Mean 46.07 b 51.92 a 4151b 50.83 a 1.05hb 1.30a 0.86 b 1.66 a

* Means followed by the same uppercase letter in a column and the same lowercase letter in a line do not differ
significantly by the Scott-Knott test (5%).

Table 3. Chlorophyll a, Chlorophyll b and carotenoids from Thymus vulgaris leaves grown
under blue, black and red nets and full sun in the fall and spring seasons.

Chlorophyll a Chlorophyll b Chlorophyll total Carotenoids
Treat. fall spring Fall spring fall spring fall spring
mg g FW1

Blue 2.12 aA 1.81bA 1.39aC 1.03bD 3.51aB 2.85bB 0.48 aA 0.42 bA
Black 2.06 aA 1.83bA 1.75 aA 1.95aA 3.81aA 3.77 aA 0.46 aA 0.35 bA
Red 1.95aB 1.84 bA 1.68 bB 1.81aB 3.63aB 3.66 aA 0.41aB 0.37 aA
Full sun 1.70 aC 1.30 bB 0.59 bD 1.49aC 2.29 hC 2.80 aB 0.49 aA 0.38 bA
Mean 1.96 a 1.70b 1.35b 157 a 33la 3.27a 0.46 a 0.38b

* Means followed by the same uppercase letter in a column and the same lowercase letter in a line do not differ
significantly by the Scott-Knott test (5%).

Table 4. Chemical composition of the essential oil of Thymus vulgaris leaves grown under blue,
black and red nets and full sun.

Blue Black Red Full sun

Fall Spr. Fall Spr.  Fall Spr. Fall Spr.
a-Thujene 925 0.26 0.06 0.30 0.27 0.42 0.19 0.37 0.30

Compounds IR
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1-Octen-3-ol 977 211 2.20 1.82 2.21 1.87 226 1.68 2.23
Myrcene 991 0.84 0.56 1.04 1.06 1.18 095 1.22 1.19
3-Octanol 995 0.26 0.21 0.22 0.19 0.20 0.17 0.16 0.18
a—Phellandrene 1005 0.08 0.06 0.10 0.11 0.12 0.11 0.10 0.10
a—Terpinene 1016 0.61 0.65 0.88 1.05 0.98 1.05 0.83 0.94
p-Cymene 1023 12.38 5.01 10.32 8.97 12.74 814 1213 12381
Sylvestrene 1027 0.34 0.21 0.36 036 041 0.33 0.39 0.41
1,8-Cineole 1030 0.49 0.33 0.42 045  0.52 0.42 053 0.79
v-Terpinene 1057 5.94 7.34 8.55 9.49 8.56 9.74 9.05 9.13
cis-Sabinene hydrate 1065 1.60 1.33 1.39 1.25 1.46 1.25 1.39 1.08
Linalool 1100 2.08 2.15 1.99 2.11 2.00 2.13 185 2.22
Borneol 1164 2.02 1.16 1.61 1.05 1.60 099 140 1.09
Terpinen-4-ol 1176 0.34 0.55 0.36 048  0.32 049 0.34 0.59
Carvacrol methyl ether 1245 2.13 151 1.91 1.22 1.69 127 155 0.77
Thymol 1297 61.00 68.16 62.10 62.67 59.17 6457 60.30 58.83
Carvacrol 1303 2.04 2.86 2.02 2.86 2.16 292 234 3.33
Thymol acetate* 1356 0.13 0.16 0.21 nd 0.14 0.11 0.19 0.13

(E)-Caryophyllene 1420 1.82 1.61 1.70 1.46 1.58 146 1.50 1.15
Geranyl propanoate 1476 0.12 0.42 0.32 0.38 0.32 0.37 0.33 0.36
Caryophyllene oxide 1586 0.31 0.25 0.23 0.23 0.20 021 0.24 0.32
Total 97.60 97.98 97.85 97.88 97.63 98.03 97.91 97.91

Compounds number 21 21 21 20 21 21 21 21
* Compounds that were not identified in all treatments.

Table 5. Majors compounds of the essential oil of Thymus vulgaris leaves grown under blue,
black and red nets and full sun.

p-Cymene y-terpinene Thymol

Treat.
Fall Spr. mean Fall Spr.  mean Fall Spr. mean

Blue 12.38aB 5.01bD 8.70D 5.94bC 7.34aC 6.64C 61.00bB 68.16aA 64.58A
Black 10.32aC  897bB 9.65C 8.55bB 9.49aB 9.02B 62.10aA 62.67aB 62.39A

Red 12.74aA 8.14bC 10.44B 8.56bB 9.74aA 9.15A 59.17bB 64.57aA 61.87A
Full sun 12.13bB 12.81aA 12.47A 9.05aA 9.13aB 9.09A 60.30aB 58.83aB 59.57B
Mean 11.89a 8.73b 8.03b 893a 60.64b 63.66a

* Means followed by the same capital letter in a column and lower case in a line do not differ by the Scott-Knott
test (5%)
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Artigo 2 — A adubagéo organico reduz o estresse oxidativo e maximiza o rendimento de
timol e a producéo vegetativa de Thymus vulgaris L.?

Organic fertilization reduces oxidative stress and maximizes thymol yield and vegetative
production of Thymus vulgaris L.

Resumo

As técnicas de manejo de cultivo, como a adubacdo, exercem influéncia significativa no
metabolismo da planta e, consequentemente, no crescimento vegetativo, producdo e
composicdo quimica do 6leo essencial. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos de diferentes fontes de fertilizantes sobre as caracteristicas fitotécnicas, o estresse
oxidativo e a producéo de timol de Thymus vulgaris L. O experimento foi conduzido em vasos
de 3 dm? contendo solo e areia (2:1) + os tratamentos (sem adubacgdo, adubo orgénico e
fertilizante quimico). Para a adubag&o organica utilizou-se 8 Kg m de uma mistura equitativa
de estercos bovino, caprino e codorna. A adubacdo quimica seguiu a recomendacgdo proposta
por Baranauskiene et al (2003). As plantas foram colhidas 120 dias ap6s o transplantio das
mudas. As variaveis avaliadas foram: peso seco de folhas, caule, raiz e total, teor de clorofila
a, clorofila b, total e carotenoides, nutrientes foliares, polifendis totais, capacidade antioxidante
total (TAC), Capacidade de absorcao do radical de oxigénio (ORAC), captura de radicais livres
DPPH, teor de 6leo essencial e producdo, teor e rendimento de timol. Houve incrementos
significativos nas variaveis avaliadas com a adubacdo organica e reducdo dos indicadores de
estresse oxidativo. A aplicacdo da adubacdo orgéanica resultou em ganhos no peso seco das
plantas e acimulo de nutrientes em folhas secas de T. vulgaris. Para as variaveis quantitativas
do dleo essencial e de timol, a adubacdo organica foi significativamente superior aos demais
tratamento, destacando o teor e o rendimento de timol. Conclui-se que plantas de T. vulgaris
adubadas com fertilizante organico maximizam sua producdo vegetal e o rendimento de
compostos de interesse, como o timol, possivelmente por indicarem um equilibrio entre

melhoria na producéo vegetativa e a eliminacao de espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chave: Adubacdo quimica; macronutrientes; micronutrientes; equilibrio nutricional,

composigdo quimica.
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1 Introducéo

Tomilho, orégano e manjericdo sao condimentos que pertencem a familia Lamiaceae,
sendo de ampla utilizacdo na culinaria brasileira e no mundo (Sharafzadeh e Zare, 2011). O
tomilho (Thymus vulgaris L.) é cultivado em muitos paises, especialmente nas areas rurais e,
além de condimento, possui uso potencial contra infec¢des do sistema intestinal e infestacdes,
como anciléstomos, ascarideos, bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos e leveduras
(Hosseinzadeh et al., 2015).

Dos compostos conhecidos do tomilho, o timol é o mais importante e atrai consideravel
atencdo devido a sua aplicacdo farmacéutica e de conservante de alimentos (Hosseinzadeh et
al., 2015; Bistgani et al., 2019). O timol é biossintetizado em plastidios de tricomas secretores
glandulares nas plantas de tomilho, sendo encontrado nas superficies dos tecidos aéreos e
armazenados no espaco subcuticular dos tricomas (Crocoll, 2011; Bistgani et al., 2019). O
interesse no timol vem crescendo devido a suas diferentes funcionalidades, como
antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio, antibacteriano, antifungico, antidiarreico, anti-
helmintico, analgésico, digestivo, abortivo, anti-hipertensivo, espermicida, despigmentante,
antileishmanial, anticolinesterase, inseticida e muitos outros (Jyoti et al., 2019).

A nutricdo mineral influencia diretamente no crescimento e no desenvolvimento das
plantas e, consequentemente, no incremento de produtividade (Fallah et al. 2020). Neste
sentido, a adubacdo organica tem se destacado no cultivo de espécies medicinais e
condimentares, principalmente porque as composic¢des nutricionais das plantas variam muito e
os fertilizantes organicos conseguem atender a nutricdo uma grande diversidade de espécies de
plantas (Bibiano, et al. 2019). Além disso, os fertilizantes organicos sdo insumos de baixo custo,
associados a propriedades desejaveis do solo, incluindo melhoria das qualidades fisicas,
quimicas e bioldgicas (Trani et al., 2013).

Como ja bem estabelecido pela literatura, a nutricio da planta influencia seu
crescimento e metabolismo e, consequentemente, podem ser observadas alteragdes na
composic¢do qualitativa e quantitativa de metabdlitos secundérios bioativos (Fallah et al. 2020;
OStadi et al., 2020). A composi¢do quimica do 6leo essencial é influenciada por fatores
ambientais, como a disponibilidade de agua, luz, temperatura, umidade, tipo de solo, nutrigéo,
etc. (Maik et al., 2014). Assim, investigar o efeito de diferentes condi¢cdes de manejo dessa
espécie é importante para definir estratégias de producédo locais que maximizem o crescimento

vegetativo, teor e qualidade quimica de plantas com interesses condimentares e medicinais.
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Em geral, as tensbes ambientais causam danos potenciais ao padrdo normal de
desenvolvimento das plantas, refletindo em reducgéo do rendimento produtivo (Ahanger et al.,
2018). Varios estresses abioticos levam a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em plantas, que sdo altamente reativas e toxicas e causam danos a proteinas, lipidios,
carboidratos e DNA, o que acaba resultando em estresse oxidativo (Gil e Tuteja, 2010). As
ROS, incluindo perdxido de hidrogénio (H202), anions superdxido (O2" ), radical hidroxila
(OH") e oxigénio singlete (*0,) sdo subprodutos de metabolismos fisioldgicos e sdo controlados
com precisdo por sistemas de defesa antioxidante enzimatica e ndo enzimatica que trabalham
em conjunto (You & Chan, 2015). O sistema de defesa antioxidante ndo-enziméticos (acido
ascorbico, ASH; glutationa, GSH; compostos fendlicos, alcaloides, aminoéacidos ndo proteicos
e a-tocoferdis) é uma forma de apontar a situacdo do balan¢o oxidativo, uma vez que qualquer
grau de variacdo em suas concentracBes podem servir como sinais para a melhoria ou
intensificacdo do estresse (Ahanger et al., 2018; Mahomoodally et al., 2019).

A literatura relata que a aplicagdo de fertilizantes organicos afeta positivamente o
crescimento de plantas medicinais e condimentares, como também a producdo e composicao
de seu 6leo essencial e até mesmo sobre o estresse oxidativo (Bonacina et al., 2017; Bibiano, et
al. 2019). Ha pesquisas que demonstraram respostas positivas do cultivo de tomilho a adubacéo
organica com compostagem, biofertilizantes, pé de rocha fosfato e esterco de gado, ovelha e
galinha (Hendawy et al., 2010; Skubij e Dzida, 2016; Sharaf EL-Din et al., 2019). Entretanto,
analises completas que interagem dados de estresse oxidativo, fitotécnicos, fitoquimicos e
nutricionais sdo praticamente inexistentes para esta espécie. Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do tipo de adubacdo sobre o estresse oxidativo, caracteristicas
fitotécnicas e a producdo de timol de Thymus vulgaris L.

2 Materiais e métodos

2.1 Delineamento e conducéo do experimento

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés
tratamentos, sendo controle (sem adubacdo), quimico (adubado com fertilizante quimico) e
orgénico (esterco), com sete repeticGes, duas plantas por vaso e seis vasos por repeticéo,
totalizando 126 plantas. As mudas foram obtidas por estaquia de plantas matrizes de Tomilho,
cujo exsicata foi depositada no herbario da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG) sob namero de registro 58576. As estacas (com = 5 cm) foram acondicionadas em

bandejas de isopor de 128 células utilizando o substrato comercial Tropstrato HA™ e mantidas
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em estufa com irrigagdo automatizada. As mudas com tamanho de 10 a 15 cm (45 dias de idade)
foram transplantadas para vasos de 3 dm?3 contendo os tratamentos. Para o preparo do substrato
misturou-se solo e areia grossa na proporcao de 2:1. O solo utilizado no substrato foi coletado
da camada de 0 a 20 cm de profundidade de um Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA,
1997) no municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil. As caracteristicas quimicas do substrato
foram as seguintes: pH em agua = 5,4; K (mg dm3) = 25,89; P-Rem (mg L) = 15,22; Ca?",
Mg?*, AI**, H+Al (cmolc dm3) = 0,68; 0,05; 0,07; 2,93; indice de saturacio de bases (V%) =
21,35; matéria organica (dag kgt) = 1,03; Zn, Fe, Mn, Cu, B e S (mg dm) = 0,46; 43,3; 15,34;
1,38; 0,02; 1,6 respectivamente.

O tratamento adubado com fertilizante quimico seguiu a recomendacdo de
Baranauskiene et al. (2003). A dose do adubo quimico foi equivalente a 135 kg ha* de N, 120
kg ha! de fosforo (P20s) e 150 kg hat de potassio (K20). Os fertilizantes utilizados como fonte
destes nutrientes foram a ureia (45 % N), superfosfato simples (18% P20s; 18 % Ca; 11 % S) e
cloreto de potéssio (58 % K>0). Correspondendo assim, a aplicacéo por vaso de 45 mg de ureia,
100 mg de superfosfato simples e 39 mg de cloreto de potassio, sendo que o N e o0 KO foi
parcelado em trés aplicacdes.

A dose utilizada para adubacdo orgéanica foi de 8 kg m?, sendo este uma mistura de
esterco bovino, caprino e codorna curtidos, em proporgdes iguais. Essa dose correspondeu a
aplicacdo de 120g de esterco por vaso no momento do preparo do substrato. A analise do adubo
organico indicou os seguintes valores: Relacdo C/N = 23; Umidade (65° C) e carbono organico
=88e308 (g kg 1); N, P05, K20, Ca, Mg e S (g kg 1) =16, 17, 25, 47, 4 ¢ 3; Cu, Fe, Zn, Mn,
B (mg kgt) = 42, 2787, 169, 466 e 105.

O experimento foi conduzido de 16/11/2018 a 16/03/2019 sob pleno sol no campo
experimental situada nas coordenadas geograficas 21° 14° S e 45° 00 W, a 918 m de altitude.
Para conducdo deste experimento o turno de rega foi de dois dias, com uma lamina d’agua
aplicada de 13 mm nos primeiros 60 dias e de 26 mm até o final do experimento, a fim de
manter o substrato com umidade entre 70 e 90 % da capacidade de campo. As varidveis
avaliadas ap6s 120 dias do transplantio das mudas foram: peso seco das folhas, caule, raiz e
total, nutrientes foliares; contetidos de clorofila a, clorofila b, total, carotenoides, polifendis
totais, Capacidade Antioxidante Total (TAC), Capacidade de absorcéo do radical de oxigénio
(ORAC), captura de radicais livres DPPH, teor de 6leo essencial e teor, rendimento e
produtividade agricola de timol.



69

2.2 Peso seco da biomassa vegetal

Para obtencdo do peso seco da biomassa vegetal cada planta foi separada em folhas,
caule e raizes e, entdo, submetidas a secagem em estufa com ventilacdo forcada a 37 °C até o
peso constante. Posteriormente, com o auxilio de balanca semianalitica foi obtido o peso seco
das folhas (LDW), peso seco do caule (SDW), peso seco da raiz (RDW) e peso seco total
(TDW), expressos em g planta.

23 Andlise foliares de macronutrientes e micronutrientes

Amostras de folhas secas de cada tratamento foram enviadas ao Laboratdrio de Analises
Agropecudrias 3rlab — Lavras/MG-Brasil, para determinar o contedo de N, P, K, Ca, Mg, S,
B, Cu, Mn, Zn e Fe. Sendo os macronutrientes expressos em g kg de peso seco de folha e os
micronutrientes em mg kg™ de peso seco de folha. Com os dados de peso médio de folha por

planta foram calculados os acimulos dos macronutrientes e micronutrientes.

2.4 Ensaios indicativos de estresse oxidativo

2.4.1 Preparo das amostras

Folhas de tomilho foram previamente pulverizadas em moinho de facas. Pesou-se 50
mg diretamente para microtubos e procedeu-se a extragdo com 1 mL de solucédo hidroalcodlica
50% por sonicagdo a 50 Hz, empregando dois ciclos de 15 minutos. Ao final de cada ciclo as
amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 min. Os sobrenadantes foram reunidos
obtendo-se um extrato a 25 mg mL™. Os extratos foram armazenados em freezer a -4 °C até

analises.

2.4.2 Fendis Totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
com modificacdo e os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico (Sigma-
Aldrich, EUA) por g de peso seco de folha (mg GAE g). O método descrito por Singleton et
al. (1999) foi modificado para o extrato hidroetandlico de tomilho da seguinte forma: 50 pul de
extrato foram misturados com 100 uL de reagente Folin-Ciocalteu (0,2 N) em uma microplaca
de 96 pocgos por 5 min e, em seguida, 125 pL de solugdo de Na>CO3 (7%) foi adicionado. Todas
as amostras foram incubadas a temperatura ambiente no escuro por 20 min., e absorbancia

mensurada a 760 nm foi lida contra um branco. A concentracdo da curva de calibragdo (y =
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14.314x + 0.157; R2 = 0,9986) variou de 0,125 a 0,0078125 mg mL* em uma solugéo etandlica

de &cido gélico.

2.4.3 Captura de radicais livres DPPH

Os extratos tambem foram testados quanto a sua capacidade de eliminar os radicais
livres DPPH de acordo com o método de Rivas et al. (2000), adaptado para uma microplaca de
96 pogos. Um volume de 15 pL de diferentes dilui¢des do extrato foram submetidos a reagao
com 280 pL de uma solug¢do etandlica de 0,2mM de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil -
Sigma-Aldrich, EUA). As absorbancias foram medidas a 517 nm, apds incubacéo por de 90
minutos & temperatura ambiente. Os resultados foram expressos pelo indice de Atividade
Antioxidante (AAI) e foi calculada segundo a formula:

AAI = Concentracéo final de DPPH (ug.mL™)
IC50(ug.mL™Y)
A equacdo e a interpretacdo dos dados seguiu a metodologia proposta por Sherer e

Godoy (2009), onde o extrato da planta ¢ considerado de fraca atividade antioxidante (AAI <
0,5); moderada atividade antioxidante (0,5 < AAI < 1,0); forte atividade antioxidante (1,0 <
AAI <2,0); e, muito forte atividade antioxidante (AAI > 2,0).

2.4.4 Atividade antioxidante total / ensaio de fosfomolibdénio (TAC)

A atividade antioxidante total (TAC) das amostras foi avaliada de acordo com Prieto et
al. (1999), onde a reducdo do molibdénio (V1) a molibdénio (V) na presenca de um agente
redutor (antioxidante), forma um complexo verde de fosfomolibdato (V). Uma aliquota de 50
pL da solugdo da amostra foi combinada com 1 mL da solucdo reagente (0,6 M de acido
sulfurico (H2S04), 28 mM de fosfato de sodio (NaH2PO4.H20) e 4 mM de molibdato de amonio
(NH4)6sM07024); as trés solugdes foram misturadas em quantidades proporcionais) em um
eppendorf de 2 mL. Os microtubos foram incubados em banho-maria a 95 ° C por 90 min. Apés
as amostras terem atingido a temperatura ambiente, 100 uL da solugdo foram transferidos para
0s poc¢os de uma microplaca e a absorbancia a 695 nm foi registrada. A avaliagdo foi feita em
quintuplicada, e os resultados expressos em mg de equivalentes de &cido ascorbico / g de folha
seca (mg AAE / g). A curva de calibracdo (y = 0,6418x + 0,1227, R2=0,9961) construida com
solucéo aquosa de &cido ascorbico (Sigma-Aldrich, EUA) na faixa de trabalho de 5 a 0,0390625

mg mL* foi utilizada nos célculos dos resultados.
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2.4.5 Capacidade de Absorc¢do de Radicais de Oxigénio (ORAC) / sequestro do Radical

Peroxil

O ensaio da capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) é baseada na
inibicdo da oxida¢do induzida por oxiradicais de dicloridrato de 2,2’-azobis- (2-
metilpropionamidina) (AAPH) por substancias com propriedades antioxidantes. Com o tempo,
0 ROS, gerado a partir da decomposicdo termal do AAPH, extinguira o sinal da sonda
fluorescente fluoresceina de acordo com o método descrito por Cao et al. (1993) com
modificagdes. Os resultados sdo expressos em pmol de Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic Acid) equivalente (ET) por mg de peso seco de folha (umol
ET / mg). O método foi modificado da seguinte forma: em microplaca, 30 UL da amostra foi
combinada com 150 pL de Fluoresceina (1,0x10° mM), em seguida as amostras foram
incubadas a 37°C no escuro por 10 min. e no momento da leitura, 30 L do AAPH (2,2’-Azobis
(2-metil-propionamidina) dihidrocloreto) foram adicionados em cada pogo. Para o branco e a
curva de Trolox, substituiu-se a amostra por 30 uL Tampéo fosfato (pH= 7,4) e 30 pL de cada
concentragéo de Trolox, respectivamente. Para que a avaliagao siga a fluorescéncia (Aex=485nm
e Aem=520nm) leituras foram feitas a cada minuto, durante 150 min. em um leitor de
microplacas. Os resultados foram determinados por meio da area sob a curva (AUC) de cada
amostra e subtraiu-se da area sob a curva do branco encontrando a area liquida: AUC iiquida
=AUC amostra — AUC pranco. A andlise foi feita em quintuplicata. A concentracdo da curva de
calibragdo (y = 1E*!x + 296396; R2 = 0,9983) variou de 125 a 7.8125 uM de Trolox.

2.5 Andlise de pigmentos fotossintéticos

A extracdo e doseamento de pigmentos fotossintéticos seguiram o método desenvolvido
por Hiscox e Israelstam (1979) com adaptacdes propostas por Barnes et al. (1992). Em resumo,
folhas frescas (50 mg) foram pesadas diretamente em tubos de Falcon cobertos com papel
aluminio, adicionados 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de célcio
(CaCO:s) e, incubados em estufa a 65 °C por 48 h. As amostras foram preparadas em
quadruplicata. A saturacdo do DMSO seguiu o protocolo de Santos et al. (2008) com
modificagdes. Para isto, 0 DMSO foi saturado com carbonato de calcio (CaCOs3) na proporcao
de 5 g L't de DMSO, sob agitagdo constante por quatro horas, e entdo filtrado duas vezes a
vacuo em papel de filtro duplo. Posteriormente, a solucgéo foi centrifugada a 6000 rpm por 10

min.
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Em seguida, trés aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para uma cubeta
de quartzo, e os valores de densidade Optica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados 1-Control® (versdo 3.37), contra DMSO saturado em branco. O valor de densidade
Optica especifica de cada amostra foi calculado pela média das leituras das trés aliquotas.

Os comprimentos de onda e as equagdes utilizadas para os céalculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo:

Clorofila asa9 = (12,47 X Asss) - (3,62 X Asag);
Clorofila bees = (25,06 X Asag) - (6,5 X Ases);
Carotenoidesasgo: (1000 X Asgo - 1,29 x Ca- 53,78 x Cp)/220.
A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatorio dos resultados encontrados das

equacdes para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg g matéria fresca.

2.6 Andlises quantitativas do 6leo essencial e produtividade agricola de timol

2.6.1 Teor de 6leo essencial

A destilacdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger modificado durante 90 minutos. Amostra de 15 g de folhas secas (n = 5) foram
depositadas em um baldo de destilacdo de 2 L, contendo 1 L de 4gua destilada. Particdo liquido-
liquido com diclorometano (3 x 5 mL) foi realizada para a purificacdo do 6leo essencial. A fase
organica foi reunida e tratada com cerca de 5 g de sulfato de magnésio anidro durante 30 min.
Apos esse periodo a solucéo foi filtrada e o solvente evaporado a temperatura ambiente, sob
capela de exaustdo de gases. Posteriormente, o 6leo essencial foi acondicionado em frasco
ambar sob refrigeracdo a 4 °C (Brasil, 2010). O teor de dleo essencial (%) representa a média

do peso do 6leo (mg) em 100 mg de peso seco das folhas das 5 repeticdes.

2.6.2 Doseamento de timol

O 6leo essencial foi analisado por cromatografia gasosa (CG) em sistema Agilent
5890A, empregando coluna HP-5MS (30 cm de comprimento x 250 um de didmetro interno x
0,25 pum de espessura). O 6leo essencial foi diluido em acetato de etila (1%, v/v) e 1 pL foi
injetado no modo split a uma razdo de 30:1. Utilizou-se o hélio como gas de arraste com fluxo
de 1,0 mL mint. As temperaturas do injetor e do detector foram 220 e 250 °C, respectivamente.
A temperatura inicial do forno foi de 60 °C, mantida por 1,5 min, seguida por uma rampa de

temperatura de 3 °C min! até 100 °C. Posteriormente, por uma rampa de temperatura de 4 °C
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min't até 200 °C e por fim, uma rampa de 10 °C min até 240°C. Para identificacio da presenca
de timol, uma amostra auténtica (Sigma-Aldrich®, pureza declarada > 99,5%) foi analisada nas
mesmas condic¢des. Os indices de retencdo relativos a uma serie de n-alcanos C8 a C20 foram
calculados de acordo com Van der Dool e Kratz (1963) para 0s picos correspondentes e
comparados a indices de retengdo da literatura (DAVIES, 1990; ADAMS, 2017). Para a
identificacdo inequivoca da identidade do pico supostamente correspondente ao timol, o 6leo
essencial foi analisado em cromatografo gasoso Agilent® 7890A acoplado a um detector
seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia, EUA), operado
por ionizagdo de impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0
scan/s, com intervalo de aquisi¢do de massas de 40-400 m/z. As condig¢Ges operacionais foram
as mesmas empregadas nas analises por CG. A identidade do pico do timol nas amostras foi
confirmada por comparacdo com 0s espectros de massas do banco de dados da biblioteca da
National Institute of Standards and Technology (NIST, 2008)

Para as andlises quantitativas de timol, empregou-se 0 método do padrdo externo
(AOAC, 2013). A faixa de linearidade (2,0 a 10,0 ug) foi estimada na area conhecida de uma
solucdo de referéncia de timol e area correspondente ao pico do timol nas amostras. A
linearidade foi determinada pela injecédo, em triplicata, de diferentes volumes de solucdes de
referéncia (2,5 e 5,0 ug mL™?). As curvas de calibragdo foram determinadas em relagio a massa
injetada de timol, em dois dias consecutivos. Os dados obtidos para cada curva analitica de
timol foram submetidos a andlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e 0s
coeficientes de determinacdo (r2) foram calculados. As curvas obtidas nos dois dias
consecutivos foram comparadas estatisticamente por anlise de covariancia (p < 0,05). A partir
da curva analitica média (y = 43350186.76x + 10093465.13), R2 = 0,9979) determinaram-se a
producdo (mg g* de 6leo essencial (EQ)), o teor (g 100 g de folha seca); e o rendimento (ug
planta) de timol. O rendimento foi determinado multiplicando-se a producio de timol e a

massa de 6leo produzido por planta.

2.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram, primeiramente, avaliados quanto a sua homogeneidade e
normalidade, sendo em seguida submetido ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As
analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico SISVAR 5.3 (Ferreira, 2011). O
software Statistica®, versdo 13.3 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA) foi utilizado para a analise de

componentes principais (PCA).
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3 Resultados e discussao

3.1  Andlise de crescimento das plantas

O crescimento vegetativo de Tomilho aumentou significativamente com a adubacao em
comparacdo ao tratamento controle, independentemente da adubacdo quimica ou organica
(Figura 1). Entretanto, o adubo organico influenciou de forma mais expressiva no acimulo de
matéria seca dos 6rgaos e total do tomilho. No que se refere ao peso seco das folhas (LDW), a
adubacdo orgénica proporcionou um incremento de 148.5% quando comparado ao controle e
66.6% quando comparado ao adubo quimico. O incremento na matéria seca do caule (SDW)
com adubo organico foi de cerca de 158% e 56%, quando comparado ao controle e adubo
quimico, respectivamente. O incremento percentual proporcionado pelo adubo orgéanico no
peso seco da raiz (RDW) foi ainda maior, chegando a 270% em relagéo ao controle e de 52%
comparado ao adubo quimico. Consequentemente, o peso seco total (TDW) foi maior na
adubacdo organica chegando a ser quase 3 vezes maior que o controle e 1,6 vezes maior que a
adubacdo quimica.

Estes resultados corroboram com as observaces de Sharaf EL-Din et al. (2019) e
Askary et al (2018) onde se observou que o tomilho respondeu positivamente as variaveis de
crescimento quando submetido a adubacdo organica e quimica, sendo identificado também
pelos mesmos autores superioridade de fertilizantes organicos ao quimico. Conforme Alinejad
et al. (2020), os fertilizantes organicos aumentam o crescimento vegetativo das espécies
cultivadas sob sua adubacdo em comparacdo com os fertilizantes quimicos, por fornecer todos
0s nutrientes essenciais ao mesmo tempo, e disponibiliza-los de forma gradativa na solucdo do
solo. Além disso, os fertilizantes organicos podem trazer outros beneficios, como a melhoria da
estrutura, aeracdo, armazenamento de agua e drenagem interna do solo; melhoria na adsorcao
de nutrientes, aumento gradativo da capacidade de troca de cations do solo; e aumento na
biodiversidade de microorganismos Uteis que agem na solubilizacéo de fertilizantes diversos de
maneira a liberar nutrientes para as plantas (Trani et al., 2013).

De modo geral, o contetdo de macronutrientes e micronutrientes foi significativamente
impactada pela adubacgéo, sendo observada reducdo do teor nos tratamentos que foram
adubados com esterco e fertilizante quimico (Tabela 1). Os valores observados no presente
trabalho estdo muito proximos aos descritos na literatura para os macronutrientes e
micronutrientes em tomilho: N: 15.3 a 16.1 g kg*; P: 25a3.5gkg?; K: 7.5a9.3 g kg’; Ca:
11.2a11.8gkg?; Mg: 1.47a1.53gkgteS:2.4a29gkg?; B:31a343mgkg?; Cu:7.4a
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9 mg kg!; Fe: 200 a 242 mg kg; Mn: 45 a 55 mg kgt; Zn: 25.6 a 30.5 mg kg™ (Mills e Jones,
1996; Esetlili et al., 2014).

Os maiores teores de P, K e S (2.0, 12.6 e 2.3 g kg™* (respectivamente) foram observados
no controle, assim como os de Cu, Fe, Mn e Zn (15.1, 241.6, 1453 e 60.4 mg kg?,
respectivamente) (Tabela 1). Os menores contetidos de P, Cu e Fe (1.6 g kg%, 10.3 mg kgt e
129 mg kg, respectivamente) foram observados na adubac&o organica, sendo estes inferiores
até mesmo da adubacéo quimica. Por outro lado, o acimulo de nutrientes nas plantas de tomilho
foram totalmente significativos para o tratamento com adubacéo organica (Tabela 2). O ganho
expressivo de massa das plantas adubadas, principalmente com adubo orgénico, fizeram com
que houvesse um efeito de “diluicdo” de grande parte dos nutrientes, principalmente os de alta
e moderada mobilidade na planta. Dessa forma, é possivel afirmar a adubacdo organica
promoveu maior absor¢do e acumulos de nutrientes em plantas de tomilho.

Por outro lado, os maiores contetidos de Ca e B (14.4 g kg* e 40.6 g kg7,
respectivamente) foram observados na adubagdo quimica. O aumento no contetdo de Ca se
justifica pela adicéo deste elemento na adubacdo quimica com superfosfato simples que possui
18% de Ca. Considerando a participacdo de Ca e B nas mesmas funcdes ou processos, Mills e
Jones (1996), Kanwal et al. (2008) e Barker e Pilbeam (2015) concluiram que ambos 0s
nutrientes devem estar balanceados para o adequado crescimento da planta, podendo ocorrer
assim, o aumento sinérgico deste elemento. Uma possibilidade é que as funces do B na
estabilizacdo de componentes da parede celular dependem da atuacdo conjunta do Ca,
provavelmente auxiliando no metabolismo ou incorporacao do Ca na parede celular, ou seja, 0
B atua na biossintese da parede celular auxiliando o Ca na deposi¢do e formacdo de dimeros
dos polissacarideos pécticos envolvidos na construcdo destas estruturas (Gonzalez-Fontes et
al., 2010; Garrone, 2015; Turan et al., 2018).

Ensaios indicativos de estresse oxidativo

Lad
[~

A exposicdo de plantas a condicbes ambientais desfavoraveis, como o estado
nutricional, pode aumentar a producéo de espeécies reativas de oxigénio (ROS). O acumulo de
ROS como resultado de vérios estresses ambientais € uma das principais causas da perda de
produtividade das culturas em todo o mundo, uma vez que as ROS afetam muitas funcgdes
celulares. O equilibrio entre a producdo de ROS e a eliminagdo no local e no tempo adequados
desempenham um papel crucial na sobrevivéncia das plantas sob estresse ambiental (Gil e
Tuteja, 2010).
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Plantas adubadas de tomilho indicaram sofrer menos estresse oxidativo que as plantas
ndo adubadas (Tabela 3). Verificou-se que o contetido de polifendis totais variou entre todos 0s
tratamentos, sendo o0 menor valor (51.72 mg GAE / g) obtido com a adubacéo quimica e 0 maior
(65.58 mg GAE / g) no controle. A capacidade antioxidante total (TAC) seguiu a mesma
tendéncia dos fendis, onde o controle mostrou uma TAC quase 33% superior & adubagéo
quimica e 23% superior a adubacéo organica. Capacidade de absor¢do do radical de oxigénio
(ORAC) e a atividade da DPPH mostraram a mesma tendéncia, onde o controle foi 0 mais ativo
e estatisticamente significativo (p <0,05) em relag&o & adubag&o quimica e organica. O indice
de Atividade Antioxidante (AAIl) em DPPH classificou o controle como de alta atividade
antioxidante e as adubacdes quimicas e organica como atividade antioxidante moderada, o que
conclui bem as interferéncias dos tratamentos.

Bistgani et al., (2019) observaram que os extratos metandlicos de tomilho que mostram
0s maiores valores da atividade de eliminagdo de radicais livres sdo aqueles com o maior
contetdo de componentes fendlicos, o que corrobora com os resultados da presente pesquisa
(Tabela 3). A atividade antioxidante dos compostos fendlicos nas plantas é devido,
principalmente, as suas propriedades redox e estrutura quimica, que podem desempenhar um
papel importante na neutralizagdo das espécies reativas de oxigénio, como radicais livres,
oxigénio e peroxidos singleto e tripleto (Asif, 2015).

O maior estresse oxidativo observado no controle ja era esperado porque essas plantas
estdo sob estresse nutricional. Sob alguns tipos de estresse (luminoso, déficit hidrico,
deficiéncias nutricionais, etc) hd no metabolismo vegetal o aumento da geracdo de ROS, que
sdo altamente danosas as plantas promovendo peroxidacdo de lipideos, membranas, clorofilas,
tilacoides, proteinas, DNA e RNA (Gil e Tuteja, 2010; Taiz et al., 2017). As ROS séo
produzidas constantemente em células vegetais como resultado do metabolismo aerdbico na
maioria das organelas intracelulares, como mitocéndrias, peroxissomos e cloroplasto, (You e
Chan, 2015). Em cada célula aerobia, € observado um equilibrio dindmico entre a geracdo de
ROS e o sistema de defesa antioxidante. O estresse abidtico aumenta a geragdo de ROS e
interrompe o equilibrio em favor da reacdo oxidativa e cria estresse oxidativo (Gil e Tuteja,
2010; Hasanuzzaman et al., 2017). Nas células vegetais, a principal fonte de geragdo de ROS
sdo os o cloroplasto, isso ocorre porque sob a maioria das tensdes, ocorre uma indulgéncia
energética adequada na fotossintese e uma reducdo sucessiva do oxigénio molecular produz
ROS, incluindo peroxido de hidrogénio (H202), anions superoxido (O2" ), radical hidroxila
(OH") e oxigénio singlete (:02) (You e Chan, 2015; Hasanuzzaman et al., 2017).



77

Os menores valores dos Fenois e TAC do tratamento quimico (Tabela 3) pode ter como
principal fator, os elevados valores do conteudo de Ca (Tabela 1). O Ca tem uma funcédo
significativa na tolerancia ao estresse, desencadeia atividades de enzimas antioxidantes e
diminui a peroxidacdo lipidica das membranas celulares em condi¢cfes de estresse abiotico
(Siddiqui et al. 2010). Além disso, o Ca é essencial para estabilizar a permeabilidade da
membrana celular, devido a captacdo seletiva de ions, e aumenta a rigidez da parede celular,

induzindo a reticulacdo das pectinas da parede (Turan et al., 2018).

3.3 Pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b, carotenoides) sdo essenciais
para estimar o potencial fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a absorcao e
transferéncia de energia luminosa, e consequentemente influencia no crescimento,
desenvolvimento e na adaptacéo das plantas & condicdes bidticas e abidticas, (Taiz et al., 2017).
Plantas com maiores teores de clorofila sdo capazes de produzir taxas fotossintéticas mais altas,
principalmente, pelo seu potencial de assimilacdo de "quanta” no mesmo periodo e condicao
(Chappelle et al., 1992).

De modo geral, as concentracGes de clorofila e carotenoides foram afetados pelos
tratamentos pelos quais as plantas foram submetidas. O contetdo de clorofila a e total foram
significativamente maiores no controle e sob adubacdo organica, de forma que, o conteido
destes pigmentos foram 0,90 e 1,92 mg g* de peso fresco no controle e 0,89 e 1,82 mg g* de
peso fresco no adubo organico, respectivamente, ao passo que estes contetdos diminuiram com
a adubagio quimica 0,75 e 1,65 mg g* de peso fresco, respectivamente (Figura 2). O contetido
de clorofila b e carotenoides tendeu a diminuir sob qualquer tipo de adubacédo, de modo que as
plantas apresentaram o maior conteudo de clorofila b e carotenoides no controle (figura 2).

Trabalhando com os padrdes de expressdo génica chave da biossintese de pigmento Liu
etal. (2010), Shi et al. (2012) e MingYue et al. (2018) observaram que a aplicacéo de fertilizante
organico pode acentuadamente promover a formacdo de cloroplasto (clorofilas),
desenvolvimento e acumulagdo pigmento plastidial (B-caroteno, violaxantina, lutea e
neoxantina). Segundo Alinejad, et al. (2020) a diminuig&o de clorofila pode ser devida a sintese
reduzida dos principais complexos de pigmentos fotossintéticos codificados pela familia de
genes precursor de cloroplasto (Proteina de ligagédo a clorofila a-b de LHCII tipo | - CAB);
como também pela destruicdo dos complexos pigmento-proteina que protegem o aparato
fotossintético, ou mesmo por danos oxidativos de lipidios e proteinas da clorofila (Komenda e

Sobotka, 2016). Provavelmente, este € um mecanismo de protecdo do aparelho fotossintético
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contra os danos, que é considerado essencial para a adaptacdo das plantas em curto prazo aos
fatores de estresse (Wang e Grimm, 2015).

No processo fotossintético, a luz absorvida por carotenoides e/ou clorofila b nas
proteinas do complexo de colheita de luz (LHC) € rapidamente transferida para a clorofila a e,
apos, para outros pigmentos antena intimamente associados ao centro de reagdo (Schiphorst e
Bassi, 2020). O complexo LHC estd envolvido em processos reguladores do aparato
fotossintético da planta, assim o aumento das clorofilas (a, b e total) e carotenoides observado
no tratamento controle pode ser um mecanismo de regulacdo da planta para absorver mais
energia e compensar a reduzida area fotossintética (Folhas — Figura 1). Por outro lado, 0s
valores mais elevados de clorofila a e total observados no tratamento com adubagdo organica
pode ter sido estimulado pelos elevados teores de nitrogénio (Tabela 1), uma vez que os ions
magnésio compartilham elétrons com os atomos de nitrogénio da clorofila a.

Além de sua fungdo como pigmentos acessérios, os carotenoides desempenham um
papel essencial na fotoprotecédo das plantas (Muzzopappa e Kirilovsky, 2020). Os carotenoides
sdo responsaveis pela extingdo de oxigénios singletos, portanto, 0 aumento de seu contetdo sob
estresse também pode estar relacionada a essa funcdo no tratamento controle do presente estudo.
Este resultados se complementam e justificam os ensaios indicativos de estresse oxidativo ao

identificar maior estresse nas plantas cultivadas com o tratamento controle.

3.4 Andlises quantitativas do dleo essencial e de timol

O tomilho é uma das principais fontes de timol, contém entre 10 e 64% deste composto
em seu Oleo essencial. O interesse no timol vem crescendo devido a sua ampla gama de
possibilidades funcionais nas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética (Salehi et al.,
2018). Varios estudos tém demonstrado 0s possiveis usos terapéuticos do timol para o
tratamento de distarbios que afetam os sistemas digestivo, respiratdrio, nervoso e
cardiovascular, o que vem estimulando a formulacéo de produtos farmacéuticos, nutracéuticos
e de cosmecéuticos (Jyoti et al., 2019; Salehi et al., 2018). Além disso, ja se utiliza o timol
como antissépticos médicos e agentes de cicatrizacdo de feridas, conservantes e aromatizante
de alimentos, desinfetante de superficie, pesticida (fungicida, inseticida, acaricida, rodenticida,
antimicrobiano, etc.), antioxidante e reagente de laboratério, bem como em perfumaria e
microscopia (Komaki et al., 2016).

As variaveis de respostas quantitativas do Oleo essencial e de timol foram
consideravelmente afetadas conforme o tipo de tratamento (Tabela 4). O teor de 6leo essencial

e a producdo de timol foram significativamente superior quando utilizou-se a adubacéo
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orgéanica, sendo observado um incremento médio de 16.3 e de 7.8%, respectivamente, quando
comparado a média dos demais tratamentos. Para as demais variaveis quantitativas de timol a
adubacdo organica também foi significativamente superior aos demais tratamentos, porém o
teor e rendimento de timol também foram significativamente diferentes entre o controle e a
adubacdo quimica. O aumento expressivo do teor de timol com a adubacdo orgénica
proporcionou um ganho de 16,4% quando comparado ao controle e ainda maior quando
comparado ao adubo quimico chegando a 33,3%. Para o rendimento de timol, o adubo organico
trouxe um ganho de quase seis vezes mais timol por planta quando comparado ao controle e de
mais do dobro quando comparado ao adubo quimico.

Dados sobre o contetdo de 6leo essencial, bem como a biossintese de timol e seu
acumulo variam em diferentes tecidos ou em resposta a diferentes fatores e estimulos
ambientais (temperatura, precipitacdo, solo, nutricdo mineral, etc) em espécies vegetais de
Lamiaceae, como T. vulgaris, ja estdo bem documentados na literatura (Majdi et al., 2017;
Sharaf EL-Din et al., 2019). O timol é um monoterpeno fendlico biossintetizado a partir do
difosfato de isopentenil (IDP) e difosfato de dimetilalil (DMADP), que sdo derivados da via
MEP (metil eritritol fosfato) localizada em plastideos (Majdi et al., 2017). Dessa forma,
correlacionado a promocdo do desenvolvimento e acimulo de pigmento plastidial
proporcionado pela aplicacdo de adubo orgénico (Liu et al., 2010, Shi et al., 2012; MingY ue et
al., 2018), pode-se sugerir no presente trabalho que uma possivel explica¢do para 0 aumento de

timol no tratamento com adubacéo organica esta vinculado ao aumento dos plastideos.

3.5 Andlise de componentes principais (PCA)

A PCA foi aplicada para reduzir o nimero de variaveis estudadas (matéria seca das
folhas, caule e total, varidveis quantitativas de pigmentos fotossintetizantes, fendis totais e
atividade antioxidante). O objetivo do PCA foi avaliar as interacdes existentes entre as variaveis
e os tipos de adubacdo, de forma que pudesse concluir melhor os resultados. A analise de
componentes principais (PCA) resultou em 100% da variacdo total. A PC1 contribuiu com
63,96% e PC2 contribuiu com 36,04% da variacéo total (Figuras 3 e 4).

No grafico de scores da figura 3, observa-se a separacdo da PC1 em dois grupos: as
adubacgdes quimica e organica (scores positivos) e tratamento controle (score negativo). Neste
mesmo gréafico, a PC2 foi separada em controle e adubacdo orgéanica (scores negativos) e
adubacdo quimica (score positivo). Estas separacfes deixam cada tratamento em quadrantes
distintos do grafico mostrando que existe uma marcante diferenca entre os tratamentos. Além

disso, € notavel observar que o tratamento controle (sem adubacéo) influenciou positivamente
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os teores de clorofilas totais, carotenoides e os indicadores de estresse oxidativo. Em geral, a
adubacdo orgéanica forneceu a planta condicGes favoraveis para o crescimento vegetativo e
producdo de 6leo essencial e timol. Observa-se também que existe correlagdo positiva entre os
fendis e as clorofilas totais e, entre o conteudo de 6leo essencial e timol.

Ademais, a andlise dos vetores mostrou que os indicadores de estresse oxidativo e
carotenoides estdo inversamente correlacionados com as varidveis de crescimento vegetativo
da planta, corroborando a hipGtese de um possivel estresse ambiental causado pela
indisponibilidade de nutrientes. Os mecanismos iniciais sensores de estresse na planta
desencadeiam uma resposta subsequente que compreende maltiplas rotas de transdugdo de sinal
como: ROSs, ativacao de reguladores de transcri¢do, acumulacdo de hormonios vegetais, dentre
outros. Os sinais especificos de estresse que emergem dessas rotas, por sua vez, ativam ou
suprimem diversas malhas que podem permitir a continuidade do crescimento e da reproducéo
sob condicdes de estresse ou capacitam a planta a sobreviver ao estresse até o retorno de
condigdes mais favoraveis (Taiz et al., 2017).

Corroborando aos resultados da PCA anterior, a analise dos scores da figura 4 também
indicou separacdo marcante entre os tratamentos. A PC1 separou as adubacbes quimica e
organica do tratamento controle, e a PC2 separou o controle e adubagéo organica do tratamento
adubacdo quimica. Isto indica que o teor de macronutrientes e micronutrientes nas folhas de
Tomilho também foi altamente influenciado pela composicdo quimica dos substratos. A
adubacdo organica favoreceu o aumentou o teor de N e o adubo quimico o conteudo de Ca e B.
Todos os demais nutrientes (P, K, Mg, S, Zn, Mn, Cu e Fe) tiveram correlacdo positiva com o
tratamento controle.

Os dados da PCA confirmam resultados anteriormente j& discutidos e apontam outros
ndo observadas. O aumento do teor de N, por exemplo, justifica 0 aumento no contetdo de
pigmentos na adubacdo organica pelas funcfes estruturais destes nutrientes na clorofila. Isto
também justifica o ganho expressivo de biomassa neste tratamento, uma vez que cerca de 90%
do N total da planta estd na forma organica e, é assim, que desempenha as suas funges como
componente estrutural de macromoléculas e constituintes de enzimas (Faquin e Rodas, 2015).
Esse resultado propde que a adubacdo organica favorece uma otimizagdo do N pela planta.
Alinejad et al (2020) também observaram que o contetdo de pigmentos e biomassa foram
maiores usando fertilizantes organicos, principalmente esterco de aves, devido a acessibilidade
das plantas de Datura stramonium L. & absorcdo de nitrogénio e outros nutrientes envolvidos

na formacéo de pigmentos durante a estacdo de crescimento.
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O Mg apontou correlagdo fortemente positiva com o tratamento controle (Figura 4). A
funcdo mais conhecida do Mg é a de compor a molécula da clorofila, que sdo porfirinas
magnesianas; 0 Mg corresponde a 2,7% do peso das mesmas e representa cerca de 15 a 20% do
Mg total das folhas das plantas (Faquin e Rodas, 2015), essa informacao pode justificar aqui o
aumento no conteudo de clorofilas do tratamento controle. Além desta, outras importantes
fungBes sdo desempenhadas pelo Mg, como a ativagdo enzimatica, dentre elas muitas das

responsaveis pela atividade antioxidante das plantas (Siddiqui et al., 2018).

4 Conclusdes

Plantas de Tomilho que ndo receberam fertilizacdo sofrem estresse oxidativo impactando
negativamente no crescimento vegetativo e na producdo de timol. Portanto, o cultivo de
Tomilho exige suplementacéo nutricional com adubacdo quimica ou orgénica. Além do mais,
esta espécie responde melhor em ganho de matéria seca e producao de timol com a adubacéo
organica, possivelmente por indicarem um equilibrio entre melhoria das caracteristica
fitotécnicas e a eliminacao de espécies reativas de oxigénio.

Embora nenhuma analise de custo-beneficio tenha sido realizada, algumas
consideracOes pertinentes podem ser inferidas a partir dos resultados apresentados. Os ganhos
de rendimento proporcionados pela adubacgédo organica traz uma indicacdo congruente de que a
depender da disponibilidade local, do custo de transporte e do preco de compra, 0 cultivo

organico de Thymus vulgaris deve ser priorizado.
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Tabela 1. Conteudo de macronutrientes e micronutrientes em folhas secas de Thymus vulgaris

L. cultivados com diferentes tipos de adubacdo (Control — Substrato; Chemical — Substrato

adubado com fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com adubo organico).

Macronutrients

N P Ca K Mg S
______________________________________ I e —
Control 11.2a 20a 119D 12.6a 2.4a 2.3a
Chemical 114 a 18D 144 a 9.8ab 2.3a 2.0ab
Organic 12.7 a 16¢C 10.8b 7.1b 2.3a 19b
C.V. (%) 5.64 3.02 7.45 10.51 8.67 6.83
Micronutrients
B Cu Fe Mn Zn
----------------- I T
Control 33.0b 15.1a 2416 a 1453 a 60.4 a
Chemical 40.6 a 126 b 187.7b 68.9 b 25.9b
Organic 31.7b 10.3 ¢ 129.0c 39.7b 245b
C.V. (%) 5.70 2.21 6.84 8.20 5.73

*Meédias seguidas pela mesma letra dentro da coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 2. Acumulo de macronutrientes e micronutrientes em folhas secas de Thymus vulgaris

L. cultivados com diferentes tipos de adubacdo (Control — Substrato; Chemical — Substrato

adubado com fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com adubo orgénico).

Macronutrients

N P Ca K Mg S
e mg plantat---m--mmmmmemmm oo
Control 244c 43¢ 259¢c 27.3b 52¢c 50c
Chemical 77.4b 11.9b 98.2b 66.8 a 153b 13.6b
Organic 136.9 a 16.7 a 1158 a 76.5a 24.8 a 199a
C.V.(%) 5.64 3.02 7.45 10.17 7.59 6.83
Micronutrients
B Cu Fe Mn Zn
----------------------------- mg planta® -
Control 0.072c 0.033c 0.525b 0.316 b 0.131c
Chemical 0.277Db 0.086 b 1.279a 0.469 a 0.177b
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Organic 0.341 a 0.111a 1.391a 0.427 a 0.263 a
C.V.(%) 5.70 1.95 6.84 8.20 5.73

*Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 3. Efeito do tipo de adubacao (Control — Substrato; Chemical — Substrato adubado com
fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com adubo organico) no conteudo de
Polifendis Totais (Phenols) expresso em mg de equivalentes de &cido galico / g de folha seca
(mg GAE / g); capacidade antioxidante total (TAC) em mg de equivalentes &cido ascérbico / g
de folha seca (mg AAE / g); Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) expressa em pmol
equivalente de Trolox/ g de folha seca (umol ET / mg); e DPPH, indice de Atividade

Antioxidante (AAI), em folhas secas de Thymus vulgaris L..

Phenols TAC ORAC DPPH
mg GAE/g mg AAE/g umol ET / mg AAl
Control 65.58 a 76.63 a 184a 1.30a
Chemical 51.72c 57.71c 1.58 b 0.82b
Organic 62.14 b 62.17 b 1.60b 0.77b
C.V (%) 1.14 1.33 5.37 4.87

*Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 4. Teor de 6leo essencial, producdo de Timol (mg / g de 6leo essencial (EO)), teor de
Timol (g / 100 g de folha seca = %) e rendimento de Timol (ug planta™) extraido das folhas
secas de Thymus vulgaris L. cultivados com diferentes tipos de adubacdo (Control — Substrato;
Chemical — Substrato adubado com fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com

adubo organico).

Oil content Timol Timol contente Timol yield
% mg g EO*! % g planta®
Control 0.88b 625.21 b 0.55b 595c
Chemical 0.84Db 604.31b 0.48c 16.53 b
Organic 1.00 a 662.57 a 0.64a 3451a
C.V.(%) 8.46 1.60 1.65 2.98

*Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (5%).
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Figura 1. Peso seco das folhas (LDW), caule (SDW), raiz (RDW) e total (TDW) de Thymus

vulgaris L. cultivados com diferentes tipos de adubacdo (Control — Substrato; Chemical —

Substrato adubado com fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com adubo

organico). *Médias seguidas pela mesma letra dentro da variavel ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey (5%).
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Figura 2. Clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides (mg g de matéria fresca) de

folhas de Thymus vulgaris L. cultivados com diferentes tipos de adubacéo (Control — Substrato;

Chemical — Substrato adubado com fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com
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adubo organico). *Médias seguidas pela mesma letra dentro da variavel ndo diferem significativamente pelo

teste de Tukey (5%).
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Figura 3. Anéalise de componentes principais (PCA) da correlagdo matricial construida usando
dados de Peso seco das folhas (LDW), peso seco do caule (SDW), peso seco total (TDW),
clorofila total, carotenoides, Polifenois Totais (Phenols), capacidade antioxidante total (TAC),
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC), DPPH, teor de 6leo essencial e producdo de
Timol de Thymus vulgaris L. cultivados com diferentes tipos de adubacgéo (Control — Substrato;

Chemical — Substrato adubado com fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com

adubo organico).

Factor 1 7377%

Figura. 4 Analise de componentes principais (PCA) da correlacdo matricial construida usando
dados da quantidades de macronutrientes e micronutrientes de folhas secas de Thymus vulgaris
L. cultivados com diferentes tipos de adubacdo (Control — Substrato; Chemical — Substrato

adubado com fertilizante quimico; Organic — Substrato adubado com adubo orgénico).
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Artigo 3 — Fertilization with different manure sources and doses provides quantitative-

qualitative gains in the production of Thymus vulgaris L. 3

Adubacéo com diferentes fontes e doses de esterco propicia ganhos quanti-qualitativos

na producéo de Thymus vulgaris L.

Abstract

The cultivation of Thymus vulgaris L. requires management information that will result
in strategic gains in plant and essential oil production. The objective of this study was to
determine the influence of fertilization with different manure sources and doses on the
vegetative, physiological, nutritional, and quantitative-qualitative growth characteristics of
thyme and its essential oil yield. The treatments were as follows: control (without fertilization),
chemical fertilization, and fertilization with three sources of manure (quail, cattle, and goat) at
four doses (2, 4, 8, and 12 kg m™). Significant differences were observed between manure
sources and doses in virtually all response variables. In general, the plants showed linear and
quadratic responses to manure doses. Quail and cattle manure resulted in higher dry weight
gains than goat manure. The largest accumulations of most of the leaf nutrients were observed
with 12 kg m cattle manure and quail manure. Higher production of reactive oxygen species
was observed in plants fertilized with goat manure, which generally showed the lowest levels
of macronutrients and micronutrients. Comparing the doses and types of manure, there were
increases in essential oil yield that reached up to 710% in plants grown with 12 kg m cattle
manure compared to the control treatment. Regarding the major constituent of the essential oil
of thyme, thymol tended to increase with increasing doses of the three sources of organic
fertilizers. In conclusion, choosing the right dose and source of manure are crucial to provide
quantitative-qualitative gains in the cultivation of T. vulgaris. Doses between 8 and 12 kg m™
of cattle and quail manure are indicated to be the reference for new studies or even for

application in large thyme crops.

Keywords: Quail manure; cattle manure; goat manure; fertilization management; nutritional

balance; essential oil.
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1 Introduction

Plants of the genus Thymus (Lamiaceae) have been widely studied, mainly for their
chemical-pharmacological aspects, and their main commercial interest is the production of
essential oils (Tisserand, 2014; El Ansari et al., 2019). The species of this genus are known for
their pleasant aroma and taste and as sources of bioactive compounds, so they are a source of
medicinal, seasoning, and flavoring agents (Bistgani et al., 2018; Tohidi et al., 2019). In
particular, Thymus vulgaris L. (thyme) is an economically important plant for its culinary,
medicinal, and aromatic value, as well as for its flexibility to be cultivated under different
environmental conditions (Hosseinzadeh et al., 2015; Mahdavi et al., 2020).

Thyme is a part of several important market segments and can be directly sold in its
dehydrated form or in the form of essential oil. Dry thyme is the product obtained by drying the
leaves and flowers of fresh thyme. Europe is the largest importer of dry thyme in the world,
accounting for 50% of total world imports. The expected expansion of this market is driven by
the healthy diet trend and the growing interest in specific cuisines, such as the Mediterranean
(CBI, 2020). Another motivator of consumption is the growing interest in natural medicines, in
which thyme is used as a medicinal herb or as an essential oil. The global market for thyme oil
is segmented by application, such as pharmaceuticals, cosmetics, food products, fragrances, and
oil-chemical industries. Such companies have increasingly invested in their future portfolio
strategies to expand the market and obtain a competitive advantage in the global thyme essential
oil market by 2025, according to an article published on the website of Persistence Market
Research (Persistence..., 2021).

The chemical composition of the essential oil of T. vulgaris shows a predominance of
monoterpenes (Mancini et al., 2015; Satyal et al., 2016; El Ansari et al., 2019). Due to variations
in the volatile chemical profile, at least 20 chemotypes categorize this species (Satyal et al.,
2016). Most commercial thyme oils are rich in thymol or carvacrol. The carvacrol chemotype
contains up to 85% carvacrol, while the thymol chemotype contains no more than 65% thymol,
in addition to containing 8-44% p-cymene (Thompson et al., 2003; Satyal et al., 2016)).
Flavonoids, phenolic acids, saponins, tannins, steroids and triterpenes are also present in thyme
(Fayad et al., 2013; Asha, Lizzy, 2017; Akbar, 2020).

Due to market demands, thyme producers need to combine agricultural productivity and
quality (Pavela et al., 2018). Plant and essential oil production depend on genetic,

environmental, and agrotechnical factors (Calin-Sanchez et al., 2013; Pavela et al., 2018).
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Among the agronomic factors, fertilization is important due to its direct effect on the nutritional
status of plants and, consequently, on all aspects involved in growth and development (Bistgani
et al., 2018). In addition to its role in plant growth, production, and development, nutrition
affects plant physiology, with consequent changes in secondary metabolism (Bistgani et al.,
2018; Mahdavi et al., 2020).

Organic fertilizers have been gaining visibility in recent years and are already
considered essential for improving agricultural production, especially in medicinal, seasoning,
and aromatic plants that require quality control in all of its aspects (Zandvakili et al., 2017).
Although the effects of different organic and chemical fertilizers in increasing plant
productivity have been well documented (Bistgani et al., 2018; Pandey and Patra, 2015; Assis
et al., 2020), in the case of thyme, information on the effects of these fertilizers on various
parameters that may affect the agricultural productivity and quantitative-qualitative gains in the
essential oil of thyme are incipient (Skubij et al., 2016; Amooaghaie and Golmohammadi; 2017;
Noroozisharaf; Kaviani, 2018; Dzida et al., 2019).

Although information on the implications of organic fertilization in thyme is limited,
what exists is very encouraging and promising. Amooaghaie and Golmohammadi (2017)
reported improvement in growth, production of essential oil, and even the induction of systemic
resistance in thyme as a result of organic fertilization (vermicomposting). Noroozisharaf and
Kaviani (2018) demonstrated that the application of humic acid to the soil led to an increase in
nutrient absorption and changes in the chemical composition of the essential oil of thyme under
greenhouse conditions. However, complete analyses associating the implications of different
sources and doses of organic fertilizers, investigating vegetative growth and other
physiological, nutritional, oxidative stress, and quantitative-qualitative characteristics of
essential oil, were not found in our literature searches. Thus, the objective of this study was to
investigate the effect of fertilization with different manure sources and doses on the vegetative,
physiological, nutritional, and quantitative-qualitative growth characteristics of thyme and its
essential oil yield

2 Materials and methods

2.1  Experimental setup and procedure

Thyme seedlings were obtained from cuttings from mother plants of the Medicinal Plant
Garden of the Federal University of Lavras, Brazil. The herbaceous plant was identified and

deposited in the herbarium of the Agricultural Research Company of Minas Gerais (EPAMIG)
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under registration number 58576. Cuttings (£ 5 cm) were placed in 128-cell styrofoam trays
using the commercial substrate Tropstrato HA™ and kept in an incubator with automated
irrigation for 45 days (x 10 cm). After this, they were transplanted into 6-dm3 pots and kept in
the field. The mixture used was soil obtained from the surface layer (0.0-0.2 m) of a dystroferric
red Latosol (EMBRAPA, 1997) and sand at a ratio of 2:1. The chemical characteristics of the
substrate were as follows: pH in water = 5.4; K (mg dm3) = 25.89; P-Rem (mg L) = 15.22;
Ca?*, Mg?*, AP*, and H+Al (cmol; dm™3) = 0.68, 0.05, 0.07, and 2.93; base saturation index
(V%) = 21.35; organic matter (dag kg) = 1.03; Zn, Fe, Mn, Cu, B, and S (mg dm) = 0.46,
43.3, 15.34, 1.38, 0.02, and 1.6, respectively. The irrigation followed a two-day irrigation
schedule, with a water depth of 13 mm applied in the first 60 days and 26 mm until the end of
the experiment, to keep the substrate moisture between 70 and 90% of field capacity.

The experiment was conducted in a completely randomized design with a total of 14
treatments: control (without fertilization), chemical fertilization, and fertilization with three
sources of manure (quail, cattle and goat) at four doses (2, 4, 8, and 12 kg m), with five
replicates and eight plants per replicate, totaling 560 plants. Two plants were used per pot. The
experiment was harvested 120 days after transplanting the seedlings, at which time the
following parameters were determined: leaf, stem, root and total dry weight (g plant?); levels
of leaf macronutrients- and micronutrients, chlorophyll a, b, and total, carotenoids and total
polyphenols; concentration, yield, and chemical composition of the essential oil; and
guantitative determinations of total antioxidant capacity (TAC), oxygen radical absorbance
capacity (ORAC), and DPPH free radical scavenging. The plants were dehydrated in a forced-
air oven at 37 °C until reaching constant weight.

Chemical fertilization followed the recommendation of Malavolta (1981) for the
cultivation of plants in pots, being doses equivalent to (in ppm): N — 300, P — 200, K — 150, Ca
—75,Mg-15,S-50,B-0.5 Cu-15,Fe—5 Mo - 0.1, Zn - 5. The fertilizers used were
urea (45% N), single superphosphate (18% P20s; 18% Ca; 11% S), and potassium chloride
(58% K>0). The other macronutrients and micronutrients were added using analytical-grade
reagents. Analysis of the organic fertilizers generated the following values: a) cattle manure:
C/N 28; organic carbon 309; N, P, K, Ca, Mg, and S (g kg) =11, 5, 12, 7, 4, and 2; B, Cu, Fe,
Mn, and Zn (mg kg!) = 140, 57, 3381, 920, and 72; b) goat manure: C/N 32; organic carbon
411; N, P, K, Ca, Mg, and S (g kg1)=13, 5, 25, 9, 3, and 3; B, Cu, Fe, Mn, and Zn (mg kg?) =
146, 15, 3498, 117, and 58; c) quail manure: C/N 8; organic carbon 203; N, P, K, Ca, Mg, and
S (g kg?) =25, 41, 37, 124, 6 and 4; and B, Cu, Fe, Mn, and Zn (mg kg?) = 30, 55, 1483, 360,
and 377.
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2.2  Leaf analysis

To determine the accumulation of N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Mn, Zn, and Fe in the dry
leaves, samples from each treatment were analyzed in triplicate. The macronutrients are

expressed in g kg, and the micronutrients are expressed in mg kg™ dry leaf weight.

2.3 Photosynthetic pigments

The extraction and analysis of photosynthetic pigments followed the method proposed
by Hiscox and Israelstam (1979) with adaptations suggested by Barnes et al. (1992). Fifty
milligrams of fresh leaves were weighed directly in Falcon tubes covered with aluminum foil,
and 10 mL of dimethyl sulfoxide (DMSQ) saturated with calcium carbonate (CaCO3) was
added, followed by incubation at 65 °C for 48 h. DMSO saturation followed the protocol of
Santos et al. (2008) with modifications. DMSO was saturated with CaCOs at a ratio of 5 g L™
DMSO under constant stirring for 4 hours. The solution was vacuum-filtered twice on double
filter paper, followed by centrifugation at 6000 rpm for 10 min. The samples were prepared in
quadruplicate.

The optical density values of the samples were measured at 480, 649, and 665 nm in a
TECAN INFINITY M200 PRO spectrophotometer operated with the I-Control® data
processing system (version 3.37). For this purpose, three 3-mL aliquots of each replica were
used in a quartz cuvette. The optical density value of each sample was calculated by averaging
the readings of the three aliquots against the blank. The wavelengths and the equations used for

the calculations were based on the method of Wellburn (1994), where:
Chlorophyll agag = (12.47 X Agss) - (3.62 X Asag);
Chlorophyll bess = (25.06 % Asag) - (6.5 x Ages);
Carotenoidsasgo: (1000 x Aggo - 1.29 x Ca - 53.78 x Cp)/220.

Total chlorophyll (a + b) was calculated by summing the results of the equations for

chlorophyll a and b, and all results are expressed in mg g fresh matter.
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2.4 Oxidative stress

Abiotic stresses, such as a lack or excess of nutrients, upregulate the expression of genes
related to the biosynthesis of phenolic compounds and activate antioxidant defense mechanisms
(HASANUZZAMAN et al., 2020). The oxidative stress in thyme was determined from the
following spectrophotometric measurements: TAC, by the formation of the green
phosphomolybdenum complex (PRIETO et al., 1999); ORAC, with fluorescein as described by
CAO et al. (1993); DPPH free radical scavenging activity (SOLER-RIVAS et al., 2000); and
quantification of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method (SINGLETON et al., 1999).
The plant extracts (50 mg of dry leaves/mL) were prepared by sonication at 50 Hz (2 x 15 min)
in 50% hydroethanolic solution. The samples were centrifuged (6000 rpm X% 10 min), and the
supernatants were pooled and frozen at -4 °C until analysis. The result of the TAC assay is
expressed in mg of ascorbic acid equivalents/g of dry leaf (mg AAE/g). The ORAC values were
calculated using the regression equation between the Trolox concentration and the net area
under the curve (AUC), according to CAO et al. (1993), and are expressed in mol Trolox/g of
dry leaf. The results of the DPPH free radical scavenging assay are expressed as the antioxidant
activity index (AAI) proposed by SCHERER; GODOY (2009), where the plant extract is
considered to have weak antioxidant activity (AAI < 0.5), moderate antioxidant activity (0.5 <
AAI < 1.0), strong antioxidant activity (1.0 < AAI < 2.0), or very strong antioxidant activity
(AAI > 2.0). The total polyphenol content is expressed in mg of gallic acid equivalents (GAE)
per g of leaf dry weight (mg GAE g™).

2.5  Distillation and chemical analysis of essential oil

The essential oil was distilled in a Clevenger apparatus modified according to SILVA
et al. (2018), with minor modifications. In short, 15 g of dry leaves were hydrodistilled in 1000
mL of distilled water for 90 min. The essential oil was separated from the hydrolate by liquid—
liquid partitioning with CH2Cl (3 x 5 mL) and then dehydrated with 5 g Epsom salt (MgSOa).
The essential oil was weighed and stored under refrigeration at 4 °C in amber vials until
analysis. The essential oil content (%) represents the weight of the oil mg/100 mg of leaf dry
weight, and the essential oil yield is expressed in mg/plant.

The chemical analyses by gas chromatography were performed according to BIBIANO
et al. (2019), with minor modifications. The modifications were in the injector and detector
temperatures of 220 °C and 250 °C, respectively; in the sample split ratio of 50:1; and in the

oven conditions, where the initial temperature was held at 60 °C for 1.5 min, followed by a
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temperature ramp of 3 °C min™* to 100 °C, a temperature ramp of 4 °C min! to 200 °C, and a
ramp of 10 °C min™ to 240 °C. The other conditions and the analysis of the results followed
BIBIANO et al. (2019), including the analyte concentrations, which are expressed as the mean
percentage of the normalized relative area for the chromatographic peaks * the standard

deviation. The analyses were performed in triplicate (n = 3).

2.6  Statistical analysis

The data were analyzed using the Hartley, Jarque-Bera (Jarque-Bera, 1980), and
generalized extreme Studentized deviate tests (Rosner, 1983) to evaluate the conditions of
homogeneity of variances, normality of residuals, and presence of outliers, respectively. Among
all variables, only leaf dry weight did not meet the normality criterion, so it was necessary to
log-transform the values. Then, the data were analyzed by analysis of variance, and the effects
of the dose on the plant biomass variables were evaluated by regression analysis. The data for
which significance was suggested were subjected to the Scott-Knott test at 5% probability. The
statistical analyses were performed in SISVAR 5.3 statistical software (Ferreira, 2011).
Statistica®, version 13.3 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) was used for principal component analysis
(PCA).

3 Results and discussion

3.1  Effects on vegetative growth

The vegetative growth parameters were significantly influenced by the source and dose
of manure (Figure 1). The regression analysis identified that, mostly, the plants presented
quadratic and linear responses to the manure doses in the vegetative growth variables. Quail
and cattle manure resulted in higher dry weight accumulation than goat manure. The response
in dry weight gain was faster with quail manure, providing a faster growth, with the use of
lesser quantity (Ex: the production of LDW and SDW in the dose of 8 kg m2). However, the
highest accumulation of dry weight was observed at the highest doses of cattle manure and
quail. The maximum values estimated using equations from the regression curve identified
doses that revolve around 10 kg m for quail manure and 18 kg m™ for cattle manure. The
production potential of thyme fertilized with goat manure was clearly lower than that of thyme
fertilized quail and cattle, and in some variables, there was a difference of more than 120%
between them. The results suggest that quail manure requires lower doses for better
performance of thyme plants.
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The chemical fertilization used is that recommended to meet the nutritional demand of
most plant species grown in pot conditions (Malavolta et al. 1997). In general, fertilization with
quail and cattle manure at its highest doses provided a higher dry weight gain than chemical
fertilization (Figure 1). For leaf dry weight, the highest doses of quail and cattle manure had
statistically similar effects as chemical fertilization; however, at the dose of 8 kg m?, quail
manure reached a dry weight gain equivalent to that of chemical fertilization. For stem dry
weight and total dry weight, starting at a dose of 8 kg m™ of quail and cattle manure, the dry
weight gains were higher than those of chemical fertilization (Figure 1). The doses of goat
manure did not reach a dry weight gain proportional to that achieved by chemical fertilization.
For root dry weight, the treatment with chemical fertilization was only superior to the control
(0 kg m2) and the doses of 2 and 4 kg m goat manure.

The chemical analyses indicated that quail manure contained higher levels of most
nutrients, especially macronutrients, which may explain the good performance of quail manure
in terms of dry weight gain. In addition, the dry weight gain with organic fertilization may be
related to its improvement of the soil physical structure, its greater water-holding capacity, its
promotion of biological balance, and the good environmental conditions for the development
of the root system (Bibiano et al., 2019; Fallah et al., 2020). Beneficial effects of organic
fertilization on plant growth have been observed by Hendawy et al. (2010), Skubij and Dzida,
(2016), Askary et al., (2018), and Dzida et al., (2019). However, no studies have evaluated
different sources and doses of manure to determine the best cultivation conditions for this
species.

The data from the chemical analyses indicated that the compositions of the organic
matter of the different manures may explain the differences in the performance of the plants, as
the carbon:nitrogen ratio (C/N) differed between them. When the C/N ratio is low (<20),
mineralization is greater than immobilization; when the C/N ratio is average (20 to 30),
mineralization and immobilization are balanced; and when the C/N ratio is high (>30),
immobilization is greater than mineralization (Novais et al., 2007). Thus, the C/N ratio of quail
manure of 8 suggests a faster availability of nutrients, which also explains the faster dry weight
gain under this treatment. In turn, the C/N ratio of cattle manure (28) was an average ratio,
which begat a balance in the availability of nutrients, thus explaining the positive and likely
more efficient response with increasing doses. On the other hand, the high C/N ratio of goat
manure (32) explains the lower performance of this treatment due to the lower availability of

nutrients.
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In the short term, the increase in the dry weight of plants treated with chemical fertilizer
can be attributed to the rapid release of nutrients from both macronutrients- and micronutrients
during the early stages of growth. Under such conditions, root development will be a lower
priority for nutrient acquisition, as observed in root dry weight. In inorganic fertilizers, nutrients
such as nitrogen and phosphorus are rapidly available and are naturally lost to the environment.
On the other hand, the nutrients of the organic fertilizers are released more slowly and are thus
available in the soil solution for longer, thus ensuring a prolonged residual effect (Salehi et al.,
2018; Askary et al., 2018; Fallah et al., 2020).

Among the manure sources used in this study, quail and cattle manure had the highest
production potential. Bibiano et al. (2019) reported a similar result for Dysphania ambrosioides
L., but with greater emphasis on poultry manure. Fallah et al. (2020) also observed an increase
in the weight gain provided by poultry manure in Dracocephalum kotschyi Boiss but no
significant difference between sheep manure and cattle manure. In that study, the different
responses of each species could be explained by the genetic influence and the variations in
nutrient content that exist in organic fertilizers from different sources and locations. According
to the vast majority of studies, such as Daff (2012) and Prasanth et al. (2014), thyme is a plant
with low fertility requirements. However, the present study shows that this species does have a
positive response to fertilization, so we recommend evaluating this phytotechnical parameter in
high-scale production.

3.2  Effects on plant nutrition

The accumulated nutrients in leaves under organic fertilization significantly more than
they did in the control (Table 1). The highest accumulations of N, P, K, Mg, S, Cu, Fe, Mn, and
Zn were observed under fertilization with cattle manure at a dose of 12 kg m. The chemical
fertilizer showed higher accumulations of K and Mn, and the quail manure at the dose of 12 kg
m2 showed the highest amounts of Ca, B, and Fe. The highest nutrient accumulation with cattle
manure (12 kg m) suggested a nutritional balance that stood out from the other treatments.
This fertilization condition let the nutritional demand of the plants be more effectively met
during the cultivation period, which was probably related to a more balanced availability and
storage of nutrients in the soil for longer periods, thus ensuring a prolonged residual effect and
a synergism between demand and availability. Fallah et al. (2020) stated that organic fertilizers
can provide nutrients, especially micronutrients, such as Zn, Cu, Fe, and Mn, at optimal levels

and in forms more easily assimilated by plants.
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The increase in Ca accumulation with quail manure is justified by the chemical analysis
of this manure. The positive correlation of Ca accumulation with B was evident in all
treatments. This can be explained by the functions of B in the stabilization of cell wall
components that depend on the joint action of Ca. Boron acts in the biosynthesis of the cell wall
by assisting calcium in the deposition and formation of dimers of pectic polysaccharides (Turan
et al., 2018). In this sense, we can assume that the accumulation of Ca in thyme plants requires
an adequate supply of B or is conditioned to it. This is a good topic for future studies, since the
literature diverges on the relationship between Ca and B (Kanwal et al., 2008; Barker; Pilbeam,
2015; Turan et al., 2018).

Nutrient accumulation was significantly higher with quail or cattle manure (Table 1).
When the mean value for the doses was considered, it was evident that as the manure dose
increased, there was a significant nutritional gain in all nutrients (Table 1). These results
complement the dry weight accumulation, which showed a synergism between the nutritional
status and the dry weight gain provided by the different sources and doses of manure.

Variations in nutrient uptake by crops may be related to the supply of these nutrients
during the vegetative growth of plants, which may be related to the application of different
inorganic and organic sources of nutrients (Bistgani et al., 2018). The availability of all nutrients
supplied by organic fertilizers, in addition to other organic molecules, can also play a key role
as cofactors, activating metal-ligand enzyme complexes, which facilitate the absorption of

nutrients from the soil solution (Pandey et al., 2015; Dzida et al., 2019).

3.3  Effects on photosynthetic pigments

The amount of each photosynthetic pigment present depended on the fertilization source
and dose (Table 2). In general, goat manure had the highest mean values of all photosynthetic
pigments (chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll, and carotenoids), and quail manure
showed the lowest mean values of all photosynthetic pigments. Regarding the mean value for
the doses, the control (0 kg m2) showed the highest mean values of all photosynthetic pigments
except for chlorophyll a, which showed a reverse trend and had the highest mean at 12 kg m™=.

The chlorophyll content was significantly higher with 12 kg m? of quail or cattle
manure, 8 kg m goat manure, or chemical fertilizers. Chlorophyll b was higher in the control
and with goat manure at doses of 2 and 8 kg m™. Total chlorophyll was higher with 8 kg m
goat manure and chemical fertilizer. The carotenoid content tended to decrease with increasing
doses of quail and cattle manure, so the plants had the lowest carotenoid content at doses of 4,

8, and 12 kg m quail manure and at doses of 8 and 12 kg m cattle manure.
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Photosynthetic pigments, especially chlorophyll, play key roles in determining the
intensity of photosynthesis and dry matter production (Taiz et al., 2017). The results presented
herein indicate that thyme plants exposed to a less favorable fertilization condition had more
photosynthetic pigments as a physiological response. Zrig et al. (2020), working with thyme
under salt stress conditions and under different light conditions, found a marked increase in
chlorophyll content, especially chlorophyll b, in leaves of plants stressed with NaCl for a longer
time and at a stress level that did not cause plant death (50 mM), showing that thyme can
maximize its light-harvesting capacity in response to stress. Through a simple calculation,
multiplying the chlorophyll content of the treatments (mg g) by the leaf dry weight (g), it was
observed that the accumulation of chlorophyll in thyme varied widely. Comparing the control
treatments (0 kg m?) and 12 kg m cattle or quail manure, the difference was up to 181%
greater in the treatments with fertilization.

Carotenoids are known to play an important role in photoprotection (Taiz et al., 2017).
The increase in carotenoid content in the control and at the lower fertilization doses indicates a
greater need for the carotenoid photoprotection process. Zrig et al. (2020) found that thyme
plants exposed to salt stress, both for a shorter time (2 weeks) and for a longer time (4 weeks),
had higher carotenoid content and antioxidant activity, showing the potential of this pigment to
eliminate accumulated reactive oxygen species. In this sense, nutritional deficiency can increase
the deleterious effects of oxidative stress in plants and act as an induction condition to improve
the antioxidant capacity and increase the synthesis of protective compounds such as

carotenoids.

34 Effect on oxidative stress

Cellular redox homeostasis in plants is affected by abiotic factors that can cause
elevations in reactive oxygen species (ROS), significantly modulating survival, reproduction,
and agricultural productivity (Anjum et al., 2016). Nonenzymatic antioxidants such as
carotenoids and total phenols play important roles in reducing oxidative stress and regulating
the cellular homeostasis of ROS in plants (Sarker; Oba, 2020). In addition to the measurement
of nonenzymatic antioxidants, assays that quantify the antioxidant activity/capacity of a plant
material are useful to express the amounts of free radicals that can be eliminated by an
antioxidant (Marecek et al., 2016).

Thyme plants exhibited oxidative stress responses that depended on the source and dose
of fertilization (Table 2). In general, the plants fertilized with goat manure showed the highest

stress levels because they had the highest concentrations of carotenoids and total phenols,
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regardless of the dose applied. Considering the overall mean of each manure source, the total
phenolic content was significantly higher in goat manure (70.31 mg GAE g*) and lower in quail
manure (53.53 mg GAE g1). Comparing the mean values of the different doses, the highest
doses tended to increase the total phenolic content, while the lowest tended to decrease the
carotenoid content. The highest total phenolic content was observed in the treatment with 8 kg
m2 goat manure (73.06 mg GAE g?), and the lowest were observed with 2 and 4 kg m quail
manure (51.72 and 52.08 mg GAE g}, respectively) and chemical fertilizer (51.84 mg GAE g
Yy (Table 2).

Phenolic compounds have direct antioxidant action and constitute the main class of
natural antioxidants present in thyme (Mancini et al., 2015). The total phenolic content we
found in T. vulgaris is in agreement with those reported for species of the genus Thymus, which
range from 13 to 141 mg GAE g* (Gedikoglu et al., 2019). According to Mancini et al. (2015),
the variation in total phenolic content in thyme may be due to environmental conditions such
as soil fertility. This corroborates the results of the present study, since fertilization was a
determinant factor in the variations in the content of these compounds. The higher levels of
total phenolics observed in plants fertilized with goat manure suggest that these plants were
under stress conditions, possibly caused by the limited availability of nutrients to the plants
(Table 1).

The measurements of antioxidant activity by TAC, ORAC, and DPPH free radical
scavenging activity statistically bigger responses in the plants without fertilization (control).
These results showed the need for fertilization in thyme crops, also indicating that carotenoids
seem to actively participate in the redox balance of the plant (Table 2).

The lowest stress levels indicated by the TAC assay were observed in plants treated with
2 and 4 kg m quail manure (57.71 and 59.16 mg AAE g, respectively). Among the means of
the manure sources and doses, the source that provided the lowest TAC was quail manure
(61.26 mg AAE g1), and the doses that provided the lowest TAC were 2 and 4 kg m (64.24
and 64.50 mg AAE g, respectively). The lowest levels of antioxidant activity (AAIl in DPPH
assay) were observed in all treatments that used quail manure as a source (0.78 - 0.82) and cattle
manure at doses of 4 and 8 kg m (0.77 and 0.85, respectively). The AAls from the DPPH assay
showed that the control had high antioxidant activity and the other treatments had moderate
antioxidant activity. In the ORAC assay, the results showed that the treatments with 12 kg m
cattle manure and 4 kg m? goat manure had the lowest oxidative stress conditions, since the
lowest oxidation inhibition was observed (1.35 umol ET mg? and 1.41 pumol ET mg?,

respectively). On the other hand, no significant differences were found between manure
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sources. As mentioned above, the highest inhibition of oxidation was observed in the control
treatment (1.84 umol ET mg™).

The divergent responses between the assays are related to the type of reaction involved
in each assay. Considering the chemical reactions involved, the assays for measuring
antioxidant activity/capacity can be classified as hydrogen atom transfer (HAT)-based, electron
transfer (ET)-based, and mixed-mode (ET- and HAT-based) assays. Thus, methods for
measuring antioxidant activity, such as oxygen radical absorption capacity (ORAC), are usually
competitive HAT-based assays, while antioxidant capacity assays, such as those that measure
TAC and DPPH free radical scavenging, are generally noncompetitive and use single electron
transfer (SET) or mixed-mode mechanisms (SET/HAT) (Apak et al., 2017). It should also be
noted that the ORAC assay is limited to measuring the antioxidant activity of the breakdown of
hydrophilic chains only against peroxyl radicals. It ignores lipophilic antioxidants that are
particularly important against lipid oxidation in all systems, as well as other radicals (HO-,
HOOe+, ONOO-, Oo¢-, etc.) that are also physiologically reactive (Prior et al., 2005).

3.5  Effects on the production and chemical composition of essential oil

The content (mg/100 mg leaf dry weight) and yield (mg plant?) of the essential oil of
thyme were significantly affected by fertilization (Table 2). Regardless of the type of organic
fertilizer, the dose of 12 kg m2 showed maximum levels (1.09 to 1.26%), as did the dose of 8
kg m? in plants fertilized with cattle manure (1.21%) or goat manure (1.14%). The
hydrodistilled essential oil content found in the present study is in accordance with the range of
0.3 to 4.0% reported in the literature for this species (Hendawy et al., 2010; Pirbalouti et al.,
2013; Pavela et al., 2018; Gedikoglu et al., 2019).

The best essential oil yield was observed with 12 kg m cattle manure (77.06 mg plant”
1y, and the lowest yield was observed in the control (9.52 mg plant?) and at doses of 2 and 4 kg
m2 of organic fertilizers. The linear increase in the doses of organic manures brought increases
in essential oil yield that reached 710%, as seen in the comparison between the control
treatments and 12 kg m of cattle manure. The overall analysis confirms the above data by
indicating that plants grown with higher doses of cattle manure had the highest contents and
yields of essential oils (Table 2).

In plants fertilized with chemical fertilizer (1.23%), a high essential oil content was also
observed, reinforcing that the cultivation of thyme is demanding in terms of fertilization. The
greater availability and accumulation of nutrients in fertilized plants favored both vegetative

growth and essential oil production. Noroozisharaf and Kaviani (2018) and Bistgani et al.
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(2018) reported that the availability of nutrients under fertilizer application significantly
increased the number of glandular trichomes in essential oil-producing plants. Key nutrients
such as N, P, and K promote the development and division of cells, thereby increasing the
density of glandular trichomes (Bistgani et al., 2018).

Chemical analysis of the essential oil of thyme leaves indicated the presence of 17 to 19
chemical constituents, which comprised 95.1 to 98.2% of the total chemical composition (Table
3). Thymol (53.1 - 62.2%) is the major component of this thyme oil, followed by the
predominance of p-cymene (12.7 - 19.1%) and y-terpinene (3.66 - 6.73%). These levels are in
agreement with those reported in the literature for these monoterpenes in T. vulgaris (10-74%
thymol; 7-56% p-cymene, and 1.4-31% vy-terpinene) (Burt, 2004; Hendawy et al., 2010;
Noroozisharaf; Kaviani, 2018). According to the chemotype classification of Satyal et al.
(2016), thyme in the present study belongs to the thymol chemotype due to the predominance
of thymol and p-cymene.

As observed for the essential oil content and yield, the thymol content was highest in
plants fertilized with 12 kg m™ cattle manure (62.2%). The plants treated with chemical
fertilizer had the second-highest absolute thymol content, and interestingly, the plants fertilized
with 12 kg m cattle manure had the lowest p-cymene levels (11.6 and 12.7%, respectively).
However, plants under chemical fertilization had the highest y-terpinene content (6.73%), while
those fertilized with 12 kg m cattle manure had the lowest proportion of y-terpinene (4.67%).
Also noteworthy was that in plants with lower levels of thymol, higher levels of p-cymene were
observed, as in the treatment with 4 kg m quail manure.

Several monoterpene synthases are involved in the transcription of monoterpene genes
in plants of the family Lamiaceae. Given the importance of the regulation of terpene synthase
in these species, the overexpression or suppression of catalysts is a direct way to change the
concentrations of their chemical components, as demonstrated by Crocoll et al. (2010). Both -
terpinene and p-cymene are biosynthetic precursors of thymol (Polouse; Croteau, 1978; Crocoll
et al., 2010). The conversion of y-terpinene into thymol can proceed via p-cymene or by the
spontaneous conversion of y-terpinene into p-cymene (Granger et al., 1964; Polouse; Croteau,
1978). In Origanum vulgare L. plants, y-terpinene is a biosynthetic precursor of thymol, since
kinetic studies of monoterpene synthases performed by Crocoll et al. (2010) indicated that
among the bivalent ionic cofactors Mn?* and Mg?*, the Mn?* ion increased the enzyme affinity
for the substrate, and the maximum rate of reaction it stimulated was 2.3-fold that of the Mg?*
ion. This explains the higher concentration of y-terpinene in thyme plants fertilized with

chemical fertilizer, which contained the highest Mn and minimum Mg contents (Table 1). The



106

plants fertilized with 12 kg m cattle manure also showed Mn levels statistically equivalent to
those obtained with chemical fertilization; however, their Mg concentration was highest, which
may have led the competition of these cofactors to favor the synthesis of p-cymene.

In addition to these qualitative differences, a-thujene, a-terpinene, and thymol acetate
were detected in some treatments but not others, as shown in Table 3. Therefore, the quantity
and quality of nutrients present in the different fertilizers were reflected not only in the
phytotechnical and physiological aspects but also in how they significantly affected the

qualitative-quantitative parameters of the essential oil.

3.6 Principal component analysis

Principal component analysis (PCA) was applied to evaluate the interactions between
the variables and the types of fertilization to comprehensively understand the magnitudes of the
effects of the various data components. The PCA in Figure 2 shows the matrix correlation of
the macronutrients- and micronutrient content, essential oil content, photosynthetic pigments,
and total dry weight variables, explaining 82.71% of the total variation. The separation between
PC1 and PC2 left each type of manure and the control in different quadrants of the plot. In
addition, the relationships between nutritional variables and the accumulation of total dry matter
and the amounts of total chlorophyll, carotenoids, and essential oil are noteworthy. More
specifically, the essential oil content showed positive correlations with the levels of N and Mg;
TDW accumulation was directly correlated with B content; the total chlorophyll content with
K; and the carotenoid concentration with P and Zn.

This analysis highlights the importance of nutritional quality to thyme plants. N is an
important nutrient for essential oil production due to the key function of this nutrient as a
constituent of several plant cellular components, including chlorophyll, amino acids, and
nucleic acids. Thus, it plays an essential role in cell development and division, such as in the
increase in the density and/or volume of anatomical structures responsible for the synthesis and
accumulation of essential oils (Bistgani et al., 2018). On the other hand, Mg is important for
the activation of enzymes involved in respiration, photosynthesis, DNA and RNA synthesis,
phosphorus transporter, nutrient absorption, synthesis of macromolecules (carbohydrates,
lipids, proteins), ion absorption, translocation of starch, and, in particular, in the activity of
terpene synthase (Roemheld; Kirkby, 2007; Crocoll et al., 2010). Thus, Mg participates in a
series of vital plant processes that provide energy and are directly involved in plant metabolism.

Khalid et al. (2009) found that the application of Mg either to the soil or to the leaves
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progressively increased the essential oil production of thyme plants compared to the control,
corroborating the important role of this nutrient in the production of essential oil.

The K present in plants, as in its cationic form (K¥), plays a key role in photosynthesis,
regulating the opening and closing of stomata and, consequently, the entry of CO; into the leaf.
In addition, it activates many enzymes involved in respiration and photosynthesis (Faquin;
Rhodes, 2015). Thus, an increase in this nutrient suggests an increase in photosynthetic activity
in thyme plants, which is reinforced by its positive correlations with chlorophylls (Figure 2).
The correlation of Zn with total carotenoids confirms the essential role of this micronutrient in
the photosynthetic apparatus of plants. As reported by Zhang et al. (2020), higher Zn
concentrations activated carotenoid metabolism in Nicotiana tabacum L. leaves. Boron also has
several functions in essential physiological processes, including sugar transport, lignification
of the cell wall, cell wall structuring, carbohydrate metabolism, RNA metabolism, respiration,
indoleacetic acid metabolism, phenol metabolism, membrane function, N> fixation, and
ascorbate metabolism (Shireen, et al., 2018). In this sense, the dry weight gain of thyme plants
correlated with the input of this nutrient is well founded and justified, mainly by its role in cell
wall formation.

The PCA in Figure 3 shows the matrix correlation of the variables underlying oxidative
stress and the chemical composition of the essential oil. This analysis explained 83.46% of the
total variation, where the separation of PC1 and PC2 placed the cattle and quail manure in the
same quadrant and the control and goat manure each in separate quadrants. The proximity
between cattle and quail manure suggests parity between these manure sources, which
corroborates the vegetative growth, nutrition, and essential oil production data. This PCA also
identified positive correlations between total phenolic content and the levels of carvacrol and
thymol; between antioxidant activity by the ORAC assay and 1,8-cineole; and between the TAC
and DPPH assay data and 1-octen-3-ol, besides an inversely proportional correlation with the
p-cymene levels.

The correlation of total phenolics with carvacrol and thymol highlights that these
phenolic monoterpenes (thymol and carvacrol) were the main phenols found in thyme samples.
On the other hand, the correlation between the ORAC method and 1,8-cineole suggests the
contribution of this oxygenated monoterpene as the constituent responsible for the antioxidant
activity induced by HAT mechanisms (Apak et al., 2017). This possibility is corroborated by
Porres-Martinez et al. (2014), who demonstrated in Salvia lavandulifolia Vahl. that the
compound with antioxidant activity detected by the ORAC method was 1,8-cineole, with a 30

to 45% reduction in ROS production in this species. On the other hand, the negative correlation
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of p-cymene with antioxidant responses indicates that it does not act through any of the
antioxidant mechanisms involved in these assays. p-Cymene has a range of biological activities,
including antioxidant, anti-inflammatory, antinociceptive, anxiolytic, anticancer, and
antimicrobial effects (Oliveira et al., 2015; Marchese et al., 2017). Investigations on the
antioxidant mechanisms of p-cymene by Oliveira et al. (2015) demonstrated its ability to
increase the activity of antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase and catalase, with a
significant reduction in lipid peroxidation and nitrite content. The results reported by Oliveira
et al. (2015), therefore, suggest that p-cymene is involved in the elimination not of ROS but
rather of reactive nitrogen species, despite being a biosynthetic precursor of thymol, which has
recognized antioxidant activity against ROS.

The synergism of the variables TAC and DPPH with 1-octen-3-ol provides important
information that may make these compounds the target of further research. 1-Octen-3-ol serves
as a signaling molecule in plant cell responses, plant-herbivore interactions, and plant—plant
interactions. For example, in Arabidopsis, 1-octen-3-ol induces the expression of defense genes
that are normally upregulated by wounds or ethylene/jasmonic acid signaling (Kishimoto et al.,
2007). On the other hand, treatment with 1-octen-3-ol resulted in a dramatic reduction in H20..
In addition, this compound seems to stimulate an explosion of mMRNA transcription related to
antioxidants, participating in the expression of genes encoding enzymes associated with the
intracellular redox state (Chen et al., 2019). Few studies have been conducted with this

compound in plants, suggesting a field for future research.

4 Conclusions

Thyme plants respond positively to different fertilization conditions, so their adaptations
are reflected by changes in their phytotechnical and metabolic characteristics. The direct effect
of fertilization on the nutritional status of thyme plants has an immediate effect on vegetative
growth, oxidative stress, and the quantitative-qualitative properties of essential oil and phenolic
compounds. The level of essential oil production in T. vulgaris plants is responsive to and
dependent on the increase in manure dose, as well as the type of manure. Among the manure
sources used, quail and cattle manure were the most effective for the cultivation of thyme,
adding value both for production aimed at condiments (leaf dry weight) and essential oil
(essential oil yield). Doses between 8 and 12 kg m™ of quail and cattle manure were safe and

potentiated the thyme plant production and essential oil yield.
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Table 1. Nutrient accumulation in dry leaves of Thymus vulgaris grown with different types of fertilization.
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Dose N P Ca K Mg S B Cu Fe Mn Zn
Manures Ka m-2 X1
gm ! mg planta
Control 0 02435k 0435k 02588k 27.29d 05.221 05.00]j 0.0718 0.03281 0.0053g 0.3159d 0.1313¢g
2 077.39h 1193f 098.19g 66.82c 1534i 1364g 0.2768f 0.0856h 0.0128d 0.4695c 0.1766f
Ouail 4 101.93f 1425e 119.64e 85.08a 1987f 16.41f 0.2924f 0.1045f 0.0159c 0.8409b 0.2103e
8 136.79¢c 2145c 182.00b 7883b 33.62c 27.24c 0.4892b 0.1478c 0.0223a 0.7645b  0.2574d
12 149.09b 23.22b 199.81a 7210b 39.11b 31.16b 05249a 0.1656b 0.0230a 0.7882b 0.2719d
2 062.74 i 09.91i 068.581 72.39b 1448 1270h 0.1999h 0.0721j 0.0116d 0.5144c 0.1887f
Cattle 4 083.57g 1230f 086.10h 77.06b 18.09g 1556f 0.2569g 0.0919g 0.0173c 0.6031c 0.2192e¢
8 129.02d 18.71d 113.19f 93.05a 30.70d 24.46d 0.3429e 0.1233e 0.0182b 0.7218b 0.4101b
12 181.93a 26.86a 14530c 90.35a 48.23a 37.24a 0.4316c 0.1716a 0.0232a 1.0684a 0.5659a
2 049.60 j 08.04 j 04462 66.83c 1034k 09.19i 0.1465i 0.0513k 0.0094e 0.2603d 0.1413¢g
Goat 4 07157h 1065h 069.39i 7485b 1421j 12.02h 0.2172h  0.0699 ] 0.0107e 0.3699d 0.1940f
8 089.22g 11.00h 067.83i 77.61b 1650h 13.14g 0.2142h 0.0788i 0.0104e 0.3401d 0.2793d
12 10858e 1148g 068.23i 65.93c¢c 17.71g 1411g 0.2050h 0.072.8j 0.0084f 0.3028d 0.2329 e
Chemical 154.32b 1859d 126.72d 94.05a 21.40e 19.15e 0.3655d 0.1374d 0.0196b 1.0453a 0.3520c
Means for manures
Quail 116.30a 17.71a 14991a 75.71b 26.98b 2211a 0.3958a 0.1259a 0.0185a 0.7158a 0.2291b
Cattle 11431a 16.94a 103.29b 83.21a 27.87a 2249a 0.3078b 0.1147a 0.0176a 0.7269a 0.3460a
Goat 079.74b  10.29b 06252c¢ 71.31c 1469c 1211b 0.1957c 0.0682b 0.0097b 0.3182b 0.2119b
Means for doses
0 024.35d 04.35¢c 025.88b 27.29c 522¢c 5.00c 0.0718d 32.83¢ 0.0053c¢ 0.3159b 0.1313b
2 063.24c 09.96b 07046b 68.68b 13.39b 11.84b 0.2077c 0.0697b 0.0113b 0.4147b 0.1689b
4 085.69¢ 1240b 091.71a 79.00a 17.39b 1466b 0.2555b 0.0888b 0.0146a 0.6046a 0.2078b
8 118.34b 17.05a 121.01a 83.16a 26.94a 216la 03488a 0.1166a 0.0170a 0.6088a 0.3156a
12 146.53a 20.52a 137.78a 76.13a 35.02a 27.50a 0.3872a 0.1367a 0.0182a 0.7198a 0.3569a

* Means followed by the same letter in a column do not differ significantly by the Scott-Knott test (5%).
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Table 2. Effect of organic and chemical fertilization on photosynthetic pigments, essential oil and oxidative stress of Thymus vulgaris leaves.

Photosynthetic pigments Essential oil Oxidative stress
Manures  Dose BChIorophyIITOtaI Carotenoids  Cont. Yield Phenols TAC ORAC DPPH
Kg m?2 mg g de matéria fresca % mg plant! mgGAEg! mgAAEg! umolETmg?! AAl
Control 0 0.90d 1.02a 1.92b 0.70 a 0.88c 09.52 h 65.58 ¢ 76.63 a 184 a 1.30a
2 0.75f 0.90c 1.65d 0.66 a 0.80c 27.35f 51.72 h 57.71¢g 158c 0.82d
Quail 4 0.72f 0.84c 1.56d 0.63b 0.96 b 41.46 d 52.08 h 59.16 g 156 ¢ 0.82d
8 0.82e 0.86 ¢ 1.67d 0.62b 1.02b 59.38 ¢ 54,94 g 61.77 f 1.65b 0.82d
12 0.89d 0.87c 1.75¢ 0.63b 1.09a 66.47 b 554149 66.41e 171a 0.78d
2 0.80e 094D 174 ¢ 0.66 a 1.01b 25.68 f 59.77 e 66.52 e 1.79a 0.90c
Cattle 0.80e 0.93b 174 ¢ 0.66 a 0.93b 33.69¢e 58.25 f 69.11d 1.62b 0.77d
8 0.93c 0.87c 181c 0.60b 1l21a 58.09 ¢ 64.81d 70.60 c 151c 0.85d
12 10la 0.94b 1.95b 0.64b 126a 77.06 a 64.28d 74.55b 1.35d 091c
2 0.86d 1.02 a 1.88b 0.70 a 0.85c 16.30 g 69.57 b 68.49d 1.60b 0.95b
Goat 4 0.86d 0.98b 184 ¢ 0.68 a 0.90c 24.49 f 69.33b 65.18 e 1.41d 0.92c
8 1.04a 1.02a 207 a 0.68 a 114a 34.83 e 73.06 a 71.59¢c 172a 1.00b
12 0.99b 0.98b 1.97b 0.65a 116a 37.98d 69.27 b 68.99 d 1.64b 0.93c
Chemical 1.08a 0.95b 2.03a 0.67 a 123a 69.46 b 51.84 h 64.88 e 176 a 0.90c
Means for manures
Quiail 0.80b 0.87c 1.66c¢c 0.63b 0.97b 48.66 a 53.53¢c 61.26 b 162 a 0.81b
Cattle 0.89 a 0.92b 1.81b 0.64b 1.10a 48.63 a 61.78 b 70.20a 157a 0.86b
Goat 0.94 a 1.00 a 194 a 0.68 a 1.01b 28.40 b 70.31a 68.56 a 159a 0.95a
Means for doses
0 0.90b 1.02a 192a 0.70 a 0.88b 9.52d 65.58 a 76.63 a 184a 130a
2 0.80c 0.95b 1.76 c 0.68 a 0.88b 23.11c 60.30 b 64.24 b 1.66b 0.89b
4 0.79c 0.92c 171c 0.65b 0.93b 33.21b 59.88 b 64.50 b 153¢c 0.84b
8 0.93b 0.92c 1.85b 0.63b 113a 50.77 a 64.24 a 67.98 a 1.63b 0.89b
12 0.96 a 093¢ 1.89b 0.64b 117 a 60.50 a 63.00 a 69.98 a 156 ¢ 0.88b

* Means followed by the same letter in a column do not differ significantly by the Scott-Knott test (5%); gallic acid (GAE); ascorbic acid (AAE); Trolox (ET); antioxidant
activity index (AAl).



Table 3. Chemical composition of the essential oil of Thymus vulgaris leaves grown with different types of fertilization.

Quiail Cattle Goat

Control _

Compounds RI - kg m? Chemical
0 2 4 8 12 2 4 8 12 2 4 8 12

a-Thujene** 925 Nd 0.08 014 012 0.09 nd 007 007 006 006 022 014 011 0.09
1-Octen-3-ol 977 301b 315a 283c 2.69d 257e 3.02b 299b 299b 264d 3.09a 292b 273c 28lc 247f
Myrcene 991 053 0.69g 0.88b 0.79d 0.79d 0.67h 0.71f 0.70f 0.64g 054i 095a 0.74e 0.80c 0.82d
3-Octanol 995 0.24b 025a 0.22d 0.22d 0.21e 0.24b 0.25a 0.25a 0.23c 0.25a 0.23c 0.21d 0.21d 0.20f
a-Terpinene** 1016 0.34 nd Nd nd 0.48 0.28 nd Nd 036 029 043 043 053 0.56
p-Cymene 1023 1389 185b 19.1a 17.0c 15.8d 16.3d 181b 18.0b 127g 14.0f 189a 14.6e 145e 116h
Sylvestrene 1027 0.27i 0.37c 0.42a 0.38b 0.36c 0.33f 037c 0.36c 030g 0.28h 042a 0.34e 035d 0.32¢g
1,8-Cineole 1030 150b 155a 1.30d 1.17f 1149 1.40c 142b 143b 106g 141b 1.29d 1.20f 1.11g 0.99h
y-Terpinene 1057 494d 366h 4.49e 425f 483d 4.28f 3849 383g 467d 3.77g 480d 520c 565b 6.73a
cis-Sabinene hydrate 1065 1.14c¢ 0.98f 0.98f 1.00e 1.00e 1.06d 1.00e 1.00e 0.89g 1.24a 109c 1.15b 106c 1.08d
Linalool 1100 2.74e 2.89b 2.79d 2.84c 2.80d 2.80d 2.86c 2.86c 298a 3.00a 2.70e 2.83c 283c 265f
Borneol 1164 196c 2.22a 2.00b 198b 1.89c 1.94c 2.04b 204b 149f 2.02b 1.73d 1.61e 153f 144g
Terpinen-4-ol 1176 090c 1.0l1a 091c 093b 091c 0.95b 095b 0.95b 094b 0.87d 0.81f 0.82e 0.88c 0.71¢g
Carvacrol methyl ether 1245 0.68g 0.79e 051h 098a 096b 0.25i 0.81d 0.81d 091b 0.75e 0.71f 0.73e 0.83c 0.89c
Thymol 1297 58.6d 53.1f 533e 58.1d 58.2d 56.4e 544e 543e 62.2a 586c 53.9e 589b 589b 60.4b
Carvacrol 1303 4.38c 455b 4.23c 4.22c 4.05d 4.24c 447b 447b 4.24c 4.67a 4.16c 4.48b 4.00d 3.71e
Thymol acetate** 1356 Nd Nd Nd nd nd nd nd Nd 0.09 nd Nd nd nd Nd
(E)-Caryophyllene 1420 0.81b 0.81b 0.76c 0.75c 0.71e 0.81b 0.73d 0.73d 0.77b 0.82a 0.70e 0.78b 0.72d 0.77c
Caryophyllene oxide 1586 0.88c 1.04a 0.87c 0.80d 0.66f 0.11i 0.95b 096b 0.61f 0.98b 0.77d 0.71e 058g 0.41h
Total 96.7 956 957 982 975 951 960 958 978 966 967 976 974 95.8
Compounds number 17 17 17 17 18 17 17 17 19 18 18 18 18 18

* Means followed by the same letter in a column do not differ significantly by the Scott-Knott test (5%); ** Compounds that were not statistically analyzed
because they were not identified in all treatments.
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Figure 1. Effect of chemical fertilization and different sources and doses of manure on (A) leaf dry
weight (LDW) (B) stem dry weight (SDW), (C) root dry weight (RDW), and (D) total dry weight
(TDW) in grams (g) per pot of Thymus vulgaris.
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Figure 2. Principal component analysis (PCA) of the matrix correlation constructed using data from
the macronutrients and micronutrient content of dry leaves, essential oil content (EO content), total
chlorophyll (Chl. Total), carotenoids (Carot.), and total dry weight (TDW) of Thymus vulgaris grown
with different types of manure (quail, cattle and goat) or without fertilization (control).
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Figure 3. Principal component analysis (PCA) of the matrix correlation constructed using data on
total polyphenols (Phenols), total antioxidant capacity (TAC), oxygen radical absorbance capacity
(ORAC), DPPH, and the main chemical compounds of the essential oil of Thymus vulgaris grown
with different types of manure (quail, cattle, and goat) or without fertilization (control).
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3 Consideracdes finais

Com base no levantamento bibliografico realizado neste trabalho e até onde sabemos, esta
tese representa a primeira pesquisa que avaliou simultaneamente aspectos de estresse oxidativo,
nutricionais, fisiologicos, fitoquimicos e vegetativos em T. vulgaris sob a influéncia de diferentes
adubacbes e malhas coloridas. Apresenta o diferencial de ter apresentado dados experimentais
inéditos que compararam diferentes doses e fontes de estercos (bovino, codorna e caprino). Neste
mesmo experimento foi realizado um estudo comparativo entre a principal fonte de adubacéo

organica estudada (estercos) e a adubagéo quimica.

A influéncia de diferentes adubacGes no cultivo de tomilho mostraram que esta espécie é
responsiva ao manejo de adubacdo, de forma que a adubagdo organica (com esterco) pode ser até
mais prestadio que a adubacdo convencional (quimica) quando se deseja alinhar produtividade
agricola com producdo quanti-qualitativa de dleo essencial e compostos quimicos. A importancia
destes resultados torna-se maior aliando ao fato de que o cultivo dessa espécie condimentar é feito
em sua maioria por pequenos produtores, que muitas vezes tem dificuldades em se obter fertilizantes
quimicos ou trabalham com sistema organico de producdo. Além de comprovar cientificamente e de
forma abrangente os beneficios do manejo da adubacdo para esta espécie. As plantas de tomilho sdo
muito responsivas nos aspectos nutricionais, fitoquimicos e vegetativos quando adubadas com
estercos de codorna e bovino. Doses entre 8 e 12 kg m desses dois estercos fizeram com que as
plantas de tomilho chegassem ao climax da producdo de biomassa e das caracteristicas quanti-
qualitativas de 6leo essencial e compostos quimicos de interesse, nas condi¢Bes pelas quais as plantas
foram cultivadas. No entanto, quando se deseja recomendacBes seguras, € preciso ficar atento a
composic¢do quimica do esterco, estagio de curtimento e a condi¢do de cultivo empregada.

Trata-se também da primeira pesquisa que fez uma analise comparativa da influéncia de
diferentes malhas coloridas no cultivo da espécie T. vulgaris, cujos dados foram coletados em
diferentes estacbes do ano na condi¢do de clima tropical temperado chuvoso (mesotérmico). O
tomilho é uma planta muito sensivel ao sombreamento e as condic¢des climaticas do local de cultivo.
A constatacdo de que a melhor opcéao de cultivo de tomilho é a condigdo de pleno sol e as estacdes
mais quentes do ano, em clima tropical temperado chuvoso, traz ao produtor uma informacéo
importante e estratégica, visto que 0 mesmo economizard em recurso ou mesmo pode optar por
produzir um maior teor de timol com o uso de malhas, visando uma producdo com esta finalidade.

Uma opcdo a ser considerada neste trabalho e que pode ser objeto de estudos futuros, € a possibilidade
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de se utilizar uma maior densidade de plantas nas condi¢cdes com uso de malhas, tentando assim

conciliar producdo agricola e teor de timol.

Embora preltdios, os resultados aqui apresentados, trazem uma indicagdo congruente de que
0 cultivo orgénico de Thymus vulgaris deve ser priorizado e que essa espécie demanda de mais
pesquisas para definicdo de estratégias de cultivo mais seguras, uma vez que, essa espécie se mostra

muito responsiva e a0 mesmo tempo sensivel aos fatores relacionados ao manejo fitotécnico.



