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RESUMO

Atualmente, o uso de ferramentas alternativas ao controle quimico tem se tornado uma das
opcdes mais sustentdveis e ambientalmente amigaveis na protecdo de culturas contra
fitopatdgenos. A producdo do tomateiro € frequentemente restrita pela pinta preta (PP), uma
doenca altamente destrutiva causada pelo fungo fitopatdgeno Alternaria spp. Com base nesse
problema, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de dleos essenciais (OES) e o agente de
controle bioldgico (ACB) Bacillus amyloliquefaciens MBI600 no controle da PP. Foram
testados os efeitos da atividade antifangica, indugdo de resisténcia, promogéo do crescimento
e produtividade dos OEs de tomilho (Thymus vulgaris), capim-lim&o (Cymbopogon citratus),
melaleuca (Melaleuca alternifolia) e 0 ACB MBI600 no controle de A. linariae no tomateiro.
Sob condicdes in vitro, os OEs de tomilho (2000 ppm), capim-limdo (2000 ppm), e 0 ACB
MBI600 (500 ppm) inibiram o crescimento micelial de A. linariae em 100, 100 e 87.47 %,
respectivamente. A menor porcentagem de germinacdo de conidios foi apresentada no
tratamento com OE de tomilho (0.89 %) e OE de capim-liméo (1.11 %). O OE de melaleuca
mostrou reduzida atividade antifingica sobre A. linariae. A porcentagem de area foliar
infectada aos oito dias apos a inoculacdo (DAI) foi 46.78 e 66.29 % menor com pulverizagdes
foliares do OE de tomilho e ACB BMI600, respectivamente, comparada com plantas apenas
inoculadas. A severidade final da doenca (70 DAI) no tratamento com o ACB MBI600
(36.74 %) e OE de tomilho (42.00 %) foram significativamente inferiores ao tratamento
controle (68.81 %) (P < 0.05). As pulverizagdes foliares do ACB MBI600 e OE de tomilho
induziram a resisténcia em plantas de tomate, com o incremento da atividade das enzimas
relacionadas a defesa; peroxidase, polifenol oxidase e -1,3-glucanase, apresentando maxima
atividade as 144, 192 e 192 horas apés a inoculagdo, respectivamente, e em menor magnitude
a fenilalanina amonia-liase. A deposicdo de calose, acimulo de lignina e fendis em tecidos
infectados por A. linariae melhoraram apds a aplicacdo do ACB MBI600 e OE de tomilho,
enquanto o ACB MBI600 aumentou a altura de planta, namero de folhas e produtividade.
Neste estudo, 0 ACB MBI600 e OE de tomilho apresentaram alta atividade antifungica em
condicdes in vitro. Enquanto, sob condic¢es in vivo, tanto o ACB MBI600 quanto o OE de
tomilho estimularam o sistema de defesa de plantas de tomateiro infectadas por A. linariae, o
qual foi associado com a reducdo da severidade da PP. Estes resultados indicam que o OE de
tomilho e 0 ACB MBI600 sdo ferramentas potenciais no manejo da PP do tomateiro.

Palavras-chave: Controle alternativo. Bacillus amyloliquefaciens. Thymus vulgaris. Indugéo

de resisténcia. Pinta preta.



ABSTRACT

Currently, the use of alternative tools to chemical control has become one of the most
sustainable and eco-friendly options for crop protection against phytopathogens. Tomato
production is frequently restricted by early blight (EB), a highly destructive disease caused by
the phytopathogenic fungus Alternaria spp. Based on this problem, the present study aimed to
evaluate the effect of essential oils (EOs) and the biological control agent (BCA) Bacillus
amyloliquefaciens MBI600 for control of EB. The effect of antifungal activity, resistance
induction, growth and productivity of the EOs of thyme (Thymus vulgaris), lemongrass
(Cymbopogon citratus), tea tree (Melaleuca alternifolia) and BCA MBI600 were tested for
control of A. linariae in tomato plants. Under in vitro conditions, the mycelial growth of A.
linariae was strongly inhibited at 100, 100 and 87.47 % when applied thyme EO (2000 ppm),
lemongrass EO (2000 ppm), and BCA MBI600 (500 ppm), respectively. The treatment with
thyme EO (0.89%) and lemongrass EO (1.11%) had the lowest percentage of conidia
germination. Tea tree EO showed reduced antifungal activity on A. linariae. The percent of
infected leaf area at eight days after inoculation (DAI), sprayed with thyme EO and BCA
BMI600, was 46.78 and 66.29 % lower than the plants only inoculated. The final disease
severity (70 DAI) in the treatment with the BCA MBI600 (36.74%) and thyme EO (42.00 %)
was significantly lower than the control treatment (68.81%) (P < 0.05). Foliar spraying with
BCA MBI600 and thyme EO induced resistance in tomato plants, with increased activity of
defense-related enzymes; peroxidase, polyphenol oxidase and B-1,3-glucanase, showing
maximum activity at 144, 192 and 192 hours after inoculation, respectively, and to a minor
extent phenylalanine ammonia-lyase. After BCA MBI1600 and thyme EO application, callose
deposition, lignin, and phenol accumulation in infected tissues by A. linariae improved,
whereas the BCA MBI600 increased plant height, number of leaves, and yield. In this study,
BCA MBI600 and thyme EO showed high antifungal activity in vitro conditions.
Furthermore, under in vivo conditions, both BCA MBI600 and thyme EO stimulated the
defense system of tomato plants infected by A. linariae, which was associated with reduced
severity of EB. These results indicate that thyme EO and BCA MBI600 are potential tools in
tomato EB disease management.

Keywords: Alternative control. Bacillus amyloliquefaciens. Thymus vulgaris. Resistance
induction. Early blight.
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1. INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é a hortalica mais importante em termos
econémicos do mundo e em relacdo a produtividade total € o segundo, ficando atras, apenas
da batata (L1 et al., 2018). A producdo mundial de tomate para o0 ano 2020 foi de 186.821.216
t, destacando-se a China e a India como os maiores produtores, enquanto que o Brasil
produziu 3.917.967 t (FOOD AND AGRICULTURE ORGANITATION, 2020). O tomate
fornece alto valor nutricional a dieta humana, com o aporte de carboidratos, proteinas,
lipidios, carotendides, vitaminas (A e C), minerais e compostos fendlicos (SALEHI et al.,
2019).

A producdo de tomate é acometida por inumeras doencas fungicas, entre elas, a Pinta
Preta (PP) do tomateiro, causada por Alternaria spp. (FOOLAD; MERK; ASHRAFI, 2008).
Alternaria spp. sdo fungos cosmopolitas, que sobrevivem como necrotréficos, sapréfagos e a
maioria sdo fitopatogenos (NAGRALE et al., 2016). A PP é uma das doencas mais comuns e
destrutivas da cultura do tomateiro, plantadas em ambientes com alta umidade, chuvas e
elevadas temperaturas (24 —29°C) (CHAERANI; VOORRIPS, 2006). Os sintomas
caracteristicos da PP em folhas sdo: manchas de cor marrom a preta com anéis concéntricos e
leve depressdo no centro da lesdo, e nos estadios avangados da doenca observa-se severo
desfolhamento (SANOUBAR; BARBANTI, 2017). Ocasionalmente, pode causar podriddo do
coleto em plantulas (damping off), lesdes nos caules e podridao dos frutos (ADHIKARI; OH;
PANTHEE, 2017). Em alguns casos, as perdas anuais de rendimento econémico devido a PP
foram estimadas até 79% (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017).

O desenvolvimento de variedades de tomate resistentes a PP tem sido limitado pela falta
de genes de resisténcia, por tanto, atualmente 0 manejo da doenca é baseado no uso de
praticas culturais e controle quimico (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017). A evolugédo de
resisténcia a fungicidas em fitopatdgenos é uma das principais preocupacfes no manejo
sustentavel de doencas (HE et al., 2019). O controle quimico tem trazido o aparecimento de
resisténcia a fungicidas por pressdo de selecdo, por exemplo, as estrobirulinas, boscalida e
triazéis (AVENOT et al., 2016; MATIC et al., 2019; ODILBEKOV et al., 2019). Por tanto, a
grande variagdo genética de Alternaria spp. fornece-lhe vantagens para se adaptar e
desenvolver populagOes resistentes aos grupos de fungicidas e ingredientes ativos com alto
risco de resisténcia (PASCHE; WHARAM; GUDMESTAD, 2004).

No que se refere ao controle alternativo de doencas de plantas, atualmente objetiva-se

ser realizado através de substancias alternativas que operem como fungicidas naturais,
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biodegradaveis, seguros, e que possam ser usados de forma individual ou em combinaco aos
fungicidas de natureza sintética (YA-HAN et al., 2019). No contexto de controle alternativo
ou nao convencional, qualquer outro método de manejo que exclua ou reduza o uso de
pesticidas é considerado ‘“alternativo” (SANTOS et al., 2017), como é o uso de o6leos
essenciais (OESs) e bactérias como agentes de controle bioldgico (ACB) (TOMAZONI et al.,
2017; HENDGES et al., 2020; KGATLE et al., 2020).

Diferentes OEs tém exercido efeitos significativos no controle de doengas causadas por
Alternaria spp., em Vérias culturas como: tomate (XU et al., 2016; TOMAZONI et al., 2017,
YAKOUBI et al., 2019), fumo (JING et al., 2018), tangerina (PERINA et al., 2019) e grdo de
bico (GADHI et al., 2020). Os OEs agem através de diferentes mecanismos de acédo, seja com
a alteracdo de estruturas celulares ou interrupcdo de fungbes e processos biologicos dos
fungos (BASAK; GUHA, 2018). Da mesma forma ocorre com Bacillus amyloliquefaciens,
agente de controle bioldgico de uma ampla gama doencas em plantas, especialmente em
hortalicas (SARAVANAKUMAR; THOMAS; BANWARIE, 2019). Bacillus spp. inibem o
crescimento de fitopatdgenos através de mecanismos que envolvem a competicdo por espaco,
nutrientes, inducdo de resisténcia, producdo de antibidticos, enzimas hidroliticas, sideréforos,
formagéo de biofilmes e degradacéo de fatores de patogenicidade como toxinas (CAWOQOY et
al., 2011; MILJAKOVIC; MARINKOVIC; BALESEVIC-TUBIC, 2020). Diferentes
compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus tém sido relatados no controle in vivo de
doencgas foliares, exibindo acdo protetiva e curativa contra Alternaria spp., assim como a
inducdo de resisténcia das plantas ao ataque de fitopatogenos (ALI et al., 2016;
DIMOPOULOU et al.,, 2019). Por outro lado, tanto OEs quanto Bacillus spp. tém sido
relatados por sua alta atividade antifingica e inducdo de enzimas associadas a defesa como
sdo a peroxidase (POX) e polifenol oxidase (PPO), melhorando assim, a resposta imune das
plantas contra fitopatdgenos (RAVEAU; FONTAINE; LOUNES-HADJ, 2020).

Devido aos constantes problemas associados ao uso excessivo de pesticidas como
contaminacéo do solo, lengois freaticos, desequilibrio ecolégico do ambiente, e restricbes ou
banimento de defensivos quimicos, as medidas de controle alternativo tornam-se cada vez
mais apropriadas no manejo de doencas nas plantas (RAVEAU; FONTAINE; LOUNES-
HADJ, 2020). Por isso, o0 uso de OEs e ACBs como medidas de controle, sdo uma linha de
pesquisa que vai atingindo uma importancia transcendental como op¢des no manejo integrado
de doencas. Além disso, ainda séo carentes os estudos exploratorios sobre o uso de OEs e

ACBs, sobretudo em condigdes in vivo, onde é preciso obter mais informagdes a respeito do
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potencial benéfico destas praticas de controle. Em alguns casos, as medidas alternativas, como
0 controle bioldgico, podem atuar como tecnologias equivalentes ao controle quimico
(O’BRIEN, 2017), e quando sdo incorporadas ao manejo de doencas podem diminuir as
probabilidades de surgimento de populagdes insensiveis a fungicidas (ARRAIZA et al.,
2018).

Baseado na importancia tanto sob o ponto de vista econdmico quanto social que
representa a cultura do tomateiro para o Brasil e 0 mundo, é necessario adotar medidas
eficientes e diversificadas para reduzir os prejuizos causados pela PP. Assim, torna-se
importante promover o uso de medidas alternativas como ferramentas de controle, que exibam
menor impacto em relacdo aos fungicidas quimicos no manejo sustentavel do complexo
Alternaria, visando a reducdo de pressdo de selecdo de individuos resistentes e evadindo a
perda da eficacia das moléculas quimicas disponiveis para o controle da PP do tomateiro. Por
tanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicagdo de OEs e B.
amyloliquefaciens no controle de A. linariae, e sobre respostas agronémicas e bioquimicas em

plantas de tomateiro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma planta herbacea anual, que pertence a
familia Solanaceae. Sua cultura gera 6timos beneficios socioeconémicos para 0 pequeno,
médio e grande produtor, criando inumeras fontes de empregos (direta e indiretamente),
melhorando assim a renda das familias envolvidas em sua producdo (PEIXOTO et al., 2017).
A producdo de tomate pode ser destinada a dois grandes setores: mercado fresco e industria.
O tomate para consumo fresco, usualmente é produzido em estufas em paises como China e a
Unido Européia, enquanto o destinado a industria é cultivado em campo aberto (LI et al.,
2018; GATAHI, 2020). Para o caso do Brasil, a realidade é diferente, onde 99 % da producéo
de tomate sdo obtidos de plantagdes em campo aberto (SAFRA, 2020).

O tomate fornece uma série de compostos nutricionais para a dieta humana, como
carboidratos, proteinas, lipidios, carotenoides (licopeno, -caroteno, fitoeno), vitaminas (A, C,
tiamina, riboflavina e niacina), minerais (Fe, P, Ca, Mg, Zn), e compostos fenolicos (acidos
fendlicos e flavonoides) (SALEHI et al., 2019). O aumento constante na producdo do tomate
processado € o resultado do crescimento acelerado da populacdo mundial e também do
incremento no consumo per capita de varias maneiras, como: massas, sucos, puré, molho,
tomates secos e em po (SILVA et al., 2016).

Apesar dos beneficios e utilidades significativas do tomate, sua producédo é afetada por
virus, bactérias, nematoides e fungos fitopatogénicos, que inclui o agente da pinta preta (PP)
do tomateiro, uma doenca destrutiva, que provoca perdas de até 79 % da producdo de frutos
(ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2019). Esses problemas estdo associados a varios fatores,
dentre os quais destacam-se: nimero limitado de variedades resistentes, praticas culturais
ineficazes (FOOLAD; MERK; ASHRAFI, 2008) e, sobretudo, aplicacdes incorretas de
fungicidas de origem sintético -principal ferramenta do controle-, que frequentemente
provocam um incremento da pressdo de selecdo sobre populagdes de fungos resistentes a
certos ingredientes ativos a exemplo da azoxystrobina e boscalida no patossistema batata- e
tomate-Alternaria spp., respectivamente (TYMON; JOHNSON, 2014; CHAVAN;
YUMLEMBAM; SEWAKRAM, 2017). Acrescenta-se a isso a ameaca potencial de produtos
quimicos no bem-estar dos produtores, consumidores e meio ambiente (ZAFAR; SHAUKAT,
2018).
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Por outro lado, existem formas alternativas, embora as vezes limitadas, de controle de
doencas como Oleos essenciais ou extratos de plantas (HILLEN et al., 2012) e produtos
baseados em agentes de controle bioldgico (p. ex. bactérias), que tém demonstrado 6timos
resultados no controle de fitopatdgenos (AGRILLO et al., 2019) e que na maioria dos casos,
ndo sdo usadas no controle de doencas do tomateiro, razdo pela qual, ainda é continua a
dependéncia de uso dos agrotdxicos (SOUSA et al.,, 2017). Ademais, procedimentos
associados a sub ou superdosagem, frequéncia ou forma de aplicacdo de produtos, tém trazido

problemas de perdas de sua eficacia no controle quimico de doencas (SOUSA et al., 2017).

2.2. O género Alternaria e suas caracteristicas

Historicamente, a primeira descricdo do género Alternaria foi relatada por Ness em
1816, com base na espécie A. tenuis (WOUDENBERG et al., 2013). Décadas depois, Sorauer
(1896) néo fez distin¢do entre A. tenuis e A. solani, e se referiu a ambos como A. solani, um
nome que é considerado até hoje (FOOLAD; MERK; ASHRAFI, 2008). Até o momento, em
torno de 300 espécies de Alternaria foram identificadas, causando doencas em quase 400
espécies de plantas (MEENA et al., 2016).

Baseado em parametros morfolégicos e filogenia molecular, o género Alternaria
pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Dothideomycetes, Ordem Pleosporales e
Familia Pleosporaceae (LAWRENCE; ROTONDO; GANNIBAL, 2016; SIMMONS, 2007).

Morfologicamente, as espécies de Alternaria compartilham caracteristicas semelhantes.
Tém conidios pigmentados multicelulares escuros, com septos longitudinais e transversais,
tipicamente dictiosporos, alguns fragmentados, catenulares e outros individuais. Col6nias
geralmente cinza, esverdeada, verde-oliva escura, marrom-avermelhada escura ou preta
(LAWRENCE; ROTONDO; GANNIBAL, 2016). Estroma raramente ¢é formado.
Conidiéforos macronematosos, mononematosos, simples, irregulares e pouco ramificados,
marrons ou marrons palidos, solitarios ou em fasciculos. Células conidiogénicas integradas,
tornando-se intercaladas, polimétricas, simpodial ou as vezes monometricas. Conidios
solitarios ou em cadeia, basicamente ovoides, obovoides, cilindricos, elipsdides proximos,
com ou sem septos obliquos ou longitudinais (PATRIARCA; FERNANDEZ-PINTO, 2018).
Os septos podem ser espessos, escuros e rigidos, e uma estrutura semelhante a uma célula
pode ser formada. Ascomata pequeno, solitario ou agrupado, com erupgdo superficial na
maturidade. Papilas curtas, poucas a muitas ascas por ascoma, basal, cilindrico e as vezes
curvado, com um pedicelo curto (LAWRENCE; ROTONDO; GANNIBAL, 2016).
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As espécies de Alternaria constituem um grupo de fungos com membros patogénicos de
diferentes estilos de vida, isto é, hemibiotroficos e necrotréficos (MEENA et al., 2017).
Alguns deles infectam de uma a varias centenas de espécies de plantas, por exemplo: A.
alternata (ARMITAGE et al., 2020). Alternaria spp. pode infectar plantas herbaceas e
perenes, incluindo tomate, batata, citros, maca, brocolis, couve-flor, péra, morango, fumo, etc.
(MEENA et al., 2016). De fato, ndo causam doencas s6 no campo, mas também na pos-
colheita (PATRIARCA; FERNANDEZ-PINTO, 2018).

Membros do género Alternaria produzem uma enorme quantidade e variedade de
toxinas, sdo registradas atualmente, mais de 70, que agem como armas bioldgicas para atacar
0 hospedeiro (DANG et al., 2015) e também algumas produzidas durante a pds-colheita
constituem um risco para a saude do ser humano e dos animais alimentados com produtos
contaminados (KUSTRZEBA-WOJCICKA et al., 2014; ESCRIVA et al., 2018). As toxinas
de Alternaria spp. sdo divididas em duas categorias: toxinas especificas do hospedeiro (HSTSs)
e toxinas ndo especificas do hospedeiro (NHSTs). As HSTs mais comuns produzidas por
algumas espécies de Alternaria sdo: alternariol, alternueno, zinniol, &cido tenuazénico,
alteriol monometil éter, brefeldina A, tentoxina, curvularina e alterotoxina I, 11, 11l (MEENA
et al., 2017). Enquanto, no grupo de nHSTs estdo: toxina Ta-ALL, toxina Th-ALL, toxina
ACT, toxina I-AF, toxina I1-AF, toxina AK, toxina ACR, toxina ACR, toxina ACTG, toxina-
AM, destruxina B, maculosina, toxina-AS e toxina-HC (MEENA; SAMAL, 2019).

2.3. Pinta preta do tomateiro: o agente causal

A PP é uma doenca amplamente distribuida, destrutiva e comum do tomateiro e de
outras solanaceas em todo o mundo (CHAERANI; VOORRIPS, 2006). A doenca é mais
frequente em areas com chuvas abundantes, altas temperaturas e elevada umidade relativa
(PATEL; SUBRAMANIAN; JHA, 2011). A PP é causada por um complexo de fungos
patogénicos do género Alternaria. Inicialmente, atribuiu-se a A. solani como Unico agente
causal da PP no tomateiro, mas na atualidade, sabe-se que a PP pode ser também causada por
A. tomatophila, A. alternata, A. grandis, A. arborescens e A. tenuissima (BESSADAT et al.,
2017). Isso levou a estudos de especializacdo em patogenicidade do hospedeiro, com a
conclusdo de que o tomate e a batata sdo suscetiveis a A. solani, com a mesma reproducgédo dos
sintomas. Mais tarde, A. tomatophila foi relatada como uma espécie cultural e
morfologicamente distinta de A. solani, e atualmente sdo espécies que atacam com alta
frequéncia a cultura do tomateiro (FOOLAD; MERK; ASHRAFI, 2008). No Brasil, as

espécies A. solani, A. tomatophila e A. cretica sdo as que apresentam maior ocorréncia na
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maioria das regides produtoras de tomate (PEREIRA et al., 2013). Porém, a partir de uma
nova classificagdo filogenética, alguns isolados com esses nomes (A. solani, A. tomatophila e
A. cretica) passaram a formar uma Unica espécie e foram renomeados como A. linariae
(WOUDENBERG et al., 2014), por tanto, esse e 0 nome atual de um dos agentes etioldgicos

da PP do tomateiro.

O fungo pode ser adquirido a partir de sementes e mudas, sobreviver em restos de
plantas como saprofago ou persistir no solo por mais de um ano na forma de micélio
(SHOAIB; IQBAL, 2018). A PP causa danos a todos os Orgdos aéreos da planta
(TOMAZONI et al., 2017). E mais frequente em plantas adultas a partir do inicio da floracéo.
Nesse estadio, as plantas comecam a movimentar suas reservas para locais de maior demanda
de nutrientes (6rgdos reprodutivos), que é quando as folhas mais velhas (6rgédos exportadores)
comecam a ficar carentes de reservas como acgucares e glicoalcaldides, e mais suscetiveis a
doenca, sendo este fendbmeno controlado por eventos de carater genético. De fato, a
susceptibilidade da planta a PP é dependente do estddio de desenvolvimento da planta
(ABULEY; NIELSEN, 2017). O fungo também pode infectar plantas novas que crescem em
condicBes ambientais desfavoraveis. A PP tem trés estadios distintos de sintomas:
tombamento de mudas (cancros e lesdes no caule), podriddo de frutos e manchas nas folhas
(comumente chamada PP) (FOOLAD; MERK; ASHRAFI, 2008).

Os sintomas caracteristicos da PP nas folhas sdo manchas de cor marrom a preta com
anéis concéntricos e com leves depressdes no centro da lesdo, com tamanho frequente de
1.25 cm de diametro (SANOUBAR; BARBANTI, 2017; VAN DER WAALS; KORSTEN;
AVELING, 2001). As folhas infectadas com a PP reduzem sua atividade fotossintética,
causando baixa producdo de energia (AGAMY et al, 2013). Em alguns casos, 0
desfolhamento é caracteristico, resultado da forte intensidade da doenca. Quando a perda das
folhas é severa, os frutos sofrem danos por escaldaduras, ao estarem expostos a luz solar
(CHAERANI; VOORRIPS, 2006).

Alternaria spp. pode sobreviver no solo, restos de culturas, sementes ou em hospedeiros
alternativos através de conidios ou micélio, que servem como fontes de indculo primario
(Figura 1) (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017). O indculo atinge as superficies das plantas
por efeito do vento ou respingos de agua das chuvas (MAMGAIN; ROYCHOWDHURY;
TAH, 2013). Sob condicdes de alta umidade e temperatura, o conidio inicia o processo de
germinacdo e subsequentemente penetracdo nos tecidos de forma direta ou através de

ferimentos (AGRIOS, 2005). Apds a penetracdo da hifa de infeccdo, os sintomas podem
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aparecer entre dois e trés dias (periodo de incubacdo). Os sintomas podem apresentar-se em
folhas, caules e frutos. A esporulacdo ocorre a partir dos 3-5, apds do aparecimento das lesdes
(CHAERANI; VOORRIPS, 2006). Longos periodos de umidade séo requeridos para a
esporulacdo, e os conidios podem também ser produzidos em periodos alternados de
condigdes Umidas e secas. Por fim, os conidios sdo disseminados pela chuva e o vento,
ocorrendo o ciclo secundario da doenca, onde novos tecidos sdo infectados. Por tanto, a PP do
tomateiro € por natureza uma doenca policiclica (ADHIKARI; OH; PANTHEE, 2017).

10
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Figura 1. Ciclo da doenca da pinta preta do tomateiro.
Fonte: adaptada de AGRIOS (2005).

2.4. Controle alternativo de Alternaria spp.

O manejo de doencas de plantas enfrenta grandes desafios devido ao: aumento da
demanda total por alimentos seguros e diversificados; reducdo do potencial de producéo
agricola devido a perda da fertilidade do solo; alteracdo da ecologia dos agro-ecossistemas e
aumento de doengas epidémicas (HE; ZHAN; XIE, 2016). Por outro lado, os fungicidas
quimicos continuam sendo o0 método tradicional de controle de doencgas, que na maioria dos
casos tém sido associados com impactos negativos no meio ambiente, exposi¢do potencial de
seres humanos a tais sustancias e deposicdo de residuos em frutos (FRANCA et al., 2018;
REX; PRABHU; KUMAR, 2019).

O uso continuo e inadequado de fungicidas resultou na perda da eficacia de varios
produtos quimicos (BUTTIMER et al.,, 2017) e entre suas principais consequéncias, 0
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desenvolvimento de resisténcia genética em certos fungos, incluindo Alternaria spp.
(NIKOLOVA et al., 2017; SAYIDI; NEMATOLLAHI, 2017).

No mundo, as restricdes governamentais estdo se tornando mais rigorosas para 0
registro de novos produtos quimicos sintéticos, 0 que promoveu a pesquisa e O
desenvolvimento de produtos com menores riscos de contaminagdo e impacto do meio
ambiente, por exemplo, biopesticidas (ALVES, 2007; SHAFI; TIAN; JI, 2017). Embora os
métodos de controle sejam classificados de diferentes maneiras, neste contexto, qualquer
outro método de controle que exclua o uso de pesticidas ¢ considerado ‘“alternativo”,
incluindo estratégias contemporaneas ou ndo contemporaneas para 0 manejo de doencas
(ALVES, 2007). Métodos alternativos ou ndo convencionais incluem controle bioldgico
(fungos e bactérias e seus derivados), uso de produtos a base de plantas (6leos essenciais,
extratos vegetais), métodos fisicos e resisténcia genética (BETTIOL, 2006; SANTOS et al.,
2017).

Atualmente, o propdsito do controle de doencas de plantas é procurar novas substancias
que atuem como fungicidas naturais biodegradaveis e seguros como substitutos dos
fungicidas convencionais (BETTIOL, 2006; YA-HAN et al., 2019). Portanto, fungicidas a
base de plantas sdo alternativas promissoras por suas propriedades menos toxicas, sistémicas e
ambientalmente seguras (MAHMOUDI, 2017; MUY-RANGEL et al., 2017).

2.4.1. Oleos essenciais (OEs) no controle de doencas de plantas

Os o6leos essenciais (OEs) sdo misturas quimicas altamente complexas de um nimero
variavel de substancias organicas, volateis e lipofilicas, geralmente com sabores e aromas
agradaveis produzidos pelas plantas (RIBES et al., 2018). A composicdo dos OEs varia entre
as espécies vegetais, e mesmo dentro da mesma espécie (crescendo em condicGes
ambientalmente diferentes, estadios fenoldgicos, etc.), tendo diferentes mecanismos de acdo
(NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010). Existe uma extensa gama de
compostos naturais extraidos de plantas, incluindo terpenos, aldeidos, ésteres, etc., todos eles

com propriedades altamente bioativas (WANG et al., 2019).

As propriedades e funcgdes antifungicas dos OEs demonstraram controlar fungos
fitopatogénicos como Alternaria spp. (XU et al., 2016; FRANCA et al., 2018; JING et al.,
2018; PERINA et al., 2019; YAKOUBI et al., 2019; GADHI et al., 2020), Fusarium spp.
(LOPEZ-MENESES et al., 2017; NIKOLOVA et al., 2017; SALHI et al., 2019),
Colletotrichum spp., (WAITHAKA et al., 2017), Penicillium sp. (TAO; JIA; ZHOU, 2014),
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Aspergillus sp. (ELSAYED; SHABANA, 2018) sob condigdes in vitro e in vivo em varias

espécies de plantas.

No entanto, sdo raros os estudos, sobretudo em condi¢bes de campo, onde se relatou o
uso de Oleos essenciais no controle de Alternaria spp. como agente etioldgico da PP. Entre
esses estudos, destaca-se o controle in vitro e in vivo dos OEs de Eucalyptus staigeriana, E.
globulus e Cinnamomum camphora na inibicdo do crescimento micelial e germinacdo de
esporos, além de reduzir o desenvolvimento de sintomas da PP do tomateiro (TOMAZONI et
al., 2017). Estudos semelhantes também foram relatados para o vapor dos OEs de Origanum
vulgare e Thymus wvulgaris sobre a inibicdo do crescimento micelial, germinagdo e
crescimento da lesdo em folhas causado por Alternaria alternata em condicBes in vitro
(HONG et al., 2018). Resultados similares foram obtidos por Ragupathi et al. (2020), quando
foi usado o OE de Thymus vulgaris. Enquanto em condic¢des de campo, o OE de Baccharis
ochracea controlou efetivamente o cancro do caule causado por Alternaria em tomateiro
(TOMAZONI et al., 2019).

Tomilho (Thymus vulgaris): O género Thymus é um membro da familia Lamiaceae, que
possui cerca de 400 espécies do tipo aromaticas perenes, ou herbaceas, sempre verde ou semi-
verdes, dentro das quais podem encontrar-se varias subespécies, variedades e formas
(BORUGA et al., 2014). O OE do tomilho tem entre seus principais componentes o timol,
carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, e linalol, sendo o timol e o carvacrol encontrados em
porcentagem relativamente mais altos, entre 415 % e 7.5 %, respectivamente
(BUCHBAUER; ERKIC, 2016).

O OE do tomilho tem sido relatado por ter elevada atividade antimicrobiana, a maioria
das vezes fornecidas pelo timol e carvacrol, além de outros compostos fendlicos da sua
composicdo (BEN-JABEUR, MAISSASOMAI-JEMMALI; HAMADA, 2017). Este 6leo
mostrou uma reducdo e 64 % na incidéncia do mofo cinzento (Botrytis cinerea) em plantas de
tomate, assim como a reducédo (até 30.76 %) da severidade da murcha do tomateiro causada
por Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici (BEN-JABEUR et al., 2015), resultados

semelhantes foram descritos por La Torre et al. (2016) no controle da murcha do tomateiro.

Por outro lado, as aplicacbes de OE do tomilho em pos-colheita, tém mostrado
resultados altamente satisfatérios no controle de fitopatdgenos. Quando os frutos de macas
foram tratados com o OE do tomilho houve uma reducgéo significativa da severidade e

incidéncia do mofo cinzento (Botrytis cinerea), além de perceber-se um aumento da expressao
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de genes que expressam proteinas relacionadas a patogénese (PRPs), o que sugere um efeito
positivo na inducdo da resisténcia (BANANI et al., 2018). O efeito antifingico do tomilho foi
também relatado na reducédo da severidade da antracnose (C. musae) em banana, sem mostrar
nenhum efeito nas propriedades fisico-quimicas e sensoriais da fruta (VILAPLANA;
PAZMINO; VALENCIA-CHAMORRO, 2018).

Capim-limdo (Cymbopogon citratus): O género Cymbopogon é parte da familia
Poaceae, que inclui 140 espécies (GANJEWALAA; LUTHRA, 2010). Os OEs das espécies
de Cymbopogon estdo constituidos principalmente por monoterpenos. Entre 0s componentes
principais que o género Cymbopogon possui, destaca-se: citral (mistura de generial e neral),
geraniol, citronelol, linalol, elemol, 1,8-cineol, limoneno, B-cariofileno, metil heptanona,
geranil acetato e geranil formate (GANJEWALAA; LUTHRA, 2010). C. citratus é uma
espécie tipica que cresce em regides tropicais e subtropicais do mundo (MAJEWSKA et al.,
2019).

O OE de capim-liméo tem mostrado alta atividade bioldgica no controle de uma variada
gama de patdgenos, incluindo aqueles que afetam as plantas cultivadas (ALI; WEE PHENG,;
MUSTAFA, 2015; DALCIN et al., 2017; LOPEZ-MENESES et al., 2017). O uso do OE de
capim-limdo foi relatado por apresentar eficiéncia no controle in vitro de patégenos como
Alternaria tenuissina e Fusarium verticillioides, inibindo o crescimento micelial e
germinacdo de conidios. Esse controle foi associado ao efeito fungitoxico neural, que é um
dos principais componentes do OE de capim-lim4o (LOPEZ-MENESES et al., 2017).

Em condicdes in vivo, o OE de capim-limdo reduziu a severidade do crestamento
gomoso do caule do meléo, causado por Stagonosporopsis cucurbitacearum a partir de 0.03%
a 0.3% da concentracdo do extrato do 6leo (DALCIN et al., 2017). Outra modalidade de
controle que apresentou o OE de capim-liméao foi através do efeito do vapor em concentragédo
de 28 pL L%, diminuindo assim, a antracnose do maméo artificialmente inoculado, sem afetar
parametros de qualidade dos frutos, e sem perturbar o processo natural de amadurecimento
(ALI; WEE PHENG; MUSTAFA, 2015).

Melaleuca (Melaleuca alternifolia): O género Melaleuca pertence a familia Myrtaceae.
E um género nativo da Australia e seu uso tem se disseminado como medicinal e cosmético.
O OE de melaleuca extraido por destilagdo de vapor se compde principalmente de: 1,8-
cineole, a-pineno, B-pineno e terpinen-4-ol, os quais possuem propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (BUCHBAUER; ERKIC, 2016; YASIN et al., 2021). Esses compostos sdo
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parte de terpenos hidrocarbonetos, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus
alcodis associados. A atividade bioldgica do OE de melaleuca é atribuida principalmente pelo
seu componente principal; terpinen-4-ol (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).

O componente do OE de melaleuca, terpinen-4-ol, causou significativas alteracdes na
morfologia do micélio, permeabilidade celular e mudancas ultraestruturais nas células de B.
cinerea sob condigdes in vitro, mostrando importante atividade antifingica (YU et al., 2015).
Ademais, isto indica que o OE de melaleuca é um inibidor de importantes vias metabolicas
como a via do &cido tricarboxilico e metabolismo de acidos graxos (XU et al., 2017). Um
relato atual demonstrou que o Timorex Gold® (i.a. 6leo da melaleuca), exibiu alta eficacia e
forte poder curativo contra a sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) em banana, agindo
sobre as etapas 1, 2, 3 e 4 do desenvolvimento da doencga, diferente a testemunha positiva
(difenoconazole), que ndo apresentou controle curativo (REUVENI; SANCHES; BARBIER,
2020).

2.4.2. Mecanismos de acao dos 6leos essenciais

Os OEs com seus diferentes mecanismos de acdo afetam as estruturas celulares,
interrompendo as fungbes e processos biolégicos dos fungos (BASAK; GUHA, 2018).
Alguns componentes essenciais, como o eugenol, modificam a morfologia e a integridade da
membrana plasmatica de A. alternata, causando vazamento de componentes celulares, rugas e
distor¢des do miceélio, reduzindo assim a capacidade dos fungos de penetrar nas células
intactas do hospedeiro (JING et al., 2018). Semelhantemente, em A. alternata o micelio
adquiriu uma forma enrolada, agregada e parcialmente achatada, quando o fungo cresceu na
presenca de magnolol (YA-HAN et al., 2019). Outro fendBmeno que pode ser observado € a
perda da producdo de conidios e a inducdo de condensacdo do citoplasma. A reducdo na
producdo de conidios e/ou esporos pode limitar a propagacdo de patdgenos, reduzindo a carga
de esporos na atmosfera e na superficie das plantas (MAHMOUDI, 2017).

Por outro lado, a atividade de monoterpenos oxigenados afeta a sintese da parede
celular, bloqueia a atividade enzimatica, leva a um rearranjo dos lipidios, e como
consequéncia, alteragdes nas propriedades e fun¢des da membrana celular (YAKOUBI et al.,
2019). Essa afinidade dos alcodis presentes nos monoterpenos com membranas celulares cria
fortes ligacbes moleculares, com proteinas e glicoproteinas, até causar colapso celular
(WANG et al., 2012).
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Os OEs constituem uma alternativa promissora aos fungicidas quimicos. As misturas de
componentes e diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana dos OEs podem reduzir o
desenvolvimento de resisténcia e a probabilidade de origem de novas variantes de certos
fungos fitopatogénicos (FONSECA et al., 2017).

2.5. Bactérias como agentes de controle bioldgico

Nos ultimos anos, tem existido um interesse crescente no uso de agentes de controle
bioldgico (ACBs) como uma estratégia alternativa para o manejo de doencas nas culturas
(O’BRIEN, 2017; RAGUCHANDER; SARAVANAKUMAR; BALASURRAMANIAN,
2011). O controle bioldgico inclui o0 uso de microrganismos antagénicos, incluindo bactérias
ndo patogénicas (CALVO et al., 2016).

Os mecanismos biol6gicos dos ACBs na supressdo de agentes fitopatdgenos incluem
mecanismos diretos (antibioses (producdo de enzimas liticas e toxinas) e parasitismo) e
indiretos (competicdo por espaco e inducdo de respostas de defesa do hospedeiro) (CHUNG;
KIM, 2005; SINGH, 2014; DIMOPOULOU et al., 2019). Os agentes de controle bioldgico
previnem as perdas da produtividade das culturas por fatores bidticos (KOHL; KOLNAAR;
RAVENSBERG, 2019). Regularmente, os ACBs sdo altamente especificos para um patégeno

e, portanto, sdo considerados inofensivos para espécies ndo alvos (O’BRIEN, 2017).

Dentre os ACBs, encontramos o género Bacillus, o qual abrange uma grande
diversidade de espécies e subespécies de bactérias. As espécies de Bacillus estdo
majoritariamente distribuidas na rizosfera. Eles tém alta tolerdncia térmica, rapido
crescimento em culturas liquidas e formam esporos rapidamente (CALVO et al., 2016). Os
ACBs baseados em Bacillus spp. desempenham um papel fundamental no campo dos
biopesticidas. Muitas espécies de Bacillus sdo eficazes contra uma ampla gama fitopatdgenos
como fungos, bactérias, virus e nematoides (RADHAKRISHNAN; HASHEM; ABD-
ALLAH, 2017). Além disso, eles sdo capazes de promover o crescimento das plantas, sdo
indutores de resisténcia sistémica, produzem compostos antimicrobianos (lipopeptideos,
antibioticos e enzimas) e competem por fatores de crescimento com outros microrganismos
por meio da colonizagéo (SHAFI; TIAN; JI, 2017).

Alguns polipeptidios produzidos pelas espécies de Bacillus possuem mecanismos de
acao especificos, como bloqueio, distarbio e formacdo de cavidades na parede e membrana
celular, causando a morte do fungo. Enquanto outros peptideos estdo envolvidos na

desintegracdo de orgdos intracelulares, como &cidos nucléicos e mitocondrias (ZHAO et al.,
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2013). Assim tambem, alguns outros desempenham um papel importante na biossintese de
certos hormonios (giberelinas), que possuem um papel importante no crescimento das plantas
(CHEN et al., 2007). Em alguns casos, quando a planta é atacada por patdgenos, os tecidos
ndo infectados adquirem a capacidade de tolerar ataques subsequentes, esse tipo de resposta é
conhecida como resisténcia sistémica adquirida e é desencadeada por sinalizagcdo hormonal
(DURRANT; DONG, 2004).

Por outro lado, a colonizacdo de tecidos por bactérias de controle bioldgico (p. ex. B.
pumilus) produzem alteragdes citologicas em plantas que restringem patdgenos as células
epidérmicas e do cortex, como resultado do fortalecimento das paredes por deposicdo de
calose e compostos fenolicos (BENHAMOU et al., 1996). As enzimas antioxidativas induzem
a sintese de lignina, cujo papel é gerar mudangas estruturais que impedem o avanco do
patdégeno nos tecidos (THILAGAVATHI et al., 2007). Além disso, as espécies de Bacillus
produzem enzimas com forte atividade litica, como a quitinase e a B-1-3-glucanase,
responsaveis pela degradacdo da parede celular dos fungos (LEELASUPHAKUL,
SIVANUNSAKUL; PHONGPAICHIT, 2006).

Vaérios representantes de B. amyloliquefaciens sdo encontrados em associacdo com as
raizes e atuam como microrganismos benéficos para o crescimento das plantas (FAN et al.,
2017). Atualmente, certas variantes bioldgicas ou isolados de B. amyloliquefaciens sdo usados
como formulagdes comerciais para promover o crescimento das plantas (HOSSAIN et al.,
2015). Porém, outras cepas foram usadas para suprimir efetivamente patdégenos de pds-
colheita, como Penicillium digitatum (HAO et al., 2010; CALVO et al., 2016), Aspergillus
parasiticus (SIAHMOSHTEH et al., 2018) e sob condicGes experimentais de campo contra
Phytophthora capsici e Fusarium oxysporum (CHUNG; KIM, 2005), A. alternata (KGATLE
et al., 2020), Alternaria panax (JI et al., 2013), entre outros. Entretanto, pouco € conhecido
sobre o efeito de B. amyloliquefaciens no controle de Alternaria spp., como agentes causais

da PP do tomateiro.

2.6. Sistema enzimatico de defesa

A resisténcia de plantas a doencas esta associada a uma variada gama de repostas de
defesa que atrasam ou interrompem o processo infeccioso do patdgeno durante certas etapas
da interacdo planta-patégeno (NGADZE et al., 2012). Os mecanismos de resisténcia incluem
barreiras quimicas e fisicas pré-existentes ou induzidas que limitam o avanco do patégeno na

colonizagdo dos tecidos vegetais (WALTERS, 2010). A ativacdo de enzimas relacionadas a
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defesa constitui um dos principais mecanismos de resposta induzida, como resultado de um
evento pds-infecioso de fitopatdgenos (VANITHA; NIRANJANA; UMESHA, 2009).

Sabe-se também que a aplicacdo de OEs tem contribuido ao aumento substancial de
enzimas relacionas a regulacdo do estresse oxidativo em diversas espécies de plantas. Um
exemplo daquilo foi observado em plantas de tomate tratadas com OE de tomilho, as quais
experimentaram um acumulo significativo nos niveis de peroxidases, sendo isto associado a
uma reducdo da intensidade do mofo cinzento (B. cinerea) e a murcha por fusario (Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici) (BEN-JABEUR et al., 2015). Mudancas no
comportamento do sistema antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico foram também
detectadas em plantas de tomate tratadas com o OE de Ocimum basilicum, onde destacou-se
maior incremento da enzima polifenol oxidase, acompanhado de uma reducéo de até 18 % da
incidéncia de murcha por Fusarium (AKLADIOUS; ISAAC; ABU-TAHON, 2015). Uma
abordagem parecida foi também relatada com a aplicagdo do OE de Cinnamomun zeylanicum,
gue induziu a ativacdo de enzimas como catalase, ascorbato peroxidase, fenilalanina aménia-
liase e peroxidase em plantas de tangerina, mostrando alta atividade antifingica no controle
de A. alternata (patotipo tangerina) (PERINA et al., 2019).

Uma grande diversidade de microorganismos tem sido relatada por possuirem
mecanismos que estimulam a resisténcia de plantas contra uma grande gama de fitopatogenos.
B. amyloliquefaciens é conhecida por ser um ACB com multiplos mecanismos de acéo,
incluindo a inducgdo de resisténcia em varias espécies de plantas cultivadas. Alguns estudos
mostraram que B. amyloliquefaciens suprimiu o desenvolvimento do mofo cinzento (Botrytis
pelargonii) e mancha foliar por Alternaria (A. alternata) na cultura do pimentdo
(KAZEROONI et al., 2021). O tratamento com B. amyloliquefaciens modulou vérios
processos fisico-quimicos, entre eles: reducdo dos niveis de proteinas, aminoacidos,
antioxidantes, H20- e peroxidagéo de lipideos, porém teve um incremento nos niveis de acido
salicilico e acucares, indicando uma mitigacdo de efeitos adversos do estresse biotico
(KAZEROONI et al., 2021). Por outra parte, quando plantas de pimenta foram inoculadas por
B. amyloliquefaciens, houve uma melhora no controle da antracnose (Colletotrichum
truncatum), o qual foi relacionado com um incremento notavel das concentracdes das enzimas
peroxidases, fenilalanina amonia-liase e polifenol oxidase (GOWTHAM et al., 2018). Mesmo
que tenham sido pesquisados os efeitos de OEs e ACBs como indutores de resisténcia, sabe-
se pouco sobre o efeito tanto de OEs de tomilho, capim-limdo e melaleuca quanto de B.
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amyloliquefaciens, sobre a inducdo no incremento de enzimas de defesa em plantas de tomate

infectadas com a PP do tomateiro.

2.6.1. Peroxidases

As peroxidases (POXs) sdo glicoproteinas (polipeptidios com cadeias de 300-350
aminoacidos) sintetizadas no reticulo endoplasmaético, e que depois sdo transportadas através
do aparato de Golgi, seja ao espaco intercelular ou vactolo (JOVANOVIC et al., 2018). As
plantas superiores contem quatro tipos de POXSs: glutationa peroxidasse, catalase, ascorbato
peroxidasse e a peroxidasse secretoria classica (SHIGETO; TSUTSUMI, 2016). A sua
atividade afeta varios processos celulares como lignificacdo da parede celular, defesa da
planta, desenvolvimento e germinagdo (SHIGETO; TSUTSUMI, 2016).

As POXs sdo oxirredutases que atuam como oxidantes de compostos fendlicos enquanto
consumem H>O> e/ou como geradoras de espécies reativas de oxigénio (ROS) (FRANCOZ et
al., 2015; SHIGETO; TSUTSUMI, 2016). A oxidacdo de compostos fenolicos por H20g,
catalisado pelas POXs resulta na producdo de radicais fenoxil, os quais por sua vez sao
polimerizados ou reduzidos pela Ascorbato no sistema de eliminacdo de H>O2, POXs-
Fenolicos-Ascorbato (JOVANOVIC et al., 2018).

2.6.2. Polifenol oxidase

A polifenol oxidase (PPO) de plantas consiste de trés dominios que incluem um
peptideo do plastidio N-terminal, um cobre central altamente conservado e uma regido C-
terminal (BOECKX et al.,, 2015). A PPO € encontrada principalmente na membrana da
tilacoide do cloroplasto, por tanto, pode influenciar a fotossintese diretamente, além de
interagir com a peroxidase, ou no ciclo agua-agua para facilitar a limpeza de ROS
(HASANUZZAMAN et al., 2020).

Frequentemente, os papeis da PPO em plantas tem sido associado a defesa contra
herbivoros e patdgenos, baseado na separacéo fisica da enzima localizada no cloroplasto dos
substratos localizados no vacuolo (OMIADZE; MCHEDLISHVILI; ABUTIDZE, 2018). A
PPO ¢é uma enzima codificada pelo ndcleo que catalisa a oxidacdo dependente de fenodis a
quinona (NGADZE et al., 2012). As quinonas geradas pela PPO s&o altamente reativas e
podem reticular ou alquilar proteinas, levando comumente a formacdo tipica desses pigmentos
marrons observados nos tecidos danificados (CONSTABEL; BARBEHENN, 2008), e por
isso que, usualmente, seus niveis na planta aumentam quando as plantas experimentam

infeccbes por patdgenos (NGADZE et al., 2012). O complexo de proteina—0-quinona,
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formado como consequéncia de danos na célula, pode reduzir o valor nutricional dos tecidos,
diminuindo a velocidade de avango do patégeno através da formacdo de barreiras estruturais
(BOECKX et al., 2015).

2.6.3. Fenilalanina amonia-liase

A Fenilalanina amonia-liase (PAL) catalisa a desaminacdo da fenilalanina para &cido
trans-cinamico (cinamato) e amonia, sendo esse primeiro passo da via fenilpropanoide
(KONG, 2015). Outros fenilpropanoides e seus derivados como flavonoides, isoflavonoides,
coumarinas, antiocininas e ligninas sdo tambeém resultados de subprodutos da desaminagdo da
fenilalanina (KONG, 2015). Por tanto, a PAL é uma das enzimas chaves mais extensivamente
estudadas com respeito ao estresse bidtico e abiotico, responsavel pela sintese de varios
metabolitos secundarios, em resposta a patdgenos, além de fornecer outras fungdes como
protecdo contra radiacdo UV e baixas temperaturas (NGADZE et al., 2012; KIM; HWANG,
2014). A acumulagdo de ligninas na parede celular e sintese de moléculas de sinalizagdo
(acetosiringone) desempenham fundamentais processos de defesa contra patdégeno, como a
reducdo do estresse oxidativo (KONG, 2015). A PAL também tem sido envolvida na
biossintese de &cido salicilico, um composto essencial na inducao de resisténcia sistémica na
planta (KIM; HWANG, 2014).

A desaminacdo da fenilalanina pela PAL ¢é essencial na producdo de compostos como o
4-coumaroyl-CoA, seguido da chalcona, o intermediario comum para todos os flavondides. A
chalcona € indispensavel na sintese de flavonodides, um dos principais compostos
antioxidantes ndo enzimaticos, responsaveis pela reducdo de ROS em plantas submetidas a
estresse tanto bidtico quanto abidtico (BASKAR; VENKATESH; RAMALINGAM, 2018).
Os flavonoides na sua estrutura contém grupos funcionais hidroxila que servem como
mediadores da atividade antioxidante, através da limpeza de radicais livres. A prevencdo da
geracdo de ROS pelos flavonoides se produz através da supressao de oxigénio singlete,
inibicdo de enzimas produtoras de ROS, ciclooxigenases, lipoxigenases, monooxigenases e
xantina oxidase; quelatizacdo de ions metalicos tais como ferro e cobre; e pela reciclagem de
outros antioxidantes (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014).

2.6.4. B-1,3-glucanase

A pB-1,3-glucanase (GLU) e agrupada na familia Il das proteinas relacionadas a
patogenicidade (PR-proteinas) e representam uma classe abundante de enzimas bem
caracterizadas e  distribuidas numa variada gama de espécies  vegetais
(BALASUBRAMANIAN et al., 2012). Elas estdo envolvidas em varios processos
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fisiol6gicos associados ao crescimento e desenvolvimento vegetal. Um papel de alto destaque
da GLU é a participacdo na resposta imune da planta a infeccBes causadas por fungos
fitopatogénicos (DZHAVAKHIYA; OZERETSKOVSKAYA; ZINOVYEVA, 2007).

A atividade hidrolitica da GLU, causa a degradacdo da ligagdes B-1,3/1,6-glucano das
paredes celulares da hifa de fungos parasitas de plantas, liberando moléculas que agem como
elicitores nas etapas iniciais do processo infeccioso, induzindo a producéo de fitoalexinas e
compostos fenolicos (FRANZENER et al., 2018). Por tanto, a GLU é importante na
determinacdo da resisténcia de plantas a doencas fungicas (GUPTA; RAVI; SHARMA,
2013).

2.7. Microscopia aplicada a analise histologica de tecidos vegetais infectados por
patdgenos

As andlises de microscopia de luz em plantas sdo ideais para estudos de diferentes
mecanismos que controlam a organizacao e funcionamento celular. No entanto, os tecidos de
plantas apresentam limitada transparéncia a luz visivel, é por isso necessario que os tecidos
sejam cortados em sec¢Ges com espessura reduzida (p. ex. 1-100 um), para sua observagédo
(TIMMERS, 2016). As técnicas de microscopia tém mostrado um grande potencial nas
pesquisas de interacdo patdgeno-hospedeiro, como a obtencdo de informacdo sobre os

mecanismos de resisténcia e susceptibilidade do hospedeiro (SHETTY et al., 2019)

A microscopia de luz é usada em inumeras pesquisas relacionadas aos processos de
interacdo planta-patdgeno, com o objetivo de identificar a formacao de estruturas ou acimulo
de compostos de defesa nas células da planta como respostas ao ataque do patégeno, assim
como, a formac&o de estruturas do patégeno, tanto em interacbes compativeis e incompativeis
(LOPEZ; LUCAS, 2021)

Sdo limitados os estudos onde foram analisados através de microscopia de luz,
fendmenos de interacdo entre planta e fungo fitopatogénicos quando usou-se OEs e bactérias
de controle biolégico como ferramenta de controle, especialmente nas relagdes entre o
tomateiro e Alternaria spp. Até o momento é pouco conhecido sobre os tipos de barreiras
bioquimicas (fenois, ROS, etc.) e fisicas (lignina, depoésitos de calose, ceras, gomas, etc.)
produzidas pelo tomateiro em resposta a infecdo por Alternaria spp. quando foram tratadas
com OEs e bactérias de biocontrole, como B. amyloliquefaciens. Por tanto, estes estudos séo
necessarios para a obtencdo de dados referentes as respostas induzidas no tomateiro sob a

aplicacdo dessas préticas de controle.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratdrio de Microscopia Eletrénica e Analise
Ultraestrutural e casas de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras-Minas Gerais, Brasil, durante o ano 2021.

3.2. Oleos essenciais, agente de controle bioldgico e fungicidas
Na tabela 1, estdo resumidos os dados referentes aos 6leos essenciais (OES), agente de
controle bioldgico (ACB) e fungicidas testados na pesquisa.

Tabela 1. Oleos esséncias, agente de controle bioldgico e fungicidas quimicos comerciais.

OEs", ACB' e/ou Componente ativo Fabricante
Fungicidas*
Tomilho p-cimeno 37-40% / 1,8-ceneol 1-2% / LASZLO
(Thymus vulgaris) canfeno 1 % / mirceno 1-2 % / linalol 3-4 % /

timol 45-48 % / limoneno <1% / a e -

pineno 4-5 %
Capim-limao Mirceno 14-20% / citronelol <3% / LASZLO
(Cymbopogon citratus) * citronelal <3 % / neral 26-32 % / geranial 32-

38 % / linalol 1-2 % / pineno 3-5 % / geraniol

2-3 % / borneol < 3%

Melaleuca Extrato de 6leo de M. alternifdlia 222.5 g/L STK
(Melaleuca alternifolia) * (22.25 %) bio-ag Technologies
Timorex gold®.

Bacillus amyloliquefaciens B. amyloliquefaciens MBI600 (5.5 x 10'%g) BASF

(Duravel®)* —110 g/Kg (11 %)

Tebuconazole Tebuconazole 200 g/L (20 %) Bayer
(Folicur®)#

Azoxistrobina Azoxistrobina 500 g/kg (50.0 %) Syngenta

(Amistar®)*

*(OE) Oleo essencial; * (ACB) Agente de controle bioldgico; ¥ Fungicida comercial
Fonte: Do autor (2022).

3.3. Obtencdo e caracterizacdo molecular do isolado fungico
Um isolado de Alternaria spp. (Palmeira-PR) de alto potencial agressivo foi fornecido
pela Embrapa Hortalicas® para o desenvolvimento da pesquisa, sendo logo submetido a

caracterizacdo molecular para a identificacdo da especie. O DNA gendmico foi obtido através

! Embrapa hortali¢cas, Rodovia BR 060 km 9 SN, fazenda Tamandua C.P 218 — 70351-970, Brasilia,
Distrito Federal.
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do protocolo CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) (LESLIE; SUMMERELL, 2006),
com modificagdes. A reacdo de amplificagédo foi desenvolvida usando o Applied Biosystems®
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Fisher Scientific AS®, Oslo — Noruega). As regides dos
genes Alt al e gpd foram amplificadas com os primers Alt al (HONG et al., 2005) e gpd
(BERBEE; PIRSEYEDI; HUBBARD, 1999), enquanto as regides da actina (ACT), ATPase
da membrana plasmética e calmodulina (CAL), foram amplificadas usando as sequéncias dos
primers desenhados por Lawrence et al. (2013). Os produtos da PCR foram sequenciados
pela ACTGene Co. Ltda. (Rio Grande do Sul, Brasil). As sequéncias de genes para as analises
filogenéticas foram obtidas usando o software BLAST no site do GenBank

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Tabela 2). A andlise individual e combinada das

cinco regides génicas e construcdo da arvore filogenética foram realizadas no software
Mega 11.

3.4. Manutencéo do isolado

O isolado fangico cresceu em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) (KASVI®,
Laborotérios Conda S.A, Espanha), sendo depois armazenado em geladeira pelo método de
Castellani (1967). Para a obtencédo de conidios, o fungo foi colocado para crescer em meio de
cultura Agar-Aveia (AA) (40 g de flocos de aveia, 1 L de agua destilada, 16 g de agar). As
placas inoculadas foram imediatamente transferidas para BOD e mantidas a 25 °C com luz

UV continua durante 15 dias até o fungo esporular.

3.5. Ensaio in vitro da atividade antifungica de O&leos essenciais e Bacillus

amyloliquefaciens MBI1600 no controle de Alternaria linariae

3.5.1. Inibic¢&o do crescimento micelial

No experimento de inibigdo do crescimento micelial (ICM) de Alternaria spp. foram
testadas as concentracdes de 500 ppm (0.05 %), 1000 ppm (0.1 %), 2000 ppm (0.2 %) e
4000 ppm (0.4 %) para todos os OEs (tomilho, capim-limdo e melaleuca) e o0 ACB B.
amyloliquefaciens MBI600 (Tabela 3). No caso dos OEs, estes foram previamente diluidos
em Tween 80 (0.01 %), antes de serem acrescentados ao meio de cultura (BDA) (LOPEZ-
MENESES et al., 2017). Os fungicidas tebuconazole e azoxistrobina (controles positivos)
foram adicionados em concentracfes de 120 ppm (0.012 %) e 1000 ppm (0.1 %),
respectivamente, segundo as doses recomendas pelo fabricante, e apenas 4gua destilada estéril

para o controle negativo.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Tabela 2. Isolados de Alternaria spp. usados na analise filogenética e seus nimeros de acesso no GenBank
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Numero de acesso no GenBank

Espécie Nome anterior Cddigo do isolado Tipo Altal GAPDH Calmodulina ATPase Acting
Alternaria calendulae CBS 224.76; ATCC 38903 T JQ646414  JQ646330 JQ646229  JQ671895  JQ671720
A. calendulae f(f;f/g‘l‘l’lr “ CBS 116439; EGS42.197 ()  KJ718646  KJ717979 - . -

A. calendulae ' CBS 116650; EGS 30.142 R KJ718647  KJ717980 - ; -

A. calendulae CBS 101498 KJ718645  KJ717978 - ; -
Alternaria crassa CBS 116648; EGS 50.180 R KJ718667  KJ717999 - ; -

A. crassa CBS 116647; EGS 46.013 R KJ718666  KJ717998 - ; -

A. crassa CBS 110.38 T KJ718665 KJ717997 - - -

A. crassa CBS 103.18 KJ718664  KJ717996 - ; -

A. crassa fé;e; .’Zl”“ CBS 109160; EGS 45.075 (T) GQI80087  GQI80071 JQ646256  JQ671922  JQ671747
Alternaria grandis CBS 116695; EGS 44.108 R KJ718748  KJ718070 - - -

A. grandis CBS 109158; EGS 44.106 T JQ646425  JQ646341 JQ646249  JQ671915  JQ671740
Alternaria nitrimali CBS 109163; EGS 46.151 T JQ646442  JQ646358 JQ646268  JQ671934  JQ671759
Alternaria linariae CBS 105.41; EGS 07.016 T KJ718692  KJ718024 - - -

A. linariae i{lﬂv ’Z‘;”“ CBS 116441; EGS 45.108 (T) KJ718696  KJ718028 - ; -

A. linariae CPC 21620 KJ718698  KJ718030 - ; -

Lo Alternaria )

A. linariae subertindrica  CBS 109161; EGS 45.113 (T)  JQ646429  JQ646345 JQ646254  JQ671920  JQ671745
A. linariae CBS 108.53 KJ718693  KJ718025 - ; -

A. linariae i’;f;g;fla CBS 109156; EGS 42.156 (T)  JQ646431  JQ646347 JQ646257  JQ671923  JQ671748
A. linariae A. tomatophila  CBS116704; EGS 44.074 (R)  KJ718697  KJ718029 - ; -

A. linariae Alternaria CBS 116438; EGS41.057  (T)  KJ718695  KJ718027 - - -

cucumericola

A. linariae CBS 107.61 KJ718694  KJ718026 - ; -

A. linariae A. cretica CBS 109164; EGS 46.188 (T)  JQ646426  JQ646342 JQ646250  JQ671916  JQ671741
Alternaria solani Alternaria CBS 116442; EGS46.162  (T)  KJ718747  KJ718069 - - -

viciae-fabae
A. solani Alternaria CBS 111.44; EGS 07.029 (T) KJ718745  KJ718068 JQ646237  JQ671903  JQ671728



A. solani
A. solani
A. solani

Alternaria solani-nigri
A. solani-nigri

A. solani-nigri
A. solani-nigri
A. solani-nigri

A. solani-nigri

A. solani-nigri
Palmeira-PR

danida

Alternaria
ascaloniae

Alternaria
beticola
Alternaria
glyceriae
Alternaria
herbiculinae
Alternaria

cyphomandrae

CBS 111.41
CBS 109157; EGS 44.098
CBS 106.21

CBS 121347; EGS 46.052
CBS 117101; EGS 51.032
CBS 116447; EGS 47.196

CBS 116334; EGS 51.107
CBS 116332; EGS 49.180

CBS 109155; EGS 40.058
CBS 113403; EGS 51.106

R

(T)
R

(T)
(T)
(T)

(T)
R

KJ718744
KJ718746
KJ718743

KJ718754
KJ718753
KJ718752

KJ718751
KJ718750

JQ646444
JQ646417

KJ718067
GQ180080
KJ718066

KJ718076
KJ718075
KJ718074

KJ718073
KJ718072

JQ646360
JQ646333

JQ646270
JQ646233

JQ671936
JQ671899
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JQ671761
JQ671724

T: isolado ex-type; R: isolado representativo. As letras entre parénteses referem-se a nomes das espécies sinbnimas.
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Tabela 3. Tratamentos com base em 6leos essenciais e Bacillus amyloliquefaciens MBI1600.

Tratamento Concentracao (ppm)

Tomilho 500

1000

2000

4000

Capim-limao 500

1000

2000

4000

Melaleuca 500

1000

2000

4000

B. amyloliquefaciens 500

1000

2000

4000

Tebuconazole (controle positivo 1) 1000

Azoxistrobina (controle positivo 2) 120
Agua destilada (controle negativo) 0

Fonte: Do autor (2022).

Um disco (5 mm @) de meio de cultura com crescimento do fungo foi retirado do bordo
das colbnias de 10 dias de idade e colocado no centro da placa de Petri, repetindo isto para
cada um dos tratamentos. As placas foram seladas com filme plastico e incubadas em BOD, a
temperatura de 25 °C = 1 °C.

As avaliacGes foram realizadas aos oito dias ap6s da inoculacdo no meio de cultura em
placas de Petri, onde se mediram os diametros das coldnias com paquimetro digital. As
avaliacdes foram realizadas até que as colnias do tratamento controle negativo alcancassem
2/3 da superficie do meio de cultura. A inibicdo do crescimento micelial (ICM) estimou-se
pela equacéo [1] de Ji et al. (2013).

[1]

Ctrl - Trat
ICM=——— x 100
Ctrl

Onde Ctrl é o crescimento da colbnia controle negativo e Trat é o crescimento da

col6nia em meio de cultura emendado com OEs, B. amyloliquefaciens MBI600 ou fungicidas.
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A partir dos dados da ICM foi calculada a concentracdo média efetiva (EC so), a mesma
que foi estimada atraves da analise ndo linear da curva dose — resposta, no software Graphpad

Prism (verséo 6.0).

3.5.2. Germinacdo de conidios

Na avaliacdo do efeito dos OEs e B. amyloliquefaciens MBI600 na germinagdo de
conidios foram testadas as mesmas concentracdes do que para a avaliacdo da ICM. Aliquotas
com as dosagens ja mencionadas (na secdo de inibicdo do crescimento micelial) foram
acrescentadas a0 meio de cultura Batata-Dextrose-Broth (PDB) (KASVI®, Laboratorios
Conda S.A, Espanha). Um mL de meio PDB com as doses jA& mencionadas para cada
tratamento (OEs ou B. amyloliquefaciens) foi colocado em cada poco de placas para cultivo
de tecidos (K12-024, KASVI®). Esse mesmo procedimento foi realizado para os tratamentos

controles.

Para a obtencdo de conidios, foram acrescentados 5 mL de agua destilada estéril as
placas com col6nias do fungo de 15 dias de idade em estado de esporulacdo, crescendo em
meio de cultura AA. Em seguida, realizou-se a raspagem das colonias com al¢a de Drigalski
para remover os conidios. A suspensdo foi filtrada através de uma gaze estéril e ajustou-se a
concentracio de conidios em 10° conidios/mL, usando cdmara de Neubauer. Depois, 0.1 mL
de suspensdo de conidios foram adicionados a cada poco das placas onde achavam-se ja
depositados o0s respectivos tratamentos. Imediatamente, as placas foram incubadas em
incubadora (TECNAL TE-420) a 25 °C + 2 °C e 110 rpm durante 14 horas, sem fotoperiodo.
Percorridas as 14 horas foi acrescentado lactoglicerol para deter o crescimento dos tubos
germinativos dos conidios. Para a contagem dos conidios, aliquotas de 60 pL de cada
tratamento foram colocadas em laminas microscopicas e levadas para observacdo e contagem
em microscopio (Carl Zeiss Primo Star, Jena, Germany). Foi considerado germinado, o
conidio que apresentou um tubo germinativo com comprimento maior a metade do tamanho

do conidio. Um total de 150 conidios foi contado, sendo 50 conidios por repetigéo.

Tanto para o teste de ICM quanto para o teste de germinacdo de conidios usou-se um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 5 e 3 repeti¢des, respectivamente. Cada
placa de Petri considerou-se uma repeticdo, da mesma forma cada poco das placas foi
considerado uma repeticdo. Todos 0s experimentos foram repetidos no tempo, mais uma vez

para o teste de ICM e mais duas vezes para o teste de germinagéo de conidios.
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3.6. Ensaio in vivo da atividade antifungica do OE de tomilho e Bacillus
amyloliquefaciens MBI1600 no controle de Alternaria linariae

3.6.1. Preparacéo do inoculo

A preparagdo do intculo foi desenvolvida seguindo a metodologia do Marchi, Borges e
Mizubuti (2006) com modificagdes. O isolado fungico foi cultivado em meio de cultura AA.
Aos 15 dias de idade da cultura, adicionou-se 10 mL de &gua destilada estéril em cada uma
das placas, e com auxilio da alca de Drigalski foi feita a raspagem da col6nia fangica para a
obtencdo da suspensdo de conidios. A suspensdo de conidios foi filtrada através de gaze
estéril e ajustou-se a concentragdo de 5x10° conidios/mL em camara de Neubauer (MARCHI;
BORGES; MIZUBUTI, 2006).

3.6.2. Condices do experimento

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo, nas dependéncias do DFP da
UFLA. O cultivar de tomate Santa Clara, susceptivel a Alternaria spp. foi utilizado no teste in
vivo da atividade antifingica de OEs e B. amyloliquefaciens MBI600. Um screening inicial
foi desenvolvido para a selegdo dos tratamentos com maior eficiéncia de controle. Dessa
selecdo, foram escolhidos o OE de tomilho, ACB B. amyloliquefaciens MBI600 e
tebuconazole para o desenvolvimento do experimento. As sementes de tomate foram
plantadas em bandejas de isopor de 128 células, e mantidas sob fotoperiodo de 12 horas até a
germinacdo. Aos 15 dias de idade as plantas foram transferidas a vasos de 5 L com substrato
para hortalicas (Tropstrato HT; Vida Verde, Campinas, SP), com pH 5.8. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo durante todo o ciclo da cultura. A irrigacdo foi fornecida com
base nas necessidades hidricas das plantas, mantendo a umidade do substrato em condi¢6es de
capacidade de campo. A adubacéo inicial (no transplante) das plantas foi realizada com uma
mistura fisica de superfosfato simples (18P-16Ca-10S) e adubo 04-14-08, a partir da fase de

inicio da floracéo as plantas foram adubadas com adubo 20-0-20.

Apbs 20 dias do transplante (ddt), as plantas no estado fenologico V5 foram inoculadas
com suspensdo de conidios na concentragio de 5x10° conidios/mL + espalhante adesivo
Tween 80 (0,01%), usando um pulverizador manual. Apo6s da inoculacdo, as plantas foram
mantidas em cadmara de crescimento com nebulizacdo por 24 horas sob temperatura de 25 °C,
umidade relativa ajustada a 95 % e sem fotoperiodo. As plantas foram levadas para casa de

vegetacdo para a avaliacdo do experimento.
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Apo6s 24 horas da inoculagdo, realizaram-se aplicagdes foliares dos tratamentos com o
OE de tomilho, ACB B. amyloliquefaciens MBI600 e tebuconazole nas concentragdes de
2000 ppm, 1500 ppm e 1000 ppm, respectivamente. O OE de tomilho e ACB B.
amyloliquefaciens MBI600 foram aplicados semanalmente, enquanto o tebuconazole foi
aplicado em frequéncias de 14 dias, seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos 8 dias da
inoculagdo (apos o periodo de laténcia) foi calculada a area foliar infectada através do pacote
“Pliman” (OLIVOTO, 2021) no software R 4.1.0 (R CORE TEAM, 2021). Além da
determinacédo da area foliar infectada, as plantas foram avaliadas semanalmente utilizando a
escala descritiva de Vakalounakis (1983) (Tabela 4).

Tabela 4. Escala descritiva de severidade da doenca da pinta preta do tomateiro
(VAKALOUNAKIS, 1983).

Nota Descricéo

0 Nenhum sintoma visivel na folha.
1 1 -10 % da area foliar afetada.
2 11-25 % da area foliar afetada.
3 26-50 % da éarea foliar afetada.
4 51-75 % da éarea foliar afetada.
5

>75 % da area foliar afetada.

As notas registradas nas avaliacdes de severidade da doenca foram convertidas a indice
da Doenca (ID) (MCKINNEY, 1923). Esses indices foram usados para a estimacdo da Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) (CAMPBELL; MADDEN, 1990) [2, 3].

[2]

ID(%)=Z %xlOO

Onde, ID = indice da doenca; F = nimero de folhas com determinada nota; v = grau da

infeccdo (nota); n = nimero total de folhas avaliadas; e x = grau maximo da infecgdo (nota).

[3]

n-1

XitXi+
AACPD = ( 5 ) (ti+1'ti)
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Onde, X; € a pontuacdo (nota) da severidade na i-th observacdo; ti é o tempo da i-th

observacéo; e n é o numero total de observagoes.

Foram avaliados os parametros de crescimento e produtividade: altura da planta (cm),
didmetro do caule (mm), nimero de folhas, peso fresco e seco das plantas (g), nUmero de
frutos, peso de médio de frutos (g), produtividade/planta (kg).

Os tratamentos foram distribuidos num delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticdes, onde cada repeticdo esteve representada por uma planta. O experimento foi

repetido mais uma vez no tempo.

3.7. Andlise bioquimica da atividade de enzimas relacionadas a defesa

3.7.1. Obtencao dos extratos enzimaticos

As amostras de plantas infectadas ou ndo foram coletadas as 48, 96, 144 e 192 horas
apos a inoculagdo. Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos por meio de homogeneizacao
de 0.3 g de folhas com N2 liquido em almofariz. Foi adicionado 2 mL de solugéo de extragéo,
constituida de EDTA 0.1 mM em tampédo de fosfato de potéssio 0.1 M, pH 6.8, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e polyvinylpyrrolidone (PVP) 1 %. O homogeneizado foi
centrifugado por 20 minutos, a 12.000 g, a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado nas avaliagdes

enzimaticas e nas dosagens de proteina.

3.7.2. Determinacdo da atividade enzimatica: Peroxidases, Fenilalanina aménia-liase,
Polifenol oxidases e g-1,3-glucanase
a. Peroxidases

A atividade da peroxidase (POX) foi determinada seguindo-se os procedimentos
descritos por Kar e Mishra (1976), com modificacBes. Aliquotas de 2.5 uL do extrato
enzimatico bruto de folhas adicionaram-se a 197.5 mL de uma mistura de reacdo constituida
de tampdo fosfato de potassio 70 mM pH 6.8 (137.5 mL), guaiacol 50 mM (30 mL) e H20>
250 MM (30 mL). O acréscimo na absorbancia a 480 nm e 30 °C foi medido durante o
primeiro minuto da reacdo pela producdo de purpurogalina. A atividade enzimatica foi
calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 2.47 mM™cm™ (CHANCE; MAEHLEY,

1955) e o resultado foi expresso em mmol min™t mg* proteina.
b. Fenilalanina amonia-liase

A atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL) foi determinada de acordo a

metodologia de El-Shora (2002), com modificacdes. Aliquotas de 9 uLL do extrato enzimatico
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foram adicionadas a 161 puL da mistura de Tris-HCI 40 mM pH 8.8 (110 uL) e L-Fenilalanina
87.5 mM (51 pL), com volume final da reagdo de 170 uL. A mistura da reacdo foi incubada a
37 °C por 60 minutos. O aumento na absorbancia foi determinado no comprimento de onda
de 290 nm em um ensaio colorimétrico no espectrofotdmetro, para verificar a formacao de
acido trans-cindmico. Para os célculos foi utilizado o coeficiente de extincdo molar 104 mM-

! em (ZUCKER, 1965) e os resultados foram expressos em mmol min™t mg™* proteina.
c. Polifenol oxidase

A atividade da polifenol oxidase (PPO) foi determinada conforme método descrito por
Kar e Mishra (1976), com modificagdes. Aliquotas de 20 uL do extrato enzimatico foram
adicionadas a 180 mL de uma mistura de reagdo constituida de tampdo fosfato de potassio 70
mM (140 pL) e catecol 20 mM (40 pL). O aumento na absorbéncia foi determinado no
comprimento de onda de 410 nm em um ensaio colorimétrico no espectrofotdmetro durante
um periodo de 10 min a 30 °C. Foi utilizado para os calculos o coeficiente de extin¢cdo molar
2.47 mMcm? (CHANCE; MAEHLEY, 1955) e os resultados foram expressos em mmol

min™* mg? proteina.
d. p-1,3-glucanase

A atividade da B-1,3-glucanase (GLU) foi determinada atraves do método descrito por
Lever (1972), com modificagBes. A reacdo foi iniciada pelo acréscimo de uma aliquota de 5
uL de estrato enzimatico a uma mistura de reagdo constituida por 57.5 pulL de tampdo acetato
de sédio 50 mM (pH 5), 62.5 pL de laminarina (4 mg.mL™?) e 125 uL de &cido 3,5-
dinitrosalicilico (NDS). Essa mistura de reacdo foi incubada a 45 °C por 60 minutos. Apds
esse periodo, a mistura foi incubada a 100 °C por mais 15 min. A reagdo foi interrompida pela
colocacédo das amostras em banho de gelo. As amostras controles foram preparadas da mesma
forma, no entanto, o extrato foi adicionado depois de aquecer a mistura da reacdo a 100 °C. A
leitura da absorbancia do produto liberado pela GLU foi obtida em 540 nm no

espectrofotdmetro, e sua atividade foi expressa em AAbs min' ug? proteina.

3.8. Analise histoquimica de tecidos foliares infectados ou ndo por Alternaria linariae
Para a analise da colonizacdo dos tecidos por A. linariae, foram coletadas folhas ndo
sintomaticas (tratamento controle) e sintomaticas com a pinta preta do tomateiro. As amostras
foram coletadas em dois tempos: 48 e 192 horas apos a inoculagdo. As sec¢des das folhas
foram fixadas em solugéo de Karnosvsky; glutaraldeido 2.5 %, paraformaldeido 2% e tampé&o
cacodilato pH 7.2, 0.05M + CaCl2 0.001 M, por 72 horas. Apds da fixacdo, foi feita a
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desidratacdo em série etanolica (25, 50, 75, 90, e 100 % x 2) e incorporagdo em resina
metacrilato (Historesin; Leica).

No processo de infiltracdo, o alcool 100 % foi substituido pela resina 1:1, as seccOes
foram submetidas ao véacuo durante 5 minutos (3x) e mantidas na geladeira por 24 horas
(periodo minimo). A resina 1:1 foi substituida pela resina ativada pura e as seccgdes

submetidas ao vacuo durante 5 minutos (3x) a cada 10 min. e mantidas na geladeira 72 horas.

Para o emblocamento, foi utilizada a resina de inclusdo previamente preparada e
refrigerada. Subsequentemente, foram colocadas 2 a 3 gotas de resina de emblocamento no
fundo de cada “forma” do histomold, 0 mesmo que imediatamente foi levado a estufa (60 °C)
por 7 — 10 minutos. Depois, as sec¢des do material vegetal foram colocadas por cima da
resina da “forma” e novamente adicionaram-se 2 a 3 gotas de resina de emblocamento por
cima do material, de modo que ficasse totalmente coberto. O histomold foi levado mais uma
vez a estufa (50 °C) por 24 horas. Os blocos foram retirados do histomold, colados com cola

Super Bonder na madeira e identificados.

Apds a secagem, os blocos foram seccionados no micrétomo, com a obtencdo de cortes
de 8 um. Logo, esses cortes foram montados em laminas de microscopio (25.4 x 76.2 mm).
Para a deteccdo de compostos fendlicos foi usado o reagente cloreto férrico, seguindo o
método descrito por Marques e Soares (2021). A presenca de calose foi determinada pela
coloragdo dos tecidos com azul de anilina, seguindo o método descrito por Eggert et al.
(2014), com modificacbes. O acumulo de lignina foi detectado através da coloracdo com
fucsina basica, seguindo o método descrito por Ursache et al. (2018), com modificacfes. As
imagens da resposta dos tecidos das plantas ao fungo foram obtidas em microscépio de Epi-
Fluorescéncia Carl Zeiss Microlmaging Z1 (Carl Zeiss, Gottingen, Germany).

3.9. Andlises estatisticas dos dados

Inicialmente foram analisados os pressupostos de normalidade e homogeneidade das
variancias dos valores médios dos tratamentos. Quando esses pressupostos foram satisfeitos
procedeu-se realizar a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagdo
multipla de Scott-Knot (P < 0,05), e em alguns casos o teste de Dunnett (P < 0.05) para
comparagdo dos tratamentos comuns com as testemunhas. No entanto, quando esses
pressupostos ndo foram atendidos, escolheu-se o teste de Kruskal-Wallis (para K grupos
independentes), seguido pelo teste de Dunn-Bonferroni (P < 0.05). Os experimentos foram

repetidos uma vez no tempo com resultados semelhantes. Os valores dos experimentos
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repetidos no tempo foram analisados de maneira conjunta, apds o teste de homogeneidade das
variancias residuais (Teste Fmax de Hartly). Todos os céalculos e analises estatisticas foram
realizadas no software R 4.1.0 (R CORE TEAM, 2021), nos pacotes estatisticos ExpDes.pt e

Tratamentos.ad.
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4.1. Identificacdo molecular do isolado fngico

A analises filogenética combinada das regides Alt al e gpd agrupou o isolado Palmeira-

PR ao clado de Alternaria linariae, espécie antes subdivida em A. tomaphila, A. cretica e A.
subcilindrica e atualmente renomeada como A. linariae (WOUDENBERG et al., 2014)

(Figura 2).

Alt atlgpd

81

| Alternaria linariae CPC 21620

84
Alternaria solani-nigri CBS 116332 (T of.

Alternaria linariae CBS 105.41 (T)
Palmeira-PR
Alternaria linariae CBS 116441 (T of A. tabasco)

Alternaria linariae CBS 109161 (T of A. subcylindrica)
Alternaria linariae CBS 108.53

— Alternaria linariae CBS 109156 (T of A. tomatophila)
Alternaria linariae CBS 116704 (R of A. tomatophila)
Alternaria linariae CBS 116438 (T of A. cucumericola)
Alternaria linariae CBS 107.61

Alternaria linariae CBS 109164 (T of A. cretica)
Alternaria solani-nigriCBS 121347 (T of
Alternaria solani-nigri CBS 117101 (R)
Alternaria solani-nigri CBS 116447 (T of £
Alternaria solani-nigri CBS 116334 (T of

Alternaria solani-nigri CBS 109155 (T of

Alternaria solani-nigri CBS 113403 (R) ]

Alternaria solani CBS 116442 (T of A. viciae-fabae)

Alternaria solani CBS 111.44 (T of A. danida)
Alternaria solani CBS 111.41

o | Alternaria solani CBS 109157 (R)

Alteraria solani CBS 106.21

100

Figura 2. Analise filogenética utilizando Maximum Parsimony de isolados de Alternaria spp.
da sec¢do Porri baseado nas sequéncias dos genes Alt al e gdp. O isolado deste estudo esté
indicado em negrito. Valores de bootstrap > 70% sdo mostrados nos entrends da arvore.
Isolados de Alternaria calendulae foram utilizados como outgroup. T: isolado ex-type; R:
isolado representativo.

Fonte: Do autor (2022).
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Embora a analise combinada dos genes Alt al e gpd tenha fornecido um agrupamento
confidvel, a analise combinada dos genes All al, gpd, ATPase, Actina e Calmodulina permitiu

agrupar com maior suporte (bootstrap = 95) o isolado Palmeira-PR junto com outros isolados

representativos de A. linariae (Figura 3).
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Figura 3. Analise filogenética utilizando Maximum Parsimony de isolados de Alternaria spp.
O isolado deste estudo esta indicado em negrito. Valores de bootstrap > 70% sao mostrados
nos entrenos da arvore. Alternaria calendulae (CBS 224.76) foi utilizado como outgroup. T:

isolado ex-type; R: isolado representativo.

Fonte: Do autor (2022).
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4.2. Atividade antifingica in vitro de oOleos essenciais e Bacillus amyloliquefaciens
MBI600 no controle de Alternaria linariae
4.2.1. Inibi¢&o do crescimento micelial

A inibicdo do crescimento micelial de A. linariae apresentou diferencas significativas
(P <0.05) pelo efeito dos 6leos essenciais (OES) e o agente de controle biolégico (ACB) B.
amyloliquefaciens MBI1600 (Tabela 5), e diferiu de acordo com as concentracdes, existindo
também diferencas significativas na interacdo OE ou B. amyloliquefaciens MBI600 x
concentragéo.

Tabela 5. Efeito de dleos essenciais e Bacillus amyloliquefaciens MBI600 na inibicdo do
crescimento micelial (%) de Alternaria linariae.

Concentragdo (ppm)

Tratamen
atamento 500 1000 2000 4000
Tomilho 72.26 b+ 66.28 b*+ 100.00 a*+ 100.00 a*+
Capim-limao 20.85 c*+ 32.86 c* 100.00 a*+ 100.00 a*+
B. amyloliquefaciens 87.47 a+ 85.45 a+ 85.13b + 84.93 b+
Melaleuca 10.93 d*+ 11.14 d*+ 4,97 c*+ 1,92 c*+
Tebuconazole
(1000 ppm) 79.83
Azoxystrobina
(120 ppm) 37.04

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05).
Médias seguidas de * e + se diferem do tebuconazole e azoxistrobina (controles), respectivamente,
pelo teste de Dunnet (P < 0.05).

Fonte: Do autor (2022).

O ACB MBI600 e o OE de tomilho apresentaram controle sobre o crescimento micelial
de A. linariae a partir de 500 ppm, com reducdo de 87.47 e 72.26 %, respectivamente, e ndo
diferiram do tebuconazole (79.83 %; controle positivo 1) (P < 0.05), mas foram superiores a
azoxistrobina (37.04 %; controle positivo 2) (Tabela 5 e Figura 4). O OE de capim-limé&o
apresentou alto nivel de controle a partir da concentracdo de 2000 ppm com 100 % de
inibicdo do crescimento micelial (Tabela 5 e Figura 4). Na concentracdo de 2000 ppm tanto o
OE de tomilho quanto o OE de capim-limdo foram superiores em relacdo ao tebuconazole e
azoxistrobina, enquanto ACB MBI600 manteve um nivel semelhante de controle em relagdo
ao tebuconazole até a concentracdo de 4000 ppm. Por outra lado, o OE de Melaleuca
apresentou o menor nivel de inibicdo do crescimento micelial com valores entre 10.93 e

1.92 % nas concentrac¢des de 500 ppm e 4000 ppm, respectivamente (Tabela 5 e Figura 4).
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Concentrag¢ao (ppm)
1000 2000 4000

Ad (0 ppm) Teb (1000 ppm) Azox (120 ppm)

Figura 4. Fotografias de placas de Petri com o teste de crescimento micelial de Alternaria
linariae em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) contendo diferentes concentragdes
de 6leos essenciais (OEs) e o agente de controle bioldgico (ACB) Bacillus amyloliquefaciens
MBI600. (A-D) Colénias de A. linariae de 8 dias de idade, crescendo sobre meio de cultura
BDA, contendo OE de tomilho (Thymus vulgaris); (E-H) OE de capim-limdo (Cymbopogon
citratus); (I-L) OE de Melaleuca (Melaleuca alternifolia); e (M-P) o ACB MBI600, em
concentracdes de 500 a 4000 ppm. (Q-S) Tratamentos controles: Ad (agua destilada; Controle
negativo), Teb (tebuconazole; controle positivo 1) e Azox (azoxystrobina; controle
positivo 2).

Fonte: Do autor (2022).
O OE de tomilho inibiu o crescimento micelial de A. linariae a medida que houve
aumento da sua concentracdo, atingindo o controle maximo (100 %) na concentracdo de

2000 ppm, o qual foi explicado através do ajuste de regressdo quadratica (Figura 5). Por sua
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vez, o comportamento do OE de capim-lim&o foi semelhante ao OE de tomilho, onde a
porcentagem de controle absoluto foi também alcangada na concentragdo de 2000 ppm. No
entanto, as concentracfes abaixo de 1000 ppm apresentaram deficiéncia no controle. Pelo
contrario, o ajuste de regressdo linear mostrou que o OE de melaleuca reduziu o controle do
crescimento micelial conforme aumentaram as concentragbes. Por fim, ACB MBI600
mostrou um controle alto e constante (entre 87.47 e 84.93 %) em todas as concentragdes

testadas, sem que existissem diferencas associadas ao efeito das concentrac6es (Figura 5).
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Figura 5. Analise de regressdo da relacdo concentracdo-inibicdo do crescimento micelial de
Alternaria linariae dos diferentes 6leos essenciais (OEs) e o agente de controle bioldgico
(ACB) Bacillus amyloliquefaciens MBI600. OEs de (A) tomilho, (B) capim-limao, (C)
melaleuca e (D) ACB MBI600. Resultados representam as médias dos valores de dois
experimentos independentes (n=10). ** significancia estatistica dos coeficientes dos
modelos de regresséo pelo teste F (P < 0.01). ns valores néo significativos para os coeficientes
dos modelos de regresséo pelo teste F (P > 0.05). R? coeficiente de determinacéo.

Fonte: Do autor (2022).
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A concentracdo média efetiva (EC s0) mais baixa que inibiu o crescimento micelial de
A. linariae foi apresentada por ACB MBI600 (30.55 ppm), enquanto que os OEs de tomilho e
capim-limdo precisaram de uma EC so de 270 e 1129 ppm, respectivamente, para terem um
controle efetivo do crescimento micelial sob condic¢des in vitro. Por outro lado, o OE de
melaleuca requereu da EC sp mais alta (1981 ppm), sem ter apresentado efetiva capacidade de
controle (Figura 6).

)

X

N—r

LE 100 To: LogECs0= 2.431 ppm
8 ECso= 270 ppm
= 2

o

= Cl: LogECso= 3.053 ppm
o 604 ECso= 1129 ppm
£ R2=0.9056

b

o 40 Me: LogECs= 3.297 ppm
(&) ECs0= 1981 ppm
o R?=-0.0478
T 201

18 Ba: LogECso= 1.485 ppm
&3 —

= i E Cs50= 30.55 ppm
%z 0 R?2=0.9929

0 1 2 3 4
Log [Concentracdo] ppm

Figura 6. Concentracdo média efetiva (EC so) de Oleos essenciais (OES) e o agente de
controle bioldgico (ACB) Bacillus amyloliquefaciens MBI600 no controle de Alternaria
linariae em condigdes in vitro. Curvas de dose-resposta dos OEs de tomilho (To), capim-
liméo (CI), melaleuca (Me) e 0 ACB MBI600 (Ba), estimadas a partir dos valores de inibi¢éo
do crescimento micelial com as concentragdes de 0, 500, 1000, 2000 e 4000 ppm,
transformadas para o log(Xx).

Fonte: Do autor (2022).

4.2.2. Germinacdo de conidios (%)

A porcentagem de germinacdo de conidios apresentou diferencas significativas
(P <0.05) sob o efeito dos OEs e suas concentra¢des. Tanto o OE de tomilho quanto o OE de
capim-limdo mostraram o maior nivel de controle da germinagdo desde a menor concentracao
testada (500 ppm). Assim, a germinacdo de conidios com o OE de tomilho e capim-limé&o foi
de 7.78 até 0.89 % e de 15.30 até 1.11 %, nas concentragbes de 500 ppm a 4000 ppm,
respectivamente, com controle significativamente superior as testemunhas quimicas, cuja
porcentagem da germinacdo foi de 81.39 e 79.60 % para tebuconazole e azoxistrobina,

respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Boxplot da porcentagem de germinacdo de conidios de Alternaria linariae sob
efeito de diferentes Gleos essenciais (OEs) e o agente de controle bioldgico (ACB) Bacillus
amyloliquefaciens MBI1600. (A) tomilho (To), (B) capim-liméo (CI), (C) melaeuca (Me) e (D)
ACB MBI600 (Ba). Teb (tebuconazole; controle positivo 1), Azox (azoxistrobina; controle
positivo 2) e Ad (dgua destilada; controle negativo). Letras iguais nas caixas ndo diferem
entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P <0.05) com ajuste do p-valor segundo o teste de
Dunn-Bonferroni (P < 0.05). Caixas da cor preta e laranja representam os tratamentos comuns
(diferentes concentragdes de OEs ou o ACB MBI600) e tratamentos controles,
respectivamente. Pontos em negrito representam a distribuicdo dos valores de trés
experimentos independentes (n = 9), enquanto os pontos em vermelho indicam a média dos
tratamentos.

Fonte: Do autor (2022).

Por outro lado, a maior porcentagem de germinacdo de conidios foi observada nos
tratamentos com o OE de melaleuca e o ACB MBI600. O primeiro apresentou uma
germinacao > 96 %, similar ao ACB MBI600 (> 96 %), o que indicou a menor capacidade

para inibir a germinag&o de conidios, com efeitos inferiores as testemunhas quimicas.
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4.3. Atividade antifungica in vivo do OE de tomilho e Bacillus amyloliquefaciens MB1600

no controle de Alternaria linariae

4.3.1. Area foliar infectada

Todas as plantas de tomate inoculadas com A. linariae apresentaram sintomas da pinta
preta (PP) do tomateiro aos 3 dias ap6s a inoculacdo (DAI). No entanto, a area foliar infectada
aos 8 DAI apresentou diferencas estatisticas significativas (P <0.05) entre os tratamentos
avaliados. A menor porcentagem de area foliar infectada foi observada nas plantas tratadas
com tebuconazole, ACB MBI600 e tomilho com 6.99, 12.70 e 20.07 %, respectivamente, e
foram diferentes das plantas do controle negativo (inoculadas e tratadas com &gua destilada),

as quais mostraram a maior porcentagem da area foliar infectada (37.71 %) (Figura 8).

4.3.2. Severidade e area abaixo da curva do progresso da doenca

A partir dos 7 DA, as plantas de tomate comegaram ter diferentes comportamentos na
severidade da doenca (PP) ao longo do ciclo da cultura. As plantas tratadas com o OE de
tomilho e 0 ACB MBI600 mantiveram a expressdo dos sintomas e severidade da doenca a
niveis de ~20%, até os 50 DAI, semelhante ao tebuconazole (controle quimico) e
significativamente diferente as plantas inoculadas e tratadas apenas com &gua, que
apresentaram nesse tempo de avaliacdo cerca de 50 % de severidade da doenca (Figura 9; A-
E). A partir desse periodo de avaliacdo, as plantas mostraram um incremento importante na
severidade da doenca até os 70 DAI, onde os tratamentos diferiram estatisticamente entre si
(P <0.05). O tratamento quimico apresentou 27.50 % no indice final da doenca, com baixo
nivel de desfolhamento, enquanto o indice da doenca para os tratamentos com base ao ACB
MBI600 e o OE de tomilho foram de 36.74 e 42.00 %, respectivamente, também com baixo
nivel de desfolhamento. Entretanto, as plantas tratadas apenas com &gua mostraram cerca de
70 % do indice final da doenca, com severo nivel de desfolhamento (Figura 9E).

Por fim, a intensidade acumulada da doenca no tempo foi expressa como AACPD, e 0s
valores mais altos foram registrados para as plantas inoculadas que nao receberam tratamento,
com AACPD de 2366. Por sua vez, as plantas tratadas com o OE de tomilho e ACB MBI600
apresentaram uma AACPD em média de 1176 e 1020, respectivamente, enquanto o
tebuconazole mostrou a menor AACPD (877), ou seja, a menor intensidade da doenga no

final do ciclo da cultura (Figura 9F).
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Figura 8. Fotografia da rea foliar infectada por Alternaria linariae em plantas de tomate (cv.
Santa Clara) tratadas com o 6leo essencial (OE) de tomilho e o agente de controle biol6gico
(ACB) Bacillus amyloliquefaciens MBI600. Plantas de tomate com sintomas da pinta preta 8
dias apos a inoculacdo, tratadas com OE de (A) tomilho (To), (D) ACB MBI600 (Ba), (G)
tebuconazole (Teb) e (J) agua destilada (Ad). (B, E, H e K) sintomas e &rea foliar infectada
da terceira folha e (C, F, | e L) estimacéo da area foliar infectada em plantas tratadas com To,
Ba, Teb, e Ad, respectivamente. (M) Barras com letras diferentes sdo significativamente
diferentes entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (P < 0.05).

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 9. Fotografias de plantas de tomate cv. “Santa Clara” com sintomas da pinta preta
(PP) aos 50 dias ap6s a inoculacdo (DAI) com Alternaria linariae, e tratadas com: (A) o
agente de controle biolégico (ACB) B. amyloliquefaciens MBI600, (B) 6leo essencial (OE) de
tomilho, (C) tebuconazole e (D) &gua. (E) Curva do progresso da doenca da PP do tomateiro
ao longo do ciclo da cultura e indice (severidade) final da doenca. Valores representam a
média do indice de doenca avaliada semanalmente. Os indices da doenca na Gltima semana de
avaliacdo (70 DAI) seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P <0.05). (F) Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD). Valores médios da
AACPD séo o resultado do indice acumulado da doenga. Barras com letras diferentes diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05). Tratamentos: OE de tomilho (To); ACB MBI600
(Ba); tebuconazole (Teb); agua destilada (Ad).

Fonte: Do autor (2022).
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4.3.3. Parametros de crescimento vegetativo

A altura das plantas apresentou diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0.05).
As plantas tratadas com o ACB MBI600 e tebuconazole mostraram médias com maior altura
de planta, 139.23 e 135.31cm, respectivamente, seguido pela altura das plantas tratadas com o
OE de tomilho (128.78 cm). Entretanto, as plantas controle alcancaram 120.44 cm de altura
média. No caso do didmetro do caule, as plantas que receberam tratamentos com base ao OE
de tomilho, ACB MBI600, e tebuconazole mostraram maiores didmetros de caule, quando

foram comparados com as plantas apenas tratadas com agua (Tabela 6).

O numero de folhas variou de maneira significativa (P <0.05) de acordo com 0s
tratamentos estudados. As plantas pulverizadas com o ACB MBI600 e tebuconazole
mantiveram um total de 12.83 e 13.5 folhas no final do ciclo da cultura, com minimo
desfolhamento, enquanto as plantas tratadas com OE de tomilho conservaram em média 11.50
folhas. Entretanto, o nimero de folhas foi negativamente afetado nas plantas tratadas apenas
com 4agua, com um registro de apenas 6.83 folhas, e isto foi traduzido em severo
desfolhamento (Tabela 6).

A resposta das plantas de tomate aos diferentes tratamentos afetou o peso Umido das
plantas (P <0.05). O maior peso das plantas (675 g) foi expresso pelas plantas tratadas com
tebuconazole, seguido das plantas tratadas com o ACB MBI600 e o OE de tomilho com
543.92 e 466.75 g, respectivamente, os quais foram estatisticamente diferentes dos valores
observados em plantas que ndo receberam tratamento, com média apenas de 328.58 g. Um
comportamento semelhante foi obtido com o peso seco, onde as plantas pulverizadas com
tebuconazole, o ACB MBI600 e o OE de tomilho apresentaram maior peso seco de plantas

quando comparados com plantas tratadas apenas com agua destilada (Tabela 6).
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Tabela 6. Respostas nos parametros de crescimento vegetativo e reprodutivos da cultura do tomateiro sob a aplicacdo do 6leo essencial (OE) de
tomilho e do agente de controle bioldgico (ACB) Bacillus amyloliquefaciens MBI600 no controle da pinta preta causada por Alternaria linariae.

Parametros do crescimento vegetativo' Parametros reprodutivos¥

Tratamento" Altura de planta  Didmetro de caule  Numero de Peso Umido de Peso seco de Peso de fruto Numero de Produtividade/

(cm) + SD* (mm) = SD folhas+SD  planta(g) +SD  planta (g) = SD (9) £ SD frutos/planta £ SD  planta (Kg) + SD
OE de Tomilho 128.78+4.99nY 16.17+0.66a 11.50+0.52c  466.75+120.07c  97.88+28.95b 125.91+9.56a 18.67+2.67a 2.34+0.32a
B. amyloliquefaciens 139.23+3.56a 16.00+0.87a 12.83+0.83b  543.92+93.83b  110.95+29.84b 131.11+5.48a 19.67+1.72a 2.58+0.27a
MBI600
Tebuconazole 135.31+4.37a 16.17+0.78a 13.50+0.52a 675.00+128.78a  130.16+28.98a 132.39+5.92a 19.33+2.71a 2.55+0.36a
Agua 120.44+6.95¢ 13.98+0.82b 6.83+0.94d  328.58+64.92d 68.82+14.30c 100.82+7.56b 17.50+1.45a 1.76+0.13b
CV (%)? 3.91 6.98 6.52 20.83 25.82 5.96 11.6 12.3

' Os parametros vegetativos, altura e diametro de caule foram avaliados aos 50 dias apés a inoculagéo (DAI), enquanto o nimero de folhas, peso Umido e seco
de planta foram avaliados no final do ciclo da cultura (70 DAI).

vV Os valores dos parametros reprodutivos sdo o resultado das colheitas acumuladas até o final do ciclo da cultura (70 DAI).

" Tratamentos testados: as pulverizagdes foliares do 6leo essencial de tomilho e o ACB B. amyloliquefaciens MBI600 foram aplicados nas concentracfes de
2000 e 1500 ppm, em intervalos de 7 dias. O tebuconazole foi aplicado em frequéncias de 15 dias, na concentracdo de 1000 ppm, segundo as recomendacdes
do fabricante. A &gua (controle negativo) foi também aplicada em intervalos de 7 dias.

*SD, € o desvio padrdo da média dos valores de dois experimentos diferentes (n = 12).

¥ Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05).

Z CV, coeficiente de variacao de Pearson.

Fonte: Do autor (2022).
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4.3.4. Parametros reprodutivos

O ndmero de frutos ndo foi afetado pelo efeito dos tratamentos, no entanto, o peso
médio de frutos apresentou diferencas significativas (P < 0.05). Observou-se que as plantas
tratadas com o ACB MBI600 e OE de tomilho mostraram pesos de frutos de 131.11 e
125.91 g, respectivamente, e ndo diferiram estatisticamente ao tebuconazole (132.39 g), ndo
entanto, as plantas tratadas com agua registraram uma gqueda consideravel nessa variavel, com
pesos de frutos de 100.82 g (Tabela 6).

Na soma acumulada das colheitas, as plantas de tomate tratadas com o ACB MBI600 e
0 OE de tomilho tiveram uma produtividade de 2.58 e 2.34 kg, respectivamente, semelhante
estatisticamente ao tebuconazole (2.55 kg) (P <0.05), sem apresentar prejuizos na
produtividade. Por outro lado, as plantas tratadas apenas com 4&gua exibiram uma
produtividade de 1.76 kg, o que significou uma perda na produtividade de 32 % (Tabela 6).

4.3.5. Correlagoes de Pearson

As variaveis epidemioldgicas como o indice da doenga e AACPD tiveram correlagdo
negativa significativa com os parametros de crescimento e produtividade. Tanto o indice da
doenca quanto a AACPD afetaram o desenvolvimento do diametro de caule, altura de planta,
peso Umido e seco de planta e nimero de folhas, ou seja, quanto maiores foram o indice da
doenca e AACPD, menores valores foram expressos nos parametros ja mencionados
(Tabela 7).

As caracteristicas reprodutivas como peso médio de frutos e produtividade por planta
foram afetadas negativamente pelo incremento dos parametros epidemiol6gicos, apresentando

alto indice de correlacdo (Tabela 7).

A variavel altura de planta afetou o numero de folhas, e por sua vez, esta teve influéncia
sobre 0 peso Umido e seco de planta. Por outro lado, tanto o peso de frutos quanto a
produtividade por planta, estiveram associados ao numero total de folhas. Por fim, a
produtividade por planta teve alta dependéncia tanto do nimero de frutos quanto do peso de
frutos (Tabela 7).
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Tabela 7. Média, desvio padréo e correlagBes com intervalos de confianca entre varidveis associadas aos parametros de crescimento vegetativo,
reprodutivo e epidemioldgicos.

Variavel M SD 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. Diametro de caule 15.58 1.41
2. Altura de planta 130.94 8.73 0.47**
[.21, .66]
3. Peso Umido de planta 503.56 162.43  0.50** 0.58**

[.25,.69]  [.36,.74]

4. Peso seco de planta 101.96  34.02 0.50** 0.52** 0.94**
[.26, .69] [.28,.70] [.90, .97]

5. Numero de folhas 1117 272 0.64** 0.74** 0.71%* 0.62**
[44,79]  [58 85  [53,.83]  [41,.77]

6. AACPD 1360.28 603.08 -0.64** -0.71%* -0.71%* -0.63** -0.95%*
[-79,-44] [-83,-54] [82,-53] [-78,-42] [-97,-.91]

7. indice da doenca 4377 1561  -0.62%* -0.72%* -0.74%* -0.65** -0.95%* 0.98**
[-77,-41] [-83,-55] [-.85-58] [-79,-45] [-97,-92]  [.96,.99]

8. Numero de frutos/planta 18.79 227 -0.01 0.32* 0.23 0.20 0.34* -0.34* -0.33*
[-.29, .28] [.04, .55] [-.06, .48] [-.09, .45] [.06, .57] [-57,-.06] [-.56,-.05]

9. Produtividade/planta 231 043 0.42** 0.62** 0.50%* 0.43** 0.75%* -0.75%* -0.74%* 0.81**
[16,.63]  [40,.77]  [25,.69]  [16,.63]  [59 .85 [-.86,-60] [-.84,-57] [.68,.89]

10. Peso de fruto 12256 1473  0.73** 0.67** 0.57** 0.50%* 0.85%* -0.87%* -0.86%* 0.20 0.74%*
[57,.84]  [47,.80]  [35.74]  [25 .68]  [75.92] [.93,-78] [-92,-76] [-09,.46]  [58,.85]

M e SD representam a média e desvio padrdo, respectivamente. Os valores entre colchetes indicam o intervalo de confianca de 95% para cada correlagéo.
* indica P < 0.05, ** indica P < 0.01.

Fonte: Do autor (2022).
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4.4. Atividade de enzimas relacionadas a defesa

O tratamento das plantas de tomate com o OE de tomilho e 0 ACB MBI600 néo
induziram um incremento significativo na atividade da peroxidase (POX) nas primeiras 96
horas apds a inoculagcdo (HAI) quando comparado com as plantas apenas inoculadas. No
entanto, as 144 HAI, a atividade enzimatica induzida pelo OE de tomilho e 0 ACB MBI600
foi superior em relacdo as plantas apenas inoculadas em 43.30 e 35.95 %, respectivamente. As
plantas pulverizadas com tebuconazole e ndo inoculadas exibiram baixa atividade da POX

durante todo o tempo de avaliacdo (Figura 10A).
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Figura 10. Atividade de enzimas de defesa em plantas de tomate tratadas com o 0leo
essencial (OE) de tomilho e o agente de controle biolégico (ACB) B. amyloliquefaciens
MBI600 ap6s a inoculacdo com Alternaria linariae. (A) Peroxidase (POX), (B) Polifenol
oxidase (PPO), (C) Fenilalanina amonio-liase e (D) B-1,3-glucanase (GLU). As barras
representam atividade enzimatica de plantas tratadas com o OE de tomilho (To), o ACB
MBI600 (Ba), Tebuconazole (Teb), plantas inoculadas (Inoc) e plantas ndo inoculadas (N&o
inoc). Barras com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05).
Valores representam a média de absorbancia nos diferentes tempos de coleta e as barras de
desvio indicam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2022).

O OE de tomilho e 0 ACB MBI600 ndo promoveram o aumento da atividade da PPO
nas primeiras 48 HAI, enquanto as 96 HAI as plantas tratadas com o ACB MBI600,
tebuconazole e apenas inoculadas foram superiores ao OE de tomilho em 42.30, 25.05 e
24.80 %, respectivamente. As 144 HAI, o ACB MBI600 promoveu um aumento significativo
da atividade PPO, sendo superior em 37.15 e 43.33 % em relacdo aos tratamentos com OE de

tomilho e plantas apenas inoculadas, respectivamente. Por outro lado, no final do periodo de
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avaliacdo (192 HAI) ndo houveram diferencas estatisticas entre tratamentos com a aplicacdo
de OE de tomilho, 0 ACB MBI600 e plantas apenas inoculadas. Entretanto, a atividade
enzimatica da PPO nas plantas tratadas com tebuconazole e plantas ndo inoculadas foram
significativamente inferiores em 60.90 e 58.39 %, respectivamente, em relacdo ao tratamento
com o ACB MBI600 (Figura 10B).

O comportamento da atividade enzimatica da fenilalanina aménio-liase (PAL) teve um
aumento constante ao longo do tempo, mas nem sempre apresentou diferencas estatisticas nos
diferentes tempos de avaliacio. As 48 HAI ndo houve diferencas entre os tratamentos, no
entanto, as 96 HAI o OE de tomilho e 0 ACB MBI600 melhoraram a atividade da PAL e
foram superiores em relacdo as plantas apenas inoculadas em 30.30 e 27.28 %,
respectivamente. Entretanto, ndo houve diferencas estatisticas as 144 HAI. As 192 HAI os
tratamentos com OE de tomilho, ACB MBI660, tebuconazole e plantas apenas inoculadas néo
apresentaram diferencas estatisticas entre si, mas foram superiores as plantas ndo inoculadas
em 47.98, 45.97, 43.02 e 41.87 %, respectivamente (Figura 10C).

As plantas tratadas com o ACB MBI600 apresentaram um aumento de 65.20 % na
atividade da B-1,3-glucanase (GLU) em relacdo as plantas apenas inoculadas as 48 HAI. As
96 HAI, a GLU exibiu a maior atividade em plantas tratadas com o OE de tomilho, mas sem
apresentar diferencas estatisticas em relacdo as plantas apenas inoculadas. Entretanto, as 144
HAI, a atividade da GLU nas plantas tratadas com OE de tomilho e ACB MBI600 foram
superiores as plantas apenas inoculadas em 25.16 e 15.21 %, respectivamente. O OE de
tomilho induziu a maxima atividade da GLU as 192 HAI, sendo superior ao tratamento com o
ACB MBI600 e plantas apenas inoculadas em 18.45 e 20.69 %, respectivamente. A atividade
de GLU foi menor no tratamento com tebuconazole e plantas ndo inoculadas durante a maior

parte do tempo de avaliagdo do experimento (Figura 10D).

4.5. Histoquimica de tecidos foliares infectados ou ndo infectados por Alternaria linariae

A aplicagdo do ACB MBI600 e o OE de tomilho em plantas de tomate afetadas pela PP
induziram maior acumulacao de compostos fendlicos. O acumulo desses compostos de defesa
comegou a se expressar as 48 HAI (24 horas apds o tratamento) e se manteve até as 192 HAI
(Figura 11), enquanto que as plantas apenas inoculadas e ndo inoculadas (controles)
apresentaram baixa presenca de fendis. Por outro lado, as plantas tratadas o ACB MBI600 e o
OE de tomilho apresentaram maior preservacdo dos tecidos infectados comparado com
plantas apenas inoculadas, as quais exibiram alta destruicdo dos tecidos infectados
(Figura 11).
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Figura 11. Fotomicrografias mostrando o acumulo de compostos fendlicos em tecidos
foliares de plantas de tomate infectadas com Alternaria linariae (48 e 192 horas ap6s a
inoculagdo (HALI)), e tratadas com o 6leo essencial (OE) de tomilho e o agente de controle
bioldgico (ACB) Bacillus amyloliquefaciens MBI600. Micrografias de secces foliares
transversais (8 um de largura) previamente emblocados em historesina. Tratamentos: A-B,
ACB MBI600; C-D, OE de tomilho; E-F, plantas apenas inoculadas; G-H, plantas nédo
inoculadas. Setas indicam a acumulagdo de compostos fenodlicos (coloragdo entre café e
amarelo escuro) depois da coloracdo com cloreto férrico. PP e PL indicam os tecidos do
parénquima palicadico e lacunoso, respectivamente.

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 12. Imagens de epifluorescéncia mostrando a deposic¢éo de calose em tecidos foliares
de plantas de tomate infectadas com Alternaria linariae (48 e 192 horas ap06s a inoculagdo
(HALI)), e tratadas com o 6leo essencial (OE) de tomilho e o agente de controle bioldgico
(ACB) Bacillus amyloliquefaciens MBI600. Micrografias de epi-fluorescéncia de sec¢des
foliares transversais (8 um largura) previamente emblocados em historesina. Tratamentos: A-
B, ACB MBI600; C-D, OE de tomilho; E-F, plantas apenas inoculadas; G-H, plantas néo
inoculadas. Regides de tecido foliar com alta intensidade de fluorescéncia indicam maior
acumulo de calose depois da coloracdo com azul de anilina (0.005 %) e sob observacdo no
filtro azul: Zeiss 49 (excitagdo = 365 nm; emisséo 445/50 (420-470 nm). PP e PL indicam os
tecidos do parénquima palicadico e lacunoso, respectivamente. FV, feixe vascular.

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 13. Imagens de epifluorescéncia do acimulo de lignina em tecidos foliares de plantas
de tomate infectadas com Alternaria linariae (48 e 192 horas apo6s a inoculagdo (HALI)),
tratadas com o Oleo essencial (OE) de tomilho e o agente de controle biolégico (ACB)
Bacillus amyloliquefaciens MBI1600. Micrografias de epi-fluorescéncia de seccbes foliares
transversais (8 um largura) previamente emblocados em historesina. Tratamentos: A-B, ACB
MBI600; C-D, OE de tomilho; E-F, plantas apenas inoculadas; G-H, plantas ndo inoculadas.
Regides de tecido foliar com alta intensidade de fluorescéncia indicam maior acumulo de
lignina depois da coloragdo com fucsina basica e sob observagdo no filtro vermelho: Zeiss 45
(excitacdo = 560/40 (540-580 nm); emissdo 630/75 (592,5-667,5 nm).

Fonte: Do autor (2022).
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O actmulo de calose foi observado com maior intensidade (fluorescéncia) em plantas
tratadas com o ACB MBI600 a partir das 48 HAI, enquanto as plantas sob tratamento de OE
de tomilho e controles apresentaram acumulo de calose em niveis extremamente baixos
(Figura 12). Essa deposicdo de calose foi ainda maior as 192 HAI em plantas tratadas com o
ACB MBI600, e especialmente mais abundante nas células do parénquima palicadico. O
tratamento com OE de tomilho também induziu alta presenca de calose as 192 HAI e foi
superior as plantas apenas inoculadas. Entretanto, as plantas ndo inoculadas, ndo exibiram

acumulo desse composto associado a defesa das plantas contra fitopatdgenos.

A presenca de lignina foi induzida pela aplicagdo do ACB MBI600 e do OE de tomilho,
e observada a partir das 48 HAI, enquanto quase ndo foi expressa em plantas apenas
inoculadas. A maior fluorescéncia nos tecidos pela presenca de lignina foi notada as 192 HAI,
sendo o tratamento com o ACB MBI600 que mostrou maior fluorescéncia nos tecidos,
produto do acumulo deste composto fendlico (Figura 13). Essa resposta foi superior as plantas
tratadas com o OE de tomilho. Nas plantas apenas inoculadas, o acimulo de lignina foi muito
reduzido, e pelo contrario, nos tecidos foliares de plantas ndo inoculadas ndo houve detec¢éao
de lignina as 192 HAL.
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5. DISCUSSAO

Os Oleos essenciais (OEs) e agentes de controle bioldgico (ACBs) tém sido propostos
como ferramentas alternativas e eco-amigaveis no controle de fitopatdgenos
(ELANCHEZHIYAN et al., 2018; MILJAKOVIC; MARINKOVIC; BALESEVIC-TUBIC,
2020; RAVEAU; FONTAINE; LOUNES-HADJ, 2020). Os diferentes componentes quimicos
dos OEs apresentam multiplos mecanismos de acdo, alterando varios processos bioldgicos dos
fungos (BASAK; GUHA, 2018). Enquanto ACBs como Bacillus amyloliquefacienes, diversos
mecanismos como inducdo de resisténcia e promocdo do crescimento, incrementam a
tolerdncia ao estresse bidtico e contribuem de maneira eficiente ao controle de doengas de
plantas (RADHAKRISHNAN; HASHEM; ABD-ALLAH, 2017; KOHL; KOLNAAR;
RAVENSBERG, 2019). Por tanto, essas formas de controle, tornam-se praticas confiaveis, de
amplo espectro e sustentavel no manejo de doencas (SHAFI; TIAN; JI, 2017; ARRAIZA et
al., 2018; GOWTHAM et al., 2018).

Neste estudo, os OEs de tomilho e capim-limao reduziram eficientemente o crescimento
micelial de Alternaria linariae sob condicdes in vitro. A eficacia de controle de fitopatdgenos
do OE de tomilho e capim-limdo tem sido associado ao efeito dos seus principais
componentes; o timol (KOWALCZYK et al., 2020) e citral (mistura de generial e neral),
respectivamente (LOPEZ-MENESES et al., 2017), constituindo compostos de alta atividade
antifingica (SELLAMUTHU et al., 2013; MOHAMMAD; EL-NAHAS; EDRIS, 2019) .

O OE de tomilho foi relatado por inibir o crescimento micelial de A. solani por acima de
80 %, em condicdes in vitro (RAGUPATHI et al., 2020), enquanto porcentagens inibicao
absoluta (100 %) foram encontradas neste estudo, quando as concentracdes foram superiores a
2000 ppm, o que indica que a capacidade de controle é dependente das doses, 0 que esteve em
concordancia com os resultados de Hong et al. (2018), onde a inibicdo do crescimento
micelial de A. alternata melhorou de acordo com o incremento das doses. No que se refere a
porcentagem de germinacdo de conidios, baixos indices de germinacdo (< 8 %) foram
observados, e ndo houve variagcOes significativas de acordo com as concentra¢Ges avaliadas.
Isto foi semelhante ao relatado por Hong et al. (2018), cujas porcentagens de germinagéo
conidios foram minimas (< 20 %) sob o efeito do OE de tomilho. O provavel mecanismo de
acdo do OE de tomilho no crescimento fangico, especificamente do timol, foi associado a
alteracdo do metabolismo de acidos graxos, incluindo o ergosterol da parede celular
(KOWALCZYK et al., 2020). Além desses efeitos, existe um incremento de espécies reativas

de oxigénio (ROS) e do estresse oxidativo, o qual causa um decrescimento na matriz de
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polimeros extracelulares (KOWALCZYK et al., 2020). Evidéncias adicionais, sugerem que, a
elevada concentracdo de monoterpenos oxigenados (timol) e hidrocarbonetos monoterpénicos
(p-cimeno) esteve relacionada a atividade antifingica do OE de tomilho sobre fungos
fitopatégenos (MOGHADDAM; MEHDIZADEH, 2020).

O OE de capim-limdo inibiu na sua totalidade o crescimento micelial em concentragdes
por acima de 2000 ppm, enquanto a germinacdo foi também controlada de maneira altamente
eficiente, similar ao OE de tomilho. A alta inibicdo do crescimento micelial e germinacéo de
conidios de A. tenuissina e Fusarium verticillioides j& foram relatados para o OE de capim-
limdo em condigdes in vitro (LOPEZ-MENESES et al., 2017). Por sua vez, o OE de capim-
limdo reduziu o crescimento micelial de A. solani até 84 % (SOWMYA et al.,, 2021),
enquanto porcentagens de controle absoluto foram observadas em A. alternata (MOUMNI et
al., 2021). Semelhantes niveis na reducéo do crescimento micelial foram vistos no controle de
Stagonoporopsis cucurbitacearum, agente causal do crestamento gomoso do caule do mel&o
(DALCIN et al., 2017), isto mostra, ndo sé a eficacia antifingica do OE de capim-limdo no
controle de diferentes espécies de Alternaria, sendo também de outros géneros de fungos. O
OE de capim-limdo tem sido considerado um agente antifungico multisitio, que exerce
atividade biol6gica sobre diferentes estruturas celulares (MOHAMMAD; EL-NAHAS;
EDRIS, 2019), com alteracdo da morfologia do micélio, incremento da permeabilidade da
membrana celular (ZHOU; TAO; JIA, 2014) e decrescimento no contetdo de lipidios e
ergosterol (TAO; OUYANG,; JIA, 2014).

Por outro lado, mesmo que o OE de melaleuca tenha sido relatado eficiente no controle
de vaérios fitopatogenos, por exemplo, Botrytis cinerea (YU et al., 2015), neste estudo nédo
foram observados importantes porcentagens de inibicdo do crescimento micelial, nem no
controle da germinacgdo de conidios em condi¢des in vitro, pelo contréario, houve reducdo no

controle com o aumento das concentracdes testadas.

O ACB B. amyloliquefaciens MBI600 ofereceu altos porcentagens de inibicdo do
crescimento micelial (> 85%), e seu nivel de controle ndo foi afetado pelas concentragdes
testadas, sendo em alguns casos superior aos tratamentos com OEs. A importante eficacia no
controle deste ACB poderia estar associada a possivel acdo antimicrobial de lipopeptideos
ciclicos extracelulares, cuja acdo antifingica tem sido bem documentada (CHOWDHURY et
al., 2015). Assim, as propriedades surfactantes e antimicrobiais do isolado SR1 de B.
amyloliquefaciens foram relatadas por inibir o crescimento de A. solani sob condigdes in vitro

(NANJUNDAN et al., 2019). Nessas mesmas condicOes, o crescimento de A. alternata foi
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suprimido pelo efeito da atividade de enzimas hidroliticas extracelulares de B.
amyloliquefaciens, que causou a quebra, enrugamento e deformacdo das hifas do fungo
(KAZEROONI et al., 2021). No nosso estudo, o ACB MBI600, ndo interrompeu a
germinacdo dos conidios, no entanto, assim que ocorreu a germinacdo dos conidios, 0s tubos
germinativos foram colonizados pelo ACB, sendo observado um vazamento do contetdo
celular (protoplasmatico), com a queda do crescimento do tubo germinativo. Esse mecanismo
de Bacillus spp. foi associado a atividade de peptideos ciclicos (iturinas), cujas caudas
hidrofobicas se insertam e interagem com as membranas celulares, formando poros, que
induzem a degradacdo das células e suas organelas (ZHAO et al., 2013; SHAFI; TIAN;
JI, 2017).

As aplicacbes foliares do OE de tomilho e 0 ACB MBI600 reduziram os sintomas e
indice da doenca da pinta preta (PP) do tomateiro. As plantas que receberam esses tratamentos
mantiveram um estado de sanidade superior do que plantas tratadas apenas com &gua, as quais
mostraram significativa destruicdo da area foliar. O OE de tomilho tem apresentado controle
efetivo de patdgenos em pdés-colheita (BANANI et al., 2018; VILAPLANA; PAZMINO;
VALENCIA-CHAMORRO, 2018), enquanto que em condi¢fes in planta, foi eficiente na
reducdo da severidade do mofo cinzento (B. cinerea) e murcha do tomateiro causada por
F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (BEN-JABEUR et al., 2015), porém, ndo existem
suficientes dados disponiveis no controle da PP, por tanto, este estudo seria um dos primeiros
em mostrar o alto potencial no controle da PP. A andlises ultraestrutural, demonstrou que a
atividade antifungica das sustancias fendlicas do OE de tomilho previne o crescimento e reduz
a viabilidade fangica, além de prevenir a penetracdo nos tecidos de frutos de tangerina por

causar interferéncia na membrana e parede celular (PERINA et al., 2015).

Comumente, as rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR, por suas siglas
em inglés) como B. amyloliquefaciens, sdo incorporados ao solo via drench no controle de
fitopatogenos associados ao solo, no entanto, com menos frequéncia sao realizadas aplicaces
foliares para o controle de doengas da parte aérea da planta. Estudos prévios relataram que a
aplicacdo de B. amyloliquefaciens ao solo, mostrou protecdo significante (71 %) contra a
antracnoses na cultura do pimentdo (GOWTHAM et al., 2018), do mesmo modo, o mofo
cinzento (Botrytis pelargonii) e mancha de alternaria (A. alternata) foram também suprimidos
em plantas de pimentdo tratadas com B. amyloliquefaciens (KAZEROONI et al., 2021).
Entretanto, a aplicacdo foliar pré e pds-inoculagéo de filtrados de culturas de B. subtilis e B.

amyloliquefaciens reduziram o tamanho e frequéncias das lesdes causadas por varias espécies
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Alternaria em plantas de Impatiens walleriana (planta modelo) em 68 % e 81 %,
respectivamente, sugerindo-se uma atividade de controle tipo preventivo e curativo (ALI et
al.,, 2016), isto demonstra que, as aplicacbes na parte aérea podem oferecer valores
significativos na reducdo dos sintomas causadas por Alternaria spp, assim como foi
observado neste estudo, no qual, o indice da doenca da PP foi reduzida até 54 %. De tal modo,
as aplicacgdes foliares, poderiam ter vantagens praticas como: facilitar o processo e diminuir o
tempo de aplicagdo de produtos com base de Bacillus spp., com resultados altamente

satisfatorios.

O tratamento com o OE de tomilho ndo forneceu um incremento significativo no
desenvolvimento vegetativo das plantas quando comparado com o0 ACB MBI600. Este Gltimo
propiciou importantes efeitos na promocao do crescimento (altura de planta, peso Umido e
seco de planta) e sobre todo, incremento da produtividade, sem apresentar diferencas com o
tebuconazole. Isto indica que, as aplicacGes foliares do ACB MBI600, além de melhorar a
sanidade das plantas infectadas com a PP, poderiam contribuir para a melhoria no
desempenho da cultura em condicdes de estresse bidtico. Estudos prévios demonstraram que a
inoculagdo com B. amyloliquefaciens incrementou o crescimento e sanidade das plantas
afetadas por A. alternata e B. pelargonii no pimentdo (KAZEROONI et al., 2021). O aumento
da biomassa e atributos de crescimento também melhoraram significativamente em plantas de
tomateiro inoculadas com B. amyloliquefaciens RWL-1 sob a infeccdo de F. oxysporum f. sp.
lycopersici (SHAHZAD et al., 2017). Essa promocao do crescimento e reducdo da murcha do
tomateiro causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici foram também observadas por Maung
et al. (2017) em plantas tratadas com B. amyloliquefaciens YI. O efeito na promoc¢éo do
crescimento tem sido associado a producdo de acido indolacético (AlA) por varios isolados de
B. amyloliquefaciens (IDRIS et al., 2007; JI et al., 2021). Este hormdnio estd envolvido na
elongacdo, divisdo e diferenciacdo celular, estimulando o desenvolvimento geral da planta
(BUNSANGIAM et al.,, 2021). A producdo de giberelinas e acidos organicos por B.
amyloliquefaciens RWL-1 forneceu também uma melhora no crescimento e indugdo de
resisténcia ao estresse biotico e abidtico (SHAHZAD et al.,, 2016). Por outro lado, a
estimulacdo das métricas de crescimento observadas em plantas de pimentdo inoculadas com
B. amyloliquefaciens esteve associada a melhora na absorcdo de nutrientes (KAZEROONI et
al.,, 2021). O anteriormente exposto, permite inferir que, a ampla gama de metabdlitos
secundarios, hormdnios de crescimento e compostos organicos produzidos por Bacillus spp.

poderiam explicar que, a possivel producdo de algum desses compostos pelo ACB MBI600,
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estimulou o crescimento vegetal nas plantas de tomate avaliadas no nosso estudo. Por outro
lado, embora Bacillus spp. tenha mostrado efeitos altamente importantes na promocdo do
crescimento e controle de varias doencas em plantas, poucos trabalhos chegaram a avaliar o
efeito sobre a produtividade do tomateiro infectado pela PP. Por tanto, os resultados
apresentados neste estudo indicam que a aplicacdo do ACB MBI600 incrementa a
produtividade do tomateiro. Isto corrobora com os resultados obtidos por Elanchezhiyan et al.
(2018), onde foi observado que a aplicacdo via drench + pulverizacdo foliar de B.
amyloliquefaciens FZB24 incrementaram a produtividade no tomateiro quando infectado com
F. oxysporum f. sp. lycopersici, com resultados semelhante & testemunha quimica. A
consisténcia desses dados suporta o alto potencial na promocdo da produtividade que o
isolado MBI600 ofereceu no presente estudo, apontando ser considerado um forte
complemento e/ou equivalente do controle quimico no manejo da PP do tomateiro, além de
poder ser uma ferramenta conveniente na prevencdo do desenvolvimento de resisténcia a

fungicidas por populacdes de Alternaria spp. consideradas agentes etioldgicos da PP.

A inducdo de resisténcia sistémica induzida (ISR, por suas siglas em inglés) é um
mecanismo de resisténcia ativa dependente de barreiras fisico-quimicas elicitadas por agentes
de origem bidtica ou abidtica (ELANCHEZHIYAN et al., 2018). Assim, a ISR tem sido
elicitada pela aplicacdo de diferentes indutores (elicitores) de origem biolégica, incluindo
PGPR e em menor nimero de relatos, OEs de plantas (CHOWDHURY et al., 2015;
ARRAIZA et al., 2018). Dentre esses mecanismos que contribuem & melhora da defesa das
plantas contra o ataque de fitopatdgenos encontra-se o incremento da atividade de enzimas
relacionadas a defesa (VANITHA; NIRANJANA; UMESHA, 2009). No presente estudo, a
aplicacdo do ACB MBI600 e o OE de tomilho elicitaram o incremento da atividade da
peroxidase (POX), polifenol oxidase (PPO) e B-1,3-glucanase (GLU), e em menor magnitude
a fenilalanina amoénia-liase (PAL). Vérios isolados da PGPR B. amyloliquefaciens (p. ex:
FBZ24, FZB42, YTB1407, SQRT3 e MBI600) elicitaram ISR através da ativacdo de enzimas
e genes relacionados a defesa contra uma ampla gama de fitopatogenos (CHOWDHURY et
al., 2015; LI et al.,, 2017, ELANCHEZHIYAN et al., 2018; GOWTHAM et al., 2018;
DIMOPOULOU et al., 2019; WANG et al., 2020). Entretanto, o OE de tomilho também foi
relatado por desencadear esse efeito (BILL et al., 2014; BEN-JABEUR et al., 2015; BANANI
etal., 2018).

Estudos prévios relataram que B. amyloliquefaciens FBZ24 induziu a atividade das

enzimas POX, PPO e PAL, o qual foi associado ao controle da murcha do tomateiro causada
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por F. oxysporum f. sp. lycopersici (ELANCHEZHIYAN et al., 2018), enquanto plantas de
pimentdo inoculadas com B. amyloliquefaciens mostraram também um incremento da POX,
PPO, PAL e GLU no controle da antracnose (Colletotrichum truncatum) (GOWTHAM et al.,
2018). B. subtilis induziu a melhora dos niveis da PAL em plantas de tomateiro no controle da
mancha bacteriana e podriddo mole causadas por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e
Erwinia carotovora subsp. carotovora, respectivamente (CHANDRASEKARAN; CHUN,
2016; CHANDRASEKARAN et al., 2017). Por sua vez, a aplicacdo do OE de tomilho
induziu o incremento da atividade da POX no tomateiro, 0 que esteve relacionado a reducédo
da severidade da doenga do mofo cinzento (B. cinerea) e murcha do tomateiro (F. oxysporum
f. sp. lycopersici) (BEN-JABEUR et al., 2015). Similarmente, o tratamento OE de tomilho e
cobertura de quitosana aumentou a expressao da POX, PAL, GLU e quitinase no controle da
antracnose em abacate (Persea americana) (BILL et al., 2014). Em pos-colheita, 0 OE de
tomilho desencadeou a resposta de defesa em frutos de macd (Malus domestica), ativando o
sistema enzimético de defesa e incrementando os niveis transcricionais de mRNA do gene
PR-8 (que codifica a quitinase), com contribui¢do na reducdo do mofo cinzento causado por
B. cinerea (BANANI et al., 2018).

Além dos efeitos na ativacdo de enzimas relacionadas a defesa, B. amyloliquefaciens foi
relatado por elicitar a expressdo de genes (PR-1a, LOX, ERF1, PDF1.2) ativados pelas vias de
sinalizacdo dependentes do &cido salicilico (AS) e acido jasmonico/etileno (AJET) (WU et
al., 2018; WANG et al., 2020). Essas vias de sinalizacdo foram em alguns casos relatadas
como antagonistas (VAN WEES; VAN DER ENT; PIETERSE, 2008; WANG et al., 2020),
embora também haja relatos onde, ambas as vias de sinalizacdo (SA e JA/ET), agem em
sinergismo (NIU et al., 2011; DIMOPOULOU et al., 2019).

No nosso estudo, a alta atividade da POX em plantas tratadas com o ACB MBI600 e o
OE de tomilho poderia ter controlado e mantido os niveis de ROS em concentracdes
relativamente menos tdxicas nas plantas infectadas por A. linariae. O excesso de H2O2 pode
levar a um incremento da atividade da POX (CHANDRASEKARAN; CHUN, 2016), a
mesma que pode atuar como co-substrato na oxidacdo de compostos fendlicos enquanto
consume H>O2 (FRANCOZ et al., 2015; SHIGETO; TSUTSUMI, 2016). Por sua vez, a PPO
comumente interage com a POX para promover a limpeza de ROS (HASANUZZAMAN et
al., 2020). No nosso estudo, ambas enzimas tiveram um comportamento muito semelhante ao
longo do tempo, 0 que aponta o possivel sinergismo entre essas duas enzimas. A PPO é

também importante na oxidagdo de compostos fendlicos, formando quinonas, as quais podem
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reticular ou alquilar proteinas (CONSTABEL; BARBEHENN, 2008). Esse complexo
proteina—o-quinona, reduz o valor nutricional celular, diminuindo a velocidade de avanco dos
patdgenos nos tecidos (BOECKX et al., 2015).

No nosso estudo, embora a atividade da PAL ndo tenha sido significativa em alguns dos
tempos de avaliacdo, sua atividade incrementou ao longo tempo e foi frequentemente superior
em tratamentos com o OE de tomilho e 0 ACB MBI600. Essa melhora na atividade da PAL,
pode ter elicitado a sintese do AS, e assim, a inducdo de resisténcia sistémica (WU et al.,
2019). A PAL, através da desaminacdo da fenilalanina produz a formacéo de &cido trans-
cinamico, precursor da biossintese de AS (DZHAVAKHIYA; OZERETSKOVSKAYA,;
ZINOVYEVA, 2007), ademais, € uma enzima responsavel pela ativacdo da via dos

fenilpropanoides, importante na sintese de fendis (KONG, 2015).

Nossos resultados também indicam que o OE de tomilho e 0 ACB MBI600 induziram
uma alta atividade da GLU ao longo do tempo quando foram aplicados a plantas de tomate
infetadas por A. linariae. A atividade hidrolitica da GLU desempenha um papel importante na
degradacdo das ligacOes [B-1,3/1,6-glucano das paredes de fungos parasitas de plantas,
inibindo seu crescimento e liberando grandes quantidades de elicitores, os quais induzem a
sinteses de fitoalexinas e compostos fendlicos (BALASUBRAMANIAN et al., 2012;
FRANZENER et al., 2018). Tais fatos poderiam ter contribuido a melhora da resisténcia e o

controle da PP em plantas de tomate infectadas por A. linariae.

Os tratamentos com base ao ACB MBI600 e o OE de tomilho induziram a acumulacéo
de fendis, calose e lignina. Esse efeito foi observado a partir das 48 horas ap6s a inoculacao
(HALI), e mantido ao longo do tempo (até 192 HALI), sendo superior aos tratamentos controles.
A inducdo da resisténcia por PGPR envolveu processos relacionados a melhora na deposicao
de calose e lignificacdo de tecidos, o que estimulou a formacdo de barreiras estruturais que
pode ter limitado o desenvolvimento do patégeno nos locais da infeccdo (KLOEPPER; RYU;
ZHANG, 2004; LU; ZHOU; CHEN, 2017; WU et al., 2019). Frequentemente, a deposicao de
calose e compostos fenolicos inicialmente ocorre abaixo dos sitios de formagao do apressorio
fangico (CHOWDHURY et al., 2015). No entanto, a deposicdo de calose pode ser observada
em locais distais da &rea das epidermes foliar a medida que ocorre o avango da colonizacao
(SHETTY et al., 2009). Tal fato esta em concordancia ao nosso estudo, onde a deposicao de
calose, inicialmente foi observada nos tecidos proximos a epidermes, progredindo para as
células do mesofilo e finalmente (192 HAI) encontrado espalhado em todo o tecido da secéo

transversal da lamina foliar. O OE de tomilho incrementou o conteGdo de compostos
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fendlicos em plantas de tomate infectadas pelo mofo cinzento (B. cinerea) e murcha do
tomateiro (F. oxysporum f. sp. lycopersici) e isso foi associado ao incremento da produgéo de
ROS, mediado pela atividade da POX (BEN-JABEUR et al., 2015). A acumulacdo de
compostos fenolicos pelo efeito da aplicacdo de OEs teve um efeito significativo no
incremento da atividade antioxidante em plantas de mirtilo (WANG; WANG; CHEN, 2008).
Por tanto, nossos resultados indicam que o acumulo de lignina e compostos fenois nos tecidos
foliares de tomate infectados com A. linariae e tratados com o0 ACB MBI600 e OE de tomilho
provavelmente esteve relacionado com a alta atividade da POX e PPO (ELANCHEZHIYAN
etal., 2018).

Por fim, no nosso trabalho foi observado que o OE de tomilho e 0 ACB MBI600
mostraram alta atividade antifingica e efeitos na inducéo de resisténcia, através da ativacao
de enzimas de defesa, assim como outras mudancgas bioquimicas associadas ao acumulo de
compostos fendlicos, calose e lignina em plantas de tomate infectadas por A. linariae. Isso
torna ao OE de tomilho e ao ACB MBI600 em produtos com efeitos mdltiplos e altamente
potenciais no controle da PP, com amplas expectativas que possam ser inseridos nos
programas de rotacdo com fungicidas quimicos, o que poderia contribuir grandemente na luta
contra a resisténcia a fungicidas atualmente usados no controle da PP como sdo as

estrobilurinas e boscalidas.
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6. CONCLUSOES
Os oOleos essenciais (OEs) de tomilho, capim-limdo e o agente de controle bioldgico
(ACB) Bacillus amyloliquefaciens BMI600 reduziram substancialmente o crescimento

micelial e a germinacgéo de conidios de A. linariae sob condi¢es in vitro.

A aplicacdo do ACB BMI600 e o OE de tomilho reduziram a severidade da pinta preta
(PP) e ativaram o sistema enzimatico de defesa em plantas de tomate infectadas com A.

linariae sob condicGes de casa de vegetacao.

O ACB BMI600 mostrou efeitos multiplos quando aplicados a plantas infectadas com
A. linariae, isto é: inducdo de resisténcia, promocdo do crescimento e produtividade,

tornando-se um produto altamente potencial no controle da PP do tomateiro.
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