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RESUMO

Nanoformulacéo de fungicidas a partir de dleos essenciais

A cultura de tomate esta entre as principais commodities agricolas brasileiras, e figura
entre as principais hortalicas cultivadas do mundo. Embora com elevada importancia
econOmica, a cultura apresenta suscetibilidade a um amplo espectro de pragas e doengas.
Doencas como a pinta preta de tomateiro, ocasionada pelo fungo Alternaria spp. podem
reduzir a produtividade da cultura, e gerar perdas substanciais quando ndo controlada.
Existem no mercado grande nimero de produtos recomendados para seu controle, e
aproximadamente 35% do numero total de produtos para a cultura sdo recomendados para
controle da Alternaria. Problemas ambientais, contaminacéo alimentar, resisténcia microbiana
aos ingredientes ativos ja existentes sdo alguns dos motivos que impulsionam pesquisas com
novas estratégias de manejo. Neste sentido, formulacdes com O6leos essenciais oriundos de
plantas aromaticas poderiam contribuir para uma agricultura eficiente e sustentavel, caso
atrelada a técnicas de agricultura “nano”. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi utilizar a
nanotecnologia para desenvolver formulac6es de fungicidas a partir de 6leos essenciais, para
controle da pinta preta de tomateiro. Os experimentos foram desenvolvidos na Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” durante os anos de 2019 a 2021. Primeiramente 0s
Oleos essenciais foram avaliados quanto ao seu efeito direto na inibicdo do crescimento
micelial de isolados de Alternaria spp., e caracterizados quimicamente quanto a sua
composicao. Os 0Oleos essenciais promissores foram testados para o controle da pinta preta de
tomateiro em condicGes de casa de vegetacdo. Apos selecdo do dleo essencial promissor
desenvolveram-se as nanoformulagdes, gerando 37 produtos, e estes foram testados quanto a
sua eficiéncia no controle de Alternaria linariae in vitro, e da doenca em tomateiro. Os
resultados de eficiéncia das nanoformulacGes foram analisadas estatisticamente e selecionadas
para as analises de caracterizacdo e estabilidade fisico-quimica e atividade bioquimica. Os
Oleos essenciais A, B, C e E apresentaram controle do crescimento micelial de isolados de
Alternaria spp. em baixas doses. Os 6leos essenciais possuem satisfatorio controle da pinta
preta de tomateiro em condicOes de casa-de-vegetacdo na dose de 2,5 pL mL?t As
nanoformulages a partir do 6leo essencial E controlaram eficientemente a Alternaria spp. em
condicdes in vitro, e a doenca na planta. As formulacBes 1, 5, 9, 10 e 18 apresentaram
tamanho médio inferior a 300 nm, sem que ocorressem grandes alteraces na sua composi¢ao
fisico-quimica até 150 dias de armazenamento, demonstrando estabilidade de prateleira. A
formulacdo 9 se destacou devido as suas caracteristicas de tamanho, polidispersdo, potencial
zeta e concentracdo de particulas. As formulagdes 1, 9, 10 e 23 induziram resisténcia em
tomateiro, auxiliando na ativacao inerente da planta contra a pinta preta de tomateiro, através
das enzimas guaiacol peroxidase ¢ B, 1-3 glucanase. As nanoformulaces desenvolvidas
recebem destaque, pois o0s produtos desenvolvidos sdo altamente eficazes no controle da pinta
preta de tomateiro atuando através do controle direto e inducdo de resisténcia. Além disso,
fungicidas desenvolvidos a partir 6leos essenciais garantem a sustentabilidade do sistema de
manejo de plantas, contribuindo substancialmente na oferta de alimento seguro para futuras
geracdes.

Palavras-chave: Sustentabilidade, Formulagdo, Biofungicidas, Compostos naturais, Pinta
preta de tomateiro, Alternaria spp.



ABSTRACT
Nanoformulation of fungicides from essential oils

The tomato crop is among the main Brazilian agricultural commodities, and is among
the main cultivated vegetables in the world. Although of high economic importance, the crop
is susceptible to a wide spectrum of pests and diseases. Diseases such as the black spot of
tomato, caused by the fungus Alternaria spp. they can reduce the productivity of the crop, and
generate substantial losses when not controlled. There are a large number of products
recommended for your control on the market, and approximately 35% of the total number of
products for culture are recommended for control of Alternaria. Environmental problems,
food contamination, microbial resistance to existing active ingredients are some of the reasons
that drive research with new management strategies. In this sense, formulations with essential
oils from aromatic plants could contribute to an efficient and sustainable agriculture, if linked
to “nano” farming techniques. Therefore, the objective of this work was to use
nanotechnology to develop fungicide formulations from essential oils, to control the black
spot of tomato. The experiments were carried out at the “Luiz de Queiroz” College of
Agriculture during the years 2019 to 2021. Firstly, essential oils were evaluated for their
direct effect on inhibiting the mycelial growth of Alternaria spp. its composition. The
promising essential oils were tested to control the black spot of tomato in greenhouse
conditions. After selecting the promising essential oil, nanoformulations were developed,
generating 37 products, and these were tested for their efficiency in controlling Alternaria
linariae in vitro, and the disease in tomato plants. The efficiency results of the
nanoformulations were analyzed statistically and selected for the analysis of characterization
and physical-chemical stability and biochemical activity. Essential oils A, B, C and E showed
mycelial growth control of Alternaria spp. in low doses. The essential oils have satisfactory
control of the black spot of the tomato under greenhouse conditions at a dose of 2.5 pL mL™.
Nanoformulations from essential oil E efficiently controlled Alternaria spp. in vitro
conditions, and the disease in the plant. Formulations 1, 5, 9, 10 and 18 showed an average
size of less than 300 nm, without major changes in their physical-chemical composition until
150 days of storage, demonstrating shelf stability. Formulation 9 stood out due to its
characteristics of size, polydispersity, zeta potential and particle concentration. Formulations
1, 9, 10 and 23 induced resistance in tomato plants, assisting in the plant's inherent activation
against tomato black spot, through the enzymes guaiacol peroxidase and B, 1-3 glucanase. The
developed nanoformulations are highlighted, since the products developed are highly effective
in controlling the black spot of tomato, acting through direct control and resistance induction.
In addition, fungicides developed from essential oils ensure the sustainability of the plant
management system, contributing substantially to the provision of safe food for future
generations.

Keywords: Sustainability, Formulation, Biofungicides, Natural compounds, Black spot of
tomato, Alternaria spp.
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com o agente indutor (-72 horas) e inoculadas (I) a 0 hora com isolado 11l de Alternaria spp.
OU COM AgUA (2° EXPEIMENTO). ...uvieeieiee et e ettt et e e stee e st e e et e e et e e et e e e s e e e snaeeesnneeeanseeeanes 46
Tabela 10. Teste de comparacdo de médias para 0 experimento de plantas de tomate
pulverizadas com 100% da dose dos formulados as -72 h e inoculadas com o isolado Il de
Alternaria SPP. @ 0 N 70
Tabela 11. Area abaixo da curva do progresso da atividade bioquimica (AACPab) em folhas
de tomate submetidas a pulverizacdo com os indutores + agua (A) ou inoculacdo (1), nos
experimentos | € 11, reSPECtIVAMENTE. ..........coiiiieiiie e 88
Tabela 12. Severidade (S), eficiéncia de controle (EC), area abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS), numero de lesbes (NL) e area abaixo da curva de progresso das lesdes
(AACPL) para plantas de tomate pulverizadas com os formulados (F) e inoculadas com o
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1 INTRODUCAO

A producdo de tomate alcancou uma area total de 55,6 mil ha no Brasil no ano de
2020, e aproximadamente 65% desta area é destinada para cultivo de tomate de mesa. Neste
mesmo ano, a producdo foi de 3,9 milhdes de toneladas e embora apresente reducéo da area
plantada e da producdo, o rendimento por area tem aumentado nos ultimos anos (IBGE,
2021).

A cultura de tomate é afetada por diversas doencas, dentre elas esta a pinta preta
ocasionada por fungos do género Alternaria, sendo uma das mais comuns e que vem
ocasionando reducdo no rendimento e na qualidade da producdo agricola. A Alternaria solani,
como €& amplamente conhecida, foi reclassificada para Alternaria linariae, espécie
predominante na cultura de tomate (WOUDENBERG et al., 2014).

O controle de doencas de plantas ocorre principalmente através do controle quimico,
no entanto, sua utilizagdo de forma indiscriminada pode resultar em poluicdo ambiental,
selecdo de patdgenos resistentes aos principios ativos utilizados (SILVA JUNIOR; BEHLAU,
2018), além de colocar em risco a saude do agricultor e também do consumidor final (GAUR;
SHARMA, 2010). Dessa forma, buscamos na natureza produtos menos toxicos e eficientes no
controle de doencas de plantas.

Uma alternativa é o uso de Oleos essenciais. Os 0Oleos essenciais (EO) sdo naturais
produzidos pelo metabolismo secundario em plantas aromaticas, contendo compostos
aromaticos volateis (ABD EL-GAWAD, 2016), altamente antimicrobianos e biologicamente
ativos. Além disso, os 6leos essenciais vem ganhando destaque na agricultura, pois possuem
caracteristicas importantes como atividade antibacteriana, antifingica e inseticida.

Para fungos do género Alternaria, os Oleos essenciais podem reduzir/inibir o
crescimento micelial, producdo e germinacdo de esporos, prejudicando a morfologia e
integridade das membranas (WAN et al., 2019), além de promover ativacdo de mecanismos
de defesa da planta contra os patdogenos (STANGARLIN et al., 2011). A ativacdo destes
mecanismos envolve principalmente a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
metabolismo oxidativo e alteracGes estruturais (MURPHY, 2013).

A aplicacdo de Oleos essenciais em plantas pode ser prejudicada devido a sua alta
volatilidade, baixa estabilidade e solubilidade em agua, rapida degradacédo e dificuldade de
atravessar membranas, o que prejudica sua performance em aplicacdes (BONIFACIO et al.,
2014). Para melhorar a eficiéncia de formulacBes com dleos essenciais, tém sido utilizadas

abordagens novas como a nanotecnologia. Exemplo positivo pode ser observado no trabalho
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de Mossa et al. (2021), que verificaram eficiéncia de controle de uma doenca do pepino
causada pelo fungo Alternaria, utilizando nanoemulsBes dos 6leos essenciais de Syzygium
aromaticum e Nigella sativa.

Devido ao fato da cultura de tomate ser economicamente importante para o mundo, e pela
busca por ferramentas mais sustentiveis no controle de doengas comuns, como a pinta preta
de tomateiro estar aumentando, nossa linha de pesquisa recebe impulso inovador. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi responder as seguintes perguntas:

(i) Os oleos essenciais inibem o crescimento micelial de isolados de Alternaria spp.?

(if) Os dleos essenciais sao eficientes no controle da pinta preta em plantas de tomate?

(iii) Nanoformulagbes de fungicidas com 6leo essencial sdo eficientes no controle de

Alternaria spp. in vitro e da pinta preta em plantas de tomateiro?

(iv) As nanoformulagdes desenvolvidas a partir de 0leo essencial apresentam estabilidade

fisico-quimica?

(v) As nanoformulacdes promovem inducdo de resisténcia contra a pinta preta de

tomateiro?
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cultura de tomate

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é um dos vegetais mais consumidos no mundo,
além de ser base para outros produtos alimenticios (COYAGO-CRUZ et al., 2019). Hortalica
de grande aceitacdo no mercado consumidor, que aliado ao seu elevado valor nutricional e
fonte de vitaminas A e C, sais minerais como potassio e magnésio, proporcionam expressiva
producéo no Brasil e no mundo (MELO et al., 2014).

O cultivo do tomate pode ocorrer em diversas regides, podendo ser cultivado em
varios paises, devido seu desenvolvimento ocorrer em condi¢des de clima tropical, subtropical
e temperado. Do total de tomate produzido no mundo, na ordem de aproximadamente 130
milhdes de toneladas por ano, 88 milhdes de 33 toneladas sdo consumidas in natura enquanto
que os 42 milhdes de toneladas restantes sdo destinadas a industria (FOODNEWS, 2020).

A producdo global de tomate € 5,1% maior dos ultimos anos (FOODNEWS, 2020), e
0 Brasil encontra-se em oitava colocacdo no ranking de producdo de tomate. De acordo com
Rodrigues (2016), a cultura de tomate apresenta elevada importancia no agronegocio
brasileiro, em especial no segmento das hortalicas, criando cerca de 300 mil vagas de
trabalho, sendo 280 milhdes de reais gerados s6 com méo-de-obra. O tomate gera 16% do
PIB, movimentando valores superiores a 2 bilhdes de reais.

Devido a sua adaptacdo as condices climaticas do Brasil, pode ser facilmente
cultivado em praticamente todos os estados (FILGUEIRA, 2008). Embora a area destinada a
producdo tenha reduzido nos ultimos anos, a produtividade (producdo por unidade de area)
tem aumentado (4,2% de 2017 a 2020) (IBGE, 2021), alcancando a média de 71 t ha%, isso so
foi possivel gracas as tecnologias desenvolvidas constantemente.

Um dos principais fatores que causa sazonalidade no volume de producéo e no preco
do tomate no pais esta relacionado com a pressdo de um amplo nimero de pragas e doencas
(FILGUEIRA, 2008), além da diversidade das condicdes climaticas existentes, que permitem
o desenvolvimento da doenca em alguns periodos do ano. Dessa forma, a resiliéncia de
culturas com tamanha importancia econdmica precisa ser aumentada a fim de garantir alta

produtividade e oferta no mercado consumidor de maneira constante.
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2.2 Doengas

Durante seu ciclo de vida, as plantas sdo expostas a multiplos estresses ambientais,
tanto abidticos como bidticos, influenciando seu crescimento e desenvolvimento. Os fatores
bidticos podem ter uma influéncia benéfica no crescimento das plantas, como na simbiose,
mas também efeitos negativos, como herbivoria, infeccdo por patdgenos ou alelopatia
(CIURA; KRUK, 2018). Dessa forma, alguns fitopatdgenos representam grande ameaca a
produtividade das culturas e ao abastecimento de alimento para a crescente populacéo
mundial (ZAIDI; MUKHTAR; MANSOOR, 2018).

A cultura de tomate pode ser afetada por mais de uma centena de doencas, que
ocorrem desde a emergéncia e durante todo o seu ciclo. Sob condi¢es normais de cultivo,
entretanto, poucas delas ocorrem simultaneamente; a presenca e a intensidade de cada uma
vai depender basicamente da resisténcia da cultivar, da populagdo do patdgeno e vetores, da
viruléncia e das condi¢bes ambientais (LOPES; REIS, 2011). Segundo estes autores, 0
tomateiro € suscetivel a doengas como: a podriddo de colo, murcha de verticilio, murcha de
esclerdcio, pinta preta, septoriose, cranco bacteriano, pinta bacteriana, topo amarelo, mosaico

dourado do tomateiro, nematoide de galhas e a murcha de fusarium.
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Numero de produtos recomendados para a cultura do tomate

34.87% - Alternaria solani
Phytophthora infestans

Septoria lycopersici
Xanthomonas vesicatoria
Sclerotinia sclerotiorum
Stemphylium solani

Clavibacter michiganensis michiganensis
Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum coccodes
Pectobacterium subs. carotovorum
Meloidogyne incognita
Meloidogyne javanica

Fulvia fulva

Pseudomonas syringae pv. tomato
Erwinia carotovora

Fusarium oxysporum

Botrytis cinera

Cladosporium fulvum
Colletotrichum phomoides
Corynebacterium michiganense
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
Pratylenchus brachyurus

Pythium spp.

Total=628

Figura 1. Nimero de produtos recomendados para controle de doencas na cultura de
tomate. Pesquisa realizada na Plataforma AGROFIT do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento durante o més de marco de 2021.

Devido ao nimero de doengas, existem no mercado grande numero de produtos
registrados para seu controle. De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), as doencas que mais apresentam produtos registrados para controle
sdo (em ordem decrescente de numero de registros): (i) pinta preta (Alternaria solani) com
219 produtos, (ii) requeima (Phytophthora infestans) com 184 e (iii) mancha de septoria
(Septoria lycopersici) com 94 produtos registrados (Figura 1) (MAPA, 2021).

A pinta preta é responsavel por 34,87% do numero total de produtos recomendados. O
grande nimero de produtos registrados para o controle desta doengca mostra sua importancia
no cenario brasileiro, além do interesse das empresas detentoras de tecnologias em minimizar

as perdas.

2.3 Pinta preta de tomateiro

Dentre as varias doencas que afetam as lavouras de tomate, a pinta preta ocasionada
por fungos do género Alternaria sdo comuns em todas as lavouras do mundo. A Alternaria

solani, como é amplamente conhecida, foi reclassificada por (WOUDENBERG et al., 2014),
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alterando sua nomenclatura para Alternaria lineariae. Este fungo pode infectar as plantas em
todos os estadios de desenvolvimento, causando perdas considerdveis na colheita (BASHIR et
al., 2016).

Favorecida por periodos de altas temperaturas e umidade, a pinta preta de tomateiro é
uma doenga policiclica, cujos primeiros sintomas sdo verificados nas folhas mais velhas, e
que, posteriormente evoluem para toda a parte aérea da planta. O progresso do processo
infeccioso e 0 aumento da suscetibilidade estdo associados ao aumento da idade das plantas e
ao inicio do periodo de frutificacdo. Durante essa fase, ocorre uma demanda maior de alcares
e nutrientes para a formacdo de frutos, em detrimento da folhagem, o que favorece o processo
infeccioso em 6rgdos exportadores (ROTEM, 1994).

A Alternaria solani desenvolve seu ciclo biolégico completo no tomateiro, todavia,
pode apresentar uma fase saprofitica associada a matéria organica ou ainda sobreviver no solo
por longos periodos na forma de clamiddsporos (ROTEM, 1994). Podem sobreviver ainda em
equipamentos agricolas, estacas e caixas usadas no transporte dos frutos, os quais também
constituem fonte de indculo inicial para cultivos subsequentes (PEREIRA et al., 2013).

Em geral, os conidios sdo disseminados principalmente pelo vento, agua de chuvas e
irrigacdo, sementes e implementos agricolas. A germinacdo do patdégeno ocorre em ampla
faixa de temperatura, 6 a 32°C. Contudo, as temperaturas mais favoraveis situam-se entre 28 a
30°C. Os conidios caracterizam-se por serem altamente resistentes a baixos niveis de
umidade, podendo permanecer viaveis por até dois anos nestas condi¢des. Nestas condicoes,
0s conidios germinam rapidamente e a pronta formacao de apressorios permite ao fungo
penetrar diretamente pela cuticula da folha. A colonizacéo dos tecidos é intercelular e provoca
alteracdes em diversos processos fisiologicos, exteriorizando-se na forma de lesGes pardas
com presenca tipica de areas concéntricas. De maneira geral, 0s primeiros sintomas aparecem
trés a cinco dias apos a penetracdo e a expansao das lesdes e favorecida por periodos de altas
temperaturas e umidade (PEREIRA et al., 2013).

O ciclo infeccioso da doenca pode ser dividido em ciclo primério e ciclo secundario.
No ciclo primario, ocorre a chegada do inéculo de uma planta vizinha através da
sobrevivéncia, iniciando os processos de infeccdo, colonizacdo e reproducdo no tecido.
Ap0s a reproducdo, estes esporos serdo disseminados para uma nova planta. A diferenca do
ciclo secundario, é que estes esporos produzidos ndo irdo permanecer em restos culturais até
conseguirem ser disseminados para uma nova planta, neste caso os esporos irdo infectar a

mesma planta, promovendo ciclos policiclicos da doenca (Figura 2).
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A doenga caracteriza-se pela presenca de manchas pequenas de cor marrom escura,
circundadas ou ndo de um halo amarelado. A medida que a lesdo cresce, formam-se anéis
concéntricos, caracteristicos desta doenca (FREITAS FILHO et al., 2008) (Figura 3). Quando
ndo é controlada adequadamente ha severa destruicdo da area foliar e, nos frutos, verifica-se
podridao deprimida, circular, proxima ao pedinculo, coberta por mofo preto (ALVARENGA,
2013). Devido a alta agressividade com que se desenvolve, a pinta preta provoca perdas
diretas por infectar os frutos e indiretas pela reducdo do vigor da planta, reduzindo o
crescimento devido ao decréscimo da fotossintese, pelos danos a area fotossinteticamente
ativa, além da ocorréncia da desfolha em estadios mais avancados da doenca (ALVARENGA,
2013).

Para o controle dessa doenca, a pratica mais empregada € a utilizacdo de fungicidas,
devido a facilidade de aplicacdo somada com os resultados imediatos. Alem disso, embora
existam varias op¢oes de fungicidas recomendados para combater a pinta preta de tomateiro,

0 uso indiscriminado de agrotdxicos aumenta consideravelmente os riscos.
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Figura 2. Ciclo da pinta preta de tomateiro, destacando as etapas do ciclo primario e
secundario de infeccao. Fonte: BioRender.com.
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Figura 3. Sintomas tipicos da pinta preta de tomateiro promovida por isolados
Alternaria spp. Fotos: Arquivo pessoal.

2.4 Controle

Desde o inicio do controle de doencas até os dias atuais, muito se evoluiu no nimero
de produtos registrados, que apresentam diferentes mecanismos de acao, e da mesma forma,
0s microrganismos acompanharam a evolucdo, tornando-se cada vez mais adaptados e

resistentes aos métodos de controle tradicionais.

2.4.1 Controle quimico

O controle quimico, método tradicionalmente utilizado para o controle de doencas do
tomate, é baseado na utilizacdo de moléculas organicas ou inorganicas, obtidas naturalmente
ou sintetizadas, para a protecdo das plantas contra os patdégenos. Além de ser um dos métodos
mais importantes de controle de doencas, pois é eficiente e economicamente viavel,
garantindo a alta produtividade e qualidade da producdo (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).

Atualmente, observa-se a dependéncia a poucas moléculas presentes em fungicidas
sistémicos que surtem efeito significativo no controle de doencas de plantas, sendo aquelas
dos grupos triazéis (DMIs), estrobilurinas (Qols) e inibidores da succinato desidrogenase
(SDHI) as mais utilizadas. A partir da década de 2010, as misturas de grupos quimicos como
os inibidores de desmetilacdo (DMI) + inibidores da quinona externa (Qol) passaram a

apresentar eficiéncia reduzida no controle de algumas doengas, e novas misturas foram
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introduzidas no mercado. Esse periodo também foi marcado pelo aumento do uso de produtos
multissitios associados com fungicidas sisttmicos (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).

2.4.2 Problemas

O uso ndo judicioso de pesticidas quimicos visando aumentar a producéo agricola
pode ocasionar contaminacdo do solo, das dguas subterraneas e dos sedimentos. Além disso,
uso extensivo de pesticidas em praticas agricolas tem sido associado a problemas de satde
humana e contaminagdo ambiental em todo o mundo (DE QUEIROZ et al., 2018). O uso
continuo pode promover a selecdo de fungos fitopatogénicos resistentes, ndo controlados pelo
fungicida anteriormente eficaz, colocando em risco a eficiéncia do método.

A resisténcia € um dos mais importantes problemas do controle quimico de doencas de
plantas (GHINI; KIMATI, 2002). A grande diversidade das populacdes de fungos e sua
intensa capacidade de multiplicacdo fornecem uma ampla oportunidade para selecdo de
linhagens resistentes surgidas espontaneamente na populacdo (GHINI; KIMATI, 2002).
Mudangas genéticas que resultam na resisténcia de um patdgeno a fungicidas ocorrem com
maior facilidade com compostos que atuam primariamente em um ou poucos passos do
metabolismo da célula fungica, do que com fungicidas que interferem em muitos passos do
processo metabolico, os multissitios, por exemplo (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).

Esta situacdo estd levando os pesquisadores a explorar abordagens novas e nao
convencionais (CAMO et al., 2019), objetivando um manejo eficiente que possa reduzir 0s
gastos com insumos e minimizar problemas com contaminagdo. A utilizacdo do controle
bioldgico, inducdo de resisténcia, controle fisico, controle alternativo, sistema de prevencéao
entre outros, tem apresentado resultados satisfatorios no manejo das principais doencas do
tomateiro. Além disso, produtos oriundos de plantas medicinais chamam atencdo como novas

propostas para o controle de doencas em plantas.

2.5 Oleos essenciais

Desde os tempos antigos, as plantas medicinais tém sido uma fonte valiosa de varios
compostos terapéuticos e ainda representam fonte de novos produtos naturais ou seus
derivados com atividades bioldgicas significativas (ABU KHALAF, 2016). Considerado uma
das maiores biodiversidades do planeta e fonte de substancias bioativas, o Brasil vem

despertando o interesse para a area dos produtos naturais. Por este fato, a pesquisa e a
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descoberta de novos compostos bioativos além de proporcionar o avango da pesquisa
multidisciplinar, contribui com o desenvolvimento tecnoldgico nacional (BARREIRO;
BOLZANI, 2009).

Oleos essenciais (EOQ) sdo compostos naturais produzidos pelo metabolismo
secundario em plantas aromaéticas, contendo compostos aromaticos volateis (ABD EL-
GAWAD, 2016), altamente antimicrobianos e biologicamente ativos. Os produtos a base de
plantas apresentam grande diversidade de compostos que agem sozinhos ou sinergicamente,
podendo apresentar atividades atraentes, desalojantes ou repelentes (NAVARRO-SILVA,;
MARQUES; DUQUE, 2009).

Os Oleos essenciais tém sido amplamente utilizados em pesquisas para
desenvolvimento de “Pesticidas Verdes”. Ademais, apresentam inumeras vantagens sob o
produto sintético, tais como obtencdo de matéria-prima em recursos renovaveis, rapidez na
degradacdo, ndo deixando residuos nos alimentos e nem no meio do ambiente (SOARES et
al., 2011). Por serem produtos naturais, biodegradaveis e volateis, estes se tornam menos
prejudiciais a0 meio ambiente, geralmente apresentam baixa toxicidade aos mamiferos, e
podem atuar em varias moléeculas-alvo ao mesmo tempo (OOTANI et al., 2011).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA, 2013), OE sao considerados
como produtos geralmente reconhecidos como seguros (GRAS). Além disso, ja foram
encontrados resultados positivos no controle de doencas de plantas. Para A. alternata, por
exemplo, 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum, Thymus
vulgaris e Origanum vulgare apresentam controle satisfatério (BLACK SOLIS et al., 2017).
Para a cultura de tomate, (TOMAZONI et al., 2017) verificaram eficiéncia de controle in vivo
e in vitro de Alternaria solani utilizando solucGes com os 6leos essenciais de Eucalyptus
staigeriana, Eucalyptus globulus e Cinnamomum camphora.

O potencial antifungico dos 6leos essenciais é geralmente atribuido a sua composi¢ao
quimica. Compostos como citral, geraniol, eugenol e isoeugenol apresentam acao fungicida
nas fases liquida e de vapor, inibindo o crescimento micelal e germinacdo de esporos
(ROZWALKA et al., 2020). O eugenol, por exemplo, pode promover danos irreversiveis nas
membranas e colapso de células da Alternaria alternata (JING et al., 2018). Os componentes
fenolicos dos 6leos essenciais sensibilizam a bicamada fosfolipidica das membranas celulares,
causando um aumento da permeabilidade e vazamento de componentes vitais intracelulares
ou deficiéncia dos sistemas de enzimas microbianas (JING et al., 2018).

Os 0leos essenciais também podem atuar como elicitores de mecanismos de defesa da

planta, através do aumento da atividade enzimatica, como ja verificado para os 6leos de
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Aloysia citriodora em plantas de pepino, aumentando a atividade de [-1,3-glucanases,
fenilanina amonia-liase (FAL), quitinases e outras proteinas relacionadas a defesa vegetal
(FREDDO et al., 2016). Efeitos indiretos como a indugdo de fitoalexinas também foram
observadas com aplicacOes de preparados de plantas bioativas no controle de doencas do
tomate, ocasionadas por fungos como Alternaria linariae e Septoriose lycopercisi
(PIETROBELLLI, 2019).

No entanto, o uso de 6leos essenciais como composto livre pode ser prejudicado por
suas caracteristicas inerentes, como alta volatilidade, predisposi¢cdo a degradagdo prematura,
baixa solubilidade em &gua, estabilidade, dificuldade de atravessar as membranas lipidicas das
células ou apresentarem tamanho molecular excessivamente alto, resultando em perda de
biodisponibilidade e eficacia (BONIFACIO et al., 2014). Algumas tecnologias, como 0
encapsulamento e a nanotecnologia podem reduzir a degradacdo destes compostos no
ambiente e aumentar a eficiéncia e vida util das formulacbes a base de Gleos essenciais
(FRACETO et al., 2020).

2.6 Nanotecnologia na formulacéo

A nanotecnologia € uma abordagem inovadora que tem aplicagbes potenciais na
investigacdo nutracéutica, uma vez que melhora a absorcdo de compostos bioativos, protege
contra a degradacdo prematura e prolonga a vida util, além de melhor a sua absorcao celular
devido a reducdo do tamanho das particulas, resultando em toxicidade diminuida
(BONIFACIO et al., 2014; WANG et al., 2014).

Os nanopesticidas sao relatados como “mais potentes” quando comparados com 0s
analogos pois requerem doses menores de aplicacdo, consequentemente, reduzem 0s custos
finais da cultura producdo (KAH; HOFMANN, 2014; ADISA et al., 2019). A absorcdo de
nanopesticidas ocorre quando uma particula penetra nas paredes celulares das plantas apos a
aplicacdo. A parede celular atua como uma barreira ambiental semipermeavel que regula o
trafego de materiais exdgenos através da membrana celular através de varios poros para a
célula vegetal. Portanto, o tamanho, carga e fisico-quimica dos nanopesticidas desempenham
um papel critico em sua absorc¢édo por esses poros (FRACETO et al., 2020).

Os nanopesticidas com um tamanho menor que o didmetro dos poros da parede celular
podem penetrar facilmente na parede celular e atingir a membrana plasmatica (NAVARRO-
SILVA; MARQUES; DUQUE, 2009). Consequentemente, os nanopesticidas podem entrar

nas células vegetais por meio de endocitose, ligando-se a canais idnicos ou proteinas
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transportadoras, ou pela formacdo de complexos associados com o0s transportadores da
membrana plasméatica (MCKNIGHT et al.,, 2003). Uma vez no citoplasma da célula,
nanopesticidas também podem interagir com organelas celulares, DNA, hormonios, proteinas,
e outros compostos celulares e afetam a planta bioquimica, metabolica ou reaces fisioldgicas
em um determinado local.

A nanotecnologia agricola provou ser um método bem sucedido para resolver
diferentes problemas agricolas. Devido a alta volatilidade dos 6leos essenciais e da pequena
quantidade produzida pela planta ha dificuldade de sua viabilizac&o para aplicagdo em campo
(NASCIMENTO et al., 2007). Esse problema pode ser atenuado empregando a
nanotecnologia, que favorece a reducdo de ingrediente ativo, imiscibilidade dos 6leos em
solugdes aquosas, estabilidade e efeitos antimicrobianos aumentados (BRAVO CADENA et
al., 2018).

Dessa forma, para melhorar a eficiéncia das aplicacbes de Oleos essenciais, a
nanotecnologia também proporciona menor fitotoxidade as plantas, como ja constatado por
(CRUZ et al., 2018), utilizando formulacdes com 6leo essencial de Lippia gracilis no controle
do fungo Thielaviopis paradoxa em coqueiros. A nanoemulsdo do oOleo essencial de
Cymbopogon citratus mantém a bioatividade de seus compostos e aumenta sua solubilidade
em é&gua (LI et al., 2019). Oleos essenciais de Thymus vulgaris, Melissa officinalis,
Cinnamomum verum, Mentha x piperita e Syzygium aromaticum nanoformulados aumenta a
atividade fungicida dos mesmos, além de melhorar sua estabilidade (WAN et al., 2019).
Nanoemulsdo do 6leo essencial de Syzygium aromaticum e Nigella sativa na proporcao 2:1
controla doencas da pos colheita do pepino, incluindo uma espécie de alternaria (Alternaria
sp.) (MOSSA et al., 2021). Outro exemplo positivo pode ser citado, como por exemplo, a
maior eficiéncia do 6leo essencial de Cinnamomum para controle de patdgenos de sementes
(BRAVO CADENA et al., 2018).

As nanoparticulas possuem caracteristicas distintas devido a sua grande area de
superficie para relacdo de volume, entrega direcionada e mecanismos de liberacdo lenta de
ingredientes ativos (JOSHI; DE BRITTO; JOGAIAH, 2021). Com o recente avango da
pesquisa no campo da nanotecnologia, muitos estudos relataram o papel das nanoparticulas
como eliciadoras da resisténcia sistémica induzida em um grande repertério de interacdes
patdgeno-hospedeiro (QUITERIO-GUTIERREZ et al., 2019; NANDINI et al., 2020).
Emuls6es oleosas com Cymbopogon martinii e Melaleuca alternifolia também promoveram o
aumento da atividade de enzimas oxidativas e proteinas envolvidas na defesa vegetal (LUIZ,
2017).
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Embora a utilizagdo da nanoemulsdo de 6leos essenciais no controle de doencgas seja
uma abordagem inovadora e com alta eficiéncia (LI et al., 2019), a viabilidade econébmica
deste negdcio compromete sua comercializacdo em composi¢do pura, devido ao alto custo
para extracdo dos 6leos. Dessa forma, a utilizacdo de misturas com agrotdxicos pode auxiliar
na disseminacao deste potencial.
Atualmente em niveis domesticos, misturas de tanque de fungicidas (estrobilurinas +
triazois) com fosfito de cobre (CuPhi) apresentaram efeito sinérgico e/ou aditivo na eficacia
do fungicida contra fungos importantes (CARMONA; SAUTUA; PEREZ-HERNANDEZ,
2019). A eficéacia destas misturas € justificada pelo efeito aditivo no controle de doencas, além
de reduzir as chances de selecdo de microrganismos resistentes ao modo de agdo destes
produtos, prolongando a vida util de seus ingredientes ativos (LILJEROTH et al., 2016).
Dessa forma, a utilizacdo de misturas triplas e de produtos bioativos impulsiona estudos
inovadores, que além de buscar na natureza moléeculas eficientes, desenvolvam formulages e
devolvam para a sociedade solugfes sustentaveis.
Diante do exposto, unir ingredientes ativos sitio-especificos com produtos multissitios
e/ou indutores de resisténcia que apresentem moléculas biodegradaveis como os 0leos
essenciais através da nanotecnologia, poderia alavancar uma estratégia de controle mais
eficiente, duradoura e sustentavel. Dessa forma, a selecdo de 6leos essenciais potenciais, a
utilizacdo destes 6leos em mistura tripla com fungicidas e a utilizacdo da nanotecnologia,
poderia contribuir substancialmente para o controle da pinta preta de tomateiro.
As seguintes hipoteses sao levantadas:
0] Os oleos essenciais apresentam eficiéncia de controle sobre isolados de
Alternaria spp. in vitro e da pinta preta de tomateiro;

(i) E possivel utilizar a nanotecnologia para realizar formulacdes de fungicidas
com oOleos essenciais; e

(i)  Formulacbes a partir de Oleos essenciais sdo eficientes no controle de
Alternaria spp. in vitro e in vivo, apresentam boa estabilidade fisico-quimica e

induzem a resisténcia de plantas contra a pinta preta de tomateiro.
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3 MATERIAIS E METODO
3.1 Condigéo experimental

Os experimentos foram desenvolvidos na Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do Parasitismo, sob supervisdo do
Professor Sérgio Florentino Pascholati, durante os anos de 2019 e 2020.

3.1.1 Obtencao dos isolados flingicos

Utilizou-se cinco isolados de Alternaria spp. oriundos de plantas sintomaticas; quatro
destes cedidos pelos professores Lucas Abreu e Eduardo S. G. Mizubuti da Universidade
Federal de Vicosa (MG) (Tabela 1) e um coletado em Planalto (RS). As amostras obtidas dos
isolados fungicos foram repicadas em placas de Petri (90 x 15 mm, J. Prolab®) contendo meio
de cultura BDA (batata-dextrose-agar). As placas foram incubadas em camara do tipo B.O.D.
em temperatura de 25°C (fotoperiodo de 12 horas), quando da realizacdo dos experimentos.

Micrografias dos conidios podem ser observadas na Figura 4.

® ©

R

Figura 4. Esporos de isolados de Alternaria spp. avaliados: Isolado I (A), Isolado II (B),
Isolado III (C), Isolado IV (D) e Isolado V (E). Barra: 70 pm. Fotos: Arquivo pessoal.
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A andlise filogenética do isolado 1V pode ser verificada em Rodrigues et al. (2010), e

a descricdo do procedimento para analise do isolado 11 estd no item a seguir (3.1.1.1).

Tabela 1. Origem dos isolados fungicos e sua codificacio para realizacio do
experimento.

Origem Codificacdo N° acesso ao
GenBank
UFSM PL* (Alternaria sp.) Isolado | -
UFV UCB181 (Alternaria solani lato sensu) Isolado 11 -
UFV UCBV180 (Alternaria linariae) Isolado 111 -
UFV AS232 (Alternaria linariae) Isolado IV EGS 42.156
UFV AS185 (Alternaria grandis) Isolado V -

*1solado no municipio de Planalto/RS, em plantas de tomate sintomaticas.

3.1.1.1 Procedimento de analise da filogenia dos isolados 11 e 111

Isolados foram cultivados por cinco dias em placa de Petri, 0 micélio foi raspado e
usado para extracdo de DNA, com o Wizard® Genomic DNA Purification Kit da promega. A
PCR foi realizada com os primers e seguindo os parametros descritos por LIU, WHELEN;
HALL (1999). Os produtos de PCR foram purificados e enviados para sequenciamento pela
macrogen Coreia. Os eletroferogramas foram editados com o programa SegAssem e as
sequéncias consenso foram usadas para compor por um alinhamento junto a sequéncias de
rpb2 de isolados de referéncia de espécies de alternaria (Alternaria spp.) da Secdo Porri,
publicados Woudenberg et al. (2014). O alinhamento foi submetido a uma analise filogenética
pelo método de maxima verossimilhancga, utilizando o software RAXML, implementado no
portal Cipress. A analise foi realizada com o modelo de evolugdo padrdo do programa e o
suporte das arvores foi inferido através da analise de Bootstrap, com mil repeticdes. A arvore
gerada foi editada no programa Inkscape (www.inkscape.org), e pode ser observada na Figura
5.

A arvore filogenética mostrou que o isolado UCB 180 se agrupou em um clado com
alto suporte, contendo sequéncias de isolados de referéncia da espécie Alternaria linariae,
considerada o principal agente etioldgico da pinta preta de tomateiro, e antes nomeada de A.
tomatophila. Ja o isolado 181 foi agrupado em um clado composto por sequéncias de isolados
de referéncia de quatro espécies diferentes, ndo diferenciadas por este marcador, sendo entao

identificado somente como Alternaria spp. (Figura 5).


http://www.inkscape.org/
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100, CBS 631.88 A. steviae
CBS 632.88 A. steviae
ucB1s80 A
CBS 116438 A. linariae
CBS 109156 A. linariae
CBS 109164 A. linariae
100/ CBS 109161 A. linariae | Alternaria linariae
CBS 116441 A. linariae
CBS 105.41 A. linatriae
CBS 107.61 A. linariae
CBS 108.53 A. linariae
CBS 483.90 A. limicola
CBS 300.79 A. zinnae
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Figura 5. Arvore filogenética dos isolados II (UCB 181) e III (UCB 180) de Alfernaria
Spp-
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3.1.2 Obtencao dos dleos essenciais e analise da composicio quimica

Os dleos essenciais A, B, C, D, E e F foram extraidos de folhas frescas de plantas
aromaticas cultivadas a campo, na Universidade Federal de Santa Maria, campus Frederico
Westphalen (RS), no Laboratério de Extrativos Aromaticos. Os 0Oleos essenciais foram
codificados em letras devido ao potencial de patenteabilidade dos resultados.

A extracdo dos oOleos essenciais foi realizada por meio de hidrodestilacdo por
aparelhos Clevenger e a sua analise cromatografica realizada para conhecimento da
composi¢do quimica. A andlise foi realizada pelo Laboratério de Extrativos Vegetais
(LABEV - UFSM), e pelo Laboratério de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo (LAN —
Esalg/USP), através de cromatdgrafo CG-MS TIC a gas, com detector de ionizacdo em chama
(DIC). Os constituintes dos Oleos essenciais foram identificados com base no indice de
retencdo (IR) e dos modelos de fragmentagdo de espectro de massas, através do programa
Chemstation Agilent e as utilizacdes da base de dados NIST (BURGESS; LINSTROM,;

MALLARD, 2016), sendo os resultados expressos em porcentagem.

3.2 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais no controle de isolados de Alternaria

spp. in vitro.

A fim de determinar os melhores 0leos essenciais e sua concentracdo para inibir o
crescimento dos isolados fungicos, desenvolveu-se experimentos em delineamento
inteiramente casualizado, utilizando cinco isolados de Alternaria spp., e nove concentracdes
[0,0; 0,4;0,8; 1,2; 1,6; 2,0; 2,4; 2,8 e 3,2 (UL mL™)] para os seis dleos essenciais (A, B, C, D,
E e F). Todos os tratamentos foram compostos por quatro repeticbes, e a unidade
experimental considerada uma placa de Petri.

Em camara de fluxo laminar, os tratamentos foram incorporados ao meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar) fundente, a 50°C, juntamente com o agente surfactante Tween 20
(0,05 mL), e para a testemunha (0,0 pL mL?) utilizou-se apenas 0 meio de cultura BDA.
Apos a solidificacdo dos meios, transferiu-se discos de micélio dos isolados fungicos com 5,0
mm de diametro para o centro das placas de Petri contendo seus respectivos tratamentos. As
placas inoculadas foram vedadas com parafilme para que ndo ocorresse evaporacdo dos
constituintes e incubadas em cémara tipo B.O.D., conforme as condic¢Bes citadas para a
obtencdo dos isolados.

Quando a testemunha atingiu a borda da placa realizou-se a Gltima medicéo (media de

duas medidas de diametros opostos), podendo-se determinar o crescimento micelial. A partir
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dos valores médios do tratamento com a concentracdo 0,0 uL mL™ (testemunha), foi possivel
avaliar a variavel inibicdo do crescimento, calculada para cada concentracdo em relacdo aos
valores da testemunha, com resultados expressos em porcentagem. Os valores de porcentagem
de inibicdo dos tratamentos foram utilizados para determinar o ECsp através do ajuste da
regressdo linear, que corresponde a concentracdao do produto necessaria para controle de 50%

do fungo.

3.3 Teste de metodologias

Foram desenvolvidos testes preliminares para ajustar as metodologias dos

experimentos.

3.3.1 Teste de metodologia para producio e suspensio de esporos

Para producdo de esporos viaveis do isolado Il de Alternaria spp. foram testadas
algumas metodologias: periodos de crescimento (cinco, sete e dez dias) do isolado 111 no meio
BDA e periodos de incubacdo na luz negra (12, 24 e 48 horas), e concentracdo de esporos,
sendo que a melhor producéo de esporos foi obtida com as seguintes metodologias.

Para a producao de esporos em menor quantidade (experimentos menores), as coldnias
do isolado 11l foram crescidas em BDA a 25°C e fotoperiodo de 12 horas e camaras do tipo
BOD, e apos cinco dias de crescimento o micélio foi raspado com auxilio de algca de
Drigalski, 10 mL de &gua destilada e Tween. As placas foram mantidas, sem tampa, a 22°C,
sob 6 lampadas de luz negra 30 W (Sylvania® - 1,20 m de comprimento, distanciadas 10 cm
entre si e posicionadas a 10 cm de altura das placas), em fotoperiodo de 16 horas de escuro e
8 horas de luz, para producéo de conidios. Apds 48 horas, 0s conidios foram removidos com
adicdo de 10 mL de agua destilada em seguida da raspagem superficial da col6nia com alca de
Drigalski. As placas foram incubadas novamente nas mesmas condi¢cdes durante 24 horas.
Filtrou-se a suspensdo em dupla camada de gaze esterilizada, a qual foi recolhida em béquer e
calibrada com auxilio de hemacitémetro.

Metodologia de (RODRIGUES et al., 2010): Para elevar a producdo de esporos
modificou-se o protocolo deste autor, onde as col6nias do isolado Il cresceram em meio
batata-dextrose (BD) a 25°C, no escuro, sob agitacdo em shaker 200 rpm durante sete dias;
apos este periodo, a massa de micélio foi triturada em homogeneizador mecanico (Ultra-

turrax) e depositada em meio Vg em placas de Petri, incubando-as sem tampa em sala de
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crescimento na temperatura de 22°C, sob luz negra 30 W (Sylvania® - 1,20 m de
comprimento, distanciadas 10 cm entre si e posicionadas a 10 cm de altura das placas) com 16
h de escuro e 6 h de luz, durante 48 h. Apos este periodo as placas foram lavadas com agua
destilada e alca de drigalski, e as placas eram incubadas novamente nestas condi¢fes durante
24 h. A segunda lavagem produzia maior nimero de esporos do que a primeira as 48 h. Os
esporos foram lavados e a suspensdo de esporos foi filtrada em dupla camada de gaze
esterilizada, a qual foi recolhida em béquer e calibrada com auxilio de hemacitdmetro.

Foram testadas trés concentracdes de esporos para o isolado 111, com: 8 x 10%, 1 x 10*
e 1 x 10° [esporos] mL™?, e determinou-se a concentragdo de 1 x 10* [esporos] mL™* como
padréo para inoculagdo das plantas, pois a maior concentracdo destruiu as plantas em apenas
trés dias e a menor concentracdo ndo foi possivel analisar os danos em cinco dias.

Apenas os isolados Il e Il promoveram sintomas nas plantas de tomate utilizando
estas metodologias, e devido a facilidade de trabalho, escolheu-se o isolado Il (Alternaria

linariae) para dar seguimento aos experimentos.

3.3.2 Teste de doses para os experimentos in vivo

O experimento foi composto por aplicacdes foliares dos 0leos essenciais B e C para o
controle da pinta preta de tomateiro. Para isso, plantas de tomateiro da cultivar Santa Clara
foram cultivadas em vasos plastico com capacidade de 3 L de substrato comercial Plantmax®,
mantidas em casa-de-vegetacéo e irrigadas diariamente.

Aos 40 dias apds transplante as plantas foram pulverizadas com uma solucéo
composta por 6leo essencial nas doses de 2,5 ou 5,0 uL mL™, no volume aproximado de 50
mL por planta. Os 06leos essenciais foram diluidos em &gua destilada com auxilio de tween 20,
na propor¢do de 1:1 do dleo. Os tratamentos estdo descritos na Tabela 2. Foram utilizadas

cinco plantas por tratamento, e cada planta caracterizou-se como uma repeticéo.



35

Tabela 2. Descricio dos tratamentos realizados em plantas de tomate tratadas
previamente (-72 horas) com as doses dos 6leos essenciais B, C e agua, e a inoculacao (I)
a 0 hora com o isolado III de Alternaria spp. ou agua (A).

Tratamento -72 h/Dose Oh
Oleo essencial B [OB1+ 1] 2,5 uL mL? Inéculo
Oleo essencial B [OB2+ 1] 5,0 uL mL? Inéculo
Oleo essencial C [OC1 + 1] 2,5 uL mL? Inéculo
Oleo essencial C [OC2 + 1] 5,0 uL mL? Inéculo
Controle [A + 1] Agua In6eulo
Testemunha [A+ A] Agua Agua

Ap0s 72 horas da aplicagdo dos tratamentos, realizou-se a inoculagdo com suspensédo
de esporos do isolado 111 de Alternaria spp. contendo 1 x 10° esporos mL™* até que ocorresse
escorrimento foliar. Apos a inoculagcdo de esporos, as plantas foram mantidas em camera
Umida com auxilio de umidificadores durante 48 h. Apds este periodo as plantas
permaneceram em casa de vegetagao.

No quinto dia ap6s a inoculagéo as plantas apresentavam-se sintomaticas e realizaram-
se as avaliacbes. Foram avaliadas duas folhas do terco médio de cada planta, sendo
escaneadas e submetidas ao software QUANT (VALE; FERNANDES FILHO; LIBERATO,
2003), obtendo as variaveis: severidade da doenca, area foliar sadia e area foliar doente. A
eficiéncia de controle foi calculada com os resultados de severidade em relacdo ao controle
[A+I]. Qutras variaveis de crescimento como o numero de folhas e a altura das plantas
também foram avaliadas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando
significativo (p < 0,05) procedida a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro, utilizando o pacote ExpDes.pt e o software R (Versao 4.0).

3.4 Eficiéncia dos 6leos essenciais no controle da pinta preta

Utilizando os melhores resultados obtidos no teste de crescimento micelial,
desenvolveu-se o experimento in vivo utilizando os 6leos essenciais A, B, C e E. Com base no
experimento anterior, determinou-se que a melhor dose dos 6leos essenciais para ser utilizada

in vivo seria de 2,5 uL mL™.
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O experimento foi composto por aplicagdes foliares de dleos essenciais para o controle
da pinta preta de tomateiro. Para isso, plantas de tomateiro cultivar Santa Clara foram
cultivadas em vasos plasticos com capacidade de 3 L de substrato comercial. As plantas foram
cultivadas em casa-de-vegetacéo e irrigadas diariamente.

Aos 15 dias ap6s transplante, as plantas foram pulverizadas com uma solucdo
composta por 6leo essencial na concentragdo de 2,5 puL mL? diluido em &gua destilada
acrescido do agente surfactante Tween 20, na proporcdao de 1:1 de 6leo, utilizando
aproximadamente 50 mL de calda por planta.

Os tratamentos foram compostos pelas combinagfes descritas na Tabela 3. Foram
utilizadas oito plantas por tratamento, e cada planta caracterizou-se como uma repeticéo.

Ap0s 72 horas da aplicacdo dos tratamentos, realizou-se a inoculagéo do do isolado 11
de Alternaria spp. utilizando uma suspensdo contendo 1 x 10* esporos mL? até o
escorrimento foliar. As plantas foram mantidas em camera Umida com auxilio de
umidificadores durante 48 horas, condicionando ambiente favoravel pro desenvolvimento da

doenca.

Tabela 3. Descricio dos tratamentos realizados em plantas de tomate tratadas
previamente (-72 horas) com os dleos essenciais (O) A, B, C, E e agua, e inoculadas a 0
hora com o isolado III de Alternaria spp. ou agua (A).

Tratamento -72 h Oh
[OA +1] Oleo essencial A In6culo
[OB +1] Oleo essencial B In6culo
[OC +1] Oleo essencial C In6culo
[OE + 1] Oleo essencial E Indculo
Controle [A + 1] Agua In6eulo
Testemunha [A + A] Agua Agua

No quarto dia as plantas apresentavam-se sintomaticas e foram realizadas as
avaliacBGes. Foram coletadas trés folhas do terco médio de cada planta, levados ao laboratério
e escaneadas com auxilio de scanner digital. Foram escaneadas 15 folhas por tratamento, e
dessa forma, considerou-se o delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e
15 repeticbes. AplOs obtencdo das imagens, as areas sintométicas das folhas foram
selecionadas e quantificadas pelo programa QUANT (VALE; FERNANDES FILHO;

LIBERATO, 2003), e os valores expressos em porcentagem de doenga. Outros resultados
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gerados pelo software, como érea foliar sadia, doente e total foram coletados e analisados
estatisticamente.

A anélise estatistica dos dados foi realizada através do programa R (Versdo 4.0), e
quando os tratamentos apresentaram-se significativos (p < 0,05) pela analise de variancia,
realizou-se a comparacdo de médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro,

utilizando o pacote ExpDes.pt.

3.5 Processo da nanoformulagao

3.5.1 Local

As formulagdes foram realizadas na Universidade Federal de Santa Maria, campus de
Santa Maria (RS), no laboratério de Bioprocessos; e na Escola Superior em Agricultura “Luiz
de Queiroz”, campus de Piracicaba (SP), no laboratorio de Geoquimica dos Solos. As

formulagdes foram desenvolvidas durante os meses de fevereiro e margo de 2020.

3.5.2 Formulacoes a base agua e dleo essencial E

As formulac6es foram realizadas com base agua e foram calculadas para um volume
de calda de 200 L ha*. O 6leo essencial E foi utilizado na dose fixa de 2,5 pL mL™, e todos os
adjuvantes foram calculados neste padréo, 1:1 corresponde 100% da dose dos adjuvantes.
3.5.3 Fungicidas

Os fungicidas selecionados foram cedidos por empresas.

3.5.4 Aditivos

Os aditivos selecionados foram cedidos por empresa do ramo.

3.5.5 Procedimento experimental

Para o preparo das nanoemulsdes utilizou-se o aparelho processador ultra-sénico de
alta intensidade (200W) e frequéncia de 24kHz (Hielscher, Modelo UP 400S) com sonda
tithnio de 7 mm de diametro (GE 700 Nurtigen-Alemanha), com auxilio de agitador
magnético. As formulagdes foram emulsionadas durante 10 minutos, com amplitude de 100%,

e as combinagdes estdo descritas na Tabela 4.
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Todas as formula¢es foram mantidas em geladeira (11°C) até a realiza¢do dos testes

de eficiéncia.
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Tabela 4. Cédigo da formulacio e combinacdes de ingrediente ativo de fungicidas,
oleos essenciais e aditivos de formulacoes (valores em %): (I), (II), (III), (IV), (V),
VD), (VID), (VIID) e (IX).

D! 2,5 2,5 2,5 5,0 2,5 A? A? A? A?
CF 3 e T AR 2 7 B Y I VA 11 IX
1 0 0 0 0 100 100 0 100 0
2 25 0 0 0 100 100 0 100 0
3 50 0 0 0 100 100 0 100 0
4 100 0 0 0 100 100 0 100 0
5 100 0 0 0 100 200 0 200 0
6 100 0 0 0 100 100 0 400 0
7 0 0 0 0 100 0 0 0 100
8 0 0 0 0 100 0 0 0 200
9 0 0 0 0 100 0 0 0 500
10 25 0 0 25 100 100 0 100 0
11 0 25 0 0 100 100 0 100 0
12 0 50 0 0 100 100 0 100 0
13 0 100 0 0 100 100 0 100 0
14 0 100 0 0 100 50 0 200 0
15 0 100 0 0 100 100 0 400 0
16 0 25 0 25 100 100 0 100 0
17 0 0 0 0 0 100 0 100 0
18 0 0 25 0 100 100 0 100 0
19 0 0 50 0 100 100 0 100 0
20 0 0 100 0 100 100 0 100 0
21 0 0 100 0 100 500 0 200 0
22 0 0 100 0 100 100 0 400 0
23 0 0 25 25 100 100 0 100 0
24 0 0 0 25 100 100 0 100 0
25 0 0 0 50 100 100 0 100 0
26 0 0 0 100 100 100 0 100 0
27 0 0 0 100 100 500 0 200 0
28 0 0 0 100 100 100 0 400 0
29 0 50 0 50 100 100 0 100 0
30 0 0 50 50 100 100 0 100 0
31 100 0 0 100 100 100 0 100 0
32 0 100 0 100 100 100 0 100 0
33 0 0 100 100 100 100 0 100 0
34 0 0 0 0 25 25 0 25 0
35 0 0 0 0 50 50 0 50 0
36 50 0 0 50 100 100 0 100 0
37 0 100 0 0 100 0 100 0 0
! D: Dose (mLL™) fixa. 2 A: Aditivos (mL L?): 1:1 do dleo essencial. 3 I, Il, 1l e IV: Fungicidas

considerando volume de calda de 200 L ha™.
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3.6 Eficiéncia das nanoformulagdes desenvolvidas

As 37 formulagdes foram avaliadas quanto a sua eficiéncia em ensaios in vitro e
in vivo, e todos os experimentos conduzidos no Laboratdrio de Fisiologia e Bioquimica
do Parasitismo (Esalg/USP), durante o ano de 2020.

3.6.1 Eficiéncia de controle 7n vitro

A eficiéncia de controle baseia-se na porcentagem que cada tratamento é
eficiente em relacdo a testemunha doente; e para 0s experimentos in vitro é o
crescimento ou germinacdo do fungo/esporo com agua ou apenas meio de cultura
padréo.

Crescimento micelial: Para selecionar as formulacbes mais promissoras,
desenvolveram-se experimentos para avaliar a eficiéncia de controle do crescimento
micelial do isolado Il de Alternaria spp. Os 37 formulados foram misturados
isoladamente em meio BDA, na proporcdo de 1:1 (v/v), alcangando a concentracao de
50%, sendo vertidos em placas de Petri (90 x 15 mm, J. Prolab®). Ap6s solidificacio do
meio, adicionou-se um disco de micélio (5 mm) de colbnias puras do isolado IlI de
Alternaria spp. no centro de cada placa. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com 38 tratamentos (37 formulados + testemunha), e quatro
repeticbes, considerando cada placa Petri como uma unidade experimental. A
testemunha correspondia tratamento com meio BDA e o disco de micélio apenas.

As placas foram vedadas e incubadas em camara de crescimento na temperatura
de 25°C e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, durante 10 dias. No
décimo dia realizou-se a Gltima medicdo (média de duas medidas de didmetros opostos),
podendo-se determinar o crescimento micelial. A partir dos valores médios da
testemunha (apenas BDA), foi possivel avaliar a variavel eficiéncia de controle,
calculada para cada formulacdo em relacdo aos valores da testemunha, com resultados
expressos em porcentagem.

Germinacao de esporos: Para a producao de esporos, as coldnias do isolado 111
de Alternaria spp. foram crescidas em BDA a 25°C e fotoperiodo de 12 horas incubadas
em B.O.D, e apo6s cinco dias de crescimento o micélio foi raspado com auxilio de alca
de Drigalski e 10 mL de &gua destilada. As placas foram mantidas, sem tampa, a 22°C,

sob 6 lampadas de luz negra 30 W (Sylvania® - 1,20 m de comprimento, distanciadas
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10 cm entre si e posicionadas a 10 cm de altura das placas), em fotoperiodo de 16 horas
de escuro e 8 de luz, para producdo de conidios. Apds 48 horas, os conidios foram
removidos com adi¢do de agua destilada em seguida da raspagem superficial da col6nia
com escova de cerdas macias. Filtrou-se a suspensdo em dupla camada de gaze
esterilizada, a qual foi recolhida em béquer e mantida a concentracio de 1 x 10
esporos mL? (RODRIGUES et al., 2010).

Para avaliar a eficiéncia dos formulados no controle da germinacdo de conidios,
utilizou-se a metodologia de Feng e Zheng (2007), utilizando conidios produzidos
conforme metodologia citada anteriormente na concentragdo de 3 x 10* esporos mL™.
Foram testadas trés concentracfes dos produtos, sendo: [dose de 75%], utilizou-se uma
mistura de 1 mL dos formulados + 0,5 mL da suspenséo de esporos, para [dose de 50%]
utilizou-se 0,5 mL dos formulados + 0,5 mL da suspenséo de esporos, e para [dose de
25%)] utilizou-se mistura de 0,5 mL dos formulados + 1 mL da suspensdo de esporos.
Os tubos foram vedados com parafilme para evitar a evaporacdo de volateis dos
formulados, e mantidos durante 20 h em shaker com agitacdo de 100 rpm e temperatura
controlada de 25°C.

Os esporos foram avaliados em microscOpio estereoscopio quanto a sua
germinacdo (emissdo de tubo germinativo) e avaliados 100 esporos aleatérios para
contabilizar a porcentagem de germinacdo. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 38 tratamentos [37 formulados +
testemunha], trés concentracfes [25, 50 e 75%] e cada tratamento contou com trés
repeticoes.

A partir dos valores médios da testemunha, (suspensdo de esporos + agua), foi
possivel avaliar a variavel eficiéncia de controle, calculada para cada nanoformulacéo
em ambas concentracGes em relacdo aos valores da testemunha, com resultados

expressos em porcentagem.

3.6.2 Eficiéncia de controle in vivo

O experimento foi composto por aplicacdes foliares de 6leos essenciais para o
controle da pinta preta de tomateiro, ocasionada pelo fungo Alternaria spp. Para isso,
plantas de tomateiro cultivar Santa Clara foram cultivadas em vasos plastico com
capacidade de 3 L de substrato durante 15 dias. As plantas foram cultivadas em casa-de-

vegetacdo e irrigadas diariamente.
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Aplicacédo dos formulados nas doses de 50 e 100%, utilizando aproximadamente

50 mL de calda por planta, até o escorrimento superficial (Tabela 5).

Tabela 5. Descricdo dos tratamentos realizados em plantas tratadas previamente
(-72 horas) com os formulados (F) e agua, e inoculadas a 0 hora com o isolado I1I
de Alternaria spp. ou agua (A).

Tratamentos -72 horas 0 hora
[F1+1] F1 Inéculo
[F2+I] F2 In6culo
[F3+I] F3 In6culo
[F4+I] F4 In6culo
[F...+1] F.. Inoculo

Controle [A+1] Agua In6eulo
Testemunha [A+A] Agua Agua

Para producdo de esporos foi utilizada a metodologia adaptada de Rodrigues et
al. (2010), utilizando meio de cultivo batata-dextrose (BD) agitando em shaker a 110
rpm durante 7 dias a 25°C no escuro. O meio foi triturado em homogeneizador
mecanico (Ultra-turrax) e vertido sob placas com meio Vs (suco de vegetais), as placas
foram incubadas abertas em luz negra a 22°C com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8
horas de escuro durante 48 horas. Apos 48 horas, as placas foram lavadas com agua
destilada e pincel de cerdas macias, e incubadas durante 24 horas nas mesmas condicoes
citadas.

Apdbs 72 horas da aplicacdo dos formulados, realizou-se a inoculacdo do
patdgeno através de suspensdo contendo 1 x 10* esporos mL? até que ocorresse
escorrimento foliar. Apds a inoculacdo, as plantas foram mantidas em camera Umida
com auxilio de umidificadores durante 48 horas.

No quarto dia as plantas apresentavam-se sintomaticas e foram realizadas as
avaliacGes. Foram coletadas trés folhas do terco médio de cada planta, levados ao
laboratdrio e escaneadas com auxilio de impressora digital. Foram escaneadas 10 folhas
por tratamento, e dessa forma, considerou-se o delineamento inteiramente casualizado,
com 39 tratamentos e 10 repeticdes. Apos obtencdo das imagens, as areas sintomaticas
das folhas foram selecionadas e quantificadas pelo programa Quant (VALE;
FERNANDES FILHO; LIBERATO, 2003) e os valores expressos em porcentagem de
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doenca. Andlise de fitotoxidez através da escala de (EWRC, 1964). Outros resultados
gerados pelo programa QUANT, como area foliar sadia, doente e total foram

armazenados e analisados estatisticamente.

3.6.3 Analise estatistica das nanoformula¢oes

A andlise estatistica dos dados foi executada através do software R (Versdo 4.0),
através de analise de variancia e teste de médias por Skott-knott, a 5% de probabilidade
de erro. Devido ao fato do experimento gerar um grande quantidade de informacoes, foi
necessario utilizar métodos multivariados para selecionar as melhores formulacGes,
considerando o experimento com fatores bioldgicos. Dessa forma, utilizou-se o indice
MGDI criado por Olivoto e Nardino (2020).

O indice MGIDI foi utilizado para ranquear as formulacbes, baseado na
distancia formulacdo-idedtipo multritraco, com foco na selecdo e recomendacdo de
tratamentos baseado em caracteristicas multiplas, conforme recomendam os criadores
do método (OLIVOTO; NARDINO, 2020). As caracteristicas requeridas como ide6tipo
para 0s experimentos foram as seguintes: (a) Experimentos in vitro: (i) maior eficiéncia
de controle na germinacdo de esporos nas doses de 25, 50 e 75%; e (ii) maior eficiéncia
de controle do crescimento micelial na dose de 50%; e (b) experimentos in vivo, nas
doses de 50 e 100%: (i) menor severidade da doenca, (ii) maior eficiéncia de controle,
(iii) maior area foliar doente, (iv) maior area foliar total, (v) menor area foliar doente e
(vi) menor fitotoxidez (escala EWRC).

De acordo com Olivoto e Nardino (2020), a teoria do indice MGIDI esta
centrada em quatro etapas principais: (i) redimensionar as caracteristicas de modo que
todas as variaveis tenham um intervalo de 0-100; (ii) usar a andlise fatorial para
contabilizar a estrutura de correlacdo e a reducdo de dimensionalidade dos dados; (iii)
planejar um ide6tipo com base em valores conhecidos/desejados;e caracteristicas e (iv)
calcular a distancia entre cada tratamento ao idedtipo planejado. Esta Gltima etapa é

calculada da seguinte forma:

MDIGI, = lZ} 1(Vou 577) :l o= (1)

em que MDIGIi e o indice de distancia do tratamento-ide6tipo multi-traco para o i°
tratamento, yij é a pontuacdo do i ésimo tratmento no j ésimo fator (i= 1, 2,..., t; j= 1,

2,..., ), sendo t e f 0 nimero de tratamentos e fatores, respectivamente; e yj é a
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pontuacéo j do tratamento ideal e portanto, apresenta os valores desejados para todas as
caracteristicas.

A diferenca de selecdo para todas as caracteristicas foi calculada considerando
uma intensidade de selecdo de ~10%. A propor¢do do indice MGIDI do i-ésimo
tratamento explicado pelo fator j (wij) foi usado para mostrar os pontos fortes e fracos

dos tratamentos, e foi calculado da seguinte forma:

wij = ——— (2)

em que Dij é a distancia entre o i ésimo tratamento e o tratamento ideal para o j €simo
fator. Contribui¢Ges fracas de um fator indicam que as caracteristicas dentro de tais
fatores estdo proximos do tratamento ideal. Todos os procedimentos foram realizados
no Software R (veréo 4.0), utilizando o pacote metan (OLIVOTO; LUCIO, 2020).

3.7 Caracterizacao da estabilidade fisico-quimica

A caracterizacdo e determinacdo da estabilidade fisico-quimica das formulacGes
foi realizada pela Universidade Estadual Paulista (Unesp), atraves do Laboratorio de
Nanotecnologia Ambiental, coordernado pelo prof Dr. Leonardo Fernandes Fraceto. As
seis melhores nanoformulac6es foram escolhidas a partir da analise anterior para serem
analisadas estruturalmente.

Realizou-se a caracterizacdo e determinacdo da estabilidade fisico-quimica das
formulac@es, sendo analisadas algumas propriedades como: o didmetro hidrodindmico
(tamanho), o indice de polidispersdo, potencial zeta e a concentracdo em fungdo do
tempo (0, 7, 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias). Todas as formulacdes foram armazenadas

em frascos ambar em duas diferentes condi¢des: ambiente (24°C) e geladeira (11°C).

3.7.1 Didmetro médio e Indice de Polidispersio

A técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons (Dynamic Light Scattering -
DLS) foi utilizada para determinacdo do diametro hidrodindmico e da distribuicdo de
tamanho das particulas (indice de polidispersdo). Essa avaliacdo foi realizada diluindo-

se (10 vezes) as formulagdes em agua deionizada e utilizando-se um analisador de
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particulas ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern) a um angulo fixo de 90° e temperatura de

25°C. Cada resultado foi expresso como medida de trés determinacoes.

3.7.2 Potencial Zeta

A carga de superficie das particulas foi avaliada através da técnica de
microeletroforese, utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern). As
andlises foram realizadas diluindo-se (10 vezes) as formulacdes em agua deionizada e

os resultados foram expressos como medias de trés determinagdes.

3.7.3 Rastreamento de nanoparticulas

A técnica de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis —
NTA) foi utilizada para determinar a concentragéo e o didametro médio das formulagdes.
Os dados foram coletados por meio de uma célula NanoSight LM 10 (laser verde, 532
nm) e uma camera SCMOS usando software NanoSight (verséo 4.2). Para garantir a nao
contaminacdo das amostras, medicdes da agua deionizada foram realizadas. As
formulacdes foram diluidas (30 vezes), sendo realizadas analises em triplicata para cada
amostra. Para garantir que diferentes particulas fossem analisadas, para cada replica, 1
mL das amostras foram injetadas na célula volumétrica, com o intuito de deslocar o
conteudo medido anteriormente. Cada repeticdo foi constituida de videos gravados com

duracéo de 60 segundos.

3.8 Alteracbes bioquimicas em plantas de tomate tratadas com nanoformulacdes

para controle da pinta preta

Para a realizacdo deste experimento, utilizaram-se de plantas de tomate, cultivar
Santa Clara, mantidas em casa de vegetacdo. Para avaliar as combinagdes de produto X
inoculacéo e seus efeitos isolados foram realizados dois experimentos sequenciais com
protocolo igual, sendo o primeiro sem inoculacdo e o segundo com inoculacdo. Os
experimentos foram planejados separadamente devido a limitacGes estruturais.

Apds 15 dias do transplante, as plantas foram pulverizadas com os tratamentos.
Foram utilizadas quatro nanoformulagdes (Fi1, Fo, F10 e F23), selecionadas a partir dos

experimentos anteriores. Os tratamentos utilizados como possiveis indutores estdo
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descritos na Tabela 6. Ap6s 72 horas da aplicacdo dos tratamentos, realizou-se a
inoculacdo nas plantas com o desafiador (isolado 111 de Alternaria spp. — suspensédo com
1 x 10* [esporos] mL1) e também com agua, a fim de se avaliar as repostas bioquimicas
das plantas ao indutor com e sem o indculo.

As coletas para as analises bioquimicas foram realizadas em seis momentos: no
momento da aplicagdo dos tratamentos (tempo 0), em que se coletou amostras de
plantas que ndo receberam nenhum tratamento. ApG6s 72 horas, coletou-se amostras de
plantas que receberam somente os tratamentos indutores e ap6s 12, 24, 48 e 96 horas da
inoculacdo com ou sem patdgeno. As coletas consistiram em aproximadamente 3 g de
tecido vegetal (em trés envelopes separados), sendo as trés ultimas folhas
completamente expandidas para as analises de enzimas e para a determinacdo do
conteudo de compostos fendlicos. O tecido coletado foi transferido imediatamente para
sacos de papel aluminio identificados e colocados em nitrogénio liquido para paralisar
todas as reacOes, e em seguida manteve-se 0s mesmos em congelador até a maceracéo

das amostras e preparo dos extratos enzimaticos.

Tabela 6. Descricao dos tratamentos realizados em experimentos com plantas de
tomate tratadas apenas com o agente indutor de resisténcia (F) e agua (A) (1°
experimento), e tratadas com o agente indutor (-72 horas) e inoculadas (I) a 0 hora
com isolado III de Alternaria spp. ou com agua (2° experimento).

1° experimento 2° experimento
Tratamento -72 h Oh -72 h Oh
Testemunha [A+A] Agua Agua Agua Agua
Controle [A+1] - - Agua In6eulo
[F1+A] F1 Agua F1 In6culo
[Fo+A] Fo Agua Fo In6culo
[Fiot+A] Fio Agua Fio Indculo
[F2st+A] Fos3 Agua Fas3 Indculo

** Foram denominadas como Testemunha as plantas que receberam apenas agua como tratamento e
agua como patdgeno e denominadas Controle as plantas que receberam agua como tratamento e indculo
apos 72h.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com trés

repeticdes. Todas as anélises foram realizadas em duplicata de amostragem.
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3.8.1 Preparo do extrato enzimatico

As amostras de folhas foram maceradas com auxilio de homogeneizador
mecanico (Ultra-turrax), acrescido de 15 mL de tampdo fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,0),
acrescido de polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) e EDTA 10 mM. O homogeneizado
foi centrifugado a 20.000 g durante 20 min a 4°C, sendo o sobrenadante obtido
considerado como o extrato enzimatico. O extrato foi transferido em eppendorfs de 1
mL e armazenados em freezer e foi utilizado para a quantificacdo de proteinas totais e

para a determinacéo da atividade das enzimas: guaiacol peroxidase e -1,3-glucanase.

3.8.2 Quantificacio de proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas através do metodo de Bradford (1976).
Para tanto, a cada 20 uLL de amostra adicionou-se 1.000 pL. do reagente de Bradford
(diluido em agua deionizada na proporcao de 1:5; v/v). O branco foi lido apenas com o
reagente. Apds 5 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia a 595 nm em
espectrofotdmetro. A concentracdo de proteinas foi expressa em termos de equivalentes

Mg de proteina.

3.8.3 Atividade da enzima guaiacol peroxidase

A defesa ativa das plantas contra fitopatdgenos pode envolver alteracGes
metabolicas, as quais podem ser correlacionadas com mudancgas na atividade de enzimas
chaves no metabolismo primario e secundario da planta hospedeira. Dentre as enzimas,
a peroxidase tem como funcdo, por exemplo, a lignificacdo no tecido da planta
hospedeira. A formacdo de lignina, nesses tecidos, se da através da unido oxidativa de
mondmetros fenolicos, cuja reacdo é catalisada pela peroxidase (PASCHOLATI;
DALIO, 2018).

Em gelo, realizou-se a mistura composta por 30 uL do extrato proteico e 870 puL.
da solucdo de reacdo em tubos de ensaio. A solucdo de reacdo foi composta por 5,68 g
de fosfato de potassio dibasico, 4,2 g de &cido citrico, 0,5 mL de guaiacol comercial e 1
mL de H20: (30%) para 200 mL, 0,01 M (pH 5,0). Os tubos foram mantidos durante 10
minutos em banho maria na temperatura de 30°C. Apds este periodo, 0s tubos
retornaram para o gelo e a reacédo foi parada acrescentando-se 100 pL de H2S04 0,5%. A

solugdo foi diluida acrescentando-se 1.800 puL de H20 deionizada e 200 pL do tampao
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fosfato — citrato. Na cubeta de referéncia (branco) utilizou-se 870 pL da solugdo de
reagdo + 30 pL do tampao (KAR; MISHRA, 1976). A atividade da enzima guaiacol
peroxidase foi lida a 470 nm em espectrofotdmetro, e sua atividade foi expressa em
unidade de absorbancia por minuto por mg de proteina.

3.8.4 Atividade da B-1,3-glucanase

As glucanas sdo polimeros de aglcar que podem ter centenas ou milhares de
unidades de polissacarideos. Varios tipos de glucanas sdo produzidos por
microrganismos, havendo predominancia de B-glucanas. A principal fungdo das B-
glucanas é auxiliar na manutencéo da rigidez e integridade da parede celular de fungos e
leveduras.

As B-glucanas podem ser degradadas pelas PB-glucanases que sdo enzimas
multifuncionais que hidrolisam polissacarideos. Essas hidrolases podem participar
diretamente do processo de controle de fitopatdogenos porque hidrolisam as -glucanas
constituintes da parede celular de alguns patégenos.

Para a reacdo foram utilizados dois tubos para cada tratamento (A e B). Foram
adicionados em ambos tubos: 150 pL de laminarina (tampao fosfato de sédio 1,0 mM
pH 5,0 + laminarina); 100 pL do extrato proteico. No tubo A adicionou-se ainda 125 pL
do reagente ADNS (Solucéo A: 2,5 g de ADNS em 75 mL de agua + Solucéo B: 4g de
hidroxido de sddio em 50 mL de &gua + 75¢ de tartarato de sédio). Todas as reacdes
foram realizadas em gelo. O tubo branco recebeu apenas 100 pL de laminarina + 100
ML de fosfato de potassio 1,0 mM pH 5,0. Os tubos foram transferidos para banho-maria
a 40°C durante 2 horas. Ap0s este periodo acrescentou-se 125 puL de ADNS nos tubos B
e no branco, e a seguir foram aquecidos em banho-maria a 95°C para reacdo durante 5
min. Os tubos foram esfriados em gelo, e adicionou-se 1125 pL de agua em todos 0s
tubos. As amostras foram lidas em espectrofotémetro a 540 nm (MILLER, 1959).

A curva de glicose foi realizada utilizando a solucdo mae com 0,01 g de glicose
em 10 mL de &gua, com as concentracbes: 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mg/mL de
glicose. Utilizando a quantificacdo de proteinas (mg/mL) pelo método de Bradford e a
equacdo gerada na curva de glicose foi possivel calcular a enzima, sendo: mg de glicose

liberada por hora por mg de proteina (mg [glicose] h™t mg [proteina] 2).
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3.8.5 Quantificacio de fendis livres

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios vegetais, podendo estar
presentes em formas livres ou complexadas a agucares e proteinas. Sdo essenciais no
crescimento e reproducdo vegetal, além de atuarem contra fitopatdgenos, contribuirem
na pigmentagdo, suporte mecénico, atracdo de polinizadores e protecdo contra a
radiacédo ultravioleta.

Para determinacdo dos fendis, as folhas congeladas foram liofilizadas durante 48
horas. As amostras foram pesadas em balanca de preciséo, adicionando-se 50 mg de
tecido em tubos Falcon com capacidade de 15 mL. Os tubos receberam 10 mL de etanol
70% e permaneceram em banho maria durante 1,5 horas na temperatura de 70°C. Os
tubos foram mantidos em geladeira até realizar as reagoes.

Para a quantificacdo dos fendis, utilizou-se 200 uL do extrato + 1700 pL de agua
deionizada + 125 pL do reagente Folin-Ciocalteau em tubos de ensaio. Apds agitacédo
adicionou-se 250 pL de Na,COzanidro (17,5 g em 50 mL) e 375 uL de agua deionizada.
Para realizar a curva padrdo utilizou-se o acido clorogénico, diluindo-se 5 mg de acido
em 1 mL de 4agua destilada, alcangando a dilui¢do de 5,0 pg uL* (SWAIN; HILLIS,
1959). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro em 725 nm apds 1 hora, e 0s
resultados obtidos expressos em acumulo de fenois livres

g [equivalente acido clorogénico] mg™ [tecido]).
(kg [equivalente &cido clorogénico] mg™ [tecido])

3.8.6 Analise estatistica das enzimas

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (Anova) e
distribuicdo de normalidade e homogeneidade dos residuos. Quando a Anova indicou
diferenga significativa (p > 0,05), os dados foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. A normalidade dos residuos foi avaliada seguindo o teste de
Shapiro-wilk, e quando ndo apresentou comportamento normal (p < 0,05), realizou-Se a
transformacdo por Boxcox. A analise estatistica foi realizada por meio do programa R
(versdo 3.0), com auxilio dos pacotes Exp.Des e Laercio.

Na andlise de componentes principais (ACP), os dados foram padronizados
dividindo-se a diferenca entre cada amostra e a média aritmética da variavel de interesse
pelo desvio padrdo da variavel. Os componentes foram selecionados de acordo com 0s

autovalores provenientes da matriz de correlacdo e de acordo com a presenca de
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componentes com autovalores maiores que 1 (KAISER, 1974). Para esta anélise foram
utilizados os pacotes Vegan, Ggplot, Metan e ExpDes.pt.

Com base nos dados obtidos foi determinada a &rea abaixo da curva de
progresso da atividade bioquimica (AACPab) através da seguinte formula:

AACPab = I[(Ii + Ii+1)/2.(Ti+1-Ti)] (3)

em que li é a atividade enzimética na época da avaliacdo i e Ti = tempo de coleta i.

Todas as andlises foram realizadas no software R (versdo 4.0) e os gréficos
foram elaborados pelo software GraphPad Prism (versdo 9.0).

3.9 Potencial dos formulados na redugdo do desenvolvimento da pinta preta de
tomateiro

Este experimento foi delineadado em condicGes e tratamentos semelhantes ao
segundo experimento (Tabela 6) (item 3.8), com o objetivo de avaliar o
desenvolvimento da doenca em tomateiros pulverizados com os formulados F1, Fg, Fio,
F23 e uma testemunha com agua.

Ap0s a inoculacdo, foram marcadas com fitilho cinco folhas por tratamento e
monitoradas durante o desenvolvimento dos sintomas. Para isso, utilizou-se papel
cartolina preto com circulo de 2,9 cm de diametro e foram fotografadas diariamente as
folhas marcadas das plantas de tomate, durante seis dias (momento em que o tamanho
das lesdes foi estabilizado). Foram utilizadas cinco repeticBes, sendo cada folha
presente em uma planta isolada uma repeticao.

As fotografias foram analisadas pelo software QUANT (VALE; FERNANDES
FILHO; LIBERATO, 2003), e avaliadas quanto a severidade da pinta preta. A partir dos
valores diérios de severidade e nimero de lesdes, construiu-se a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), utilizando a equacéo 3.

A andlise estatistica foi realizada pelo pacote Laercio no software R (versao
4.0). Uma visdo geral dos experimentos desenvolvidos neste trabalho podem ser

visualizados na Figura 6.



Figura 6. Esquema
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Controle da pinta preta do tomateiro
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Composicao quimica dos 0leos essenciais

A composicdo quimica dos 6leos essenciais ndo sera apresentada nesta versao da tese
devido a patenteabilidade dos produtos gerados.

4.2 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais no controle de isolados de Alternaria

spp. in vitro.

O crescimento micelial dos isolados | e V de Alternaria spp. apresentaram semelhanca
nos seus resultados quando submetidos ao 6leo essencial A, pois seu crescimento foi inibido
com 1,6 uL mL?* do 6leo. Os isolados Il e IV apresentaram inibicdo do seu crescimento
micelial na dose de 2,0 uL mL™ do dleo essencial A. Ja o crescimento micelial do isolado I
foi inibido apenas na maior dose do 6leo essencial A, com 3,2 uL mL™. Os isolados podem
ser classificados de acordo com a concentracdo de 6leo essencial A necessaria para inibir o
crescimento micelial (da menor dose para a maior): [(I = V) < (Il =1V) < ] (Figura 7A).

A concentragdo efetiva do 6leo essencial A para inibir 50% do crescimento micelial
(ECso) foi menor para o isolado V, com 0,64 uL mL™* e a maior ECso para o isolado Il com
1,93 uL mL* (Tabela 7).

As doses do 0leo essencial B que promoveram controle do crescimento micelial para
os isolados I, Il e Ill de Alternaria spp. correspondem a 2,0 uL mL™. A maior EC50 foi
observada para o isolado 11, com 1,48 pL mL. O isolado IV necessitou da menor dose para
que ocorresse inibicdo do seu crescimento, sendo inibido com apenas 0,8 uL mL* do dleo
essencial B, com ECso de 0,52 uL mL™ (Tabela 7). A dose intermediaria de controle, como
1,6 uL mL* do 6leo essencial B promoveu inibicdo do crescimento micelial do isolado V. De
maneira geral, os isolados podem ser classificados de acordo com a concentracdo do Gleo
essencial B necessaria para inibir o crescimento micelial (da menor dose para a maior):
[IV <V <(=1=1I] (Figura 7B).

A dose 2,0 L mL™* do 6leo essencial C foi capaz de inibir o crescimento micelial dos
isolados 11, IV e V de Alternaria spp.. Ja o isolado | foi inibido com 1,6 uL mL? do 6leo
essencial C, e ECso com 0,80 uL mL™. Contudo, para inibir o crescimento micelial do isolado
I11 foi necessario uma dose maior, sendo inibido com 3,2 pL mL™, e ECs de 1,69 pL mL™*
(Tabela 7). A classificagdo dos isolados conforme a concentragdo do Oleo essencial C

demandada pra controle, da menor dose para a maior: [I < (Il =1V = V) < 11)] (Figura 7C).
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Os resultados do crescimento micelial dos isolados de Alternaria spp. com o 6leo
essencial D ndo foram positivos quando comparados com os demais 6leos essenciais testados.
O dleo essencial D reduziu o crescimento micelial para todos os isolados testados, contudo,
seu crescimento ndo foi inibido na maior dose do 6leo essencial D (3,2 uL mL™?). As maiores
porcentagens de controle do fungo foram observadas para o isolado 11, com aproximadamente
90% de controle, isolado 111 com 80%, isolado IV com 70%, e isolados | e V com 63% de
controle. Dessa forma, a classificacdo dos isolados de acordo com a concentracdo do 6leo D
demandada para controle, da menor para a maior dose é: [l <111 < IV < (I = V)] (Figura 7D).

O ¢leo essencial E apresentou os melhores resultados neste experimento, pois reduziu
drasticamente o crescimento micelial dos isolados de Alternaria spp., com as menores doses.
Todos os isolados de Alternaria spp. foram inibidos na dose de 0,8 pL mL™ do dleo essencial
E. Este 6leo apresentou resultados positivos, pois além de necessitar de doses baixas para
inibir o crescimento micelial, seus resultados foram semelhantes para todos os isolados
avaliados. A classificacdo dos isolados frente as doses do 0Oleo essencial E demandadas para
inibicdo de controle ficou semelhante: [I = 11 = Il = IV = V] (Figura 7E). A menor ECsp para
0 6leo essencial E foi verificada para o isolado V, com 0,33 pL mL™* e a maior ECso par ao
isolado 111, com 0,42 uL mL ! (Tabela 7).

O Oleo essencial F ndo apresentou resultados positivos de redugdo do crescimento
micelial, quando comparado com os demais Oleos avaliados. Trés das quatro repetices
utilizadas no experimento para o isolado Il apresentaram inibicdo do crescimento micelial
para a maior dose do 6leo essencial F, com 3,2 uL mL™, sendo este o resultado mais positivo
encontrado (Figura 7F). Os isolados I, Il e IV apresentaram resultados variaveis para o
crescimento (Figura 7F). Na maior dose do 6leo essencial, o isolado | apresentou 58% de
inibicdo, isolado 1V 55%, isolado Il com 40% e na menor porcentagem de inibicdo, o isolado
IV com 7% de controle (Figura 7F). Dessa forma, a classificacdo dos isolados para o 6leo
essencial F ficou: [Il <I < IV <1l <1V].

A ECso do crescimento micelial dos isolados de Alternaria spp. com o0s Oleos
essenciais testados estdo demonstrados na Tabela 7. Os resultados destacam o 06leo essencial
E, pois apresentou excelente controle do crescimento micelial dos isolados em doses menores.
Os o6leos essenciais D e F ndo apresentaram inibicdo do controle micelial na maior dose
testada, com 3,2 uL mL?, e desta forma, néo foi possivel realizar o calculo do ECso para estes

6leos essenciais.
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micelial de isolados de Alternaria spp.

Tabela 7. Concentracio efetiva dos d6leos essenciais A, B, C, D, E e F para inibir 50%
(ECs0) do crescimento micelial de isolados de Alternaria spp.

Isolados Dose dos 6leos essenciais (UL mL™)
A B C D* E F*
Isolado | 0,66 0,94 0,80 - 0,35 -
Isolado 11 1,93 1,48 0,99 - 0,38 -
Isolado 11 0,97 0,98 1,69 - 0,42 -
Isolado IV 1,19 0,52 1,05 - 0,35 -
Isolado V 0,64 0,84 1,10 - 0,33 -

* Nao foi possivel calcular o ECsq dos 6leos essenciais D e F.

O oleo essencial E apresentou os melhores resultados quando comparado com 0s
demais, pois foi necessario baixa concentracdo (0,8 puL mL™) de 6leo para controlar os
isolados de Alternaria spp.

Estudos similares corroboram com os resultados obtidos nesse trabalho, onde se tem a
total inibicdo de fitopatdgenos in vitro com baixas doses de Oleo essencial. Em nossos

trabalhos anteriores verificamos o potencial fungicida de quatro Gleos essenciais para o
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controle de Scleriotinia sclerotiorum e Fusarium sp. (FONTANA et al., 2020), Botrytis
cinerea, Colletotrichum gloesporioides e Monilinia fructicola (FONTANA et al., 2021).

Os resultados obtidos concordam com outros trabalhos, que utilizaram O6leos
essenciais para o controle do fungo Alternaria spp., como Melaleuca alternifolia (ALVES et
al.,, 2019), Pinus elliottii e P. taeda (TOMAZONI; PAULETTI, 2014), Lippia alba
(TOMAZONI et al., 2016), Eucalyptus staigeriana, Eucalyptus globulus e Cinnamomum
camphora (TOMAZONI et al., 2017), Lippia origanoides, Lippia citriodora e L. alba
(LOZADA et al., 2012), Sesamum indicum, Cocos nucifera, Lawsonia inermis e Mentha
piperita (GADHI et al., 2020), Ocimum basilicum, Thymus vulgaris, Tetradenia riparia,
Aloysia gratissima e Salvia microphylla (FRANCIO, 2020).

A concentracdo de 6leo essencial necessaria para inibir o crescimento e reproducéo de
fungos é varidvel, pois depende do 6leo essencial e do isolado fungico testado. Cada 6leo
essencial pode apresentar comportamento diferenciado frente aos diferentes isolados
(TOMAZONI et al., 2017).

Neste mesmo sentido, a concentracdo efetiva para o controle de fungos como
Alternaria spp. tem espectro amplo entre os 6leos essenciais e trabalhos, de 3,0 a 5,0 uL mL™*
(FENG; ZHENG, 2007), 1,0 a 10,0 uL mL* (TOMAZONI et al., 2017), 3,1 a 25,0 pL mL™*
(FRANCIO, 2020). Por exemplo, para Eucalyptus staigeriana e Eucalyptus globulus a
concentracdo inibitéria minima (CMI) de isolados de Alternaria solani foi de 1,0 e 10,0
uL mL?, respectivamente (TOMAZONI et al., 2017). Na maior concentragdo (10,0 pL mL™1),
o0s autores verificaram valores abaixo de 46% de controle na germinacéo de esporos.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) para controle de Alternaria alternata
utilizando os 0leos essenciais de Ocimum basilicum e Thymus vulgaris foi de 3,12 a 6,25
uL mL?, respectivamente; e trés em concentragBes inibitorias mais elevadas com 12,5
uLmL? e 25 pLmL?, dos dleos de Tetradenia riparia, Aloysia gratissima e Salvia
microphylla (FRANCIO, 2020). Outros 6leos essenciais como Cymbopogon flexuosus (1000
pg mL?), Cinnamomum zeylanicum (250 pg mL™?) e Eugenia caryophyllus (500 pg mL™?)
reduziram o crescimento e promoveram ruptura e deformacdo das hifas de Alternaria
alternata, causando extravasamento do contetdo celular (CASTRO et al., 2017).

Devido ao screening realizado no primeiro experimento, ndo foram verificadas as
concentragdes de inibicdo minima para os 6leos D e F in vitro. Na maior dose testada (3,2
uL mL1), o 6leo D alcangou 60 a 90% de controle, e o dleo essencial F de 7 a 58% de
inibicdo do crescimento micelial. Alguns autores, por exemplo, testando 6leo essencial de

Thymus vulgaris com esta mesma abordagem, verificaram 62% de controle da Alternaria



57

alternata na concentracéo de 0,5 uL mL* (FENG; ZHENG, 2007). Com base nos resultados
da literatura citada, observamos que nossos resultados sdo promissores até mesmo para 0S
6leos em que ndo determinamos CMI.

Os o6leos essenciais de plantas sdo misturas naturais, geralmente caracterizadas pela
presenca de dois ou trés componentes principais em concentracfes elevadas (BAPTISTA et
al., 2015). A identificagdo de compostos antiflngicos em 0leos essenciais € um dos métodos
alternativos promissores para explorar fungicidas derivados de plantas.

Neste sentido, a variacdo da atividade bioldgica dos dleos essenciais € dependente da
composicdo de seus constituintes quimicos (SCHUCK et al., 2001). Componentes como 0
citral e o eugenol, mostram efeito fungicida semelhante a 6leos essencial que possuem em sua
composicdo tais compostos (COMBRINCK; REGNIER; KAMATOU, 2011). Ja Linalool, é
um componente quimico de grande valor no mercado, é amplamente testado como acaricida,
bactericida e fungicida (DIAS et al., 2017). Contudo, esses componentes majoritarios podem
apresentar menor atividade em relacdo ao Oleo essencial completo, demonstrando a
importancia do efeito sinergistico dos elementos-traco (MOUREY; CANILLAC, 2002).

Foi observada a atividade antifingica do Oleo essencial de Syringa oblata e seus
principais componentes, como eugenol e acetato de eugenol sobre A. alternata (JING et al.,
2018). O eugenol isoladamente inibiu o crescimento micelial do fungo com 150 pg mL™.
Neste mesmo estudo, os autores comprovaram a a¢do fungicida do eugenol através da ruptura
do micélio e da membrana do esporo, além do aumento da condutividade extracelular. Para
condicdes de campo, a emulséo de eugenol promoveu maior resiliéncia das plantas de tabaco
a infeccdo da Alternaria alternata, reduzindo sua severidade (JING et al., 2018).

Os compostos quimicos majoritarios presentes nos oOleos essenciais testados
apresentam acdo fungicida comprovada. No entanto, o éleo essencial E demonstrou maior
fungitoxidade contra isolados de Alternaria spp., e possui em sua composi¢cdo quatro
compostos majoritarios, o que pode condicionar maior potencial fungicida ao produto, uma
vez que cada composto possa agir de um modo distinto na destruicdo de hifas e esporos do
fungo.

A inibicdo do crescimento de fungos é um método padrdo para reduzir a multiplicacéo
de fungos, pois o micélio desempenha um papel importante no controle da infeccdo e
reproducdo do patdgeno devido a sua fungdo na reproducdo assexuada. Dessa forma, os 6leos
essenciais A, B, C e E foram eficazes no controle da pinta-preta em condic¢des in vitro,

sugerindo sua exploragdo em futuros programas de manejo de doencgas em plantas.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mycelium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/asexual-reproduction
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plant-disease-management
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4.3 Teste de metodologias

4.3.1 Teste de doses para os experimentos in vivo

A anélise de variancia (p < 0,05) mostrou sinificancia para as variaveis severidade,
eficiéncia de controle, area foliar doente, area foliar sadia e nimero de folhas.

A [OB1+I] reduziu a severidade da doenca apresentando semelhanca a testemunha
[A+A], que foi nula. No entando, a dose [OB2+I] permitiu 66% de severidade da doenca. Os
tratamentos [OC1+I] e [OC2+I] apresentaram-se semelhantes entre si, com 27,6 e 36,9% de
severidade. Todos os tratamentos inoculados apresentaram eficiéncia de controle semelhante,
devido a variancia dos dados, diferindo estatisticamente da testemunha [A+A] (Figura 8A).

A area foliar doente foi semelhante entre os tratamentos com inoculacéo, diferindo
apenas da testemunha [A+A]. Este tratamento também proporcionou a maior area foliar sadia,
que foi semelhante apenas ao [OB1+l], e por sua vez superior ao [OB2+I]. Os tratamentos
[OC1+1] e [OC2+I] ndo diferiram entre si, e com o controle [A+1] (Figura 8B).

O menor namero de folhas foi observado nos tratamentos com [OB1+I], [OB2+l] e 0
controle [A+l]. A testemunha [A+A] proporcionou 0 maior nimero de folhas, com 10,6 sendo
estatisticamente semelhante aos tratamentos [OC1+1] e [OC2+I] (Figura 8C).

O tratamento [OB1 + 1], seguido de [OC1 + I] proporcionaram as maiores eficiéncias,
alcancando 45% e 39% de controle da doenca. De maneira geral, a menor dose dos 6leos
essenciais, com 2,5 uL mL™ apresentou resultados superiores a dose de 5,0 uL mL*. Valores
similares aos encontrados por Francio (2020) com o o6leo essencial de Aloysia gratissima que

alcancou 45,4% no controle de Alternaria solani.
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Figura 8. Severidade e eficiéncia de controle - EC (A), area foliar doente - AD e area
foliar sadia - AS (B) e numero de folhas (C) de plantas de tomate tratadas com doses de
oleo essencial.

*Letras minusculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

O fato de [OB2 + 1] ndo ter apresentado bom desempenho pode estar relacionado com
a dose elevada, promovendo fitotoxidez nos tecidos foliares. Lorenzetti et al. (2018) cita que
os resultados de eficiéncia do uso de 6leos essenciais dependem da dose e do método de
aplicacdo, e quando utilizada alta dosagem o resultado pode ser negativo. Por exemplo, alta
dosagem do 6leo essencial de C. citratus para controle de doencas na pos-colheita de
morangos, ocasiona a maior incidéncia da doenca, alterando a coloracdo dos frutos,

amarelando-os e facilitando o processo infectivo do fungo (LORENZETTI et al., 2018).
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4.4 Eficiéncia dos 0leos essenciais no controle da pinta preta de tomateiro

A partir da andlise de variancia, verificou-se que os parametros analisados foram
significativas pelo teste F, e apresentaram diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 9. Severidade (A), eficiéncia de controle (B), area foliar doente (C) e area foliar
sadia (D), de plantas de tomate tratadas com dleos essenciais 72 horas antes da
inocula¢io com o isolado III de Alternaria spp.

*Letras minusculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

A severidade da pinta preta nas plantas de tomate foi reduzida através da aplicacdo dos
6leos essenciais, diferindo significativamente do controle. A testemunha apresentou
semelhanca estatistica com os tratamentos de 6leo essencial, sendo que na testemunha nao foi
aplicado o isolado Il de Alternaria spp., diferentemente dos tratamentos com 6leo essencial,

0s quais receberam inoculo 72 horas apés a aplicacdo dos 6leos (Figura 9A). A eficiéncia de



61

controle da pinta preta foi acima de 84% para todos os tratamentos com o6leo essencial,
diferindo significativamente do tratamento controle e da testemunha (Figura 9B).

As plantas controle [A+1] que possuem apenas a pulverizagdo do indculo sem 6leo
essencial apresentaram maior area foliar doente, diferindo significativamente dos tratamentos
com 6leo essencial e da testemunha [A+A] (Figura 9C). Foram observadas diferencas para a
area foliar sadia entre os tratamentos, sendo que o controle [A+I] apresentou a menor area
foliar, diferindo significativamente do 6leo essencial A, E e testemunha [A+A] (Figura 9D).

Foi possivel observar diferencas visiveis entre os tratamentos com 6leo essencial e o
controle nas folhas de tomateiro, quando as plantas controle apresentaram maior severidade

da doenca (Figuras 10 e 11).

Figura 10. Imagens das folhas de tomateiro escaneadas e analisadas pelo programa
QUANT, aos quatro dias apés inoculacio do isolado III de Alternaria spp., sendo os
tratamentos: [OA+I] (A), [OB+I] (B), [OC+HI] (C), [OD+I] (D), controle [A+I] (E) e
testemunha [A+A] (F).

Todos os 6leos essenciais (A, B, C e E) testados apresentaram resultados positivos no
controle da doenca em plantas de tomate, com eficiéncia de controle superior a 84% em
relacdo ao controle. Verificamos que o dleo essencial E promoveu maior eficiéncia de

controle e area foliar em plantas de tomate.
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Figura 11. Imagens referentes ao experimento desenvolvido, demonstrando o aspecto
visual das plantas de tomate apds quatro dias da inoculacio do isolado III de Alternaria
spp., sendo os tratamentos: [OA+I] (A), [OB+I] (B), [OC+I] (C), [OD+I] (D), controle
[A+]] (E) e testemunha [A+A] (F).

Os valores de eficiéncia de controle observados neste trabalho séo superiores a outros
trabalhos citados na literatura. Francio (2020), por exemplo, verificou acdo fungicida dos
6leos essenciais de T. riparia, O. basilicum, S. microphylla, A. gratissima e T. vulgaris com
66,2%, 54,3%, 50,8%, 45,4% e 32,9% de efetividade de controle da pinta preta em plantas de
tomate, respectivamente.

Plantas de tomate tratadas com os éleos essenciais de E. staigeriana, E. globulus e C.
camphora reduziram area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para a pinta
preta de tomateiro, quando comparado com o controle (TOMAZONI et al., 2017).

Quando a eficiéncia dos 6leos essenciais é comparada com fungicidas comerciais, 0s
resultados também sdo satisfatdrios. Por exemplo, os produtos Recop®, acibenzolar-S-metil e
6leo essencial de capim-limao aplicados em plantas de tomate para controle da pinta preta de
tomateiro apresentaram resultados semelhantes estatisticamente, com 75,5%, 73,5% e 62,2%
de controle (LUCAS et al., 2012). Aplicacdes do 6leo essencial de tomilho na pré-colheita de
tomate cereja proporcionam maior tempo de armazenamento na pdés-colheita através da
reducdo da incidéncia de podridBes, que dentre os fungos causadores estd a Alternaria
alternata (MIGLIORI et al., 2017).
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O oleo essencial de Tetraclinis articulata aplicado como tratamento preventivo em
plantas de tomate em casa-de-vegetacdo propocionou aumento do crescimento das plantas e
reducdo da infecgéo por B. cinerea para 17,72% em comparacdo com plantas infectadas e ndo
tratadas (RGUEZ et al., 2020). Nosso estudo também demonstrou maior area foliar de plantas
de tomate tratadas com o Oleo essencial E. Alguns autores explicam que além do efeito
antifungico direto dos 6leos essenciais (OEs), alguns podem promover o crescimento da
planta e até estimular os mecanismos de defesa da planta relacionados ao sistema
antioxidante, via fenilpropandide e proteinas relacionadas a patogénese para superar a
infeccdo por patdégenos (STANGARLIN; PASCHOLATI, 2000; LUCAS et al., 2012).

De acordo com Lucas et al. (2012) o 6leo essencial de Syzygium aromaticum pode
reduzir a severidade de doencas no tomateiro, devido principalmente a seus compostos
quimicos como eugenol, acetato de eugenol e beta-cariofileno, os quais induzem a planta a
ativar rotas secundarias para produzir substancias antagbnicas ao patdgeno, e além de agir
diretamente no patogeno. Os efeitos sinérgicos dos principais componentes quimicos dos
Oleos essenciais sdo responsaveis pela atividade antifungica no controle de Alternaria
alternata em frutos de tomate (TIAN et al., 2011).

O o¢leo essencial de Origanum vulgare e o composto carvacrol foram eficazes no
controle da murcha de Fusarium em casa de vegetacdo, pois proporcionaram acao antifingica
equivalente a um fungicida comercial. A area sob a curva de progresso da doenca de murcha
de fusarium (AACPD) também reduziu conforme aumento da dose de 0 para 1.200 pg mL™*
(GONCALVES et al., 2021). Estas informacGes merecem atencdo, uma vez que existe uma
dose 6tima para controle sem que ocorra fitotoxidez.

Para condicdes de campo, 0s 6leos essenciais também apresentam resultados positivos
para outros patossistemas, como aplicacdes do Oleo essencial de tomilho que proporcionou
35,0% de reducdo da AACPD para cercosporiose do cafeeiro (PEREIRA et al., 2008). De
maneira geral, nossos 6leos essenciais aumentaram a area foliar total das plantas, além de
reduzir significativamente a severidade da pinta preta de tomateiro, dando énfase ao uso da
dose de 2,5 uL. mL* dos 6leos essenciais.

Apesar de muitos 6leos essenciais e de seus compostos apresentarem atividades
bioldgicas sobre os mais diversos microrganismos, a atuacdo ainda € variavel quanto ao seu
mecanismo de agdo. A habilidade dos dleos essenciais em se difundir através da parede
celular e da membrana plasmatica de patdgenos € justificada principalmente pela sua
constituicdo hidrofobica, podendo alterar estruturas de polissacarideos, acidos graxos e

fosfolipideos e com suas propriedades antioxidantes, causando o rompimento da célula



64

(MENDES et al.,, 2017). A hidrofobicidade dos 0leos essenciais € uma caracteristica
importante, pois torna estes produtos capazes de interagir com a camada lipidica das
membranas celulares dos patdgenos, causando alteragdes em suas estruturas e tornando-as
menos seletivas, podendo ocasionar o extravasamento de ions e outros constituintes celulares
(KUMAR et al., 2008).

4.5 Eficiéncia das nanoformulacgdes desenvolvidas

Grande parte das formulacfes promoveram eficiéncia de controle préxima a 100% do
crescimento micelial com 50% da dose dos produtos. Ja as formulacdes 8, 17, 18, 23, 24 e 25
apresentaram eficiéncia em torno de 80%, e as formulacGes 9 e 7 alcangaram porcentagens de
60 a 70% de controle (Tabela 8).

Para a eficiéncia de controle da germinacdo de esporos [75% da dose], com excessdo
da formulacdo 34, todas as demais apresentaram controle acima de 67%. Ja para o
experimento com [50% da dose] apenas as formulacdes 34, 36 e 17 apresentaram menos de
87% de controle, e as demais com valores acima de 87% de eficiéncia (Tabela 8).

A eficiéncia de controle da germinacao de esporos com [25% da dose] dos formulados
foi reduzida, quando comparado a doses superiores [50 e 75%] das formulagdes. Com
excessdo das formulacbes 7, 17 e 34, todas apresentaram eficiéncia acima de 58% de controle
da germinacdo de esporos do isolado 111 de Alternaria spp. (Tabela 8).

O experimento com [50% da dose] dos formulados condicionou maior severidade da
pinta preta de tomateiro, com valores proximos a 7% para o controle [A+l], quando
comparado com o experimento de [100% da dose], com aproximadamente 2% de severidade
para o controle [A+1]. Estas diferencas podem estar relacionadas ao periodo de instalacdo dos
experimentos, que embora tenham sido realizados em casa de vegetacdo, desenvolveu-se em
épocas diferentes e por isso podem ter encontrado condi¢cGes mais ou menos favoraveis para o
desenvolvimento da doenca.

Para o experimento com [50% da dose] os maiores valores de severidade, de 7 a 10%
foram observados nas formulacGes 7, 8, 17, 24, 28, 34 e 35 as quais foram estatisticamente
semelhantes ao controle [A+1], e apresentaram baixa eficiéncia de controle, alcancando
apenas 27% de controle da pinta preta de tomateiro. A maior eficiéncia de controle foi
observada nas formulacgdes 2 a 6, 10, 12, 15, 16, 18 a 21, 23, 36 e 37, com valores acima de

86% de controle, apresentando semelhanca a testemunha [A+A] (Tabela 9).
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A anélise de fitointoxicagdo mostrou valores intermediérios de sintomas nas plantas de
tomate submetidas a pulverizacdo dos formulados [dose 50%], com nota mé&xima de 5,0
(necrose de algumas folhas, acompanhada de deformacao em folhas e brotos). A nota minima
de fitointoxicagdo foi atribuida para as formulagdes 1, 7 a 9, 17 a 28, 30, 33 a 35, as quais
apresentaram semelhanca aos tratamentos controle [A+l] e testemunha [A+A] (Tabela 9;
Figura 12).

Todas as formulagdes do experimento [100% da dose] reduziram significativamente a
severidade da pinta preta de tomateiro quando comparado com o controle [A+l]. Com
excessdo das formulagbes 7, 9, 14, 25, 26, 28, 33, 34 e 35, todas as demais apresentaram
valores acima de 72% de eficiéncia de controle da pinta preta de tomateiro. As formulagdes 1,
7, 8, 17 a 24, 29, 31, 33 a 36 promoveram as menores notas de fitotoxidez nas plantas de
tomate, apresentando semelhanca estatistica com os tratamentos [A+I] e [A+A] (Tabela 10;
Figura 13).
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Figura 12. Folhas de plantas de tomate tratadas com 50% da dose dos formulados as -72
h e inoculadas com o isolado III de A/ternaria spp. a 0 h, escaneadas e tratadas com o
software Quant quanto a severidade da pinta preta de tomateiro.
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Figura 13. Folhas de plantas de tomate tratadas com 100% da dose dos formulados
as -72 h e inoculadas com o isolado IIl de Alfernaria spp. a 0 h, escaneadas e
tratadas com o software Quant quanto a severidade da pinta preta de tomateiro.
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Tabela 8. Eficiéncia de controle do crescimento micelial (ECCM) e da germinacio
de esporos (ECG) com 75, 50 e 25% da dose de formulados a partir de 6leos
essenciais.

Formulagéo ECCM 50% ECG 75% ECG 50% ECG 25%
1 93,96 a 89,53 a 89,40 b 84,00 a
2 100,00 a 91,32 a 98,88 a 87,00 a
3 100,00 a 85,53 a 98,88 a 81,00 a
4 100,00 a 89,21 a 100,00 a 76,00 a
5 100,00 a 88,12 a 98,88 a 79,00 a
6 100,00 a 83,79 a 97,77 a 75,00 a
7 61,11d 88,22 a 98,33 a 48,99 c
8 85,46 b 92,62 a 96,65 a 58,00 b
9 75,24 c 91,41a 98,33 a 59,00 b
10 100,00 a 89,56 a 97,21a 79,00 a
11 100,00 a 83,22 a 97,21a 81,00 a
12 100,00 a 88,84 a 98,33 a 87,00 a
13 100,00 a 81,28 a 97,21a 74,00 a
14 100,00 a 85,88 a 98,88 a 78,00 a
15 100,00 a 85,79 a 98,33 a 71,00 b
16 100,00 a 83,53 a 96,65 a 75,00 a
17 89,23 b 67,85a 60,37 c 32,99d
18 88,72 Db 87,51a 91,67 Db 86,00 a
19 100,00 a 84,67 a 91,79 Db 82,00 a
20 100,00 a 92,01a 91,01b 76,00 a
21 100,00 a 85,61 a 90,14 b 82,00 a
22 100,00 a 88,56 a 88,20 b 77,00 a
23 88,63 b 94,28 a 92,98 b 63,00 b
24 88,44 b 88,33 a 94,70 b 90,00 a
25 89,80 b 88,07 a 93,19Db 70,00 b
26 100,00 a 86,70 a 96,77 a 78,00 a
27 100,00 a 91,93a 90,61 Db 91,00a
28 96,46 a 89,66 a 93,73 Db 77,00 a
29 100,00 a 82,90 a 93,35Db 87,00 a
30 100,00 a 85,25a 95,25a 75,00 a
31 100,00 a 85,28 a 96,36 a 85,00 a
32 100,00 a 89,13 a 99,44 a 77,00 a
33 100,00 a 84,87 a 99,44 a 86,00 a
34 100,00 a 33,51Db 31,38d 32,99d
35 100,00 a 75,48 a 94,56 b 70,00 b
36 100,00 a 85,12 a 55,80 ¢ 66,00 b
37 100,00 a 92,08 a 96,79 a 75,00 a
38 0,00e 0,00c 0,00e 0,00e

Teste de médias por Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro, pacote Laercio (R versdo 3.0).
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Tabela 9. Teste de comparacio de médias para o experimento de plantas de tomate
pulverizadas com 50% da dose dos formulados as -72 h e inoculadas com o isolado
III de Alternaria spp. a0 h.

Area foliar (cm?)

Formulagéo Sev (%0) - EC (%) EWRC
Doente Sadia Total

1 2,57hb 4,71 ¢ 176,32 d 181,03d  63,04b 1,00b
2 0,31b 0,86 c 251,45b 252,31b  9543a 5,00 a
3 0,53 b 0,75¢ 157,83 d 158,58d  92,32a 5,00 a
4 0,34 b 0,58 c 187,51 ¢ 188,09d 95,02a 5,00 a
5 0,73b 2,99 ¢ 288,20 a 291,2a 89,45 a 5,00 a
6 0,65b 2,05¢c 299,66 a 301,72a  90,55a 5,00 a
7 10,36 a 22,45 a 175,84 d 198,29¢  10,06d 1,00b
8 6,14 a 10,78 b 148,01 d 158,78d  26,50d 1,66b
9 1,52b 5,53 ¢ 332,65a 338,18a  78,18b 1,00b
10 0,70b 2,08 ¢c 299,01 a 301,09a 89,83a 5,00 a
11 1,32b 2,96 c 215,27¢ 218,23¢  81,05b 5,00 a
12 0,11b 0,3lc 279,27 a 279,58a 98,34 a 5,00 a
13 1,85b 2,9 c 152,07 d 155,02d  73,37b 5,00 a
14 4,07b 7,42c 198,605¢  206,02c  47,71c 5,00 a
15 0,53 b 0,96 c 162,99 d 163,95d 92,27 a 5,00 a
16 0,30 b 0,80c 285,60 a 286,40a  95,69a 5,00 a
17 9,08 a 13,79 b 134,07 d 147,86d  16,10d 1,00b
18 0,53 b 1,06 ¢ 201,71c 202,77¢  92,29a 1,00b
19 0,13 b 0,32¢c 242,42 b 242,74b  98,0la 1,00b
20 0,34 b 0,89 ¢c 234,82 b 235,71b  95,09a 1,00b
21 0,11b 0,27 c 209,49 ¢ 209,77c  98,32a 1,00b
22 1,17b 2,23 ¢ 168,99 d 171,22d  83,20b 1,00b
23 0,21b 0,36 ¢ 234,64 b 23501b  96,89a 1,00b
24 9,10a 18,41b 172,83 d 191,24c  27,08d 1,00b
25 4,19b 6,99 ¢ 161,59 d 168,59d  39,77c 1,00b
26 1,29b 26¢ 215,78 ¢ 218,38¢c  81,43b 1,00b
27 2,98b 6,37 ¢C 208,61 c 21499c¢  57,23b 1,66b
28 7,31a 14,89 b 198,31¢c 213,20c  20,62d 4,00 a
29 1,79b 297c 181,28d 184,26 d  74,24b 5,00 a
30 2,13 b 521c 226,18 b 231,39b  69,33b 2,33b
31 1,36b 1,90¢ 163,75d 165,656d 80,43 b 5,00 a
32 2,23b 4,94c 223,85hb 228,80c  67,95b 5,00 a
33 1,84b 4,17 ¢ 215,69 ¢ 219,86¢c  73,59b 1,00b
34 9,60 a 24,12 a 250,53 b 27465a 37,31c 1,00b
35 6,86 a 14,86 b 199,67 ¢ 21453c¢  24,23d 1,00b
36 091b 1,97c 203,03 ¢ 205,00c  86,91a 5,00 a
37 0,68 b 192c¢ 253,16 b 255,08b 90,14 a 5,00 a
[A+1] 6,96 a 17,61b 239,53 b 257,15b  16,01d 1,00b
[A+A] 0,00b Oc 173,03 d 173,03 d 100 a 1,00b

Teste de médias por Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro, pacote Laercio (R versdo 3.0).
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Tabela 70. Teste de comparacio de médias para o experimento de plantas de
tomate pulverizadas com 100% da dose dos formulados as -72 h e inoculadas com

o isolado III de Alternaria spp. a0 h.

Area foliar (cm?)

Formulagédo EC (%) EWRC
Sev (%) Doente Sadia Total

1 0,22¢c 0,39d 157,13b  157,52b 87,47a 1,33c
2 0,08 c 0,09d 127,34¢  127,43c 9548a 5,00a
3 0,05c 0,08d 123,80c  123,88c 96,70a 5,00a
4 0,10c 0,13d 125,11c¢  12524c¢ 94,35a 500a
5 0,04 c 0,04d 92,41d 92,46 d 97,36a 5,00a
6 0,11c 0,15d 142,58b  142,73b 9359a 5,00a
7 0,58 b 1,00c 168,76 b 169,77b  67,23b  1,33c
8 0,33¢ 0,46 d 115,73¢  116,19c¢ 81,26a 1,33c
9 0,53 b 0,89c 148,89b  149,79b 70,05b 5,00a
10 0,10c 0,11d 92,31d 92,43d 94,16a 5,00a
11 0,26 ¢ 0,30d 119,20¢c  119,50c 85,21a 5,00a
12 0,10c 0,12d 113,04c  113,17c 94,25a 5,00a
13 0,05¢ 0,05d 108,14¢  108,19c¢ 96,70a 5,00a
14 0,49b 0,33d 73,58 d 73,91d 72,31b 5,00a
15 0,12c 0,13d 115,80c  11594c¢ 92,74a 5,00a
16 0,08 c 0,05d 74,69d 74,75d 9529a 5,00a
17 0,17c 0,31d 93,33d 93,64 d 89,92a 1,66c¢C
18 0,05c 0,09d 152,86 b  152,96b 96,79a 2,00b
19 0,02¢c 0,02d 129,32¢  129,35¢ 98,68a 2,00b
20 0,078 ¢ 0,06d 124,07c  124,14c¢  95,76a 2,00b
21 0,09¢c 0,10d 12856¢c  128,66¢c 94,44a 2,00b
22 0,31c 0,19d 85,31d 85,50 d 82,39a 2,00b
23 0,016 ¢ 0,02d 148,20b  148,22b  99,05a 2,00b
24 0,37c 0,44d 136,22¢  136,67c 79,09a 1,33¢c
25 0,52 b 0,73¢c 155,27b  156,01b 70,62b 4,00a
26 0,62 b 0,80c 145,35b  146,16b 64,87b 4,00a
27 0,37c 0,63 ¢ 166,60b  167,23b  78,8la 5,00a
28 0,61b 0,58 ¢ 112,27¢  112,85¢ 65,06b 500a
29 0,02¢c 0,01d 106,98¢c  107,00c 98,96a 2,66b
30 0,24c 0,18d 79,37d 79,55d 86,06a 5,00a
31 0,22¢c 0,30d 122,84c  123,15¢ 87,09a 3,00b
32 0,23c 0,30d 134,76 ¢ 135,07c 86,53a 5,00a
33 0,56 b 0,74 c 112,60c  113,35¢ 68,17b  2,00b
34 0,75b 151b 190,23a  191,74a 57,34b 1,00c
35 0,85b 1,4b 17544a 176,84a 51,69b 1,00c
36 0,19c 0,23d 134,06c  134,29c¢ 89,07a 3,00b
37 042c 0,59¢c 125,28¢ 125,88¢c  75,98a 5,00a
[A+1] 1,77 a 3,47 a 199,21a  202,69a Oc 1,00c
[A+A] Oc 0d 207,39a  207,39a 100 a 1,00c

Teste de médias por Skott-Knott a 5% de probabilidade de erro, pacote Laercio (R versdo 3.0).
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A partir da selecéo pelo indice MGIDI foi possivel observar as formulac@es que
proporcionaram 0s melhores resultados para os experimentos executados, levando em
consideracdo parametros ideiais como: menor severidade, maior eficiéncia de controle,
maior indice de area foliar sadia/total, menor area foliar doente e menor fitotoxidez
(Figura 14).

Com selegdo de 10% dos melhores tratamentos para o experimento in vivo [50%
da dose], determinou-se que as formulagcbes mais promissoras foram, em ordem
decrescente: 9, 6, 10 e 5 (Figura 14A). Para o experimento com [100% da dose], foram
selecionadas as formulagdes: 18, 23, 1 e 19 (Figura 14C). Considerando 0s
experimentos in vitro (crescimento micelial e germinacdo de esporos) foram
selecionados as formulag@es 2, 33, 12 e 27 (Figura 14E). Uma visdo geral do ideétipo
para todas as variaveis agrupadas pode ser observada na Figura 14G, que selecionou 0s
tratamentos 23, 18, 19 e 20 como as melhores formulagdes.
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Figura 14. Contribuicdo dos fatores para cada experimento e a classificacio dos
tratamentos em ordem crescente para o indice MGIDI; os tratamentos
selecionados sio mostrados na cor vermelha e o circulo vermelho representa o
ponto de corte de 10% para os experimentos com 50% (A, B) e 100% dose dos
formulados (C, D), in vitro (D, E) e todas as varidveis agrupadas (E, F),
respectivamente. O tratamento controle [A+I] foi retirada da selecio nesta etapa
para nio influenciar nos resultados.
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Utilizando o indice MGIDI como pardmetro estatistico e com base na
composicdo de cada formulacdo, considerando o uso da menor quantidade de i.a. e
aditivos foram escolhidas as seguintes formulages: 1, 5, 9, 10, 18 e 23.

O experimento com [50% da dose] proporcionou menores niveis de fitotoxidez
nas plantas de tomate, quando comparado com o experimento [100% da dose]. Estas
diferencas entre os tratamentos podem ser observadas claramente nas Figuras 12 e 13,
com reducdo da area foliar e encarquilhamento das folhas nos tratamentos 3, 5, 14, 22,
28 e 30 [100% da dose].

Nossos resultados corroboram com outros autores que verificaram eficacia no
controle de doencas em tomateiro utilizando formulacdo a base de dleos essenciais.
Goncalves et al. (2021), por exemplo, formularam produtos contendo 6leo essencial de
Syzygium aromaticum, e estes forneceram 42,4% de eficiéncia no controle da murcha de
Fusarium, sem ocasionar sintomas de fitotoxidez nas plantas de tomate tratadas.

Em condicdes de casa de vegetacdo, uma nanoformulacdo com 6leo essencial de
Mentha piperita promoveu 87% de eficiéncia de controle da pinta preta de tomateiro,
com superioridade ao fungicida carbendazim (PANDEY et al., 2020). Os autores ainda
verificaram reducdo no teor de prolina e peroxidacdo de lipidios em plantas de tomate,
além da expressao de genes responsivos a defesa, promovendo atenuacdo dos sintomas
da doenca.

Cruz et al. (2018) verificaram alta eficiéncia de controle do fungo Thielaviopis
paradoxa em plantas de coqueiro, com a utilizacdo de nanoemulsédo do 6leo essencial de
Lippia gracilis. Uma das formulagdes desenvolvidas apresentava pH acido e particulas
com 15 nm de didmetro, e com apenas 0,6 mg mL™ garantiu controle satisfatdrio da
doenca, além de ndo apresentar fitotoxidez nas plantas.

Nanoemulsdes com os 0Oleos essencias de Syzygium aromaticum e Nigella sativa
promoveram reducdo significativa do crescimento micelial de fungos pés-colheita de
pepino, utilizando 5,0 uL mL? destas formulagdes (MOSSA et al., 2021). Quando
utilizada a mistura de 2:1 (v/v) destas nanoemulsdes, os autores observaram reducdo da
esporulacdo e mortalidade de plantas de pepino. Para utilizar como tratamento de
imersdo, esta formulacdo na concentracdo de 2% reduziu completamente a podriddo
pos-colheita de pepinos (MOSSA et al., 2021).

Nanoemulsdes ndo idnicas com os Oleos essenciais de Syzygium aromaticum
Cymbopogon sp. também podem suprimir o desenvolvimento de Fusarium oxysporum

f. sp. lycopersici. A nanoemulsdo com estes 6leos essenciais demonstrou sinergismo
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entre eles, com didmetro médio de particulas de 76,73 nm, inibindo o crescimento do
fungo na dose de 4000 mg L™ do produto. A rapida inibigio do crescimento micelial foi
explicada pelo rompimento da integridade da membrana fungica. J& em condicdes in
vivo, a nanoformulacdo reduziu a incidéncia da murcha de Fusarium em até 70%
quando comparado com o controle néo tratado, sem promover fitotoxidez nas plantas de
tomate (SHARMA et al., 2017).

Yang et al. (2021) citam que nanoemulsdes de compostos como cinamaldeido,
carvacrol e eugenol com boa estabilidade apresentam particulas uniformes, e alcancara
CMI de 0,125 mg mL* para o fungo Penicillium digitatum. A germinacdo e morfologia
de esporos e a permeabilidade do micélio foi alterada com as nanoemulsdes. Além
disso, o revestimento de frutas com filmes contendo nanoemulsdo de dleos essenciais
pode reduzir potencialmente a taxa de decomposicdo de frutas citricas (YANG et al.,
2021). QOutras abordagens utilizando nanoemulsdo com timol em filmes de revestimento
de frutos de tomate possibilitam maior vida util na prateleira, reduzindo
significativamente o crescimento de Botrytis cinerea (ROBLEDO et al., 2018).

Para patogenos de solo como Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii também sao
observados resultados promissores na literatura com nanoemulsdes do 6leo essencial do
género Cymbopogon (OSMAN MOHAMED ALl et al., 2017).

Contaminantes de alimentos tem sido alvo da nanotecnologia com o6leos
essenciais. O 6leo essencial de Ocimum basilicum, por exemplo, foi utilizado como
ingrediente ativo em nanoemulsdo contra os fungos Penicillium chrysogenum e
Aspergillus flavus. Esta nanoemulsdo apresentou boa estabilidade, com 78 nm como
tamanho médio de particulas, e em experimentos in vitro na dose de 1000 ppm
promoveu em elevada atividade fungicida, com aproximadamente 65% de eficiéncia de
controle quando comparado ao fungicida Carbendazim (GUNDEWADI et al., 2018).

A selecdo de formulacGes a partir do indice MGIDI fornece uma visao
abrangente e inovadora na selecdo de tratamentos. Estd sendo utilizada para
experimentos com plantas, a fim de determinar pardmetros ideais de qualidade para
cultivares de morangueiro (OLIVOTO et al., 2021). Para a selecdo do nosso estudo,
escolhemos as formulagbes 1, 5, 9, 10, 18 e 23. As formulacdes 1 e 9 correspondem a
formulacBes desenvolvidas com o 6leo essencial E + aditivos, ja as formulacdes 5 e 10
apresentam oOleo essencial + fungicidas + aditivos. As formulacGes 18 e 23 sdo
semelhantes as formulagGes 5 e 10, com adi¢do de um fungicida multissitio, tornando-as

misturas triplas (6leo essencial + fungicida sitio-especifico + fungicida multissitio).
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A severidade da pinta preta conforme a formulagdo pode ser facilmente
identificada nas formulacgdes 7, 8 e 9, que correspondem a mesma composic¢ao, somente
com incremento do adjuvante utilizado [100, 200 e 500% da dose].

De maneira geral, as nanoformulacGes responderam positivamente ao objetivo
inicial para a redugdo da severidade da pinta preta de tomateiro. Contudo, a fitotoxidez
que formulacdes desenvolvidas promove em plantas ainda deve ser melhor ajustada,
pois um dos pilares da tecnologia nano, na reducéo da toxicidade (BONIFACIO et al.,
2014; WANG et al., 2014).

4.6 Caracterizacado da estabilidade fisico-quimica

Inimeros séo os parametros que podem influenciar no tamanho e polidisperséo
de diferentes sistemas nanoparticulados como: a composi¢éo da formulagdo, metodo de
preparo e armazenamento. A tendéncia a precipitacao e sedimentacéo dessas suspensdes
coloidais pode ser monitorada através das medidas de tamanho e polidispersédo (PHAN;
HAES, 2019).

A Figura 15 traz os valores de diametro hidrodindmico (nm) para as formulagdes
armazenadas em condicdo ambiente e geladeira analisadas por duas diferentes técnicas:
DLS (Figura 15AB) e NTA (Figura 15CD). De maneira geral, podemos observar que 0s
resultados para a técnica de DLS mostraram maiores alteracGes para os valores de
tamanho das formulagcdes em funcdo do tempo em comparacdo aos resultados pela
técnica de NTA. Inicialmente as formulacbes 1, 9, 5, 10, 18 e 23 armazenadas em
temperatura ambiente e analisadas por DLS apresentaram um diametro médio de 107,5
+ 0,7 nm, 319,7 £ 0,5 nm, 121,7 + 1,4 nm, 307,9 £ 16,1 nm, 133,4 £1,0 nm e 289,9 +
8,1 nm, respectivamente.

Quando as mesmas formulacdes foram analisadas pela técnica de NTA
observou-se que os valores de didametro médio inicial foram mais homogéneos sendo de
219,3 +8 nm, 239,8 £ 5,4 nm, 217,3 £ 29 nm, 220,6 + 20,2 nm, 177,2 +11,8 nm e 211,4
+ 9,6 nm, respectivamente. Tais diferencas estdo relacionadas a peculiaridade de cada
técnica. A técnica de rastreamento de nanoparticulas (NTA) é muito semelhante a
técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons, no entanto devido utilizacdo de uma
camera € possivel detectar particulas individualmente, fazendo também determinacéo da

concentragdo dessas particulas.
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Podemos observar que todas as formulagdes apresentaram alteragdes nos valores
de didmetro médio em funcdo do tempo de armazenamento, no entanto a formulacéo 23
foi a que apresentou maiores alteracdes nestes valores. Quando armazenada em
temperatura ambiente, esta formulacdo atingiu valores de 693,2 £ 9,9 nm com 150 dias
quando analisada por DLS, ja por NTA podemos observar também a mesma tendéncia
de aumento atingindo um diametro médio de 440,7 + 32,2 nm.

A maioria das formulagdes se encontra dentro da escala de nanoemulsdo padréo,
variando de 20 a 500 nm (PEY et al., 2006). Para controle da pinta preta de tomateiro,
Pandey et al. (2020) observaram eficiéncia da nanoemuls&o do 6leo essencial de Mentha
piperita, a qual continha particulas menores que 100 nm de didmetro. Como parametro
de estabilidade, o tamanho de particula é relevante e de grande importancia para
sistemas emulsificados (LI et al., 2010).

Para controle de podriddes pos-colheita em frutos de pepino, Mossa et al. (2021)
desenvolveram nanoemulsées com os 6leos essencias de Syzygium aromaticum (cravo)
e Nigella sativa (sementes pretas) e verificaram o menor tamanho de particula apos 10
minutos de sonicacdo em aparelhos do tipo ultrassom, com uma proporcao de Gleo e
adjuvante de 1:1 e 1:2 para os 0leos de cravo e sementes pretas, respectivamente.

Alteracbes nos valores de diametro médio em funcdo do tempo estéo
relacionados principalmente a fatores de agregacdo (WU; ZHANG; WATANABE,
2011). Em relacdo as condicdes de armazenamento ndo foram observadas grandes
alteracbes nos valores de diametro médio das formulacbes em relacdo ao
armazenamento em temperatura ambiente, sendo que a 23 analisada pela técnica de
NTA (Figura 15D) também apresentou tendéncia de aumento.

Wan et al. (2019) observaram poucas alteracbes na estrutura fisica das
nanoemulsdes apos 30 dias de armazenamento em condi¢cdes de temperatura ambiente
(25°C) e geladeira (4°C). As diferencas observadas sdo entre as emulsfes, as quais
foram desenvolvidas por 6leos essenciais diferentes e estes possuem compostos
quimicos diferenciados. Compostos como eugenol apresentam solubilidade em agua
relativamente alta, o que seria responsavel pelo aumento no diametro das particulas
durante o armazenamento a temperatura ambiente (WAN et al., 2019). Limoneno
também possui alta solubilizacdo e pode agregar mais rapidamente em condi¢bes de
temperatura ambiente (LIEW et al., 2020).

Outro parametro avaliado foi o indice de polidispersdo (IP), o qual indica a

distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em funcdo da distribuicdo de tamanho
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médio, sendo que indices menores indicam uma estreita faixa de tamanho para as
nanoparticulas. Em literatura, encontram-se trabalhos que preconizam valores de IP
inferiores a 0,2 como indicadores de boa dispersdo do sistema (DANAEI et al., 2018;
RAVAL et al., 2018).
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Figura 15. Didmetro hidrodinamico (tamanho) das formulacdes armazenadas em
temperatura ambiente e geladeira, em fun¢do do tempo (0, 7, 15, 30, 60, 90, 120 e
150 dias). Formula¢des armazenadas em ambiente analisadas por DLS (A);
Formulagées armazenadas em geladeira analisadas por DLS (B); Formulagdes
armazenadas em ambiente analisadas por NTA (C); Formulacdes armazenadas em
geladeira analisadas por NTA (D). As medidas foram realizadas em triplicata
(n=3).

A Figura 16 apresenta os valores de indice de polidispersao para as formulacdes
nas condicbes de armazenamento. E possivel observar que quando armazenadas em
temperatura ambiente as formulagbes apresentaram menores valores de IP em
comparagéo as formulacBes armazenadas em geladeira. E possivel ainda observar que as

formulacBes armazenadas em geladeira também sofreram maiores alteracdes nesses
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valores em funcdo do tempo. Podemos observar que quando armazenadas em
temperatura ambiente, as formulagbes 10 e 23 foram as que apresentaram maiores
valores de IP com valores superiores a 0,5. Ja no armazenamento em geladeira vemos
que as formulagbes 1 e 5, também apresentaram elevados valores de indice de
polidispersdo nos tempos finais.

Apesar das alteragfes nos valores de IP para as formulagdes, podemos observar
que pelas anélises de tamanho apresentadas anteriormente, apenas a formulacdo 23
também apresentou grandes alteracGes nos parametros de tamanho, demonstrando uma

forte tendéncia de aglomeragéo.
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Figura 16. Indice de polidispersio das formulacées em funcio do tempo (0, 7, 15,
30, 60, 90, 120 e 150 dias). Formula¢des armazenadas em temperatura ambiente
(A) e formulagdes armazenadas em geladeira (B). As medidas foram realizadas em
triplicata (n=3).

A Figura 17 apresenta os graficos de distribuicdo de tamanho das formulacGes
analisadas através das técnicas de DLS e NTA armazenadas em temperatura ambiente.
Através desses graficos é possivel visualizar melhor os resultados de IP apresentados na
Figura 16. Podemos observar a faixa de tamanho semelhante entre as técnicas de DLS e
NTA para todas as formulacdes. Assim como mostrado na Figura 16, as formulacdes 10
e 23 foram as que apresentaram maiores valores de IP, 0 que podemos observar na
Figura 17, onde em ambas a técnicas sdo observadas diferentes popula¢des, indicando
maior heterogeneidade dessas formulacdes.

O potencial zeta também foi utilizado como parametro para medir a estabilidade
das formulacdes. Este parametro indica a carga superficial da particula, e é influenciado

principalmente pelas mudancas na interface com o meio dispersante. Isto pode ser
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devido a composicao da particula e/ou meio dispersante, pH e forca iénica. O valor de
potencial zeta estd diretamente relacionado com a repulséo eletrostatica e a estabilidade
da suspensdo, sendo que em modulo, um valor relativamente alto de potencial zeta
representa uma boa estabilidade da suspensao coloidal (RAVAL et al., 2018).
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Figura 17. Distribuicdo de tamanho das formulacdes analisadas por DLS e NTA e
armazenadas em temperatura ambiente. Determinacio em triplicata (n=3).

Todas as formulacbes apresentaram valores negativos de potencial zeta, sendo
também observados valores semelhantes para ambas as condi¢cdes de armazenamento
(Figura 18). A formulacdo que apresentou maior valor de potencial zeta foi a 9 com
valores superiores a -40 mV. Destaca-se que as formulagbes ndo sofreram grandes
alteracdes nos valores de potencial zeta em funcdo do tempo, exceto para a formulagéo
23 armazenada em temperatura ambiente que apresentou no tempo inicial um potencial
zeta de -28,5 £ 0,3 mV e com 150 dias atingiu um valor de -6,5 = 3,5 mV. Esses
resultados corroboram com o0s apresentados na Figura 16 e Figura 17, onde foi
observado valores elevados de indice polidispersdo e um grande aumento no diametro
médio, sendo um alto indicativo de agregacao do sistema.

Como ja mencionado anteriormente, através das analises pela técnica de NTA é
possivel determinar a concentracdo de nanoparticulas nas formulacbes, uma vez que
estas particulas sdo analisadas individualmente.

As formulagdes apresentaram valores similares para a concentragdo de

particulas, independente da maneira de armazenamento (Figura 19). A maior
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concentracdo de particulas foi observada para a formulagdo 9 que apresentou valores
médios de 4 x 10'° [particulas] mL™. A grande maioria das formulacGes apresentou
valores de concentragdo inferiores a 2 x 10% [particulas] mL™. Destaca-se que em
funcdo do tempo ndo foram observadas grandes alteragdes nos valores de concentragédo
que indicassem instabilidade dos sistemas para a maioria das formulagdes avaliadas.
Exceto para a formulagdo 23 que apresentou um expressivo aumento de concentracéo
em funcdo do tempo. Tais resultados corroboram com os demais parametros ja
mostrados que indicam a instabilidade da formulagdo, com aumento de tamanho

polidispersdo além de diminuicdo nos valores de potencial zeta.
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Figura 18. Potencial Zeta das formulacées em funcido do tempo (0, 7, 15, 30, 60, 90,
120 e 150 dias). Formula¢des armazenadas em temperatura ambiente (A) e
formulacdées armazenadas em geladeira (B). As medidas foram realizadas em
triplicata (n=3).

Né&o foram verificadas grandes alteracdes para esta variavel ao longo do periodo
de armazenamento, nem sob as condicGes a que foram submetidas. O maior pH foi
observado na formulacdo 9, tanto em condicdes de temperatura ambiente quanto na
geladeira, variando de 6,70 até 8,47 (Figura 20).
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Figura 19. Concentraciao de particulas das formula¢des em funcio do tempo (0, 7,
15, 30, 60, 90, 120 e 160 dias). Formulacbées armazenadas em temperatura
ambiente (A) e formulacdes armazenadas em geladeira (B). As medidas foram
realizadas em triplicata (n=3).

Trabalho semelhante foi realizado por Cruz et al. (2018), desenvolvendo
prototicos de nanoformulagdo com dleo essencial de Lippia gracilis para controle de um
fungo do coqueiro. As formulacdes apresentaram tamanho de 15 e 87,8 nm, pH &cido
entre 5,49 e 6,50, e indice de polidispersao variando de 0,260 e 0,340. O potencial zeta
destas formulacbes variou de -5,27 a -4,42, indicando rapida agregacdo com o
surfactante, gerando boa estabilidade (CRUZ et al., 2018).
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Figura 20. pH das formula¢des em funcio do tempo de armazenamento (0, 7, 15,
30, 60, 90, 120 e 150 dias). Formulacées armazenadas em temperatura ambiente
(A) e formulacdes armazenadas em geladeira (B).

Outras formulages utilizando 06leos essenciais e Tween, produziram particulas
com tamanho médio de 21 a 60 nm, indice de polidispersao de 0,44 a 0,55 (LIEW et al.,
2020). Alguns autores também citam a importancia de desenvolver emulsificagdes de

baixa energia, a fim de que compostos dos 6leos essenciais ndo sejam prejudicados em
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métodos de alta temperatura durante o processo de homogeneizacdo (KOMAIKO;
MCCLEMENTS, 2016).

A absor¢do de nanopesticidas ocorre quando uma particula penetra nas paredes
celulares das plantas ap6s a aplicagdo. Geralmente, o didmetro médio das particulas €
menor que o tamanho dos estdmatos e células de entrada, o que facilita sua entrada na
planta rapidamente (NAVARRO-SILVA; MARQUES; DUQUE, 2009). Contudo, a
composicdo destas particulas pode alterar a interacdo com a folha e deve ser bem
estudada.

As nanoemulsfes sdo veiculos de entrega potentes e promissores de substancias
antimicrobianas lipofilicas. As vantagens potenciais das nanoemulsGes sdo tamanho
pequeno (geralmente <100 nm), baixa polidispersidade, liberacdo lenta de compostos
bioativos e uso comparativamente baixo de surfactantes e i.a. Estas perspectivas tem
crescido entre os cientistas que buscam solugdes mais sustentaveis com o emprego de
6leos essenciais na agricultura (OSMAN MOHAMED ALl et al., 2017).

A maior superficie de contato das nanoemulsées melhora o contato entre o
produto e a superficie da planta (epiderme de folhas e caules), e pode ser o principal
fator de eficiéncia de nanopesticidas em comparacdo com a forma livre de agrotdxicos
(PEREIRA et al., 2014). Para produtos hidrofébicos, como € o caso de 6leos essenciais,
a reducdo do tamanho de particulas melhora a interacdo com a cuticula da folha, e ao
mesmo tempo reduz a perda do elemento ativo para o meio ambiente (DE OLIVEIRA et
al., 2014). Alguns autores relatam os pontos positivos de reduzir tamanho de particulas
de agrotoxicos ja existentes no mercado, pois garantem rapida absorcdo e acgdo
(BOMBO et al., 2019).

O uso de baixas quantidades de produto na formulacdo e na aplicacdo sdo
condicdes atrativas do ponto de vista econémico, e por isso, 0S nanopesticidas sdo
relatados como “mais potentes” quando comparados com os analogos, pois reduzem os

custos finais da producdo (KAH; HOFMANN, 2014; ADISA et al., 2019).

4.7 Alteracdes bioquimicas em plantas de tomate tratadas com nanoformulac6es

para controle da pinta preta

A andlise de variancia demonstrou significancia (p < 0,05) para algumas épocas
de coleta, e as letras correspondentes a semelhanca estatistica pelo teste de Tukey

apresentada nos tratamentos.
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No primeiro experimento, o tratamento [F1+A] elevou a atividade da enzima
peroxidase as 12, 24 e 48 horas, diferindo do tratamento [A+A] (Figura 21A). A
atividade da enzima B-1,3 glucanase foi elevada a 0, 12 e 24 horas com o tratamento
[F1+A], demonstrando rapida resposta ao produto (Figura 21C). O acUmulo de
compostos fenolicos foi reduzido no tratamento [F1+A] as 24 horas, diferindo
estaticamente de [A+A] (Figura 21E).

Para o experimento com inoculacdo, a atividade enzimatica da peroxidase foi
elevada apenas as 96 horas ap6s inoculagcdo (hai) nos tratamentos [F1+I] e [A+l],
diferindo estatisticamente da testemunha [A+A] (Figura 21B). A atividade da enzima -
1,3 glucanase foi alterada entre os tratamentos, quando [F1+I] promoveu os maiores
valores, diferindo do controle [A+I] (Figura 21D). O acimulo de compostos fendlicos
ndo foi alterado durante os periodos de anélise (Figura 21F).

Atividade da enzima peroxidase foi elevada as 12 e 48 h com o tratamento
[FO+1] no primeiro experimento, diferindo estatisticamente de [A+A] (Figura 22A).
Diferencas significativas foram observadas a 0 e 12 h para a atividade da enzima $-1,3
glucanase no tratamento [F9+A] (Figura 22C). Alteraces significativas para compostos
fenolicos foram observadas as 12 h, quando este tratamento reduziu o acimulo em

comparacdo com a testemunha [A+A] (Figura 22E).
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Figura 21. Atividade das enzimas guaiacol peroxidase (A, B) p-1,3 glucanase (C,
D), e acamulo de fendis livres (E, F) em folhas de tomate submetidas a
pulverizacdo com o produto F1, nos experimentos I e II, sem e com inoculacio,
respectivamente conforme a coluna.

[1] Setas indicam momento da inoculagdo no experimento I1.

[2] Barras representam o erro padrdo da média (n=3).

[3] Letras mindsculas comparam entre tratamentos no horario indicado pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

No experimento com inoculacdo, o tratamento [F9+I] proporcionou maior
atividade da enzima peroxidase, sendo que as 12 hai diferiu estatisticamente de [A+A],
e &s 24 hai diferindo de ambos os tratamentos. As 96 hai o tratamento [F9+I] promoveu
outro pico de atividade da enzima peroxidase, permanecendo igual ao controle [A+l] e
diferindo da testemunha [A+A] (Figura 22B). Embora sem diferenca estatistica, a
atividade da enzima B-1,3 glucanase foi superior para o tratamento [F9+I], que apds a

inoculacdo, foi superior ao controle [A+1], que por sua vez superior a testemunha [A+A]
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(Figura 22D). Os tratamentos ndo influenciaram significativamente o contetudo de

compostos fenolicos livres (Figura 22F).
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Figura 22. Atividade das enzimas guaiacol peroxidase (A, B) B -1,3 glucanase (C,
D), e acimulo de fenoéis livres (E, F) em folhas de tomate submetidas a
pulverizacio com o produto F9, nos experimentos I e II, sem e com inoculacio,
respectivamente conforme a coluna.

[1] Setas indicam momento da inoculagéo no experimento II;

[2] Barras representam o erro padrdo da média (n=3);

[3] Letras mindsculas comparam entre tratamentos no horério indicado pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

A atividade da enzima peroxidase de plantas tratadas com [F10+A] foi superior
a testemunha [A+A] as 48 horas, para o primeiro experimento (Figura 23A). Ja a

atividade da enzima B-1,3 glucanase foi rapidamente ativada, 0 e 12 horas, diferindo
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estatisticamente do outro tratamento (Figura 23C). O acumulo de compostos fendlicos

livres foi reduzido com o tratamento [F10+A] a 0 h (Figura 23A).
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Figura 23. Atividade das enzimas guaiacol peroxidase (A, B) B -1,3 glucanase (C,
D), e acimulo de fenéis livres (E, F) em folhas de tomate submetidas a
pulverizacdo com o produto F10, nos experimentos I e II, sem e com inoculacio,
respectivamente conforme a coluna.

[1] Setas indicam momento da inoculagéo no experimento I1.

[2] Barras representam o erro padrdo da média (n=3).

[3] Letras mindsculas comparam entre tratamentos no horario indicado pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

No experimento com inoculacdo, o tratamento [F10+I] promoveu maior
atividade da enzima peroxidase as 12 e 24 hai, diferindo estatisticamente da testemunha
[A+A]. As 96 hai os tratamentos [F10+1] e [A+1] foram superiores & testemunha [A+A],
demonstrando a resposta das plantas quando inoculadas (Figura 23B). Para a enzima f3-

1,3 glucanase foi verificado diferencas na atividade as 24 hai quando as plantas
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receberam [F10+I] e [A+l], diferindo da testemunha [A+A]. Ja as 96 hai o tratamento
com [A+I] proporcionou os maiores valores desta enzima (Figura 23D).

O acumulo de compostos fenolicos foi alterado as 48 hai, quando o tratamento
[F10+1] reduziu os valores, diferindo estatisticamente do controle [A+I] (Figura 23F).
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Figura 24. Atividade das enzimas guaiacol peroxidase (A, B) B-1,3 glucanase (C,
D), e acimulo de fenoéis livres (E, F) em folhas de tomate submetidas a
pulverizacio com o produto F23, nos experimentos I e II, sem e com inoculacio,
respectivamente conforme a coluna.

[1] Setas indicam momento da inoculagéo no experimento II;

[2] Barras representam o erro padrdo da média (n=3);

[3] Letras minGsculas comparam entre tratamentos no horério indicado pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

A atividade da enzima peroxidase foi elevada as 48 horas quando as plantas

foram tratadas com [F23+A], diferindo estatisticamente da testemunha [A+A] (Figura
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24A). Este tratamento também elevou a atividade da enzima [-1,3 glucanase a 0 e 12
horas, diferindo de [A+A] (Figura 24C). O tratamento [F23+A] promoveu reducdo de
compostos fendlicos a 0 e 24 horas, diferindo da testemunha [A+A] (Figura 24E).

O tratamento [F23+1] promoveu maiores alteracGes bioquimicas no experimento
com inoculagio, elevando a atividade da enzima peroxidase a 0, 12 e 24 hai. As 96 hai,
as plantas que receberam o tratamento com [A+l] apresentaram elevada atividade da
enzima peroxidase, diferindo de [A+A] (Figura 24B). A atividade da enzima B-1,3
glucanase também foi elevada pelo tratamento [F23+1] a 0 e 24 hai, diferindo dos
demais tratamentos. Da mesma forma como para peroxidase, as 96 hai houve um
incremento da atividade de fB-1,3 glucanase no tratamento agua+inoculo, diferindo
estatisticamente do [F23+I] (Figura 24D). Os compostos fendlicos livres também foram
reduzidos com [F23+1] as 48 hai (Figura 24F).

A area abaixo da curva do progresso da atividade bioquimica (AACPab) foi
superior no tratamento [F23+A] para as enzimas peroxidase ¢ B-1,3 glucanase, no
experimento I. O acimulo de compostos fendlicos livres foi elevado no tratamento
[A+A], embora sem grandes diferencas entre os tratamentos. Para o experimento Il, o
tratamento [F1+I] proporcionou a maior AACPab para as enzimas peroxidase e p-1,3
glucanase. O acumulo de compostos fenolicos livres foi superior no tratamento [F9+1],

quando comparado com os demais (Tabela 11).
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Tabela 8. Area abaixo da curva do progresso da atividade biogquimica (AACPab) em
folhas de tomate submetidas a pulverizagdo com os indutores + dgua (A) ou inoculacao

(), nos experimentos | e 11, respectivamente.

Experimento |

Peroxidase B-1,3 glucanase Compostos fenolicos livres
A+A 806,48 99859,58 924,17
Fi+A 1160,29 143202,40 880,94
FotA 1263,66 164657,15 922,22
Fio+tA 1384,29 173891,11 820,49
Fas+A 1428,79 228648,74 811,00

Experimento |1

Peroxidase B-1,3 glucanase Compostos fendlicos livres
A+A 829,66 125454,30 904,17
A+l 976,75 137691,36 918,32
Fo+l 1400,21 196078,17 850,64
Fo+l 1157,32 189752,08 926,52
Fiotl 1388,43 148596,16 840,74
Fastl 1392,49 186831,46 879,73

A reducdo dos compostos fendlicos nos chamou atencéo, e por isso analisamos
0s resultados conjuntamente através da analise de componentes principais (PCA), a fim
de entender as alteracfes bioquimicas que os tratamentos promoveram e como elas se
comportam ap6s aplicacdo/inoculacdo. Na PCA foram selecionados os dois
componentes principais para os experimentos | e Il, explicando 58,02% e 45,64% da

variacao dos dados, respectivamente (Figura 25).
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Figura 25. Analise de componentes principais para as analises bioquimicas
realizadas nos experimentos I e II, sendo as variaveis: peroxidase (Perox), B, 1-3
glucanase (Beta), compostos fendlicos (Fenois), e os tratamentos: [A_A], [Fi_A],
[Fo_Al], [Fio_A] e [F23_A]. Os contornos foram classificados em func¢io dos horarios
de avaliacdo. Traco entre os caracteres representa a aplicacio prévia + inoculaciao
ou nao.

O primeiro componente principal explicou 41,29% da variancia dos dados no
experimento I. A atividade das enzimas peroxidase [F10+A], [F9+A], [F23+A] e B, 1-3
glucanase [F10+A], [F9+A] foram agrupadas principalmente em funcio das 48 horas. As
24 horas verificou-se 0 agrupamento das enzimas peroxidase e B, 1-3 glucanase com 0s
tratamentos [F1+A] e [A+A] (Figura 25A).

O componente principal 2 explicou 16,73% da variancia dos dados. O
tratamento [F23+A] apresentou maior atividade da enzima B, 1-3 glucanase a 0 h. Para
fenois este tratamento foi agrupado as 12 horas. Verificou-se relacdo negativa entre
compostos fenolicos e as enzimas analisadas (Figura 25A).

O primeiro componente principal explicou 36,07% da variancia dos dados no
experimento 1. A atividade das enzimas peroxidase [F1+I], [F23+I], [A+A] e B, 1-3
glucanase [F1+I], [F10+I] e [F23+I] foram agrupadas as 48 horas (Figura 25B). O
segundo componente principal explicou 15,57% da variancia encontrada no
experimento.

Neste experimento também foram observadas relagdes inversas entre compostos
fenolicos e atividade enzimatica (Figura 25B).

Nossos resultados demonstraram que fungicidas formulados a partir do 6leo

essencial E sdo capazes de induzir resisténcia em plantas, através do aumento da
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atividade enzimatica de peroxidases e B-1,3 glucanases, suprimindo a pinta preta de
tomateiro. Aparentemente, as plantas de tomate respondem as formulagdes e alteram
seu metabolismo, e alguns parametros tem relacdo direta com a defesa do hospedeiro e
outros sugerem indicativo de defesa.

O experimento sem inoculagdo (experimento 1) comprovou o potencial dos
formulados em alterar o metabolismo da planta, promovendo a inducdo de resisténcia.
Quando as plantas foram inoculadas (experimento Il1), os formulados continuaram
promovendo resultados satisfatérios, quando ativaram a acdo das enzimas em niveis
superiores ao tratamento controle [A+I].

De forma ampla, a enzima peroxidase foi ativada quando as plantas receberam
os formulados a partir de 6leos essenciais. Contudo, ndo sabemos qual a contribuicéo de
cada isoenzima do tipo peroxidase na defesa da planta neste patossistema, pois as
plantas produzem diversos tipos de peroxidases, que por sua vez estdo envolvidas em
varios processos metabolicos.

Produtos naturais podem promover estas alteragdes bioquimicas em plantas,
como por exemplo a atividade da enzima peroxidase, pelo uso do extrato de Salvia
rosmarinus em plantulas de soja para o controle de Macrophomina phaseolina
(LORENZETTI et al., 2018). Freddo et al. 2016) observaram que o0 uso de O6leo
essencial de Aloysia citriodora para o tratamento de sementes de pepino elevou a
atividade da enzima peroxidase linearmente, conforme se aumentava a dose do 6leo
essencial. J& Hendges (2019) verificou incremento da atividade da enzima peroxidase
em plantas de tomate com o uso dos 6leos essenciais de Citrus aurantium, Cymbopogon
nardus e Melaleuca alternifolia com o intuito de inducéo a resisténcia contra a pinta
preta de tomateiro.

A inducdo de resisténcia também ja foi relatada para o Oleo essencial de
Syzygium aromaticum no patossistema tomate X mancha bacteriana, causada por
Xanthomonas vesicatoria (LUCAS et al., 2012). Os autores verificaram resultados
satisfatorios na resposta induzida da planta, ocorrendo aumento das enzimas B-1,3-
glucanase, quitinase e peroxidase nas primeiras horas ap6s a pulverizacdo, que se
manteve elevada até 12 dias apdés a aplicacdo (LUCAS et al., 2012). A enzima
peroxidase € uma das mais estudadas e ativadas quando se trata de defesa induzida
contra a pinta preta de tomateiro. Alencar et al. (2020), por exemplo, verificaram
aumento de 74% desta enzima as 120 hai em plantas de tomateiro que receberam

tratamento com filtrado de Stachylidium bicolor e apds inoculagdo de Alternaria sp.
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Com o recente avanco da pesquisa no campo da nanotecnologia, muitos estudos
também relatam o papel das nanoparticulas como eliciadoras da resisténcia sistémica
induzida (QUITERIO-GUTIERREZ et al., 2019). Neste sentido, emuls6es oleosas com
Cymbopogon martinii e Melaleuca alternifolia promoveram o aumento da atividade de
enzimas oxidativas e proteinas envolvidas na defesa vegetal (LUIZ et al., 2017).

Frutas citricas revestidas com filmes contendo nanoemulséo de compostos como
cinamaldeido, eugenol e carvacrol também apresentaram maior atividade de enzimas
detoxificantes como a peroxidase, catalase e superéxido dismutase, com 51,49%,
22,29% e 18,12% maior atividade quando comparado ao tratamento controle (YANG et
al., 2021). Estes resultados demonstram a rapida atividade antioxidante promovida pelos
revestimentos com 6leo essencial para eliminar os radicais livres acumulados; como ja é
sabido pela literatura (SINGH et al., 2013).

A peroxidase esta associada ao mecanismo de defesa da planta, pois a mesma
tem como uma de suas principais funcdes a lignificacdo no tecido da planta, oxidagédo
do peroxido de H.O», em &gua e a polimerizagdo de alcool hidroxicinamico
(STANGARLIN et al., 2011). Nos tratamentos [A+I] também ocorreu aumento da
atividade da enzima peroxidase, demonstrando que na presenca de um agente estressor
(indculo) as plantas ativam rapidamente seu metabolismo secundario para lutar contra
eles.

Nossos formulados promovem esta ativacdo de enzimas defensivas mesmo sem
a presenca do patdgeno, mantendo a planta em “estado de alerta”. Nestes casos €
importante considerar que se ndo houver processo infeccioso a planta podera prover de
um gasto energético desnecessario. Da mesma forma, atuacdo positiva de enzimas no
inicio do processo infeccioso é o desejado para que estas consigam impedir o
desenvolvimento da doenca, pois a atividade enzimatica desencadeada apds colonizagéo
avancada dos tecidos dificulta a defesa da planta.

Alguns autores citam que nanomateriais promovem a regulacdo positiva de
enzimas de defesa contra doencas rapidamente, como a ocorréncia do fenémeno de
“primming” (QUITERIO-GUTIERREZ et al., 2019; NANDINI et al., 2020). Diante
disso, a bioestimulacdo de respostas inatas de defesa antes do desafio patogénico se
destaca como uma abordagem ecoldgia e econdmica, com isumos minimizados por
utilizar nanotecnologia na prote¢do de plantas.

De maneira geral, a atividade da enzima [B-1,3 glucanase foi desencadeada

rapidamente apos receber a pulverizagdo dos formulados, apresentando o primeiro pico
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de atividade as 72 horas ap0s a aplicacdo (época 0 h). Analisando conjuntamente 0s
dados através da PCA, verificamos maior atividade bioquimica as 48 horas, ocorrendo
cinco dias apdés aplicacdo dos formulados.

As enzimas [3-1,3-glucanase e quitinase apresentam maior atividade em
genotipos de tomate resistentes contra A. alternata (MOGHADDAM et al., 2019). Os
achados do nosso trabalho sugerem que a aplicacdo das formulacGes desenvolvidas com
6leos essenciais induzem o aumento da atividade de enzimas como a peroxidase e [-
1,3-glucanase como enzimas-chave para resisténcia de plantas de tomate a pinta preta.

A enzima B-1,3-glucanase possui acdo direta sobre componentes estruturais de
alguns fungos em que as paredes celulares s3o constituidas por [-glucanas
(STANGARLIN et al., 2011). Como a principal funcdo dessa estrutura é auxiliar na
manutencdo da rigidez e integridade das paredes celulares do fungo, plantas que
expressam essa enzima conseguem se defender e reduzir o processo infectivo. Dessa
forma, a rapida atividade desta enzima a partir das pulverizagfes, comprova sua agdo na
supressdo da doenga.

A analise da atividade enzimatica das proteinas PR2 ¢ PR3 (B-1,3-glucanase e
quitinase) nos gendtipos testados sugeriu possivel contribuicdo da protecdo vegetal e
resposta de defesa de ambas as enzimas na resisténcia a pinta preta do tomate. A maior
atividade enzimatica das proteinas PR2 e PR3 observada em gendtipos resistentes
inoculados pode sugerir seu papel principal na infeccdo fungica (MOGHADDAM et al.,
2019). Muitos estudos mostraram que o acumulo de quitinase e glucanase como
produtos hidroliticos de genes constitutivos e induzidos afeta a viabilidade fangica e
promove respostas de imunidade das plantas (EL-HADARY; TAYEL, 2013; KUMAR
etal., 2018; PUSZTAHELYI, 2018).

Com a entrada do patdégeno na planta hospedeira, rapidas mudancas celulares
ocorrem como a primeira linha de defesa contra o patogeno, atraves da formacéo de
lignina e depdsitos calosos (BACETE et al., 2017). Além disso, 0 acimulo de peroxido
de hidrogénio (H-0,) desempenha um papel crucial na interacdo patégeno-hospedeiro
que estd comprovadamente envolvida na inducdo da expressdo génica. A nivel
bioquimico, a lipoxigenase (LOX), fenil alanina liase (PAL), B-1,3-glucanase (GLU) e
superdxido dismutase (SOD) neutralizam o processo de infec¢do pela formacdo de
fitoalexinas, hidrolise de B-glucanas na parede celular fungica (BELKHADIR;
SUBRAMANIAM; DANGL, 2004). Essas mudancas séo reflexos da regulagéo que

ocorre durante o processo de transcricao.
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Os compostos fendlicos também foram relatados como eliminadores de ROS de
baixo peso molecular. Além disso, a indu¢do de compostos fenolicos pode ser de crucial
importancia para a restricdo da expansdo do fungo patogénico constituindo outro
mecanismo de defesa (PASCHOLATI; DALIO, 2018). Estes compostos podem induzir
a sintese de proteinas relacionadas a patogénese do hospedeiro (PR) (quitinase, 1,3-
glucanase ou taumatina) (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013).

O trabalho de AWAN, SHOAIB; KHAN (2018) mostra que plantas de tomate
resistentes a pinta preta de tomateiro aumentam seus compostos fendlicos totais aos 15
dias apds inoculacdo, o que esta positivamente correlacionado com a atividade de
enzimas antioxidantes. No entanto, plantas suscetiveis a doenca ndo foram resilientes o
suficiente para minimizar a producdo de ROS, produzindo menor quantidade de
enzimas antioxidantes e compostos fenolicos, sem que haja correlagcdo positiva entre
elas (AWAN; SHOAIB; KHAN, 2018). Nossos formulados reduziram o acimulo de
compostos fendlicos livres quando comparados com plantas controle e testemunha.
Neste sentido, € importante entender qual a rota metabdlica para
resisténcia/suscetibilidade de cada cultura e hibrido, doenca e cada indutor, e da mesma
forma, entender que isso pode ser variavel no tempo e no ambiente.

Aparentemente, o acumulo de compostos fenolicos livres foi relacionado de
forma negativa com a atividade enzimatica em nossos estudos. Esta relacdo negativa
poderia ser justificada para a enzima peroxidase versus compostos fendlicos livres, visto
que ambos participam da rota metabdlica do acido shiquimico, e por algum motivo ter
ocorrido desvio da rota. Outra hipdtese aceita é a oxidacdo do acido clorogénico por
enzimas do tipo polifenoloxidase, por exemplo, usando O> como aceptor de elétrons,
dando origem a quinonas altamente téxicas aos microrganismos. De forma geral,
compostos fendlicos livres como o acido clorogénico estdo envolvidos na defesa das
células vegetais, produzindo substancias com efeito biocida, e também eliminadoras de
perdxido de hidrogénio (PASCHOLATI; DALIO, 2018).

Conjuntamente, a analise de compostos fendlicos ligados poderia nos mostrar se
o fenol produzido estaria fortemente ligado a parede celular, e ndo dentro de vacuolos,
como forma “livre” no tecido foliar. Caso tenha ocorrido acimulo de compostos
fenolicos na parede celular, reforcaria a lignificacdo como forma de defesa da planta.

Existem diversos tipos de fenois que atuam nos processos de defesa de plantas, e
para esta andlise utilizamos o &cido clorogénico como padrdo para comparagdo. Dessa

forma, também acreditamos que poderia haver outros fenois envolvidos, e apenas a
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abordagem do 4&cido clorogénico ndo tenha sido suficiente para explicar seu
envolvimento com enzimas. Além disso, discussbes sobre compostos fendlicos
envolvem questbes sobre o local de formacdo destes e o tempo de resposta do
hospedeiro e eventual sintese de compostos, considerando o estagio de desenvolvimento
do patdégeno dentro do hospedeiro e a extensdo do progresso da doenca (LO;
NICHOLSON; TREMACOLDI, 2008). Sera que estes compostos sdo sintetizados
suficientemente rapido e em quantidades suficientes para limitar o crescimento e o
desenvolvimento do patégeno?

De antemao, conseguimos verificar que ndo ¢ através do “pool” de fendis livres
que os formulados induzem resisténcia em plantas de tomate a pinta preta. A reducédo de
compostos fendlicos em alguns periodos promovida por nossos formulados necessita de
maiores estudos, uma vez que estudamos apenas enzimas-chave de defesa de plantas
ndo conseguimos afirmar com exatidao o ocorrido. Sugere-se estudos metabolémicos e
de expressdo génica para provar a regulacdo positiva dos formulados no metabolismo
vegetal.

Com os resultados obtidos, podemos supor que os formulados possam ter
proporcionado um estado de primming na planta, que ¢ um dos fendmenos mais
desejados na inducdo de resisténcia. Somente quando a planta se encontra
potencialmente em perigo estes mecanismos sdo ativados e se da o aumento de tais
enzimas. Cenario positivo pode ser observado, uma vez que a planta ndo gaste sua
energia em defesa na presenca apenas na presenca do indutor, e consiga destina-la para

o crescimento e desenvolvimento.

4.8 Potencial dos formulados na reducdo do desenvolvimento da pinta preta de

tomateiro

De acordo com a andlise de variéncia realizada, os tratamentos diferiram entre si
para as caracteristicas avaliadas. As formulacgdes 1, 9 e 10 reduziram significativamente
a severidade da pinta preta de tomateiro, quando comparado com o controle [A+l]. A
formulacdo 23 condicionou 6,3% de severidade da doenca, e embora tenha reduzido a
porcentagem da doenca apresentou semelhanca estatistica com ao controle [A+1].

Valor préoximo a 90% de eficiéncia de controle (EC) foi promovido pela
formulagéo 1, devido a menor severidade da pinta preta, com 2% aproximadamente.

Valores acima de 80% de EC foram verificados nas formulac6es 9 e 10. A formulagéo
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23 promoveu 66% de EC em relagdo aos valores de severidade do controle [A+l]
(Tabela 12). Estes resultados concordam com (PANDEY et al., 2020), que alcancaram
controle acima de 80% de controle da pinta preta de tomateiro.

Para a evolucdo da doenca ao longo do tempo, descrita pela variavel AACP da
severidade, a formulacdo 9 proporcionou maior reducdo da doenca, diferindo
significativamente do controle [A+I]. Os demais tratamentos reduziram o
desenvolvimento da severidade da doenca no tomateiro, porém mantiveram valores
semelhantes ao controle [A+I] (Tabela 12).

Os formulados 10 e 23 reduziram significativamente o nimero de lesdes
provocadas pelo isolado Ill de Alternaria spp., diferindo do controle [A+l]. Ambos
produtos sdo compostos por fungicidas multssitios e sitio-especifico, portanto, acredita-
se que estes podem ter protegido a folha da penetracdo do fungo, reduzindo numero de
lesbes. Os formulados 1 e 9 reduziram o numero de lesdes, contudo permaneceram
estatisticamente semelhantes ao controle [A+I] (Tabela 12).

A evolucdo do numero de lesdes durante os dias de avaliacdo, representada pela
variavel AACPL destacou a reducdo do namero de lesdes promovida pelo tratamento 9.
Os demais tratamentos, embora tenham reduzido a AACPL, apresentaram valores
semelhantes ao controle [A+I] (Tabela 12).

O formulado 9 se destacou por reduzir a severidade da doenca ao longo do
tempo, ou seja, conseguiu frear o processo infectivo principalmente nos primeiros dias.
Este tratamento reduziu 7x no desenvolvimento da area lesionada (AACPS) e 3x 0

desenvolvimento do numero de lesdes da pinta preta (AACPL).

Tabela 9. Severidade (S), eficiéncia de controle (EC), area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS), nimero de lesées (NL) e area abaixo da curva
de progresso das lesoes (AACPL) para plantas de tomate pulverizadas com os
formulados (F) e inoculadas com o isolado III de Alternaria spp.

Tratamentos S (%) EC (%) AACPS NL AACPL
[F1+l] 2,06 b 89,13a 155,66 ab 7,4 ab 568,8 ab
[Fot+l] 3,11b 83,57ab  107,49b 7,6 ab 4128 b
[Fio+l] 2,56 b 86,45ab 195,26 ab 6,2 b 703,2 ab
[Fas+l] 6,31 ab 66,72b 385,99 ab 58D 583,2 ab

Controle [A+l] 18,96 a 0,00 c 762,24 a 17,4 a 1317,6 a

*Letras minusculas iguais entre tratamentos ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro.
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Os produtos formulados frearam visivelmente o progresso da pinta preta de
tomateiro quando comparado com o controle [A+I]. Uma visdo geral dos sintomas da
pinta preta de tomateiro pode ser observada na Figura 26.

Figura 26. Acompanhamento da sintomatologia da pinta preta de tomateiro em
plantas tratadas previamente com os formulados (F) ou agua (A) e inoculadas (I)
com o isolado III de Alternaria spp.

A infeccdo tem inicio com a penetracdo das hifas através dos estbmatos ou
diretamente por meio da cuticula apés a formacdo de apressorios (Figura 27). A
colonizacdo ocorre intercelularmente, ou seja, entre as células, invadindo tecidos do
hospedeiro, e provocando alteraces em diversos processos fisioldgicos, que se
exteriorizam na forma de sintomas. Normalmente, em condic¢des de campo 0s sintomas
sdo visiveis de trés a cinco dias apos a infeccdo (PEREIRA et al., 2013), ja nas
condicdes experimentais controladas, verificou-se inicio dos sintomas aos dois dias apos
inoculacdo (Figuras 26 e 27).

Mishra et al. (2018) observaram que plantas infectadas reduziram os atributos
fisiologicos durante a infeccdo foliar de Alternaria spp. Alteracdes fisioldgicas em
plantas de tomate controle, como amarelecimento foram perceptiveis quando inoculadas

com o isolado Il de Alternaria spp., e promovidas a partir da reducdo do teor de
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clorofila, que impactam no processo fotossintético (Figuras 26 e 27). AplicacGes de
formulados a partir do éleo essencial de Mentha piperita foram capazes de manter
plantas de tomate com os teores de clorofila “a” e “b” aumentados, quando comparado

com o tratamento controle (PANDEY et al., 2020).

2 dias 4 dias 6 dias

Figura 27. Acompanhamento da sintomatologia da pinta preta de tomateiro em
plantas controle, as quais foram tratadas previamente as 72 horas com agua e
inoculadas com o isolado III de A/ternaria spp.

Embora sem quantificar a producdo de esporos por lesdo, em condigdes
favoraveis ao progresso da doenca, varios ciclos secundarios do patdgeno podem
ocorrer durante o ciclo da cultura, levando a epidemias mais severas. Com pequenas
observac0es realizadas, verificamos variacdo ampla na producéo de esporos por lesdo e
0 produto aplicado as 72 horas antes da inoculacdo dificilmente influenciaria a
esporulacdo do fungo que conseguiu penetrar. Contudo, as infeccdes secundarias podem
acontecer atraves da disseminacdo de esporos, e dessa forma, as formulacdes 10 e 23
apresentaram reducdo do NL, que também pode ser explicado pelo carater protetor dos
fungicidas multissitios.

De acordo com Pereira et al. (2013), o controle quimico da pinta-preta deve ser
realizado por meio de aplicacbes preventivas de fungicidas protetores (mancozebe,
metiram, propinebe e clorotalonil) ou cupricos (oxicloreto de cobre, hidréxido de cobre
e oxido cuproso) no inicio do periodo vegetativo. Estes formam uma pelicula protetora

na superficie da planta e atuam sobre multiplos sitios do metabolismo do fungo,
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impedindo a infeccdo do patégeno, e consequentemente o surgimento de ragas
resistentes. Entretanto, devem ser aplicados frequentemente, pois a planta emite novas
folhas que ficam desprotegidas, aléem de serem removidos pelas chuvas.

Em condi¢bes ambientais favordveis, a taxa de progresso da pinta preta de
tomateiro é maior do que em condi¢des nao propicias. Molhamento foliar € um fator
determinante na infeccdo de fungos. Em condi¢bes de campo, precipitacdes elevadas
condicionam umidade relativa, além de lavar a camada de fungicidas protetores
presentes na superficie, e dessa forma, fungicidas sisttmicos forneceriam uma maior
protecdo. Dessa forma, condicdes ambientais com pouca precipitagdo favorecem o
controle da pinta preta com produtos protetores (BATISTA, 2006).

De acordo com (RAY et al., 2015), produtos indutores de resisténcia em tomate
contra Alternaria spp. produzem uma cascata de sinalizacdo de defesa na planta, que
envolve a geracdo de anion superoxido, acimulo de perdxido de hidrogénio, seguido de
reforco da parede celular por meio de deposic¢do de compostos fenolicos e reticulagdo de
proteinas. Enzimas de eliminacdo e antioxidantes, incluindo polifenol oxidase e
peroxidases tambem sdo produzidas durante a defesa do tomateiro contra infeccao por
Alternaria spp. Estes compostos, além de sinalizar outros processos fisioldgicos,
também sdo toxicos ao fungo, destruindo-o. Neste mesmo sentido, é importante
considerar que estes compostos estejam presentes na planta logo nos primeiros
momentos do processo infectivo, a fim de frear o desenvolvimento da les&o.

Nos ultimos tempos vem sendo descobertos novos compostos de diferentes
plantas capazes de controlar o desenvolvimento de fitopatdgenos (DA SILVA et al.,
2009). Alem disso, as estratégias de manejo somente quimicas foram desencorajadas
devido as crescentes preocupacfes com a toxicidade humana, resisténcia antifingica e
problemas ambientais (RIBES et al., 2017). Portanto, muita atencdo esta sendo dada aos
fungicidas naturais, seguros e biodegradaveis (TAO; JIA; ZHOU, 2014) como novas
ferramentas para auxiliar o controle de doencas.

Os nanoformulados desenvolvidos neste trabalho apresentam-se como
promissores no mercado de biodefensivos, por atuar eficientemente no controle da pinta
preta de tomateiro, através de seu controle direto e também pela inducdo de resisténcia
em plantas. As formulacGes contendo apenas i.a com éleos essenciais e adjuvantes
podem alavancar o uso de 6leos essenciais para uso na agricultura orgéanica, trazendo

novas opdes para uso sustentavel e com menor residuos quimicos.
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As nanoformulagdes contendo misturas com fungicidas e com multisitios podem
contribuir substancialmente para o manejo de resisténcia de fungos, pois conta com
amplo espectro de acdo, além de impulsionar o uso de dleos essenciais para a
formulacdo de produtos menos toxicos ao meio ambiente e ser humano, por permitir

menor dose de fungicidas convencionais na formulagéo.
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5 CONCLUSAO

Os oleos essenciais A, B, C e E apresentam controle do crescimento micelial de
isolados de Alternaria spp. em baixas doses. Os 6leos essenciais possuem satisfatorio controle
da pinta preta de tomateiro em condicdes de casa-de-vegetacdo na dose de 2,5 uL mL™.

As nanoformulagBes a partir do 6leo essencial E controlam eficientemente o isolado
[11 de Alternaria spp. em condiges in vitro, e a doenca na planta. As formulagdes 1,5, 9, 10 e
18 apresentam tamanho médio inferior a 300 nm, sem que ocorram grandes alteraces na sua
composi¢do fisico-quimica até 150 dias de armazenamento, demonstrando estabilidade de
prateleira. A formulacdo 9 se destaca devido as suas caracteristicas de tamanho, polidisperséo,
potencial zeta e concentracdo de particulas. As formulagdes 1, 9, 10 e 23 induzem resisténcia
em plantas de tomateiro, auxiliando na ativacédo inerente da planta contra a pinta preta de
tomateiro.

As formulacgdes desenvolvidas a partir dos 0leos essenciais recebem destaque, pois 0s
Oleos sdo considerados como fonte de origem natural para o desenvolvimento de
biofungicidas, atuando tanto na defesa direta do hospedeiro quanto na inducgéo de resisténcia.
Diante do exposto, todas as hipdteses foram aceitas e acredita-se fielmente na prospeccgédo

destas tecnologias, colaborando para a sustentabilidade do sistema de producéo.
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