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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade in vitro e in vivo de um isolado de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) aos produtos cloridrato de kasugamicina, fulusulfamide
e oxitetraciclina. Para o teste in vitro, foram avaliados os halos de inibigdo formados ao redor de discos de
papel de filtro umedecidos com os produtos, nas concentragdes de 0, 1, 10, 100 e 1000 pg mL™, 24 h ap6s a
instalacdo do ensaio. Quanto a avaliacdo dos produtos in vivo, dois ensaios foram instalados sob condi¢bes
de casa-de-vegetaco, com plantas de tomateiro cultivar Angela Hiper, através da inoculag&o das plantas por
dois métodos: pulverizagao foliar e ferimento no caule. Nos dois ensaios, as plantas foram pulverizadas com
os produtos cloridrato de kasugamicina a 0,06 mL L™, fulusulfamide a 0,025, 0,05 e 0,075 mL L™ e oxitetraciclina
a 0,40 g L™, duas vezes antes e duas vezes ap0s a inoculacdo, em intervalos médios de 5-7 dias. Foram
avaliados a incidéncia de foliolos doentes (inoculagéo foliar) e a severidade dos sintomas nas plantas inoculadas
por ferimento no caule. Verificou-se que o isolado de Cmm foi sensivel in vitro ao cloridrato de kasugamicina,
ao fulusulfamide e & oxitetraciclina, respectivamente a partir das concentraces de 1000, 100 e 10 ug mL™.
Com relagdo aos ensaios in vivo, apenas oxitetraciclina propiciou menor incidéncia de foliolos doentes nas
plantas inoculadas através de pulverizagéo foliar; nenhum produto teve éxito em controlar a doenga nas plantas
inoculadas por ferimento no caule. O fulusulfamide, em todas as concentracdes, foi fitotdxico aos foliolos das
plantas de tomateiro.

Palavras-chave: tomate, doenca, controle quimico

IN VITRO AND IN VIVO ACTION OF CHEMICALS
ON Clavibacter michiganensis SUBSP. michiganensis
CAUSAL AGENT OF THE BACTERIAL CANKER OF TOMATO

ABSTRACT: An experiment was carried out to evaluate the in vivo and in vitro sensibility of a Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis isolate (Cmm) to the products kasugamicyn cloridrate, fulusulfamide and
oxytetracicline. In the in vitro tests, the inhibition formed around the discs of filter papers soaked with the
chemicals was evaluated, for concentrations of 0, 1, 10, 100 and 1000 pg mL™, 24 h after the installation of the
experiment. In the in vivo evaluation, two experiments were installed under greenhouse conditions, with tomato
plants cv. Angela Hiper and two methods of inoculation: leaf spray and stem injury. In both experiments, the
plants were sprayed with 0.06 mL L™ of kasugamicyn chloridrate, 0.025, 0.05 and 0.075 mL L™ of fulusulfamide
and 0.40 g L™ of oxytetracycline, twice before and twice after the inoculations, at intervals of 5 to 7 days. The
incidence of diseased leaves (inoculation by leaf spray) and the severity of the symptoms in the plants inoculated
by stem injury was evaluated. The Cmm isolate was in vitro sensitive to kasugamicyn chloridrate, fulusulfamide
and oxytetracycline in the respective concentrations of 1000, 100 and 10 ug mL™. Only the oxytetracycline
promoted a lower incidence of diseased leaves in the plants inoculated by leaf spray. None of the chemicals
had success in the disease control (inoculation by stem injury). The fulusulfamide, in all concentrations, was
toxic to the leaves of tomato plants.

Key words: tomato, disease, chemical control
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INTRODUCAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma das
hortalicas mais importantes no Brasil, considerando-se seus
aspectos socio-econdmicos (Lopes & Stripari, 1998).
Historicamente, o Brasil ocupa uma posicao destacada entre os
dez maiores paises produtores de tomate ho mundo, juntamente
com a China, os Estados Unidos, a Turquia, o Egito, a Itélia, a
india, o Ird e a Espanha. Também é responsével por uma das
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maiores areas cultivadas, com cerca de 60 mil hectares. A regido
Sudeste é responsavel pela maior producéo brasileira de tomate
para mesa e indUstria, seguido pela regido Nordeste, Centro-
Oeste, Sul e Norte. Na regido Sudeste, o Estado de S&o Paulo
é lider na producéo de tomate, seguido pelo Estado de Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo. A producao brasileira
de tomate em 1998 foi estimada em cerca de 2,6 milhdes de
toneladas, em uma area de 59,8 mil hectares (FNP Consultoria
e Comércio, 1999).
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Dentro dos fatores que limitam a produtividade do
tomateiro em qualquer regido produtora do mundo, desta-
cam-se as doencas, que estdo intimamente relacionadas
ao nivel de resisténcia genética da cultivar e ao manejo
empregado na cultura (Kurozawa & Pavan, 1997).

O cancro bacteriano do tomateiro, causado por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)
Davis et al., € uma doenca que ocorre com maior frequén-
cia em tomateiro com habito de crescimento indeterminado
(cultura estagueada) do que em tomateiros com cresci-
mento determinado (cultura de tomate rasteiro). No Brasil,
foi inicialmente relatada em 1957 ocorrendo no Estado de
Sé&o Paulo e hoje se encontra disseminada em todo territo-
rio nacional, podendo provocar perdas de 30 a 50 % da
producdo, em condicdes ambientais favoraveis, em
lavouras da regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Lopes &
Santos, 1994; Moura & Oliveira, 1996; Reis & Mariano,
1994).

A sintomatologia geralmente manifestada em
tomateiros com infeccéo localizada é o encharcamento
seguido de necrose, a queima das folhas, que se inicia
normalmente pelas bordas, cancros de 1 a 2 mm de
didmetro de centro suberoso, manchas marrom-claras no
pedunculo. Os frutos apresentam lesdes circulares,
brancas, de 1 a 3 mm de diametro, que se rompem
formando um tecido suberificado no centro com um halo
esbranquicado. Este sintoma é conhecido como “olho-de-
passarinho”. Com a infeccdo sistémica, pode ocorrer
murcha em somente um lado da planta ou nos foliolos em
um lado da folha, as formacdo de cancros no caule e
descoloracéo vascular (Lopes & Quezado-Soares, 1997,
Jones et al., 1991; Kurozawa & Pavan, 1997).

A penetracdo da bactéria no tomateiro ocorre
através de aberturas naturais, pélos radiculares e de
ferimentos, sendo que a colonizacdo localizada é
favorecida por épocas chuvosas (Kurozawa & Pavan,
1997; Moura & Oliveira, 1996).

A disseminacdo da bactéria a longas distancias
ocorre através de sementes contaminadas e caixas de
colheita, enquanto que a curtas distancias, pela acédo das
chuvas, agua de irrigacdo e principalmente nos tratos
culturais do tomateiro, como a desbrota, a capina, a
amarracdo, o desbaste, em estacas de tutoramento
infectadas e outras operacfes (Moura & Oliveira, 1996;
Lopes & Quezado-Soares, 1997; Jones et al., 1991 ).
Conforme Chang et al. (1991), a ocorréncia de 0,01 a
0,05% de sementes contaminadas é capaz de iniciar uma
epidemia em uma lavoura de tomate devido aos tratos
culturais usualmente empregados.

C. michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) é
capaz de colonizar mudas de tomateiros sem promover a
manifestacdo dos sintomas da doenca. Esta observacao
tornou a fase de producdo de mudas de tomateiro mais
cautelosa, pois a disseminacdo do patégeno através do
transplante destas mudas sem sintomas nos campos de
producdo pode se tornar critica (Gitaitis et al., 1991; Gitaitis
etal., 1992)
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Para o controle do cancro bacteriano do tomateiro
sao recomendadas varias praticas culturais, como o plantio
de mudas sadias, 0 uso de cultivares resistentes, evitar
irrigacdo por aspersdo em excesso, escolher solos com
boa drenagem, eliminar restos culturais, fazer rotacao de
culturas com gramineas por pelo menos um ano, tratar
estacas de tutoramento, mourdes, bandejas de semeadura
e arames e realizar tratamento de sementes (Fatmi et al.,
1991; Gleason et al., 1993; Lopes & Santos, 1994;
Kurozawa & Pavan, 1997; Quezado-Soares & Lopes,
1994).

O controle quimico do cancro bacteriano deve ser
empregado em associacdo com as outras formas de
controle. Para tanto, recomendam-se aplicacdes
preventivas de produtos clpricos ou antibidticos (Lopes &
Quezado-Soares, 1997; Kimati et al., 1997; Andrei, 1996,
Kurozawa & Pavan, 1997).

Kurozawa (1982) verificou variacdo na
sensibilidade de diversos isolados de Cmm, in vitro, a 11
antibiéticos em diferentes concentracdes. Verificou-se a
sensibilidade dos isolados a aureomicina, oxitetraciclina,
cloranfenicol, sodium omadine, sulfato de estreptomicina
+ oxitetraciclina, cefalotina, gentamicina, sulfato de
kanamicina e ampicilina. Aproximadamente 50% dos
isolados analisados apresentou resisténcia a 300 ug mL™
de sulfato de estreptomicina. Azevedo (1973) relatou a
existéncia de resisténcia monogénica de Cmm ao sulfato
de estreptomicina, recomendando a alternancia de
antibiéticos no controle do cancro bacteriano do tomateiro.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
acao dos produtos cloridrato de kasugamicina,
fulusulfamide e oxitetraciclina em diferentes concentracdes
in vitro e in vivo sobre um isolado patogénico de Cmm.

MATERIAL E METODOS

Sensibilidade in vitro de produtos quimicos sobre  C.
michiganensis subsp. michiganensis

Foi avaliada a a¢do dos produtos fulusulfamide,
cloridrato de kasugamicina e oxitetraciclina, in vitro, nas
concentragdes de 0, 1, 10, 100 e 1000 pg mL™ sobre o
isolado To-134 de Cmm.

Empregou-se o0 método da deposicao de discos de
papel de filtro (Goodman & Lindenfelser, 1967),
umedecidos nos produtos quimicos, sobre o meio de
cultura nutriente-sacarose-agar contendo a bactéria. Para
tanto, a bactéria foi cultivada em meio de cultura nutriente
liquido (48 h; 25 - 28°C) e essa suspensdo foi misturada
ao meio nutriente-sacarose-agar fundente a 45 - 50 °C, na
razdo de 1 mL da suspenséo bacteriana para 10 mL de
meio de cultura.

Vinte mililitros dessa mistura foram transferidos
assepticamente para placas de Petri. Apos a solidificacéo
do meio de cultura, foi depositado no centro da placa um
disco de papel de filtro esterilizado, previamente embebido
na suspensao dos produtos quimicos. Os produtos
quimicos foram suspensos e diluidos em agua destilada
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esterilizada para a obtencéo das concentracdes desejadas.
O tratamento testemunha foi representado por agua
destilada esterilizada.

Apo6s a deposicao dos discos de papel de filtro,
na superficie do meio de cultura, as placas de Petri foram
mantidas durante 2 h, sob refrigeracéo, para que houvesse
a difusdo dos produtos quimicos no meio de cultura e a
paralisacdo do crescimento bacteriano. Posteriormente,
as placas de Petri foram submetidas a incubacédo (24h; 25
- 28°C) e os diametros perpendiculares dos halos de
inibicdo formados aferidos em milimetro. Foi descontado
o valor referente ao didametro do disco de papel de filtro
(1,2 cm) em cada uma das leituras.

Para cada uma das concentragdes dos produtos
quimicos, foram utilizadas cinco placas de Petri contendo
0 meio de cultura acrescido da bactéria. O delineamento
experimental empregado foi o0 inteiramente casualizado.

Eficiéncia de produtos quimicos no controle da
infeccao local do cancro bacteriano do tomateiro

Plantas de tomateiro cultivar Angela Hiper foram
transplantadas para vaso, contendo substrato autoclavado
e aos 7, 14, 21 e 28 dias apds essa operacdo, foram
pulverizadas com as diferentes suspensdes de cloridrato
de kasugamicina (0,06 mL L™), fulusulfamide (0,025, 0,05
e 0,075 mL L") e oxitetraciclina (0,40 g L™). Os produtos
foram pulverizados com um pulverizador costal em alto
volume, até o inicio de escorrimento da calda nas folhas.

Aos 16 dias apos o transplante, as plantas foram
submetidas a cAmara Umida por 24h e inoculadas um dia
apos por pulverizagdo com uma suspensao bacteriana do
isolado To-134, na concentracdo de 10 ufc mL™. As
plantas foram submetidas novamente a camara Umida, por
48 h, mantidas sob condi¢cdes de casa-de-vegetacéo e
nebulizadas com agua duas vezes ao dia.

Os sintomas da doenca foram avaliados aos 18
dias ap6s a inoculacdo, nos foliolos das terceiras e
quartas folhas verdadeiras das plantas. Efetuou-se o
calculo da porcentagem de foliolos com sintomas da
doenca, em cada repeticao.

Cada parcela experimental foi representada por
um vaso contendo 3 a 4 plantas de tomateiro e repetidas
6 vezes, no delineamento experimental de blocos ao
acaso.

Plantas de dois vasos de cada tratamento, no
minimo, foram mantidas sem inoculacdo para verificar a
possivel acéo fitotoxica dos produtos sobre as plantas de
tomateiro.

Eficiéncia de produtos quimicos no controle da
infeccao sistémica do cancro bacteriano do tomateiro

O experimento foi conduzido de forma semelhante
ao ensaio anterior. Entretanto, as plantas foram inoculadas
no caule, entre as folhas primarias e a segunda folha ver-
dadeira, através de trés ferimentos provocados por um pa-
lito dental previamente umedecido na suspenséo de inécu-
lo bacteriano (10" ufc mL™). Ap6s a inoculacéo, as plantas
permaneceram sob condi¢Bes de cAmara Umida, por 48
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h. As pulverizacdes com os produtos quimicos cloridrato
de kasugamicina (0,06 mL L™), fulusulfamide (0,025, 0,05
e 0,075 mL L™) e oxitetraciclina (0,40 g L") foram realiza-
das aos 7, 12, 17 e 21 dias ap06s o transplante das mudas.

Os sintomas da doenca foram avaliados aos 21
dias ap6s a inoculacéo, atribuindo-se notas de severidade,
conforme a escala de notas adaptada de Chang et al.
(1992): 0 - plantas sem sintomas; 1 - poucos cancros
presentes e/ou uma folha basal murcha; 2 - Duas ou
menos da metade das folhas das plantas murchas; 3 - 50
a 75 % das folhas das plantas murchas; 4 — Mais de 75
% das folhas das plantas murchas; 5 - plantas mortas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se que a bactéria foi sensivel ao
cloridrato de kasugamicina, ao fulusulfamide e a
oxitetraciclina respectivamente a partir das concentracdes
de 1000, 100 e 10 pg mL™ (TABELA 1). Os maiores halos
de inibicdo formados foram para fulusulfamide e
oxitetraciclina na concentragdo de 1000 pug mL™.
Observou-se baixa sensibilidade do isolado de Cmm ao
cloridrato de kasugamicina, pois para esse produto houve
a formacéo de halo de inibicdo apenas para a maior
concentragdo (1000 pg mL™). Relatos da Mitsui Toatsu
Chemicals (1994) mostraram a acao inibitoria in vitro de
fulusulfamide sobre Cmm a partir da concentracéo de 5
ug mL* e Kurozawa (1982), uma agéo inibitéria de
oxitetraciclina nas concentragdes de 0,2 € 2 ug mL™.

Essas diferencas podem ser explicadas pelas
diferentes metodologias utilizadas para avaliar a
sensibilidade de Cmm aos produtos quimicos in vitro.
Esses autores incorporaram os produtos quimicos no
meio de cultura e no presente trabalho, discos de papel
de filtro foram embebidos nos produtos avaliados e
colocados na superficie do meio de cultura contendo a
bactéria.

Para o método de inoculagdo através de
pulverizagao foi constatada a menor incidéncia de foliolos
com sintomas locais da doenga apenas nas plantas
pulverizadas com oxitetraciclina. Tanto o fulusulfamide
guanto o cloridrato de kasugamicina apresentaram baixa
eficacia de controle do cancro bacteriano, resultando na
grande porcentagem de foliolos doentes (TABELA 2).

TABELA 1 - Acdo de produtos quimicos in vitro
sobre Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis.

Diametro médio dos halos de inibicdo
nas concentracdes (ug mL') empregadas

Produtos 1 10 100 1000

—————————— —— ———— mm* ——————————— ——————
e 000 am
Fulusulfamide 0 0 23,90 31,90
Oxitetraciclina 0 3,90 17,60 28,00

* Aferido 24 h ap6s instalagdo do experimento; média de 5 repeti¢des.
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TABELA 2 - Acéo de produtos quimicos no controle do can-
cro bacteriano do tomateiro, em plantas inocu-
ladas por pulverizagao.

Inarediente ativo Concentracao % foliolos
9 (i,a.) doentest
Fulusulfamide 0,025 mL L* 95,92 at
Fulusulfamide 0,050 mL L*? 89,24 a
Fulusulfamide 0,075 mL L? 82,36 ab
Cloridrato de 0,060 mL L* 83,10 ab
kasugamicina
Oxitetraciclina 0,400 mg L* 58,57 b
Testemunha i 98.10 a
inoculada
Testemunha nao ) 0°
inoculada

C.V. (%) = 15,70

*Aos 18 dias ap0s inoculagdo; médias seguidas de mesma letra, na
coluna, ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5 %.
Para andlise estatistica os dados foram transformados em arco seno
da raiz quadrada de x.

2Dados nao incluidos na analise estatistica.

Para as plantas inoculadas através de ferimento
no caule, nenhum dos produtos testados foi eficaz em
controlar a doenca (TABELA 3).

Embora os produtos cloridrato de kasugamicina e
oxitetraciclina sejam registrados para o controle do cancro
bacteriano do tomateiro em campo (Andrei, 1996; Kimati
et al., 1997), apenas oxitetraciclina mostrou-se superior
aos demais produtos e somente quando avaliada para a
colonizacao local do patégeno (TABELAS 2 e 3).

A baixa eficacia dos produtos para o controle da
doenca quando foi empregada a inoculacdo das plantas
por ferimentos no caule pode ser explicada pelo modo de
colonizacéo da bactéria no sistema vascular. Ao se fazer
as pulverizag6es com os produtos quimicos na parte aérea
das plantas, provavelmente eles nédo penetraram, néo atin-
giram e ndo acumularam no sistema vascular do caule das
plantas para impedir e/ou dificultar a colonizacdo. Normal-
mente, os produtos quimicos sistémicos (cloridrato de
kasugamicina e oxitetraciclina) quando pulverizados na
parte aérea das plantas sdo absorvidos e redistribuidos no
limbo foliar. A translocacdo do produto de uma folha a
outra ou da folha para o xilema do caule é praticamente
nula.

A fulusulfamide, além de nao ser eficaz no controle
do cancro bacteriano do tomateiro em todas as
concentracdes testadas, foi fitotoxica as plantas,
ocasionando manchas necréticas de coloracdo marrom e
palha nos foliolos das plantas pulverizadas.
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