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1. RESUMO

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Rs) ¢
uma das principais doengas do tomateiro. Nao existe no mercado brasileiro
cultivares/hibridos com nivel de resisténcia satisfatorio ao patdogeno. Os porta-enxertos
com resisténcia sdo utilizados com finalidade de controlar a murcha bacteriana. O
patogeno tem a capacidade de permanecer no solo por muitos anos € com isso, inviabilizar
o cultivo. Também influenciam nas trocas gasosas, na atividade das enzimas envolvidas
em mecanismos de defesa e na produtividade das plantas afetadas. Diante do exposto, os
objetivos do trabalho foram: avaliar a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amodnia liase
(PAL) como respostas bioquimicas ao estresse relacionado a defesa contra murcha
bacteriana em tomateiro; avaliar a eficiéncia da enxertia no controle da murcha bacteriana;
comparar as trocas gasosas das plantas enxertadas e ndo enxertadas com a doenga, e avaliar
a produtividade dessas plantas em ambiente protegido infestado com o patdgeno. Para isso,
conduziram-se trés experimentos, sendo dois em casa de vegetacdo, na Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP - Campus de Botucatu, Botucatu - SP e o terceiro em
ambiente protegido, na Fazenda Ituad, no municipio de Salto - SP. No primeiro
experimento, foram avaliadas as atividades enzimaticas (SOD, CAT, POD, PPO e PAL)
nas folhas e caule das plantas enxertadas e ndo enxertadas, inoculadas com RS em nove
coletas que foram realizadas as 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 288 horas apods a
inoculacdo. No segundo, avaliou-se a incidéncia da murcha bacteriana com 0, 5, 10, 15 e
20 dias apods inoculagdo (DAI) e trocas gasosas com 0, 3, 6, 9 e 12 DAI em plantas
enxertadas e nao enxertadas inoculadas com RS. No terceiro experimento, foi avaliada a

incidéncia da murcha bacteriana aos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias apds transplante



em plantas enxertadas sobre trés diferentes porta-enxertos e plantas pé-franco em ambiente
protegido infestado naturalmente com a bactéria. Com base nos resultados obtidos nos
experimentos, chegou-se as seguintes conclusdes: As enzimas SOD, CAT e PAL, para as
folhas, e SOD, POD e PAL, para o caule, podem ser utilizadas como marcadores
bioquimicos no tomateiro, em resposta a infec¢do da RS, pois responderam ao estresse
oxidativo gerado pelo patégeno nas plantas. Os porta-enxertos avaliados em casa de
vegetacao apresentaram resisténcia a doenca; a murcha bacteriana reduziu as trocas
gasosas no pé-franco e nas plantas enxertadas, sendo o pé-franco o mais afetado; a
enxertia foi eficiente no controle da murcha bacteriana no ambiente protegido; os porta-
enxertos mostraram-se resistentes a murcha bacteriana; a técnica de enxertia demonstrou
viabilidade de producao dos tomates nas plantas enxertadas em comparagdo ao pé-franco,

em solo contaminado com Ralstonia solanacearum em ambiente protegido.

PALAVRAS - CHAVE: Enxertia, Ralstonia solanacearum, Trocas gasosas, Solanum

lycopersicum e Enzimas.
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2. SUMMARY

Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum (Rs) is one of major disease on tomato.
There is no market cultivars / commercial hybrids resistant to the pathogen. Rootstocks
with resistance are used in order to control bacterial wilt (BW). The pathogen can survive
in the soil for many years. Also, to influence gas exchange, in the activity of enzymes
involved in defense mechanisms and productivity of the affected plants. The above, the
objectives of the study were to evaluate the activity of the enzymes superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), polyphenol oxidase (PPO) and phenylalanine
ammonia lyase (PAL) as biochemical stress responses related to defense against bacterial
wilt in tomato; evaluate the efficiency of grafting to control bacterial wilt; compare gas
exchange of grafted and not grafted plants inoculated with BW and also check the
productivity of these plants in plastic house with the pathogen. Three trial were conducted,
two in a plastic house at the Faculty of Agricultural Sciences of Botucatu UNESP, and the
third in a protected environment in Ituall Farm in the Salto city. In the first trial, we
evaluated the enzymatic activities (SOD, CAT, POD, PPO and PAL) in the leaves and
stems of grafted and not grafted plants, inoculated with Rs in nine samples that were
performed at 0, 12, 24, 48, 72 , 96, 120, 144 and 288 hours after inoculation. In the second,
we evaluated the incidence of bacterial wilt with 0, 5, 10, 15 and 20 days after inoculation
(DAI) and gas exchange with 0, 3, 6, 9 and 12 DAI on grafted and not grafted plants
inoculated with Rs . The third trial it was evaluated the incidence of bacterial wilt at 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 and 80 days after transplantat in grafted plants on three different
rootstocks and non grafted plants at soil naturally infested with Rs. Based on the results
were concluded: The enzymes SOD, CAT and PAL, to the leaves, and SOD, POD and

PAL for the stem, can be used as biochemical markers in tomato in response to Rs



infection because reaction to oxidative stress generated by the pathogen in plants;
Rootstocks evaluated in greenhouse showed moderate levels of resistance. Bacterial wilt
reduced gas exchange in non grafted and the grafted plants, butin the non grafted it was
most affected. Grafting was effective in controlling bacterial wilt in the protected
environment. The rootstocks were resistant to bacterial wilt. The grafting technique
demonstrated feasibility of production of tomatoes in grafted plants compared to non

grafted in soil contaminated with RS in a protected environment.

KEYWORDS: Grafting, Ralstonia solanacearum, Gas exchanges, Solanum lycopersicum

and Enzimes.



3 INTRODUCAO

O tomate ocupa o segundo lugar na produgdo entre as hortalicas
cultivadas no Brasil, com uma produgao de 4.275.070,00 toneladas e uma area cultivada de
65.178 hectares (AGRIANUAL, 2015).

O tomateiro, juntamente com o pimenteiro € o pepineiro sao as
principais hortalicas cultivadas em ambiente protegido. O cultivo nesse ambiente
proporciona algumas vantagens, como, por exemplo, protecdo em relagdo a adversidades
climaticas (chuva, vento e geada), melhor aproveitamento dos fatores envolvidos na
producdo (4gua, fertilizantes, defensivos, manejo do ambiente), entre outros. No entanto, a
falta de um manejo adequado do solo tem causado problemas relacionados ao acimulo de
sais (salizinagdo) e, principalmente, a patogenos do solo.

As doencas de solo sdo preocupantes fontes de prejuizos para a
cultura do tomateiro, em todas as regides produtoras do Brasil. Pode levar a condenagao
dos campos de cultivo, especialmente em cultivos sucessivos, pois aumenta a pressao para
surgimento de patogenos do solo (LOPES; DUVAL, 2007). Dentre os principais patogenos
encontrados no solo, estio Meloidogyne spp, Ralstonia solanacearum (Rs), Fusarium
oxysporum, Phytophthora capsici e Sclerotinia sclerotiorum.

A Rs ¢ uma bactéria fitopatogénica encontrada no solo, causadora
da murcha bacteriana que acarreta prejuizos em diversas culturas, grande ntimero de
espécies, possuindo mais de 200 hospedeiros com perdas econdmicas dificeis de

quantificar.



No tomateiro, ¢ considerada uma das doengas mais importantes da
cultura e de outras solanaceas. A bactéria ¢ amplamente distribuida em regides tropicais e
subtropicais, favorecida por alta temperatura e alta umidade do solo. Por isso, ocorre com
maior intensidade durante os cultivos de verdo chuvoso e no cultivo em ambiente
protegido. Este, por sinal, tem trazido sérias preocupacdes aos produtores em virtude de
sucessivos cultivos no mesmo local, aumentando a populacdo da bactéria em areas
contaminadas.

Como uma alternativa de controle, a enxertia em porta-enxertos
resistente tem-se mostrado promissora para cultivos em solos contaminados. Essa técnica
consiste em isolar a cultivar e/ou hibrido que ¢ suscetivel a doenga, por meio do porta-
enxerto resistentes.

Contudo, as hipoteses do trabalho sdo de que a enxertia controla a
murcha bacteriana no tomateiro, pela utilizagdo de porta-enxertos resistente ao patogeno,
que essas plantas enxertadas produzam mais que as plantas ndo enxertadas (pé-franco) em
solo infectado com patdgeno e que as trocas gasosas e as enzimas antioxidantes entre as
plantas pé-franco e enxertadas (inoculadas com bactéria) sofram alteragcdes em seu
metabolismo pela manifestagdo da doenga nessas plantas.

Diante das hipoteses apresentadas, objetivou-se com o trabalho: 1.
Avaliar a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina amoénia liase (PAL) como respostas
bioquimicas ao estresse relacionado a defesa contra RS em tomateiro; 2. Avaliar a
eficiéncia da enxertia no controle da murcha bacteriana; 3. Comparar as trocas gasosas das
plantas enxertadas e ndo enxertadas inoculadas com Rs; 4. Avaliar a produtividade das
plantas enxertadas e ndo enxertadas do tomateiro em ambiente protegido no solo infestado

com o patdgeno.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Cultura do tomateiro

O tomateiro ¢ uma das hortalicas mais difundidas e de importancia
no mundo. Possui ampla capacidade adaptativa, o que o torna uma planta cosmopolita,
podendo ser cultivada nas mais diferentes latitudes geograficas, cultivado a campo aberto
ou em ambiente protegido, utilizando-se de diferentes tecnologias. A cultura do tomate no
Brasil assume significativa importancia social e econdmica, o que o torna um dos maiores
mercados de producdo e comercializagdao (FARIAS, 2012).

O tomateiro, cuja espécie ¢ Solanum lycopersicum L., pertencente a
familia da solanacea. Originou-se da espécie andina e silvestre Lycopersicon esculentum
var. cerasiforme (TAYLOR, 1986), da parte ocidental da América do Sul, nas regides
andinas do Peru, Bolivia e Equador. Foi levado para o México, que ¢ considerado o centro
da domesticacdo da espécie. No Brasil, foi introduzido no fim do século XIX por
imigrantes europeus (ALVARENGA, 2004).

Seu cultivo estd presente em praticamente todo o Brasil, destaque
para os Estados de Goias, Sao Paulo e Minas Gerais, que sao os maiores produtores dessa
hortali¢a-fruto.

Segundo Filgueira (2008), o tomateiro ¢ uma planta herbacea com
caule flexivel e incapaz de suportar a massa dos frutos e manter a posi¢cdo vertical. As

folhas sdao pecioladas, compostas por numero impar de foliolos. Seu hébito de crescimento



¢ dividido em dois tipos, o indeterminado e o determinado. O indeterminado ocorre na
maioria das espécies destinadas a produgdo do tomate de mesa, j4 o determinado, em sua
grande maioria, ¢ destinado ao processamento industrial.

Em cada fase do ciclo do tomateiro, existe uma temperatura
considerada 6tima, mas de maneira geral, temperaturas diurnas de 18° C a 25° C e noturnas
de 15° C a 20° C sdo consideradas favoraveis para o bom desenvolvimento e a frutificagao
da cultura. Temperaturas inferiores a 12°C e acima de 35°C prejudicam o desenvolvimento
vegetativo, e a frutificacdo, causando a deformacao dos frutos e a formagao de frutos ocos
(FILGUEIRA, 2008).

As flores sd3o pequenas ¢ amarelas e agrupam-se em cachos. Nao
respondem ao fotoperiodo, desenvolvendo-se bem tanto em condigdes de dias curtos
quanto de dias longos, entre 9 e 15 horas didrias de luminosidade. A umidade relativa (UR
%) ¢é outro fator essencial para o desenvolvimento do tomateiro. A UR adequada varia de
50 - 70%. UR inferior a 50%, associado com elevada temperatura, pode prejudicar a
absorcao de 4gua e nutrientes pela planta (ALVARENGA, 2004).

O fruto ¢ uma baga de tamanho e formato muito varidveis. E
composto pela pelicula (casca), placenta e sementes. Internamente, os frutos apresentam
septos que delimitam os loculos, nos quais as sementes se encontram imersas na
mucilagem (FILGUEIRA, 2008).

Possui propriedade antioxidante do licopeno, pigmento carotendide
que confere coloracdo vermelha a maioria das cultivares (DORAIS; GOSSELIN;
PAPADOPOULOS, 2001). E uma boa fonte das vitaminas A, B, C e de sais minerais,
como fosforo, ferro, potassio e magnésio, € com baixo teor de calorias. O fruto possui em
sua composicdo de 93 a 95% de agua, e os restantes 5 a 7% encontram-se compostos

inorganicos (FILGUEIRA, 2008).

4.2 Ambiente protegido

No Brasil, o ambiente protegido comecou a ser utilizado a partir da
década de 80. As primeiras estruturas foram implantadas no cinturdo verde de Sao Paulo,
cultivadas com tomate cereja, meldo-rendilhado e pimentdo-amarelo (VECCHIA; KOCH,

1999; MARTINS et al., 1999).



De acordo com Comité Brasileiro de Desenvolvimento e Aplicagao
de Plasticos na Agricultura (COBAPLA), o Brasil possui 22 mil hectares de cultivo
protegido (tuneis e estufas), nos quais sdo produzidas hortalicas, flores e mudas
(CULTIVO, 2014).

O cultivo em ambiente protegido proporciona algumas vantagens,
como por exemplo, protecao em relagdo a adversidades climaticas (chuva, vento, geada),
melhor aproveitamento dos fatores envolvidos na produgdo (agua, fertilizantes, defensivos,
microclima); além disso, podem propiciar cultivos na entressafra, permitindo um
abastecimento mais regular do mercado (SANTOS et al., 2003).

O uso intenso dos solos, em ambiente protegido sem o manejo
correto, fez com que estes ficassem salinizados e infestados por patdogenos presentes no
solo (GOTO; SANTOS; CANIZARES, 2003).

Em solos com desequilibrio nutricional, patégenos relacionados a
cultura sdo mais agressivos, sendo essa situagdo comum em cultivo protegido, por
consequéncia de adubagdes pesadas associadas a auséncia de lixiviacdo (LOPES, 1996).
Muitas doencas em cultivos protegidos podem ser mais severas quando comparadas ao
cultivo convencional; pois, além dos fatores ambientais mais favoraveis, devem-se
considerar outros fatores como: estado nutricional, monocultivo, irrigacdo, entre outros,
que contribuem para propiciar melhores condigdes para desenvolvimentos dos patogenos
(ZAMBOLIN et al., 2000). Dentre os principais patdogenos do solo, destaque para R.

solanacearum que afeta diversas culturas, dentre as quais o tomateiro e outras solanaceas.

4.3 Murcha Bacteriana

Ralstonia solanacearum ¢ o agente causal da murcha bacteriana,
doenca vascular que estd associada a mais de 200 espécies de plantas cultivadas e
silvestres, em pelo menos 54 familias botanicas (KELMAN, 1953; BUDDENHAGEN;
KELMAN, 1964). Culturas de importancia econdmica, como tomate, batata, banana, fumo,
pimentdo, berinjela, pimenta, gengibre, amendoim, mandioca, amora, eucalipto, entre
outras, sdo atacadas por esse patogeno (MIRANDA; TAKATSU; UESUGI, 2004).

Foi descrita pela primeira vez por Smith (1986), como Bacillus

solanacearum. Pertence ao reino: Procariotae, divisdo: Bactéria, classe: Proteobacteria,
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subclasse: b-Proteobacteria, ordem: Burkholderiales, familia: Burkholderiaceae. Essa nova
classificagdo foi validada pelo International Journal of Systematic Bacteriology
(YABUUCHI et al., 1995).

A bactéria ¢ Gram-negativa, habitante do solo, em forma de
bastonetes retos ou levemente curvados com aproximadamente 0,5-1,0 x 1,5-4,0 um, nao
esporogénica, moével por meio de um ou mais flagelos polares, aerdbica, faz parte do grupo
das nao fluorescentes, que ndo tem seu crescimento a temperatura de 40° C. Seu
crescimento ocorre em temperatura entre 25° e 35°C, com temperatura 6tima de 28° C
(AGRIOS, 2005), mas isso pode variar de acordo com os isolados.

Foi relatada pela primeira vez no final do século 19, na cultura da
batata, tabaco, tomate e amendoim, na Asia, sul dos EUA ¢ América do Sul (SMITH,
1896). Foi amplamente distribuida e ¢ encontrada em regides tropicais, subtropicais, € em
algumas regides temperadas do mundo (FEGAN; PRIOR, 2004).

Tradicionalmente, podem ser classificadas em cinco ragas, de
acordo com a gama de hospedeiros (DAUHTREY, 2003), e em cinco biovares, com base
na utilizagdo de trés agucares (lactose, maltose e celobiose) e trés alcoodis (manitol, sorbitol
e dulcitol), como fonte tinica de carbono (HAYWARD, 1964).

Estirpes da raca 1 caracterizam-se por afetar maior nimero de
espécies hospedeiras, principalmente solanaceas. A raca 2 ¢ patogénica a musaceas
(bananeira triploide e Heliconia sp.). A raca 3 ¢ composta por estirpes que infectam
basicamente a cultura da batata. A raga 4 ¢ caracteristica de estirpes que afetam o gengibre.
A raga 5 foi detectada na China (HE; SEQUEIRA; KELMAN, 1983).

No Brasil, levantamentos conduzidos nas diversas regides
geograficas indicaram a existéncia da biovar 1 em todas as regides. A biovar 2 predomina
em climas amenos (Sul, Sudeste, Centro-Oeste), ¢ a biovar 3 no Norte e Nordeste. A raga
1, constituida pelos biovares 1 e 3, € responsavel pela murcha bacteriana no tomateiro e
em outras solanaceas (MALAVOLTA JR. et al., 2008).

Salanoubat et al. (2002) sequenciaram genoma de R. solanacearum
da estirpe GMI1000, raga 1, mostrando que a estrutura genomica da bactéria divide em
duas moléculas: cromossomo e megaplasmideo. No cromossomo, estdo os genes
necessarios para a sobrevivéncia da bactéria, como, por exemplo, os genes envolvidos nos
processos de replicagdo e divisdo celular. J4, no megaplasmideo, encontram-se os genes

que conferem caracteristicas de adaptagdo e patogenicidade ao isolado.
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Os principais fatores ambientais que interferem na interagdo
patoégeno-hospedeiro sdo a temperatura e a umidade do solo. Altas temperaturas favorecem
o desenvolvimento da doenca sob condigdes de campo, bem como sua sobrevivéncia no
solo. Temperatura 6tima entre 25 e 35° C favorecem o desenvolvimento da doenga
(TAKATSU; LOPES, 1997).

A bactéria R. solanacearum invade o hospedeiro através de injurias
das raizes ou em pontos de emergéncia de pelos radiculares e raizes laterais. As injarias
nas raizes podem ser provocadas por nematoides, ferramentas e implementos agricolas
utilizados nos tratos culturais, que facilitam a entrada da bactéria nas plantas.

Os sintomas iniciais da doenga incluem o escurecimento da regido
vascular, mais visivel na regido proxima ao colo, murcha de foliolos e epinastia foliar,
podendo ocorrer recuperagdo das plantas nas horas mais amenas do dia. Com a progressao
da doenca, esse estado de murcha afeta a planta toda, podendo inclusive levar a morte a
planta infectada (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

A murcha das folhas (Figura 1) ocorre de cima para baixo nas
plantas, resultado da interrupg¢ao parcial ou total do fluxo de 4gua. Ao infectar a planta por
ferimentos nas raizes, a bactéria aloja-se nos vasos condutores de agua (xilema),
multiplica-se, produzindo alta populacdo de células, e polissacarideos extracelulares
viscosos, que acabam bloqueando o vaso do xilema, que € o vaso que conduz a agua
absorvida pelas plantas (DENNY, 2006; LOPES; ROSSATO, 2013).

A doengca pode manifestar-se em qualquer estadio de
desenvolvimento da planta, embora seja mais comum na época da formagdao do primeiro
cacho de frutos, mas isso pode variar em fun¢do do clima, da pressdao do indculo no solo,
da cultivar utilizada, dentre outros fatores. Haward (1991) descreve que a temperatura € o
fator mais importante entre os que afetam a interagdo patdogeno-hospedeiro e que o
aumento da temperatura para 30-35°C diurna causa a incidéncia e a severidade da murcha
bacteriana, mas ndo para todas as estirpes do patogeno.

No campo, podem-se fazer testes rapidos para diagnosticar
corretamente a doenga. O teste do copo (Figura 2), em que se corta uma pequena por¢ao
(cerca de 5 cm) da parte mais inferior do caule de planta doente, colocando-a ligeiramente
submersa em frasco transparente com agua limpa. A presenca de um filete leitoso saindo

do tecido em direcdo ao fundo do copo indica que ¢ murcha bacteriana.
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O controle da doenca ¢ muito dificil, especialmente com as
condi¢des de alta temperatura e umidade do solo, que favorecem o desenvolvimento da
doenca. A utilizagdo da resisténcia genética representa um dos métodos de controle mais
eficientes e econdmicos, reduzindo, de forma expressiva, os prejuizos com a doenga e 0
custo de producdo (REZENDE; MARTINS, 2005). Além disto, a resisténcia genética de

plantas ¢ a forma principal de controle das murchas vasculares (AGRIOS, 2005).

4.4 Trocas gasosas

A produtividade ¢ influenciada por caracteristicas morfologicas e
fisiologicas da fonte (6rgdos fotossintetizantes) e do dreno (6rgdos consumidores). Toda a
producdo da massa seca depende da atividade fotossintética da fonte, e a assimila¢do do
CO; ¢ apenas um dos fatores que influenciam no desenvolvimento vegetal (FOYER;
GALTIER, 1996).

A fotossintese ¢ o processo mais importante para as plantas.
Durante esse processo, as plantas utilizam a energia solar para converter moléculas simples

(diéxido de carbono e dgua) em moléculas organicas, que podem ser utilizadas pelas
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plantas como fonte de energia e de moléculas estruturais (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

A energia luminosa capturada e armazenada pelos vegetais
superiores ¢ utilizada em conjunto pelos complexos de pigmentos e pelo transporte
sequencial de elétrons do fotossistema II (PSII) para o fotossistema I (PSI). A utilizagdo da
luz pelos fotossistemas regula as reagdes de fixacdo de CO, e geracdo de ATP, pelas
reagoes luminosas (CHAGAS, 2007).

Patégenos vasculares afetam os processos fisiologicos das plantas
hospedeiras (DALY, 1976). As relagdes hidricas de plantas doentes podem ser afetadas em
fungdo de distarbios no funcionamento de estomatos, do aumento da resisténcia ao fluxo
e/ou a absor¢do de agua pelas raizes, tornando as plantas hospedeiras mais sensiveis a
deficiéncia hidrica (SYVERTSEN; BAUSHER; ALBRIGO, 1980). Lesdes necrdticas no
tecido foliar, desbalanco de nutrientes e patégenos sdo fatores, que em conjunto ou
isoladamente, causam queda na fotossintese, reduzindo a produtividade das plantas
(DALY, 1976; DUNIWAY, 1976)

Do ponto de vista fisiologico, um dos principais danos causados
pelos patogenos que atacam as folhas ocorre sobre os processos fotossintéticos, as trocas
gasosas € a fluorescéncia da clorofila. Essas tém sido consideradas indicadores tuteis da
atividade do aparelho fotossintético em plantas sob condi¢des de estresse, como o causado

por patdgenos (BERGER et al., 2007).

4.5 Enxertia em hortalicas

A utilizacdo da enxertia ¢ conhecida pelos chineses ha trés mil anos
em plantas lenhosas (MIGUEL, 1997). Em hortaligas, a técnica de enxertia iniciou-se em
meados de 1920 no Japao e na Coreia, na cultura da melancia (Citrullus lanatus) como
medida preventiva contra patogenos de solo (LEE, 1994). No entanto, a investigacao
mostrou que esta técnica pode ser eficaz contra uma variedade de doengas causadas por
fungos, bactéria, virus e nematoides. Além disso, muitos estudos t€ém mostram que o uso
desta tecnologia pode ser eficaz no controle de doencas do solo (BLETSOS, 2005;
GIANNAKOU; KARPOUZAS, 2003).
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Essa pratica comegou a se intensificar-se a partir de 1950 em
berinjela (Solanum melongena), 1955 em melao (Cucumis melo) e 1965 em pepino
(Cucumis sativus), todos objetivando o controle de patogenos de solo (KAWAIDE, 1985).
Na Europa, a enxertia de hortalicas ¢ utilizada desde a década de 40, pelos horticultores
holandeses (MIGUEL, 1997).

No Brasil, acredita-se que a enxertia em hortaligas comegou a ser
realizada comercialmente na década de 80, na cultura do pepino, no Estado de Sao Paulo,
visando ao controle de nematoides e na obten¢ao de frutos com menos cerosidade e mais
brilhosos (GOTO, 2001). Em 2009, foram comercializadas, nos principais viveiros de
hortali¢as do estado de Sao Paulo, 2.347.670 mudas enxertadas de pimenteiro, 1.972.210
de pepineiro, 776.010 de tomateiro, 70.400 de berinjela, 3.400 de jilé e 7.500 de abobrinha
Mini (GOTO, 2011).

Enxertia ¢ o processo de unido de duas porgdes de tecido vegetal
vivo, visando ao crescimento e desenvolvimento de uma unica planta (JANICK, 1966). O
sucesso dessa técnica ¢ conferido pela unido morfolégica e fisiologica entre enxerto
(cavalo) e porta-enxerto (cavaleiro), com posterior e¢ adequado crescimento e
desenvolvimento (CANIZARES; GOTO, 2002).

No processo da enxertia, o tecido recém-cortado do enxerto, com
atividade meristematica, coloca-se em contato seguro e intimo com o tecido similar recém-
cortado do porta-enxerto. Células externas da regido do cambio iniciam a producgdo de
células parenquimaticas que, logo apos, misturam-se e entrelagam-se, formando o tecido
do calo.

Nas combinagdes compativeis, ocorre a reabsorcdo da capa
necrotica antes da formagdo dos plasmodesmos secundarios entre as células, perto dos
feixes vasculares formados. Algumas células do calo diferenciam-se em novas células do
cambio. Essas novas células formam novo tecido vascular: xilema no interior e floema no
exterior, estabelecendo-se, assim, a conexdo vascular entre enxerto e porta-enxerto. Com
frequéncia, no inicio da unido, formam-se anastomoses, que sdo pontes entre os feixes
vasculares, sendo que o cambio s6 € reconstituido completamente ao final da segunda
semana (JANICK, 1966).

O processo de unido, em hortalicas, pode ser visivel um dia apds a
enxertia e termina entre uma e trés semanas, com a completa conexdo entre xilema e

floema. A formagdo do “calo” e a formacdo da unido do enxerto terminam quando o
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ferimento se cicatriza e estabelece a circulagdo de agua e nutrientes da raiz para a parte
aérea e de fotoassimilados da parte aérea para a raiz (CANIZARES, 2003).

Varios métodos de enxertia em hortaligas podem ser empregados,
sendo os mais utilizados, a garfagem fenda cheia, garfagem simples, contato bisel e
encostia. A escolha do método deve considerar, além da espécie, as vantagens e
desvantagens de cada um, levando em consideragdo qual método ¢ mais eficaz
(CANIZARES; GOTO, 2002).

No inicio, muitos agricultores ndo tinham conhecimento do manejo
nutricional das plantas enxertadas em cultivo protegido, promovendo assim, em muitos
casos, a saliniza¢ao do solo, devido ao uso excessivo de fertilizantes. Com o uso intensivo
desses ambientes e a falta de prevencdo com relagdo as doencas, principalmente por
patégenos do solo, em muitos casos, inviabilizou-se a continuidade de cultivos nesses
ambientes (GOTO, 2011).

Dentre os varios patégenos de solo que tém inviabilizado o cultivo
de hortali¢as em cultivo protegido, em razdo das estruturas de resisténcia que permanecem
no solo por um longo periodo, destacam-se Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae,
Pyrenochaeta lycopersici, Ralstonia solanacearum, Phytophthora capsici, Meloidogyne sp
(ZAMBOLIN; CASA; REIS, 1999).

A enxertia tem por finalidade evitar o contato da planta suscetivel
com solo contaminado, ou seja, enxerta-se a cultivar comercial sobre porta-enxerto
resistente. O porta-enxerto resistente mantém-se sadio, assumindo a funcdo de absorver
agua e nutrientes do solo, a0 mesmo tempo em que isola a cultivar sensivel do patdgeno
(PEIL, 2003). Pode influenciar na precocidade da frutificacdo, na qualidade e na
maturidade dos frutos e, consequentemente na produtividade das plantas (CANIZARES;
VILLAS BOAS, 2003). Pode influenciar ainda nas caracteristicas de frutos, forma, cor e
textura da casca ou da polpa e no teor de solidos soluveis (LEE, 1994).

Segundo Goto et al. (2003), a finalidade da enxertia dependera da
condi¢do em que se deseja produzir, ou seja, a mesma poderd visar ao controle isolado ou
conjunto de doengas, a tolerancia a temperaturas adversas, a salinidade do solo, ao vigor, a
desordens fisiologicas das plantas e a producdo de frutos de melhor qualidade.

As doengas de solo tornam-se um grande desafio para os
produtores que cultivam plantas em ambiente protegido, portanto a obtencdo de variedades

resistentes tem sido uma alternativa importante para o controle de ragas fisioldgicas,
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estirpes ou grupos de diferentes patdégenos do solo. Sendo assim, a adocdo da enxertia
utilizando porta-enxerto resistente, com boas caracteristicas comerciais, constitui-se numa

alternativa de controle em menor prazo (SANTOS et al., 2003).

4.6 Enzimas envolvidas no mecanismo de defesa das plantas

As espécies reativas de oxigénio (EROS) ocorrem normalmente no
metabolismo celular e possuem varias fungdes na resposta de defesa da planta. O H,O,
pode ser diretamente toxico ao patdogeno e estd envolvido com o fortalecimento da parede
celular, uma vez que ¢ utilizado para a biossintese de lignina, atua também como
mensageiro secunddrio, ativando varios mecanismos, inclusive os relacionados a defesa
das plantas, porém, quando acumuladas tornam-se toxicas a célula. Esses radicais podem
reagir com proteinas e assim, reduzir a atividade de enzimas, reagirem com lipidios e
aumentar a permeabilidade de membranas e ainda reagir com o DNA causando mutacdes
(MOLLER, 2001).

O acumulo de EROS pode resultar em prejuizos consideraveis ao
metabolismo celular dessas plantas. A célula dispde de varios mecanismos para eliminar
eficientemente essas espécies reativas de oxigénio. Moléculas antioxidantes atuam na
detoxificagdo, podem estar envolvidos na prote¢do celular contra esses radicais livres
acumulados (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003; YOSHIMURA et al., 2004;
MURGIA et al., 2004). Esta defesa ¢ de natureza quimica e pode atuar na sintese de
metabolitos secundarios toxicos aos patdgenos, espécies reativas de oxigénio e ativagdo de
genes que codificam proteinas, entre outros (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

Quando atacadas, as plantas t€ém de responder de forma répida a
essa “explosdo oxidativa”, que constitui na producdo EROS, principalmente anion
superoxido (027) e peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH") (HU et al.,
2009). Diversos fatores contribuem para a formagdo das EROS. Scandalios et al. (2000)
cita radiacdo UV, luminosidade, herbicidas, ataque de patdégenos e flutuagdes na
temperatura. Mallick e Mohn (2000) relataram outros fatores, como seca, metais pesados,
concentragdo elevada de sais e poluigdo do ar.

Durante o contato inicial entre o patogeno e a célula vegetal,

podem ser produzidas EROS nos estadios posteriores da patogénese. Durante a interacao
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planta-patdgeno, a producdo acontece em trés fases: Fase I: ocorre o reconhecimento das
moléculas do patégeno, que podem ser carboidratos ou proteinas. Através desse
reconhecimento, come¢am os eventos de transdu¢ao de sinais. Fase II: iniciam os varios
processos relacionados a defesa, e nessa fase ndo ha sintomas visiveis da doenga. Os
processos de defesa incluem aumento de antioxidantes, agdo de lipoxigenases, produgdo de
fitoalexinas, lignificagdo e resisténcia sistémica adquirida. A fase III compreende o
processo de evolucdo da patogénese, levando ao desenvolvimento de sintomas visiveis
(BAKER; ORLANDI, 1999).

Segundo Pandhair e Sekhon (2006), estresses bidticos e abioticos
em plantas podem gerar grande quantidade de EROS, tendo certa dificuldade do sistema de
defesa da planta em elimina-los, ativando assim o processo de morte celular ou
aumentando a resposta sist€émica de resisténcia a patdogenos.

Para sobreviver as condigdes de estresse, que frequentemente sao
impostas pelo ambiente, as plantas desenvolveram sistemas de remog¢do das EROS, e
possuem dois sistemas de defesa antioxidante: um enzimatico e outro ndo enzimatico. O
mecanismo enzimatico ¢ composto pelas enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidase (POD), glutationa peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX),
glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GSTs). J& o mecanismo nao
enzimatico ¢ formado por glutationa, ascorbato, tocoferol, flavonoides, alcaloides e
carotenoides (SCANDALIOS, 2005).

A SOD (EC 1.15.1.1) ¢ a primeira enzima da linha de defesa das
plantas contra as EROS nas células, entre organismos que consomem oxigénio (OLMOS et
al., 2003). Trés tipos distintos de isoenzimas SOD tém sido detectados em plantas, que sdo
classificados de acordo com seu metal cofator Fe, Mn e Cu/Zn (GRATAO et al., 2005). As
Cu/Zn-SOD localizadas no citosol e cloroplastos, Fe-SOD localizadas nos cloroplastos e
Mn-SOD localizadas na matriz (SCANDALIOS, 2005).

A enzima trabalha catalisando a dismutagdo do superoxido O, em
H,0, (SCANDALIOS, 2005) e O,, representando, assim, um dos principais mecanismos
de defesa contra o estresse oxidativo celular.

A CAT (EC 1.11.1.6) converte H;O, em H,0 e O,, e nas plantas
elas sdo encontradas no peroxissomos e glioxissomas. Sao separadas em trés classes: Na
classe I - responsaveis por remover o H,O, produzido durante a fotorrespiragdo, sdao

encontradas no tecido fotossintético; Classe II - localizada no tecido vascular participa do
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processo de lignificacdo e, por fim, a classe III — encontradas em sementes e plantas
degradam o H,O; produzido durante a degradacdo dos 4cidos no glioxissoma (RESENDE;
SALGADO; CHAVES, 2003).

As catalases funcionam como um canal de “limpeza” do H,O,
(BREUSEGEM et al., 2001). Segundo Mittler et al. (2004), além da CAT, POD e SOD
também atuam na remog¢ao das EROS. Nos tecidos infectados de plantas, uma redugdo da
atividade da catalase levaria ao aumento do H,0,, que poderia provocar a morte celular,
que caracteriza a resposta de hipersensibilidade (HR), (MARGIS — PINHEIRO et al.,
1999).

A enzima POD (EC 1.11.1.7) est4d envolvida em diversas reacdes
celulares, como a oxida¢do de compostos fenolicos, ligacdo de polissacarideos, oxidacao
do 4cido indol-3-acético (LEE; KIM; LEE, 2001), lignificagdo, cicatrizagdo de ferimentos,
defesa de patogenos (HIRAGA et al., 2001). Catalisam a oxidagdo de grande variedade de
substratos através da reacdo com H,O, (YOSHIDA et al., 2003).

Conforme suas propriedades estruturais e cataliticas podem ser
divididas em trés classes: Classe I - enzimas intracelulares em plantas, bactérias e
leveduras, como a citocromo C peroxidase e ascorbato peroxidase de cloroplasto e citosol.
Classe II - enzimas extracelulares de fungos, e a Classe III - constituida por peroxidases
que sao secretadas no apoplasto (HIRAGA et al., 2001). Os estudos reforgam a hipdtese de
que a classe III tem um importante papel na defesa de plantas e que pode servir como
marcador enzimdatico em resposta a estressores bioticos (SAATHOFF et al., 2013).

A POD possui importante papel na biossintese da parede celular,
aumentando as barreiras mecanicas contra ataque de patdogenos, tornando a penetracao do
patégeno mais lenta (CAMPA, 1991). O processo de lignificacdo pela enzima ¢ observado
em muitas espécies de plantas em resposta a infec¢do por agentes patogénicos (STICHER;
MAUCHI-MANI; METRAUX, 1997). A atividade da enzima tem sido demonstrada
porque pode ser induzida por fungos, bactérias e virus (BABU et al., 2008; HIRAGA et al.,
2000).

A enzima Polifenoloxidade (PPO) (EC 1.14.18.1) participa do
grupo das oxirredutases, contém o cobre como grupo prostético, e esta relacionada com
oxidagdao de compostos fendlicos (MENDONCA; GUERRA, 2003). Esses compostos sao

substancias advindas de produtos secundarios, que contém um grupo fenol, isto ¢, um
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grupo hidroxila funcional em um anel aromatico. Elas sd3o produzidas pelas plantas e
apresentam uma variedade de fungdes nos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009).

PPOs sao codificadas por genes nucleares, estdo localizadas nos
plastidios e separadas de seus substratos (compostos fenodlicos), que estao localizados
principalmente nos vacuolos, e t€ém atividade s6 quando liberados no rompimento celular
(HUNT et al., 1993). Em decorréncia desse fato, acredita-se que o principal papel dessas
enzimas em plantas ¢ de defesa contra microrganismos, insetos ¢ mamiferos herbivoros
(APPEL, 1993; STEFFENS; HAREL; HUNT, 1994). Quanto maior a atividade da enzima
PPO, maiores concentracdes de produtos toxicos da oxidagdo serdo obtidos, os quais
conferem resisténcia as infecgdes (AGRIOS, 2005).

Outra funcdo da enzima ¢ de lignificacdo, ligada a protecdo das
plantas, devido a agdo toxica de quinonas reativas, produzidas da catalise de compostos
fenolicos (MAYER; STAPLES, 2002). As quinonas sdo consideradas substincias
bactericidas e fungicidas, sendo altamente tdxicas aos microrganismos patogénicos
(CAMPOS; SILVEIRA, 2003).

Cavalcanti et al. (2005) mencionam POD, B-1,3-glucanase,
quitinase, fenilalanina amonia liase (PAL) e polifenoloxidase (PPO), que sdo enzimas
relacionadas ao estresse provocado por patogenos. Yoruk e Marshall (2003) relatam que
varios estudos foram realizados sobre o papel da PPO na protecdo de plantas, contra
doengas e insetos, baseadas nas observagdes que os produtos secundarios da reacdo da PPO
previnem a expansao da infec¢ao.

A enzima PAL (EC 4.3.1.5) ¢ reguladora da sintese de compostos
fendlicos, sendo estes precursores da lignina e do acido salicilico, que atuam na defesa
estrutural e no processo de sinalizacdo da resposta sistémica (BONAS; LAHAYE, 2002).
E a enzima do metabolismo secundario mais intensivamente estudada em plantas, devido a
importancia nas reagdes do metabolismo dos compostos fenolicos. E responsavel pela
desaminacao do aminoacido L-fenilalanina, transformando-a em acido trans-cinamico e
amonia. O 4cido trans-cindmico pode ser incorporado em diferentes compostos fendlicos,
acidos p- cumdrico, cafeico, fertlico e sindpico (SCHWAN-ESTRADA; STANGALIRN;
PASCHOLATI, 2008).

O acumulo de substancias de natureza fendlica em plantas
submetidas ao estresse parece ser consequéncia do aumento da atividade da PAL, o que

resulta geralmente em aumento na atividade de outras enzimas, como, por exemplo, PPO e
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POD (GASPAR et al., 1985). E regulada por fatores como nutrigdo, luz e infecgdo por
patdgenos. Entre as substancias formadas pela enzima, estd o acido benzoico, que da

origem ao acido salicilico, um importante composto na defesa das plantas contra patogenos

(CASTRO; KLUGE, PERES, 2005).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Experimento I: Avaliacio da atividade enzimatica da superdxido dismutase
(SOD) , catalase (CAT), peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPO) e fenilalanina
amonia liase (PAL) em plantas de tomateiro enxertados inoculados e nio inoculados

com R. solanacearum

5.1.1 Localiza¢ao do experimento

Conduziu-se o experimento entre os meses de fevereiro e marco de
2013, em casa de vegetacao (Figura 3), no Departamento de Horticultura da FCA/UNESP,
pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista -
Campus Botucatu, Botucatu — SP.

A localidade possui as seguintes coordenadas geograficas: 22° 49*
latitudes sul e 48° 25“longitude oeste, altitude de 770 m. O clima da regido, segundo a

classificacdo de Koeppen € do tipo Cwa, ou seja, inverno seco e verao quente.
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Foto: Ewerton G da Silva

Figura 3. Vista da casa de vegetagdo utilizada
no experimento.

5.1.2 Delineamento experimental e tratamentos

Utilizou-se o delineamento experimental dos tratamentos em
parcela subdividida.

Adotaram-se nas unidades experimentais os tratamentos, pé-franco
(,Pizzadoro®) e planta enxertada (,Muralha” + ,Pizzadoro®) e nas subparcelas nove épocas
de coletas (0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 288 horas apds inoculag¢do), com 18
tratamentos e quatro repetigdes, somando 72 unidades experimentais. Cada unidade
experimental foi constituida por um vaso com quatro plantas cada. Os tratamentos foram
testados em solo inoculado com Ralstonia solanacearum e em solo sem inoculagdo

(controle).

5.1.3 Relacao de cultivares de enxertos e porta-enxertos de tomateiro

As informagdes obtidas dos catdlogos das respectivas empresas

com relagdo a resisténcia a doengas dos hibridos utilizados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo de hibridos porta-enxerto ,,Mumalha“ e do enxerto ,,Pizzadoro*

utilizados no experimento. Botucatu, UNESP, 2013.

Porta-enxerto Empresa **Resisténcias
Muralha Takii Rs, V, Fol, Forl, Ma, Mi, Mj, ToMV
Enxerto
Pizzadoro Nunhems V, Fol, Pb, Ma, Mi, Mj, ToMV.

**Resisténcias: Rs: Murcha-bacteriana (Ralstonia solanacearum); V: Murcha de verticilio
(Verticillium spp.); Fol: Murcha de fusario (Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici); Pb: Pinta
bacteriana (Alternaria sp.); Forl: Podridao da coroa e da raiz (Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici); ToMV: Virus do mosaico do tomateiro (Tomato mosaic virus); Ma: (Meloidogyne
arenaria); Mi: (Meloidogyne incognita); Mj: (Meloidogyne javanica).

5.1.4 Produciao das mudas

O porta-enxerto e enxerto foram semeados respectivamente no dia
26-12-2013. Utilizou-se bandeja plastica de 162 células e o substrato utilizado foi o
Tropstrato”. As mudas foram produzidas na Empresa Sakata Seed Sudamerica, no
municipio de Braganga Paulista-SP.

A enxertia foi realizada no dia 15-01-2013 pelo método de
garfagem por fenda cheia. Esse método consiste em se fazer cortes no enxerto e no porta-
enxerto com auxilio de um aparelho composto por duas laminas (Figura 4 A). A operacao
do corte no porta-enxerto faz-se acima das folhas cotiledonares e no enxerto, quando
apresentarem 3- 4 folhas (Figura 4 B). Para melhor cicatriza¢do do enxerto, foram usados
clipes de enxertia (Figura 5), para envolver o ponto de jun¢do das plantas enxertadas
(GOTO et al., 2003).

ApoOs a realizacdo da enxertia, as mudas foram levadas para a
camara umida (Figura 6), feita com tela de sombreamento (70%) e filme transparente de
polietileno de baixa densidade (PEDB), transparente por um periodo de 10 dias, mantendo-
se a umidade relativa proxima a 100 % e fazendo-se a troca de ar quente, ou seja, abertura
do pléstico da camara de trés a quatro vezes no dia. Esse processo de levar as mudas para a

camara ¢ muito importante para a cicatrizacao do ponto de enxertia.
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Foto: Ewerton G da Silwva

Figura 4. (A) Aparelho composto por duas laminas de corte, utilizado na
enxertia. (B) Método de enxertia garfagem por fenda cheia.

Foto: Ewerton G da Silva

Figura 5. Clipe de enxertia Figura 6. Vista da cadmara imida, onde

utilizado para fixar a jungdo dos as mudas foram colocadas apdés o
cortes. processo da enxertia

5.1.5 Preparo do solo e transplante

O solo utilizado no enchimento dos vasos foi constituido da
seguinte maneira: solo (67%), composto organico (Provaso * - 22%), substrato comercial
Tropstrato™ (11%), previamente autoclavado e enriquecido com termofosfato (0,95 g) +
superfosfato simples (0,85 g) + cloreto de potassio (0,20 g), por litro de substrato.
Utilizaram-se vasos com capacidade de 4 litros e colocados em bancadas conforme
apresentado na figura 7.

O transplante das mudas (Figura 8) ocorreu no dia 07-02-2013,

vinte e trés dias apds a enxertia momento em que as mesmas apresentavam boa
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cicatriza¢do no local da enxertia. Foram transplantadas quatro mudas por vaso. O sistema
de irrigagdo utilizado nos vasos foi por gotejamento (autocompensante), de modo que os
tratamentos receberam a mesma quantidade de 4gua. O tutoramento das plantas foi

realizado com auxilio de fitilhos (Figura 9).
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Figura 7. Disposi¢cdo dos Figura 8. Transplante das Figura 9. Tutoramento das
vasos na bancada. mudas do tomateiro. plantas do tomateiro.

5.1.6 Preparo e inoculaciio da R. Solanacearum

Para o preparo do indculo, foi utilizado o isolado TOM-3145 de
Ralstonia solanacearum (Rs), proveniente da cole¢do de fitobactérias do Laboratério de
Bacteriologia Vegetal, FCA/UNESP, oriundo da empresa Sakata Seed Sudamérica. O
mesmo foi cultivado em meio de tetrazolium (peptona - 10,0 g; glicose - 5,0 g; caseina
hidrolisada - 1,0 g; solucdo de tetrazolium a 1% - 5,0 mL; 4gar - 15,0 g; 4gua destilada-
g.s.p; 1.000 mL, pH 7,0) durante 48 horas, em estufa a 27 °C.
As coldnias de bactérias patogénicas (brancas) foram selecionadas
e repicadas para o meio NSA (peptona — 5,0 g de extrato de carne — 3,0 g de sacarose — 5,0
g de 4dgar — 15,0 mL de dgua destilada- q.s.p. .1000 mL) nas mesmas condi¢des anteriores,
para a obtencao do indculo.
Para a inoculagdo, foi preparada uma suspensdo bacteriana em agua destilada
ajustada por colorimetria (A540 nm = 0,1) a concentracdo de 10 UFC mL"

(WILLIAMSON et al., 2002).
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A inoculagdo foi realizada no dia 14-02-2013, sete dias apos
transplante das mudas, tempo suficiente para o enraizamento das mesmas no solo. Para
procedimento da inoculagdo, primeiramente foram realizados varios ferimentos nas raizes
com auxilio de um estilete esterilizado (Figura 10) e posteriormente adicionados cinco mL
da suspensdo de inoculo no solo, ao redor do colo de cada planta (Figura 11). Nas plantas
ndo inoculadas, realizaram-se os mesmos procedimentos de ferimentos nas raizes da
plantas e posteriormente adicionaram-se 5 mL de agua destilada estéril no solo, ao redor

de cada planta.

Foto: Ewerton G da Silwva
Foto: Ewerton G da Silva

Figural0. Ferimentos realizados Figura 11. Inoculacdo do isolado
nas raizes das plantas, com auxilio TOM-3145 de Rs nos vasos de
de estilete. cultivo.

5.1.7 Coletas das plantas para analises bioquimicas

Realizaram-se coleta destrutiva das plantas durante as nove coletas.
Coletou-se caule e folhas para as determinagdes enzimaticas. Nas plantas enxertadas, o
caule foi dividido em trés partes, abaixo, regido e acima da enxertia. Nas plantas de pé-
franco, utilizou-se somente uma amostra na parte mediana do caule. As folhas foram
coletadas do ter¢o médio da planta (segunda e terceira folhas completamente
desenvolvidas). Adotou-se esse mesmo procedimento nas épocas de coleta do material

vegetal, adotando assim, um procedimento padrdo de amostragem.

Durante as coletas, o material foi colocado em embalagens

plésticas, envolto em papel- aluminio e acondicionado em caixa de poliestireno expandido
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com nitrogénio liquido para a paralisagdo das reacdes metabdlicas e, posteriormente,

armazenado em freezer -20°C (Figuras 12- A, B, C e D).

Foto: Ewerton G da Silwva

Figura 12. Sequéncia das operacdes realizadas na coleta do
material para analise enzimatica. (A) Coleta das plantas; (B)
embalagem e etiquetagem das amostras; (C)Amostra
pronta; (D) Amostras acondicinadas em nitrogénio liquido.

5.1.8 Determinaciao das atividades enzimaticas

¢ Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada pelo método
Beauchamp e Fridovich (1973), avaliando a capacidade da enzima em inibir a fotorredugao
do azul de nitrotetrazolio (NBT) em um meio de reacdo composto por metionina 5 mmol
L'l, EDTA 0,66 mmol L'l, NBT 33 umol L' e riboflavina 0,00165 mmol L'l, em 3,0 mL
de fosfato de potassio S0 mM (pH 7,8).

A producao de formazana azul, resultante da fotorreducdo do NBT,
foi determinada pelo espectrofotdmetro a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como
a quantidade de enzima necessdria para a inibicdo de 50% da fotorreducdo do NBT. A

atividade enzimatica foi expressa em U pg” de proteina.
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e (Catalase (CAT)

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada por adaptagdo
do método de Kar e Mishra (1976), e o ensaio foi composto de 150 pLL de amostra, que foi
extraida em tampéo fosfato de potassio + EDTA + DTT + PVPP 100 mmol L pH 7,5.
Utilizou — se de 1.950 uL de tampdo fosfato de potassio 100 mmol L' (pH 7,5) como
tampao de determinacdo e 750 de uL solu¢do de perdxido de hidrogénio 50 mM como
substrato enzimatico. As leituras foram em espectrofotometro a 240 nm. A atividade

. yo. . - -1 -1 ’
enzimadtica foi expressa em pmol H,O, min™ pg— de proteina.

e Peroxidase (POD)

A atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) foi determinada pelo
método descrito por Allain et al. (1974), modificado por (LIMA; BRASIL; OLIVEIRA,
1999).

O extrato enzimatico foi obtido através da homogeneizacao de 300
mg de tecido foliar e do caule, macerado em nitrogénio liquido e acrescido de 5 mL de
tampao acetato do soédio pH 5,0 (gelado), seguido de centrifugacdo durante 10 minutos a
10.000 x g, a 4°C, e 1 mL do sobrenadante foi usado como fonte de enzima em tubos de
ensaio, juntamente com 0,5 mL de solu¢do A (peroxido de hidrogénio (H202) a 30% +
tampao fosfato de potassio pH 6,7) e 0,5 mL de solu¢ao B (163 mg de fenol + 81,3 mg de
aminoantipirina em 100 mL de H;0).

Os tubos foram colocados em banho-maria a 30°C, durante 5
minutos, sendo a reacdo interrompida, colocando-se as amostras em agua quente por trés
minutos. ApOs essa etapa, o extrato foi analisado, realizando a leitura em
espectrofotémetro, no comprimento de onda de 505 nm e expresso em pmol H,O, min™' pg”

de proteina.

e Polifenoloxidase (PPO)

A atividade da polifenoloxidase (EC 1.14.18.1) foi determinada
pelo método descrito por Kar e Mishra (1976), e modificada por Lima et al., (1999).
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O extrato enzimatico foi obtido através da homogeneizacao de 300
mg de tecido foliar e do caule, macerado em nitrogénio liquido e acrescido de 5 mL de
tampao acetato do soédio pH 5,0 (gelado), seguido de centrifugacao durante 10 minutos a
10.000 x g, a 4°C, ¢ 0,3 mL do sobrenadante foi usado como fonte de enzima em tubos de
ensaio, juntamente com 1,85 mL de solu¢do de catecol (pyrocathecol 0,1 M em tampao
fosfato pH 6,7), e os tubos foram colocados em banho-maria a 30°C durante 30 minutos,
sendo a reacao interrompida, colocando-se as amostras na dgua quente por trés minutos.

ApOs essa etapa, o extrato foi analisado, sendo a leitura em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 395 nm. A atividade enzimatica foi obtida

em pmol catecol oxidado min™' pg™” de proteina.

e Fenilalanina amoénia liase (PAL)

A atividade da PAL (EC 4.3.1.5) foi determinada pelo método
adaptado de Peixoto et al. (1999). Foram misturados 200 mg de amostra com 10 mL de 0,1
M de tampao de borato (pH 8,8), contendo 1,2 mL de B mercaptoetanol, 50 g (5%) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). Esta mistura foi centrifugada por 20 minutos a 4°C
(12.500 x g) e depois filtrada em 12 de vidro, para obter o extrato.

A reagdo foi iniciada pela adicdo de 1 mL do extrato + 1 mL de
tampao borato 0,2 M (pH 8,8) e 1 mL de fenilalanina apds 5 minutos de banho-maria. Na
amostra-controle, o extrato foi substituido por 1 mL tampdo borato 0,1M. A reagdo foi
finalizada pela adi¢do de 0,1 mL (100 uL) de HCI 6N. A leitura foi feita a 290 nm em
espectrofotdmetro. Um coeficiente de extingio de 104 mM™"' cm™ foi utilizado para

calcular a atividade de PAL, que foi expressa em pmols min" pg™ de proteina.

5.1. 9 Analise estatistica

Efetuou-se a analise de variancia (teste F), e quando significativo,
realizou-se o teste Tukey a 5% de probabilidade, para a comparagdo das médias. Os dados

foram analisados com auxilio do programa computacional SISVAR (FERREIRA, 1998).



30

5.2 EXPERIMENTO II: Avaliacdo da incidéncia da murcha bacteriana e trocas

gasosas no tomateiro inoculado com Ralstonia solanacearum

5.2.1 Localiza¢io do experimento

Conduziu-se o experimento entre os meses de fevereiro e marco de
2013, em casa de vegetacao, no Departamento de Horticultura da FCA/UNESP, conforme

descrito no item 5.1.1 (Experimento I).

5.2.2 Delineamento experimental e tratamentos

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizados,
com os tratamentos delineados em parcela subdividida.

Adotou-se na unidade experimental (U.E) os tratamentos, pé-
franco ,,Pizzadoro« e as plantas enxertadas (,Muralha™ + ,Pizzadoro®, ,Woodstock™ +
,,Pizzadoro"). Nas subparcelas, cinco épocas de avaliagdes [0, 5, 10, 15 e 20 dias apos a
inoculacdo (DAI) para incidéncia da murcha bacteriana], com dez repeti¢des e [0, 3, 6,9 e

12 DAI], com cinco repetigdes para as trocas gasosas, utilizou-se um vaso por repeti¢ao.

5.2.3 Relacao de cultivares de enxerto e porta-enxerto de tomateiro

As informagdes obtidas dos catdlogos das respectivas empresas

com relagdo a resisténcia a doengas dos hibridos utilizados (Tabela 2).
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Tabela 2. Descricdo de hibridos porta-enxerto ,,Mumalha“ e ,,Woodstock™ e enxerto

»Pizzadoro* utilizados no experimento. Botucatu, UNESP, 2013.

Porta-enxerto Empresa Resisténcias
Muralha Takii “Rs, V, Fol, Forl, Ma, Mi, Mj, ToMV
Woodstock Sakata “Rs, V, Fol (1e2),MieMj(1,2,3e4), ToMV
Enxerto
Pizzadoro Nunhems V, Fol, Pb, Ma, Mi, Mj, ToMV.

**Resistente * Moderadamente resistente: Rs: Murcha-bacteriana (Ralstonia solanacearum); V: Murcha de
verticilio (Verticillium spp.); Fol: Murcha de fusario (Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici); Pb: Pinta
bacteriana (Alternaria sp.); Forl: Podriddo da coroa e da raiz (Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici);
ToMV: Virus do mosaico do tomateiro (Tomato mosaic virus); Ma: (Meloidogyne arenaria); Mi:
(Meloidogyne incognita); Mj: (Meloidogyne javanica).

5.2.4 Preparo do solo, producio das mudas e transplante

O substrato (solo) utilizado nos vasos, a produ¢ao das mudas e o

transplante foram feitos igualmente, como descritos nos itens 5.1.4 ¢ 5.1.5 (Experimento I).

5.2.5 Preparo e inoculaciio da R. Solanacearum

Os procedimentos para o preparo do inoculo (isolado TOM-3145
de Rastonia solanacearum) e a inoculagdo da suspensdo bacteriana nas plantas do

tomateiro foram os mesmos como descritos no item 5.1.6 (Experimento I).

5.2.6 Avaliacao da incidéncia da murcha bacteriana

Foram avaliadas as trés plantas do vaso das dez repetigdes por
tratamento. Das trés plantas avaliadas, tirou-se a média da incidéncia da doenga para cada
repeti¢do, em cada dia de avaliagdo. O cdlculo da incidéncia da doenca foi feito conforme

formula descrita a seguir (SILVA; PASCHOLATI; BEBENDO, 2007).
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Sintomas (%) = Numero de folhas murchas x 100

Ndmero total de folhas da planta

Incidéncia da murcha bacteriana 12 dias apos inocula¢do nos

tratamentos pé-franco e enxertados (Figura 13 e 14).

Foto: Ewerton G da Silva

Figura 13. (A) Plantas pé-franco ,Pizzadoro e (B) plantas enxertadas
,,Muralha“+ ,, Pizzadoro® inculados.

Foto: Ewerton G da Silwva

Figura 14. (A) Plantas enxertadas ,,Woodstock™ + ,,Pizzadoro‘e (B)
,,Mumlha“+ , Pizzadoro"
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5.2.6 Trocas Gasosas

As medidas foram realizadas das 8 as 11 horas da manha,
utilizando o medidor portatil de fotossintese, com sistema aberto e analisador de CO, por
radiagdo infravermelha Infra Red Gas Analyser (IRGA) modelo LI-6400 da LI-COR. A
Figura 15 ilustra o momento da leitura com o aparelho nas plantas pé-franco e enxertadas.

Foram avaliadas a taxa de assimilagdo de CO, (A, pmol CO, m™s”
1, condutancia estomatica (gs, mol m™s™), concentracio interna de CO5 na folha (Ci, pmol
CO, molar) e taxa de transpirago (E, mmol vapor d* 4gua m™s"). Essas medidas foram
calculadas pelo programa de anélise de dados do equipamento medidor de fotossintese, que
utiliza a equagdo geral de trocas gasosas de Von Caemmerer e Farquhar (1981).

A eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO, (mmol H,0)" foi
determinada através da relacdo entre assimilagdo de CO, e taxa de transpiracdo (A/E) e a
eficiéncia de carboxilacao foi determinada através da relagdo entre taxa de assimilagdo de
CO; e concentracdo interna de CO; na folha (A/Ci).

Nas avaliagoes das trocas gasosas, foi escolhida uma planta por

vaso para a realizacdo das medidas em cada repeti¢do do tratamento.

Foto: Ewerton G da Silva

Figura 15. Leituras com IRGA, (A) plantas do tomateiro enxertado e pé-franco (B).

5.2 8 Analise estatistica

Foi realizado o teste de homogeneidade de Levene, indicando a
necessidade de transformagdo dos dados (V(x + 0,5)™°) somente para a incidéncia da

murcha bacteriana (%).
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Efetuou-se a andlise de variancia (teste F) para os tratamentos, e
quando significativo, realizou- se o teste Tukey a 5% de probabilidade para a comparagao
das médias. Para as avaliagdes no tempo, foi efetuada a andlise de regressdao. Os dados

foram analisados com auxilio do programa computacional SISVAR (FERREIRA, 1998).

5.3 EXPERIMENTO III: Avaliacido da incidéncia da murcha bacteriana e producao
do tomateiro em diferentes porta-enxertos, em solo contaminado naturalmente com R

solanacearum em ambiente protegido no municipio de Salto - SP.

5.3.1 Localizac¢io do experimento

Conduziu-se o experimento entre os meses de abril e agosto de
2014, em area comercial de producdo de tomateiro em ambiente protegido. A estrutura era
do tipo arco, de 5 x 40 m e altura do pé direito de 3 m , coberto por filme de polietileno de
baixa densidade (PEBD), transparente com 100 um de espessura (Figura 16), na fazendo
Ituat, localizada na cidade de Salto - SP.

A localidade possui as seguintes coordenadas geograficas: 23° 12
latitudes sul e 47° 17 11**“longitude oeste, altitude de 540 m, clima da regido, segundo a

classificagdo de Kdeppen, ¢ do tipo Cwa, ou seja, inverno seco e verao quente.

Foto: Ewerton G da Silwa

Figura 16. Vista geral do ambiente protegido
utilizado no experimento.
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5.3.2 Analise e preparo do solo

Para determinar a necessidade de calagem e adubagdo, foram
coletadas 15 amostras simples de 0-20 e 20-40 cm de profundidade e feita amostra
composta para cada profundidade. Posteriormente, as mesmas foram enviadas ao
Laboratorio do Departamento de Recursos Naturais — Setor Ciéncia do Solo, da Faculdade

de Ciéncias Agrondmicas — UNESP de Botucatu.

Tabela 3. Resultados da anéalise quimica do solo. Botucatu, UNESP, 2013.

pH MO Py H+Al K Ca Mg SB CTC V%

(em) CaCl, gdm® mgdm® --—---—--—--—- mmol, dm™ ~-------—--————- -
0-20 64 28 205 15 5,0 133 28 166 181 91
20-40 6,1 29 229 15 4,5 136 22 163 178 92
Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
Amostra mg dm™ —
0-20 0,97 17 58 9.8 29
20-40 0,88 15 52 6,8 26

Fonte: Laboratorio do Departamento de Recursos Naturais — Setor Ciéncia do Solo. UNESP-Botucatu.

Com base nos resultados da Tabela 3, ndo houve a necessidade de
realizar a calagem na area, tampouco adubac¢do de plantio com fertilizantes. Aplicaram-se
apenas 2 kg por m® do composto organico minho fértil® (produto que apresenta a
composi¢do de nitrogénio: 1,0%; pH: 6,0; Carbono Organico: 15; Relagdao (C/N): 18/1;
relagio CTC/C: 20 Umidade (max): 50% e 200 gramas por m” de torta de mamona.

O preparo do solo consistiu no seu revolvimento do mesmo com
auxilio da enxada rotativa. Posteriormente, foi adicionado composto organicos e torta de
mamona, incorporados novamente com a enxada rotativa e, por fim, foram confeccionadas
leiras de 0, 7 m de largura, e 0,3 m de altura no sentido longitudinal do ambiente protegido,

distanciadas 1, 0 m entre elas, com total de trés leiras de cultivo.
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5.3.3 Delineamento experimental e tratamentos

Utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao acaso, com
tratamentos delineados em parcela subdividida, adotando-se nas unidades experimentais
quatro tratamentos, de plantas enxertadas (,Muralha™ + ,Forty*”; ,,Guardiao” + ,,Forty";
,Woodstock + ,.Forty) e o pé-franco ,Forty", e nas subparcelas, oito épocas de avaliacdes
[10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 e 80 dias apds o transplante (DAT)], com seis repetigdes.

Para a produgdo do tomateiro, o delineamento experimental

utilizado foi de blocos casualizados, com quatro tratamentos e seis repetigoes.

5.3.4 Relacao de cultivares de enxerto e porta-enxerto de tomateiro

As informagdes foram obtidas dos catdlogos das respectivas

empresas com relacdo a resisténcia a doengas dos hibridos utilizados (Tabela 4).

Tabela 4. Descricdo de hibridos porta-enxertos ,,Muralha®, ,,Guardido™ e

»Woodstock“e enxerto ,Forty*utilizados no experimento. Salto - SP, 2014.

Porta-enxerto Empresa **Resisténcias
Muralha Takii Rs, V, Fol, Ma, Mi, Mj, ToMV
Guardiao Takii Rs, V (1 e2), Fol (1 e 2), Forl, ToMV, Ma, Mj, Mi
Woodstock Sakata "Rs, V, Fol (1e2),MieMj(1,2,3e4), ToMV
Enxerto
Forty Syngenta V, Forl (1e 2), TMV, ToYVSV

**Resistente * Moderadamente resistente: Rs: Murcha-bacteriana (Rs); V: Murcha de verticilio (V); Murcha de
fusario (Fol); Podriddo da coroa e da raiz (Forl); Virus do mosaico do tomateiro ( ToMV); Ma: (Meloidogyne
arenaria); Mi: (Meloidogyne incognita); Mj: (Meloidogyne javanica); TMYV: virus do mosaico do tabaco
(Tobacco mosaic virus) ; ToYVSV: Geminivirus (Tomato Yellow Leaf Curl Virus).

5.3.5 Producao das mudas

As mudas foram produzidas na Empresa Sakata Seed Sudamerica

Ltda., no municipio de Braganga Paulista-SP, entre os meses de margo e abril de 2014. A
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enxertia e os cuidados pods-enxertia sd3o os mesmos ja mencionados no item 5.1.4

(experimento I).

5.3.6 Conducio do experimento

O transplante das mudas (Figura 17) ocorreu no dia 24-04-2014,
momento em que ja apresentavam boa cicatriza¢do no local da enxertia. As mudas foram
transplantadas em fileira dupla, com espagamento de 0,7 x 0,5 m, e cada unidade
experimental apresentou uma area de 3,4 m”, composta de 12 plantas, seis plantas em cada
linha. As oito plantas centrais, ou seja, as quatro centrais de cada linha foram destinadas
para a avaliagdo da incidéncia da murcha bacteriana e da producao dos frutos, e as demais,

consideradas bordadura.

Foto: Ewerton G da Silwva

Figura 17. Vista geral do interior do ambiente
protegido, ap6s o transplante das mudas, no municipio
de Salto - SP.

Utilizou-se do sistema de irrigacdo via gotejamento, sendo utilizada
em linha dupla no canteiro. O tutoramento das plantas foi realizado com fitilhos, sendo
conduzidas com uma haste. As desbrotas foram realizadas semanalmente. Foram
realizadas cinco adubacdes de cobertura, duas com o adubo 4-14-08 (20 g /planta) e trés

com 12-00-12 (20 g/planta).
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O tratamento fitossanitario foi feito de acordo com a necessidade
da cultura. Dentre as pragas que ocorreram durante o ciclo da cultura foram: mosca-branca,
tripes e broca das quais sdo consideradas de dificil controle.

Com relagdo as doengas, identificou-se a virose Tomato chlorosis
virus (ToCV), do género Crinivius, transmitido por moscas-brancas sendo confirmado pela
analise de RT-PCR (Laboratorio Virologia- UNESP-FCA).

O ciclo do cultivo do tomateiro foi de 126 dias do transplante até a

ultima colheita. Foram realizadas seis colheitas no total (Figura 18).

Foto: Ewerton G da Silwva

Figura 18. Vista geral do inicio da colheita dos
frutos do tomateiro.

5.3.7 Avaliacao da producio e classificacio dos frutos

As caracteristicas de produgdo avaliadas foram: produtividade
. 2 . ~ N
comercial em kg m™ e classificagdo dos frutos em classe (didmetro-mm), de acordo com o

programa brasileiro para a modernizagao da horticultura (CEAGESP, 2003).

5.3.8 Avaliacio da incidéncia da murcha bacteriana (% de folhas murchas)

Foram realizadas oito avalia¢des da doencga, dos dez aos noventa

dias ap6s o transplante, com intervalo de dez dias entre uma avaliacao e outra. O célculo da
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incidéncia da doenca foi conforme férmula descrita a seguir (SILVA; PASCHOLATI,
BEBENDO, 2007).

Numero de folhas murchas x 100
Folhas murchas (%) =

Numero total de folhas da planta

A Figura 19 mostra os tratamentos realizados 100 dias apods o

transplante com relagdo a incidéncia da MB no ambiente protegido.

Foto: Ewerton G da Silwva

Figura 19. Incidéncia da murcha bacteriana nos tratamentos, aos 100 dias apds o
transplante. (A) pé-franco ,,Forty”, (B) planta enxertada ,,Woodstock+ ,Forty™, (C)
planta enxertada ,Muralha” +,, Forty*e (D) planta enxertada ,Guardido” + Forty".
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5.3. 9 Analise estatistica

Realizou-se o teste de Levene, indicando que houve necessidade de
transformagdo dos dados (V(x + 0,5)*°) somente para os dados da incidéncia da murcha
bacteriana.

Efetuou-se a analise de variancia (teste F) para os tratamentos, e
quando significativo, realizou-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, para a
comparagdo das médias. As avaliagdes no tempo para trocas gasosas e incidéncia da
murcha bacteriana (%) foram avaliadas mediante andlise de regressdo. Os dados foram

analisados com auxilio do programa computacional SISVAR (FERREIRA, 1998).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Experimento I: Avaliacdo da atividade enzimatica da superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), polifenoloxidase (PPQO) e fenilalanina
amonia liase (PAL) em plantas de tomateiro inoculadas com R. solanacearum e

plantas sem inoculagio

6.1.1 Atividade enzimatica da SOD e CAT nas folhas do tomateiro

A atividade da superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), nos
tratamentos inoculados com Ralstonia solanacearum (Rs), encontram-se nas Figuras 20 A
e 20 C, enquanto para os tratamentos ndo inoculados estdo apresentados nas Figuras 20 B e
20 D.

O pé-franco ,,Pizzadoro™ inoculado (PFi) apresentou diferenca
significativa da SOD para plantas enxertadas ,,Muralha“ + ,,Pizzadoro* inoculado (PEi) as
12, 48 e 144 horas ap0s a inoculagdao (HAI), sendo que as 48 e 144 foram as coletas que
apresentaram maior atividade enzimatica desse tratamento. Ja o PEi foi significativamente
superior as72, 96, 120 e 288 HAI, sendo constatado o pico enzimatico as 72 HAI (Figura
20 A).

O pé-franco ,Pizzadoro* ndo inoculado (PFni) apresentou aumentos
significativos nas duas primeiras épocas (Figura 20 B), em relacdao as plantas enxertadas

,Muralha® + | Pizzadoro™ ndo inoculadas (PEni). Aumentos na atividade enzimatica nas
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épocas 96 e 288 HAI foram observados nas plantas enxertadas ndo inoculadas diferindo do
PFni, expressando nessas coletas as maiores atividades desse tratamentos . Esse resultado
reforga a hipotese de que, nas plantas inoculadas, o aumento da SOD foi provocado
possivelmente pelo patdogeno, enquanto que o pico da atividade observado as 96 horas apds
a inoculacdo com dgua destilada estéril (HAIA) pode ter sido uma resposta tardia da
inoculagdo com agua, o que promoveu um ferimento, ou relacionado com processo de
cicatrizagdo do processo da enxertia. Provavelmente, esses aumentos nas plantas
inoculadas sejam uma resposta a maior sensibilidade em comparagdo as nao inoculadas,
em fun¢do de uma possivel eliminagdo de radicais livres a qual esteja sendo formada em
resposta ao estresse oxidativo, gerado pelo patégeno.

Ao observarmos os resultados obtidos para plantas inoculadas com
as nao inoculadas (controle), nota-se que as que receberam o indculo apresentam maior
atividade da SOD. Provavelmente, esse aumento ocorreria para minimizar o efeito de
estresse nas plantas, a SOD catalisa a dismutagdo de um radical 0, em H,0,, e este pode
ser toxico ao patégeno (RESENDE et al., 2003), constituindo-se a primeira linha de defesa
celular das plantas. Dessa forma, plantas enxertadas apresentaram maior atividade da SOD,
mostrando um possivel mecanismo antioxidante mais forte em comparagdo com as ndo
enxertadas. Sabe-se que deve existir um equilibrio entre os niveis de radicais livres
formados, o que fornece a planta a resisténcia. Segundo Mandal e Mishra (2011), a
concentracdo de radicais livres em tecidos de plantas é o resultado de um equilibrio
dindmico entre a producgdo e sua eliminagdo. Esses autores detectaram maior atividade da
SOD em plantas de tomateiro inoculadas com RS as 72 HAI, resultado semelhante ao
encontrado em nosso estudo.

A maior atividade da CAT do tratamento PEi ocorreu 12 HAI
(Figura 20 C), diferindo do PFi. Ja o PFi apresentou maior atividade as 24 HAI, diferindo
do PEi. Para as plantas nao inoculadas, porém enxertadas (Figura 20 D), a maior atividade
da CAT também ocorre as 12 e 24 HAI o que poderia confirmar, nesse caso, o efeito de
outro estresse nas plantas, provavelmente devido ao processo da cicatrizagdo dos
ferimentos realizados durante a enxertia, que nao fosse o provocado pelo patdégeno, visto
que em ambos os tratamentos PEi e PEni pico enzimético ocorreu com 12 HAI. Esse
estresse gerou uma resposta enzimatica contra as EROS formadas. E importante que um
organismo contenha niveis de EROS em equilibrio. Quando esse equilibrio ¢ afetado,

espécies antioxidantes sdo formadas, como as enzimas antioxidantes (NASCIMENTO;
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BARIGOSSI, 2014). E descrito na literatura que as plantas com niveis mais elevados de
antioxidantes apresentam maior resisténcia aos danos oxidativo (FIKRET et al., 2013).

O PFni apresentou alta atividade de CAT, assim como na SOD,
logo apdés o processo de manipulagdo (procedimento da inoculacdo das plantas).
Provavelmente, a manipulacdo ou outro efeito abidtico, pode ter promovido um estresse,
gerando uma resposta enzimdtica contra os radicais livres formados, como radicais
hidroxila, perdxidos, oxigénio singleto, entre outros. As catalases funcionam como canal
de limpeza do H,O; celular (BREUSEGEM et al., 2001), oriundo da reacdo da SOD. Em
plantas de tomateiro inoculadas com Botrytis cinerea, Kuznizk e Sklodowska (2005)
observaram maior atividade da CAT nas plantas inoculadas em relagcdo as plantas nao

inoculadas. Essa diferenca nao foi encontrada no presente estudo em folhas.
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Figura 20. Atividade enzimatica da SOD (U pg"' de proteina) e CAT(umol H,0, min™ pg
de proteina) nas folhas do tomateiro. As barras de erro representam o intervalo de confianga
das médias. ~ indica diferenca significativa a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey, entre os
tratamentos. As figuras do lado esquerdo (A e C) representam os tratamentos inoculados com
Rs, e as do lado direito (B e D), os tratamentos nao inoculados. (UNESP-FCA, Botucatu - SP,
2013).
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6.1.2 Atividade enzimatica da POD, PPO e PAL nas folhas do tomateiro

A atividade da peroxidase (POD) entre os tratamentos inoculados
encontra-se na Figuras 21 A. O PFi apresentou aumentos da atividade da POD as 48, 96 ¢
288 HAI, enquanto o PEi, os aumentos ocorreu inicialmente na primeira coleta e
posteriormente as 72 e 288 HAI. Nas plantas ndo inoculadas, PFni apresentou “picos” da
atividade na primeira e as 120 horas ap6s inoculagdo com agua destilada estéril (HAIA). A
maior atividade da PEni ocorreu as 24, 48, 72, 96 e 288 HAIA, diferindo do PFni (Figura
21 B).

A peroxidase, nas folhas do tomateiro, possivelmente tenha
respondido ao ataque do patdgeno, pois a enzima apresentou alteragdes que possivelmente
diferenciem o nivel de estresse, como identificado para a SOD. A maior atividade da POD
verificada nas folhas foi semelhante as observadas para a atividade da SOD, mostrando a
sequencia de eliminacdo do excesso de possiveis EROS. A peroxidase elimina radicais
peroxidos, semelhante a catalase, utilizando os compostos fenolicos como substrato através
da reagao com H,O, (YOSHIDA et al., 2003).

Com relacdo a polifenoloxidase (PPO), o PFi diferiu
estatisticamente do PEi com maior atividade as 12, 48 e 288 HAI, enquanto que o PEi,
apresentou diferencas inicialmente e posteriormente as 72 e 120 HAI para o PFi (Figura
21 C). O pico enzimatico, em ambos os tratamentos, foi observado na Ultima coleta (288
HAI).

Nos tratamentos ndo inoculados (Figura 21 D), o PFni apresentou
diferenca para PEni somente na primeira coleta. J4 o PEni as diferengas significativas para
PFni ocorreu as 24, 48, 96, 144 ¢ 288 HAIA em relagao ao PFni. A atividade de ambas as
enzimas pode estar correlacionada com o processo de cicatrizacdo causado pelo estresse
mecanico da enxertia.

PFi mostrou maior valor da fenilalanina amoénia liase (PAL) na
primeira avaliacdo e posteriormente as 12 e 48 HAIL Por outro lado, PEi apresentou
aumento na atividade com 72 e 120 HAI, o que pode ser um indicativo de resisténcia da
planta (Figura 21 E). No sistema de defesa de plantas, principalmente as enxertadas,
existem certas enzimas que apresentam aumento da atividade como um mecanismo de
defesa contra estresse bidtico ou abiodtico (IRISARRI et al., 2015). A atividade da PAL esta

relacionada com a resisténcia de plantas a patdgenos, notadamente, por estar envolvida no
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primeiro passo da sintese dos fenilpropanodides, com participagdo de fenilalanina e sua
conversao em acido transcindmico, catalisada pela PAL, resultando em compostos como
fitoalexinas e, principalmente, lignina, que confere maior resisténcia a parede celular das
plantas aos patogenos (GHAN; ZAO, 2012; NAKAZAWA; NOZUE; YASUDA, 2001).

Para os tratamentos ndo inoculados o PFni diferiu estatisticamente
somente na primeira coleta para o PEni. Porém o PEni diferiu do PFni as 24, 96, 120 e 288
HAIA.

Quando se comparam as plantas pé-franco e enxertadas nao
inoculadas, as enxertadas apresentam maior atividade enzimatica (Figura 21 F). Essa maior
atividade enzimatica pode ser fator importante para sobrevivéncia, principalmente em
relacdo aos patogenos. A atividade da PAL em pimenta enxertada foi maior em
compara¢do com o pé-franco, tanto antes como apés a inoculagdo com Fusarium solani
(JIANG et al., 2010).

Outros estudos demonstram que plantas enxertadas e inoculadas
com patdgeno apresentam maior atividade de PAL maior. Kavitha e Umesha (2008)
relataram a participagdo da PAL nos mecanismos de resisténcia em tomateiro, observaram
aumento da atividade apo6s a inoculagdo de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e
Clavibacter michiganensis sub sp. michiganensis e constataram que a enzima atingiu
maxima atividade as 21 HAI nos gendtipos resistentes. Neste trabalho, a méxima atividade
ocorreu com 72 HAL

De acordo com Mandal e Mishra (2011), as plantas de tomateiro
com resisténcia podem apresentar sistema antioxidante mais eficiente, menor taxa de
peroxidagdo lipidica e maior deposi¢ao de lignina na parede celular, as quais podem
contribuir no aumento da resisténcia contra patégeno. Em nosso estudo, as plantas
enxertadas e inoculadas apresentaram maior atividade em relagdo ao pé franco,
demonstrando que, possivelmente, houve maior eficiéncia do sistema antioxidante
analisado. A resisténcia proporcionada pela enxertia esta relacionada a melhoria da atividade

de enzimas antioxidantes (HE et al., 2009).
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Figura 21. Atividade enzimatica da POD ( pmol H,O, min" pg” de proteina), PPO
(umol catecol oxidado min™' pg” de proteina) e PAL (umols min™' pg” de proteina) nas
folhas do tomateiro. As barras de erro representam o intervalo de confianga das médias.
" indica diferenca significativa a 5 % de probabilidade, pelo teste Tukey, entre os
tratamentos. As figuras do lado esquerdo (A, C, E) representam tratamentos inoculados
com RS, e do lado direito ( B, D, F) tratamentos nao inoculados. (UNESP-FCA, Botucatu
- SP, 2013).
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6.1.3 Atividade enzimatica da SOD no caule do tomateiro (regidao da enxertia)

Nas andlises bioquimicas, realizadas a partir da regido da enxertia
no caule do tomateiro, verificou-se que a atividade da SOD no tratamento PEi foi
significativamente maior as 12, 48, 96 e 120 HAI em relacdo ao PFi. No PFi ocorreu
diferenca para PEi somente na primeira coleta (Figura 22 A).

Nos tratamentos ndo inoculados (Figura 22 B), o PFni apresentou
maior atividade da SOD em relagdo ao PEni nas épocas 0, 24 e 288 HAI. J4 PEni diferiu
estatisticamente do PFni nas épocas 12, 96 e 120horas ap6s inoculacdo com 4gua destilada
estéril (HAIA).

Analisando os resultados obtidos de plantas inoculadas e nao
inoculadas (Figuras 22 A e 22 B), nota-se que ha respostas diferentes a atividade da
enzima. O PEi apresentou valores mais elevados em média, em relagdo ao PFi. Este efeito
pode ter ocorrido devido ao processo de infeccdo do patdogeno ter induzido formacdo de
EROS, ativando assim o sistema antioxidativo das plantas, ou seja, a SOD apresentou
alteracdes que diferenciaram o nivel de estresse nas plantas inoculadas.

As EROS podem acumular-se rapidamente no inicio do processo
infeccioso, caracterizando uma reag¢do oxidativa, tendendo ao desequilibrio das moléculas
oxidantes. As enzimas antioxidantes irdo atuar, eliminando esses radicais livres que sdo
formados em excesso, principalmente, em resposta aos patogenos (NASCIMENTO;
BARIGOSSI, 2014). Maior atividade da SOD devido a infec¢ao do fungo Mycosphaerella
fragaria em morangueiro foi descrita por Ehsani-Moghaddam et al. (2006), que
constataram maior atividade nos materiais resistentes, o que levanta a hipotese de uma
possivel estratégia da planta em restringir o desenvolvimento do fungo pela acdo desta
enzima antioxidante.

Nao foi possivel quantificar a CAT no caule, pois a mesma nao

mostrou atividade enzimatica nesse local.
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Figura 22. Atividade da SOD (U ug'l de proteina) no caule (regido da enxertia) do
tomateiro. As barras de erro representam o intervalo de confianca das médias. ~ indica
diferenca significativa a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey, entre os tratamentos.
A figura do lado esquerdo (A) representam tratamentos inoculados com RS, e do lado
direito (B), tratamentos ndo inoculados. (UNESP-FCA, Botucatu - SP, 2013).

6.1.4 Atividade enzimatica da POD, PPO e PAL no caule do tomateiro (regidio da

enxertia)

O PFi expressou uma atividade inicial alta da POD diferindo do
PEi, sendo nesta coleta onde tratamento expressou sua maior atividade.

No tratamento PEi foi superior ao PFi as 12, 72, 96, 120 e 144 HAI, sendo
constatado as 12 HAI o pico enzimdtico desse tratamento (Figura 23 A).

Nos tratamentos ndo inoculados, o PFni apresentou um “pico”
enzimatico com 24 horas apos a coleta, diferindo estatisticamente do PEni. Analisando o
PEni, expressou diferengas nas coletas 12, 72, 96, 120 e 144 HAIA, com maior atividade
em comparagao ao PFni (Figura 24).

Alguns estudos demonstram que logo apds a inoculagdo, pode
ocorrer aumento da atividade da POD. Em tomateiro, Jiang et al. (2013) descreve aumento
da atividade da enzima ap6s 24 horas da inoculacdo com RS. Entretanto, esse resultado nado
foi observado neste estudo, onde encontramos aumento apos 12 horas. Por outro lado, as
plantas podem ter um mecanismo diferenciado de resisténcia, pois mostraram aumento da
atividade da enzima ap6s 12 horas, mostrando uma resposta precoce. Provavelmente, esse
desempenho possa ser atribuido as diferencas dos hibridos estudados, com caracteristicas

de resisténcia inerente a cada gendtipo, inseridas através do melhoramento vegetal.
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Plantulas de colza apds a inoculagdo de esporos do fungo Phoma
lingam (Leptosphaeria maculans) mostraram aumento da atividade da POD 72 horas apo6s
a inoculacdo. Possivelmente, o sistema de defesa da planta foi ativado em funcdo da
producao H,O, formado pelo ataque do patogeno (HURA et al., 2013). As peroxidases sao
importantes nos processos de lignificacdo, deposi¢cdo de suberina e oxidagdo de compostos
fenolicos, podendo ter sua atividade alterada pelo ataque de patogenos (PASCHOLATTI et
al., 2008), além de ser um antioxidante importante nas células das plantas envolvidas na
desintoxicacao de EROs (MITTLER et al., 2004).

Na atividade da PPO, o PFi mostrou diferenca para PEi somente na
primeira coleta. Posteriormente, ocorreu um aumento com 24 HAI, e nas demais coletas,
houve redugao na atividade. O PEi mostrou-se superior as 12, 48, 72, 96, 120 ¢ 144 HAI
em comparagdo ao PFi, com “pico” maximo da atividade as 96 HAI (Figura 23 C).
Provavelmente, essa maior atividade observada no PEi possa ser atribuida a uma possivel
resisténcia da planta. Por outro lado, essa resposta ndo difere dos tratamentos ndo
inoculados (Figura 23 D). Nestas plantas, entretanto, houve o processo da enxertia, que ¢
um processo, que induz estresse.

Maior atividade da PPO em tecidos infectados de plantas
resistentes também foram verificadas por Orober et al. (1999) e Agrios (2005) que
constataram maior atividade da PPO nos tecidos infectados das cultivares resistentes do
que em tecidos infectados de cultivares suscetiveis. Quanto maior a atividade da enzima
PPO, maiores concentragdes de produtos téxicos da oxidagdo, como por exemplo,
quinonas, os quais conferem resisténcia as infec¢oes (AGRIOS, 2005).

Os tratamentos ndo inoculados PFni e PEni estdo apresentados na
figura 23 D. O PFni apresentou diferengas significativas para o PEni na coleta inicial e
posteriormente as 24 e 288 HAIA. Entretanto, o PEni diferiu as 12, 48, 72, 96 e 120 HAIA
em relagdo ao PFni.

Apesar do aumento ocorrido nas plantas enxertadas inoculadas, os
tratamentos sem inoculagdo do patégeno mostraram tendéncia de comportamento
semelhante. A atividade da PPO no local da enxertia parece ndo ter respondido ao ataque
do patégeno, ou seja, a enzima nao apresentou alteragdes que diferenciem o nivel de
estresse, como identificado para outras enzimas, como a SOD e POD no local da enxertia.

Portanto, o resultado da maior atividade pode ser atribuido ao efeito da enxertia.
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Nos resultados obtidos para PAL, o PFi, mostrou valor inicial alto
da atividade, diferindo do PEi. A atividade dessa enzima no PEi mostrou-se superioridade
as plantas PFias 12, 48 e 96 HAI (Figura 23 E).

Nos tratamentos ndo inoculados (Figura 23 F), o PFni mostrou-se
superior ao PEni na avaliacdo inicial (momento da inoculacdo) e depois as 24 e 288 HAI
coincidindo com as maiores atividades constatadas nesse tratamento. O tratamento
enxertado diferiu estatisticamente do pé-franco as 12, 96, 120 e 288 HAIA. Entretanto, os
aumentos mais acentuados da PAL ocorreram as 96 ¢ 144 HAI, quando expressaram as
maiores atividades enzimaticas.

A atividade da PAL, no PEi, foi a mais alta em relagdo ao PFi. Isso
pode estar relacionado com a resposta dessas plantas ao patégeno, fazendo com que
aumente capacidade catalisadora para a formagao de fendis. O acumulo destes compostos
nas plantas ¢ essencial para sua defesa, podendo ser toxicos aos patéogenos, além de agirem
como antioxidantes (NAKAZAWA; NOZUE; YASUDA, 2001).

Vanitha et al. (2009) estudando mais de 20 cultivares de tomate,
verificaram que genotipos resistentes a RS apresentaram maior atividade das enzimas PAL
e PPO em comparagdo com as plantas suscetiveis, bem como maior acimulo de compostos
fendlicos. Esse aumento de fendlicos deve ser em funcao da atividade da PAL. Em plantas
de tomateiro, quando infectadas por RS, ocorreram alteragdes nas atividades das enzimas

POD, PPO e PAL (SILVA; PASCHOLATI; BEBENDO, 2007).
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Figura 23. Atividade enzimatica da POD ( pmol H,O, min™ pg” de proteina), PPO
(umol catecol oxidado min” ug'l de proteina) e PAL (umols min™ ],Lg'l de proteina) no
caule (regido da enxertia) do tomateiro. As barras de erro representam o intervalo de
confianca das média. ~ indica diferenca significativa a 5% de probabilidade, pelo teste
Tukey, entre os tratamentos. As figuras do lado esquerdo (A, C, E) representam
tratamentos inoculados com Rs, ¢ do lado direito (B, D, F) tratamentos nao inoculados.
(UNESP-FCA, Botucatu - SP, 2013).
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6.1.5 Atividade da SOD no caule do tomateiro (Abaixo e acima do ponto de enxertia)

A atividade da SOD abaixo do ponto de enxertia (Figura 24 A) foi
superior ao encontrado acima da enxertia (Figura 24 B). A dindmica da enzima frente aos
tratamentos PEni e PEi apresentou diferenca ao longo do tempo. A atividade abaixo do
ponto de enxertia do PEni mostrou-se diferente ao PEi inicialmente e posteriormente as
24,72 ¢ 120 HAL

Para a atividade acima do ponto de enxertia, o PEni apresentou
superioridade estatistica para o PEi na primeira coleta e depois as 12, 48, 72 e 144 HAI
(Figura 24 B)

Os dados mostram que a atividade da SOD do porta-enxerto, isto &,
analise da abaixo da enxertia, foi maior em relagdo ao enxerto, o que se deve
provavelmente a resisténcia do genotipo utilizado. Geralmente, sdo usados gendtipos
resistentes como porta-enxerto. Esses responderiam ao ataque de patdogenos, ou outro tipo
de estresse, ativando o seu sistema antioxidante, seja enzimatico ou ndo enzimatico, em
fun¢do ao nivel desbalanceado das espécies reativas de oxigénio geradas pelo estresse, o
que aumentaria a produ¢do de EROS (MANDAL; MISHRA, 2011), Isto resultaria num
dano celular, manifestado pelo aumento da atividade de certas enzimas, como observado
neste estudo, através da SOD, a primeira enzima da linha de defesa de plantas, catalisando
a dismutacdo do superoxido Ozo' em H,O, e O, (SCANDALIOS, 2005), representando,

assim, um dos principais mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo celular.
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Figura 24. Atividade da SOD (U pg” de proteina) no caule do tomateiro (abaixo e
acima do Jponto de enxertia). As barras de erro representam o intervalo de confianca das
médias. indica diferenca significativa a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey, entre
os tratamentos. A figura do lado esquerdo (A) representam tratamentos abaixo da
enxertia (ab) e a do lado direito (B) representam os tratamentos acima da enxertia (ac).
(UNESP-FCA, Botucatu - SP, 2013).
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6.1.5 Atividade da POD, PPO e PAL no caule do tomateiro (Abaixo e acima do ponto

enxertia)

O valor da atividade da POD abaixo do ponto de enxertia encontra-
se na figura 25 A. O tratamento PEi, abaixo do ponto de enxertia mostrou diferenga na
atividade as 12 e 48 HAI em relagao ao PEni, enquanto o PEni expressou diferengas de
atividade inicialmente e posteriormente 72 e 96 horas apds inoculacdo. Nas demais
avaliacdes, a atividade da enzima foi semelhante entre os tratamentos, ndo apresentando
diferencas significativas entre si.

Nas analises acima da enxertia, os tratamentos PEi e PEni foram
similares ao longo do tempo, sendo as diferencas entre os tratamentos ocorreram na
primeira coleta e as 48 ¢ 72 HAI (Figura 25 B).

A maior atividade da POD foi ab, semelhantemente ao observado
para a atividade da SOD, mostrando a sequencia de eliminacdo do excesso de possiveis
EROS. A peroxidase elimina radicais peroxidos, semelhante a catalase, utilizando os
compostos fendlicos como substrato através da reacdo com H,O, (YOSHIDA et al., 2003).
A enzima atua no processo de lignificacdo, cicatrizagdo de ferimentos e defesa de
patogenos (HIRAGA et al., 2001).

Tem sido demonstrado que a atividade da enzima pode ser induzida
por fungos, bactérias e virus (BABU et al., 2008; HIRAGA et al., 2000). Trabalhos na
literatura relacionaram o aumento na atividade da POD x doenca. Em plantas de
pimenteiro, foi observado alteracdo da atividade de POD ap0s as plantas serem infectadas
com Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. (DO et al., 2003). Maior conteudo de
compostos fenolicos, menor taxa de peroxidacdo lipidica e maior deposi¢do de lignina na
parede celular, foram encontradas nas plantas de tomateiro com resistencia a RS, quando
comparadas com as suscetiveis inoculadas, contribuindo para maior resisténcia das plantas
contra o patogeno (MANDAL; MISHRA, 2011).

Os valores da PPO abaixo do ponto de enxertia encontram-se na
figura 25 C. As diferengas entre os tratamentos ocorreram na primeira coleta e as 12, 48,
72, 96 e 120 HAI, nas demais coletas ndo houve diferencga entre os tratamentos. Para o PEi1
atividade enzima ocorreu com 48 HAI, o mesmo comportamento apresentado na SOD e
POD. Na avaliagdo acima do ponto de enxertia as diferencas entre os tratamentos
ocorreram inicialmente e posteriormente as 12, 24, 48, 96 e 288 HAI, nas demais coletas

nao houve diferenca entre os tratamentos.
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Observou-se que a quantificacdo da PPO acima do ponto de
enxertia (Figura 25 D) foi menor em relagdo ao encontrado abaixo da enxertia. O fato de a
maior atividade da PPO ter ocorrido no porta-enxerto entre abaixo e local da enxertia, pode
ser devido a oxidagdo de compostos fenolicos, catalisada pela PPO (THIPYAPONG;
STOUT; ATTAJARUSIT, 2007), em funcdo da caracteristica de resisténcia a RS
apresentada pelo porta-enxerto.

Os resultados deste estudo com plantas enxertadas e pé-franco
infectadas com RS, sugere uma possivel relagdo da PPO com a defesa do tomateiro a esta
bactéria, assim como os encontrados por Chen et al. (2003) e Vanitha et al. (2009), que
relacionaram o aumento na atividade da PPO com as alteragdes do metabolismo.

Os valores da atividade enzimatica da PAL abaixo do ponto de
enxertia (Figura 25 E) foram menores aos observados acima do ponto de enxertia (Figura
25 F). Ambos os tratamentos ( PEni e PEi ) na regido abaixo apresentaram diferengas entre
si nas avaliagdes 0, 12, 72, 120 e 288 horas apds inoculagdo, entretanto nas demais, ndo
houve diferenca significativa. Para as avaliagdes acima diferencas foram constatadas na
primeira coleta (tempo zero) e posteriormente as 12, 24, 48 72 e 144 entre os tratamentos.
Diferentes partes das plantas, que passaram por injuria, podem responder de maneiras
diferenciadas a uma dada lesado (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000).

A menor atividade da PAL observada abaixo mostra que esta
enzima pode ndo ter sido indicador de estresse nesse local. Por outro lado, uma hipotese
seria que o enxerto, devido a sua caracteristica ser suscetivel, necessitaria de maior
conteudo de substancias, como (poli)fendis, que atuariam como moléculas antioxidantes,
isto €, eliminariam o excesso de radicais livres formados, seja a partir de estresse (bidtico
ou abiotico), ou simplesmente, por estarem em fase de crescimento e/ou por ficarem

expostas frequentemente as condi¢des ambientais.



POD

PPO

PAL

o 6e-6 - (@b) © 6e6 -
2 A S PEni £ B SN PEni (ac)
[
° PEi ° PEi
2 5e6 4 5 5e-6
o (=%
.g ,g
T 4e6 * T 4e-6
= c
£ =
o 3
'g 3e-6 o 8 3e6
a * 7]
£ o
o Qo
g 2e6 . * g 2e-6 4
'UN 8
ON °
f 1e-6 o« 1e-6
[<]
£ T
s =
o g 0
=9
Horas apods inoculagao
Horas apos inoculacao
0,014 0,014
) i (ab) © i (ac)
£ C SN PEni £ D BN PEni
Q & s i
£ 00121 PEi g 0,012 PEi
s * <
"o 0010 2 0010 A
= -
= =
‘E 0,008 § 0,008 |
o * o
ks s
T 0,006 4 > 0,006 -
£ . x
. 2
] * g
O 0,004 - & 0,004 -
2 . s
© ol * *
o - * * * *
S 0002 g 0,002 5 4
: L - 0 0 O N
0,000 4 0,000 - = . , . T
0 12 24 48 72 9% 120 144 288 0 12 24 48 72 9% 120 144 288
Horas apés inoculagdo Horas apods inoculagao
Se-9 5e-9 )
- i ac,
E B PEni (ab) F @l PEni
PEi g E==3 PEi
E 4e-9 % 4e-9 4
8 5
= -
= ‘o « *
' 394 _:“ 3e9 4 *
= 'E *
= £ *
£ i) *
2e-9 O 2e9 A
g = E
£ =
=
1e-9 o * 1e-9
* . .
*
0 - 0 A
0 12 24 48 72 96 120 144 288 1 12 24 48 72 96 120 144 288
Horas apos inoculagao Horas apos inoculagao

@l PEni- planta enxertada ('Muralha' + 'Pizzadoro') ndo inoculada
PEi- planta enxertada (‘Muralha' + 'Pizzadoro') inoculada

Figura 25. Atividade enzimatica da POD ( pmol H,0. min"' pg”' de proteina), PPO
(umol catecol oxidado min™ pg™’ de proteina) e PAL (umols min" pg™’ de proteina),
no caule do tomateiro (abaixo e acima do ponto de enxertia). As barras de erro
representam o intervalo de confianca das médias.” indica diferenca significativa a 5%
de probabilidade, pelo teste Tukey, entre os tratamentos. As figuras do lado esquerdo
(A, C, E) representam tratamentos abaixo da enxertia (ab), e as do lado direito (B, D,
F) representam os tratamentos acima da enxertia (ac). (UNESP-FCA, Botucatu - SP,
2013).
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6.2 EXPERIMENTO II: Avaliacao da incidéncia da murcha bacteriana do tomateiro
e trocas gasosas em plantas enxertadas e pé-franco de tomateiro, inoculadas com R.

solanacearum

6.2.1 Incidéncia da murcha bacteriana

Aos cinco dias apds a inoculagdo (DAI), observou-se inicio da
manifestagdo dos sintomas da murcha bacteriana (MB) na testemunha suscetivel pé-franco
— ,,Pizzadoro” (PFP). A evolugdo da doenga ocorreu de forma rapida nesse tratamento,
apresentando morte de todas as plantas com 20 DAI (Tabela 5).

Os tratamentos enxertados (PEMP e PEWP) referem-se as
combinagdes porta-enxerto/enxerto (,Muralha™ + Pizzadoro™) e (,,Woodstock ™+
»Pizzadoro). Nao houve diferenga entre os tratamentos enxertados, mas ambos, a partir
dos 10 DAI até ao final das avaliagdes, diferiram do PFP, apresentando menor
porcentagem (%) da doenca (Tabela 5).

No final do experimento, o PEMP ¢ PEWP apresentaram 27 e 25

%, respectivamente, de sintomas, mesmo apresentando resisténcia a doenca.

Tabela 5. Incidéncia de folhas murcha de tomateiro(%) pé-franco e enxertado inoculado

com Ralstonia solanacearum em casa de vegeta¢dao. (UNESP-FCA, Botucatu- 2013).

Dias apds inoculacio

Trat 0 5 10 15 20 Equacio da regressao R?

PFP 0B 6B 77aA 97aA 100aA -0,18 x*+9,37x - 8,12*%* 0,93

PEMP OB 0B 0bB 4bB 27bA 1,15 x - 5,38 ** 0,60
PEWP OB 0B O0bB 4bB 25bA 1,07x-5 ** 0,60
F 24,70"

CV1 (%) 54,88
CV2 (%) 5587

Letra mintiscula compara os tratamentos na coluna, e letra maiiscula compara tratamentos na linha.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
ns: ndo significativo. * e ** sdo significativo a 5 ¢ 1% de probabilidade, pelo teste F,
respectivamente. Cv (%): coeficiente de variacdo. Trat: tratamentos. PFP: pé-franco ,Pizzadoro
PEMP: planta enxertada (,Muralha® + ,Pizzadoro®); PEWP: planta enxertada (,,Woodstock™ +
,Pizzadoro®). Dados originais transformados V(x + 0,5)"’.
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Com a finalidade de controlar Ralstonia solanacearum em
tomateiro, Silva (2013), utilizou a combinagdo porta-enxerto/enxerto (,Guardido™ +*
Pizzadoro®) e obteve controle na ordem de 71 % da murcha bacteriana, em solo
previamente inoculado com patogeno, enquanto no pé-franco ,, Pizzadoro™ nao foi
verificado nenhum controle, apresentando 100 % das plantas com sintomas nos mesmos.

Lopes et al. (2015) estudaram desempenho em casa de vegetagao
dos porta-enxertos ,,Guardiao®, ,,Muralha”, ,Protetor”, ,,Magnet™ e variedade resistente
Hawaii 7996 (H7996), em cinco diferentes tipos de isolados (CNPH 322; 476; 488; 489 e
519). Os porta-enxertos que mostraram maior resisténcia a RS foram ,,Murmlha®
,»Quardiao“ e Hawaii 7996, em que na maioria dos isolados avaliados tiveram desempenhos
semelhantes, e superior em relacdo aos hibridos ,,Magnet™ e ,,Protetor®, sendo que esses,
quando testada sua resisténcia ao isolado CNPH 488, morreram em sua totalidade.
Segundo Lopes et al. (2015), alguns hibridos comerciais disponiveis no mercado oferecem
significativa prote¢do contra a MB em situagdes de baixa pressdo de indculo no solo e/ou
em condicao de temperatura ¢ umidade pouco favoraveis a doenga.

Nakaho et al. (2004) avaliaram colonizacdo 1 cm acima da regido
da enxertia no ,Hawaii 7996, e constataram ocorréncia em 38,7% das plantas inoculadas,
embora essas infeccdes ndo levaram a sintomas de murcha nas plantas. Entretanto, a
cultivar suscetivel (pé-franco) apresentou 100% de planta murcha 14 dias apos a
inoculacdo com RS. Este experimento sugere que partes sensiveis do caule nos porta-
enxertos resistentes, muitas vezes tornam-se infectadas pela bactérias, mas ndo apresentam
sintomas visiveis nas plantas.

Blind et al. (2013) avaliaram o desempenho de resisténcia genética
e produtividade de progénies de tomate do grupo Yoshimatsu resistentes a RS, na cultivar
Santa Cruz Kada (suscetivel), em solo naturalmente infestado com bactéria, na Amazonia.
As progénies avancadas do grupo Yoshimatsu evidenciaram os melhores desempenhos em
relagdo a cultivar Santa Cruz Kada, para caracteristicas de resisténcia e analise de
capacidade produtiva, sob condi¢des de cultivo em solos naturalmente infestados pelo
patdgeno Rs.

Vale ressaltar que, os porta-enxertos sdo utilizados principalmente
para controlar patdégenos de solo, e os mecanismos de defesa estdo geralmente associados

com a resisténcia inerente de cada genotipo (KING et al., 2008).
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6.2.2 Trocas gasosas

No dia da inoculagdo, as trocas gasosas das plantas pé-franco e
enxertadas se mostraram semelhantes, onde ndo foram observadas diferengas significativas
para os pardmetros taxa de assimilagio de CO, (A, pmol CO, m™s™), condutincia
estomatica (gs, mol m™s™), taxa de transpiragdo (E, mmol vapor d* 4gua m™s™), eficiéncia
do uso da 4gua (EUA, pmol CO, (mmol H,O)™ ¢ a eficiéncia de carboxilagio - EC (Tabela
6).

Aos 3 DAI, houve diferenca estatistica entre os tratamentos apenas
para EC, o PFP apresentou menor valor para esse parametro diferindo das plantas
enxertadas.

A partir dos 6 DAI, o PFP difere significativamente da PEMP e
PEWP ,com os menores valores obtidos para quase todos os parametros analisados, exceto
para Ci de CO; na folha. Neste parametro, nas duas primeiras avaliagcdes, ndo houve
diferenca entre os tratamentos.

Aos 9 e aos 12 dias apos a inoculacdo do patdégeno, valores de A
mostrou-se negativo no PFP, o que demonstra que as plantas estdo apenas respirando,
enquanto que na PEWP e PEMP, apesar de reducgdo, as plantas continuaram assimilando
CO,, demonstrando que a doenga ndo afetou as plantas enxertadas. A mesma tendéncia foi
observada para os parametros gs, E, EUA e Ec, onde o PFP apresentou menores valores
diferindo das plantas enxertadas. Muito provavelmente essa reducgdo das trocas gasosas nas
plantas pé-franco foi em fun¢do da maior incidéncia da murcha bacteriana nessas plantas,
onde foram mais prejudicadas em relagdo as plantas enxertadas.

A Ci no mesofilo foliar ¢ reduzida pelo fechamento estomatico,
com consequente diminui¢do de A, mas para o PFP foi inversamente proporcional, ou seja,
a medida que diminui A aumentou a Ci. O CO, estava disponivel para as plantas pelos
valores altos da Ci, mas as plantas, muito provavelmente devido a doenga ndo estava

conseguindo utilizé-lo como se observa nos baixos valores da EC destas plantas.
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Tabela 6. Valores da taxa de assimilacdo de CO, (A), Condutancia estomatica (gs), Concentracdo interna de CO; (Ci), Taxa de transpiracao

(E), Eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia de carboxilagdo (Ec) em plantas pé-franco e enxertadas de tomateiro inoculadas com

Ralstonia solanacearum. (UNESP-FCA, Botucatu - SP, 2013).

A (umol CO, m’s™) E (umol vapor d’ dgua m”s™)
DAI DAI
Trat 0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
PFP 27,56 A 18,46 B -2,81 bC -2,81 bC -2,07 bC 5,63 A 6,62 A 1,76 bB 1,76 bB 1,84 bB
PEMP 27,65 A 21,37 AB 20,68 aB 20,68 aB 13,40 aC 6,59 A 7,15AB 5,90aAB 5,90 aAB 5,78 aB
PEWP 29,29 A 23,47 AB 20,30 aB 20,30 aB 13,34 aC 7,08 A 6,68 A 6,70 aA 6,70 aA 4,56 aB
CV1(%)=30 CV 1 (%)=19,26
CV 2 (%)=23 CV2(%)=1725
gs (nmol m”s™) EUA (umol CO, (mmol H,0)™)
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
PFP 0,72 A 0,80 A 0,11 bB 0,11 bB 0,12 bB 4,86 A 2,79B -1,54 bC -1,54 bC -1,16 bC
PEMP 0,92 A 0,73 AB 0,53 aBC 0,53 aBC 0,43 aC 417A 3,09 AB 3,90 aAB 3,90 aAB 2,35 aB
PEWP 0,80 A 0,78 AB 0,55 aB 0,55 aB 0,54 aB 4,15 3,61 3,07 a 3,07 a 292 a
CV1(%)=17,24 CV 1 (%) =158,25
CV 2 (%) =24,70 CV 2 (%) =34,81
Ci (nmol CO, molar) Ec (A/Ci)
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
PFP 289,98 C 337,39 B 418,92 aA 418,92 aA 414,46 aA 0,054 A -0,006 bB -0,006 bC -0,006 bC -0,006 bC
PEMP 301,23 321,32 291,64 b 291,64 b 323,05b 0,094 A 0,066 aAB 0,074 aAB 0,074 aBC 0,042 aC
PEWP 293,86 B 326,55AB 313,14 bAB 313,14 bAB 347,84 bA 0,102A 0,072 aB 0,064 aBC 0,064 aBC 0,04 aC

CV 1 (%)= 10,67
CV 2 (%) =642

CV 1 (%)=41,96
CV 2 (%) = 27,82

Letra mintscula compara os tratamentos na coluna e letra maitiscula compara o tratamento na linha. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. ns: ndo significativo. CV (%): coeficiente de variagdo. Trat: tratamentos. PFP: pé-franco ,Pizzadoro®; PEMP: planta enxertada (,Muralha“+ ,Pizzadoro®);
PEWP: planta enxertada (,,Woodstock™+ ,Pizzadoro®).
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No caso de murcha, as diferencas na apresentagdo do dossel das
folhas nas plantas podem ocorrer alterando assim a capacidade de folhas em receber
radiacdo solar, em assimilar CO; e, por conseguinte, afetar producdo dos fotoassimilados.
Por exemplo, uma diferenca na orientacao das folhas de plantas infectadas e o impacto
sobre a copa da planta nas trocas gasosas e na taxa de crescimento podem ser drésticos
(WOODROW et al., 1988).

A redugdo nas trocas gasosas foi evidenciada em todos os
tratamentos, mas principalmente no PFP, onde se observou queda dos valores,
possivelmente por ter maior incidéncia da MB. Segundo Pascholati e Leite (1995), um
aumento da atividade fotossintética ocorre no inicio da infec¢do da doenga, por um periodo
reduzido, e posteriormente, ocorre reducao da taxa de fotossintese.

Na maioria das doengas foliares, a A ¢ reduzida a partir do inicio da
infeccdo (BERGER; SINHA; ROITSCH, 2007), embora a RS seja um patéogeno vascular,
também se observou reducdo de A. Portanto, o aumento da doenca interferiu
negativamente na assimila¢do de CO,.

Quando ha queda da gs em funcdo da perda de turgescéncia das
folhas doentes, as plantas tendem a regular fortemente a abertura estomadtica, e com isso
reduzem consideravelmente A (MATTOS; LOBO; JOLY, 2002). Segundo Dallagnol et al.
(2011), relatam que a reducdo na gs limita o influxo de CO, as folhas, consequentemente
diminui A. Redu¢do da gs implica dizer que, conforme a evolu¢do da doenca, a planta,
como mecanismo de defesa contra a perda excessiva de agua, fechou estomato. O
fechamento estomatico atua como importante mecanismo de defesa que as plantas
apresentam contra perdas exageradas de agua para evitar a desidratacdo das plantas
(YORDANOV; VELIKOVA; TSONEV, 2003), e consequentemente as plantas transpiram
menos.

Laranjeiras infectadas pelo grupo de bactérias Xylella fastidiosa
que atacam o xilema, mostraram diminuicdo de A causada pela baixa gs (RIBEIRO;
MACHADO; OLIVEIRA, 2003). Em plantas de pimenta inoculadas com Verticillium
dahliae, verificou-se que a infecgdo nas raizes aumentou a senescéncia foliar, diminuigao
da gs e da fotossintese, em comparagao ao controle (GOICOECHEA et al., 2000).

Os menores valores de gs e de E implicam menor perda de agua
pelas plantas. Estes resultados sugerem que as relagdes hidricas das plantas foram afetadas

pela doenca, possivelmente pelo aumento da resisténcia ao transporte de dgua. A bactéria
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(Rs), ao infectar a planta, aloja-se nos vasos condutores de agua (xilema), que resulta da
interrupcao parcial ou total do fluxo de agua desde as raizes até o topo da planta, o que
explicaria essa maior resisténcia ao transporte de agua nas plantas como maior severidade
da murcha. Segundo Taiz e Zieger (2009), a atividade fotossintética diminui & medida que
o potencial hidrico foliar decresce, ocorrendo redugdo na gs e, consequentemente, na
transpiragdo e na disponibilidade de CO; para as reagdes de carboxilagao.

A reducao dos parametros A, gs e E confirmou o efeito prejudicial
da infeccdo causada pela RS no tomateiro. Outros patégenos também diminuiram a
atividade fotossintética nas plantas (BASTIAANS, 1993; MACHADO et al.,, 1994;
SCHOLES; ROLFE, 1996; GODOY; AMORIN; BERGAMIN-FILHO, 2001; RIBEIRO;
MACHADO; OLIVEIRA, 2003).

Em geral, patogenos vasculares afetam os processos fisioldgicos
das plantas hospedeiras (DALY, 1976; DUNIWAY, 1976). As relagdes hidricas de plantas
doentes podem ser afetadas em fungdo de distirbios no funcionamento de estdmatos, do
aumento da resisténcia ao fluxo e/ou a absorcdo de agua pelas raizes, tornando as plantas
hospedeiras mais sensiveis a deficiéncia hidrica (SYVERTSEN; BAUSHER; ALBRIGO,
1980; DUNIWAY, 1976; SOUZA et al., 2010).

Para Machado et al. (2005), a EC possui estreita relagdo com a Cie
com A. Nesse sentido, foi verificada diminuicdo da EC ao longo dos DAI, devido a
diminuic¢do da gs e A no mesmo periodo.

A reducdo nos parametros fisioldgicos ocorreu em fungdo do
ataque do patdgeno as plantas. Em todos os tratamentos, constatou-se essa diminui¢ao, mas

o PFP foi mais afetado do que o PEMP e PEWP (Figura 26).
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Figura 26. Taxa de assimilagio de CO, (A- pmol CO, m™s™), (gs) condutincia
estomatica (gs, mol m'zs'l), (C1) concentragdo interna de CO, na folha (umol CO; mol
'ar), (E) taxa de transpiracio (mmol vapor d 4gua m™s™), (EUA) eficiéncia do uso da
agua ( pmol CO, (mmol H20)" e (EC) eficiéncia de carboxilagio durante os dias de
avaliagdes. PFNI: pé-franco ,Pizzadoro®, PENI: planta enxertada (,Muralha® + ,Pizzadoro®);
PEWP: planta enxertada (,,Woodstock™ +,Pizzadoro®). (UNESP-FCA, Botucatu - SP, 2013).
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6.3 Experimento III — Avaliacdo da incidéncia de folhas murcha de tomateiro (%) e
producio do tomateiro em diferentes porta-enxertos em solo contaminado
naturalmente com Ralstonia solanacearum em ambiente protegido no municipio de

Salto — SP

6.3.1 Incidéncia da murcha bacteriana

Na primeira avaliagdo dez dias apds o transplante (DAT) os
tratamentos ndo manifestaram sintomas da doenga. Na segunda avaliagdo (20 DAT),
constatou-se a incidéncia de 20 % das plantas com sintomas da murcha bacteriana (MB) no
pé-franco ,Forty” (PFF), diferindo das plantas enxertadas (Tabela 7).

A evolucdo da doenga ocorreu de forma rapida e aos 70 DAT, as
plantas PFF ja apresentavam 100 % da incidéncia da murcha bacteriana. O PFF manifestou
maior severidade da doenga a partir dos 20 DAT até ao final das avalia¢des, deferindo de
todos os tratamentos.

Nas plantas enxertadas, tratou-se das combinagdes porta-enxertos/
enxerto ,,Woodstock“+ Forty” (PEWF), ,Muralha“+, Forty"(PEMF) e ,Guardiao“+Forty”
(PEGF). Esses porta-enxertos apresentaram resisténcia a Rastonia solanacearum (Rs),
conforme  descrito nos catdlogos das empresas. Os tratamentos enxertados nao
apresentaram diferencas entre si até 60 DAT, e tiveram o inicio da epidemia retardado em
comparacao ao PFF (Tabela 7).

Aos 70 dias apos o transplante, o PEGF apresentou 3,0 % de
incidéncia de murcha, PEMF 4,0 % ¢ PEWF 10,5 %. As PEGF ¢ PEMF foram semelhantes
entre si, havendo diferenca significativa apenas entre PEGF e PEWF. Aos 80 DAT, os
tratamentos PEGF, PEMF e PEWF manifestaram 3,0, 5,8 ¢ 10,5 % de incidéncia de folhas
murchas nos respectivos tratamentos, novamente ocorreu diferenga entre os tratamentos
conforme observadas na avaliagdo anterior. Nas plantas enxertadas a quantidade de plantas
murchas foi menor. Portanto, pode-se atribuir aos porta-enxertos a resisténcia contra o

patogeno.
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Tabela 7. Incidéncia de folhas murcha do tomateiro (%) no tomateiro pé-franco e enxertada em ambiente protegido infectado naturalmente

com Ralstonia solanacearum. Fazenda Ituau, Salto - SP, 2014.

Dias apos o transplante

Tratamento 10 20 30 40 50 60 70 80 Equaciao de regressao R’
PFF 0aE 20aD 358,5aC 72,5aBC 85,8aAB 93,1aAB 100 aA 100 aA  0,025x% + 3,734x - 37,04 ** 0,98
PEWF 0aB ObB 0 bB 0,8 bB 1,2 bB 4,3 bAB 10,5bA 10,5 bA 0,165x - 4,057 ** 0,78
PEMF Oa 0Ob 0,8b 1,2b 3,5b 3,5b 4,0 be 5,8 bc 0,084x - 1,471 * 0,93
PEGF 0a 0Ob 0b 1,6 b 2,3b 3.0b 3,0c 35¢ - ns

F 42,02"

CV 1 (%) 53,95

CV 2 (%) 28, 01

Letra minuscula compara os tratamentos na coluna e letra maitiscula compara cada tratamento na linha. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo. * e ** sdo significativo a 5 ¢ 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente. Cv
(%): coeficiente de variagdo. Trat: tratamentos. PFF: pé-franco ,Forty”; PEWF: planta enxertada (,,Woodstock™ + ,Forty”); PEMF: planta enxertada
(,Muralha*+ ,Forty"); PEGF: planta enxertada (,Guardido”+ ,Forty™). Dados originais transformados \/( X+ 0,5)0’5.
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Com relagdo as plantas enxertadas, foram observados menores
indices da doenga nos hibridos ,,Guardido® e ,,Muralha®, ¢ esses resultados corroboram os
encontrados por Lopes et al. (2015) onde os mesmos constataram menor incidéncia da
doenga em relagdo aos demais porta-enxertos testados (,Protetor”, ,Magnet™, ,Hawaii
7996%).

Resultados diferentes foram verificados por Sirtoli et al. (2011),
que avaliaram a resisténcia a RS de sete porta-enxertos: ,R601%, ,R602% ,R603%
,Guardidao®, ,Protetor", ,Spirit™ e ,Magnet™. Os porta-enxertos que apresentaram melhores
resisténcia foram ,,Magnet™ e ,,R603“que nao manifestaram sintomas da murcha bacteriana
(MB). No entanto, a sobrevivéncia de mais de 90% da testemunha suscetivel, ao final do
ensaio, mostraram que as condi¢des do experimento nao foram favoraveis ao
desenvolvimento da doencga ou a pressao de indculo na area era muito baixa.

Mendonga et al. (2005) avaliaram o uso de lobeira, uma planta da
familia da solanacea, e do acesso de tomateiro ,,CNPH 1048 como porta-enxerto para a
cultivar (cv) Santa Clara (suscetivel a MB). Segundo os autores, ndo houve presenga de
plantas murchas nos porta-enxertos lobeira e “CNPH 1048, ja para a cv. Santa Clara (pé-
franco) a incidéncia da MB foi de 81 %.

Deve-se considerar que nem todas as espécies apresentam
caracteristicas morfofisiologicas que possibilitam a enxertia (PEIL, 2003; PINHEIRO;
MENDONCA; SANTANA, 2009). Para Sirtoli (2007), o nivel de compatibilidade da
enxertia ¢ muito importante para que se tenha sucesso na producdo de mudas enxertadas e,
consequentemente, na produtividade.

Ad‘vincula et al. (2011) avaliaram a enxertia de tomate com jilo,
utilizando porta-enxerto de Solanum gilo Raddi . O porta-enxerto apresentou resisténcia RS
nos enxertos hibridos ,,Ogata Fukuju®,* Rally*e ,Gold"

Tomates selvagens com alto nivel de resisténcia a murcha
bacteriana foram usados como porta-enxertos de cultivares chinesas. Os porta-enxertos
»CH- 2-26%, CH-2-25° e ,,CH-2-21° apresentaram controle de 100; 86,7 ¢ 80 %,
respectivamente, retardando o aparecimento da doenca em comparagdao com pé-franco (LU
etal., 1992).

Cardoso et al. (2012) avaliaram quatro genotipos silvestres de
tomateiro para a avaliagdo da resisténcia da RS utilizando o hibrido Hawaii 7996 (H7996)

como testemunha resistente e cv. Santa Clara como testemunha suscetivel, por um periodo
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de 65 dias. Apenas o H7996 mostrou-se resistente, € os demais genodtipos apresentaram
suscetibilidade ao patdgeno.

Na India, o porta-enxerto CRA 66 reduziu a incidéncia da murcha
bacteriana em tomateiro, e a taxa de sobrevivéncia das plantas aumentou de 54,5% para
100% de controle; além disso, o rendimento dos tomates com porta-enxertos resistentes foi
quatro vezes maior do que a linhagem suscetivel (TIKOO et al., 1979).

Em solo naturalmente infestado nos Estados Unidos, a incidéncia
de murcha bacteriana para pé-franco 'Johnson Alemao' foi de 79% e 75% em anos
seguidos de cultivo. Quando 'Johnson Alemao' foi enxertado nos porta-enxertos resistentes
CRA 66 ou Havai 7996, ndo mostraram sintomas da murcha bacteriana nos anos seguintes
de cultivo (RIVARD; LOWS, 2008).

Blind et al. (2013) avaliaram o desempenho de resisténcia genética
e a produtividade de progénies de tomate do grupo Yoshimatsu resistentes a RS ¢ a cultivar
Santa Cruz Kada (suscetivel), em solo naturalmente infestado com bactéria, na regido da
Amazodnia. As progénies avancadas do grupo Yoshimatsu evidenciaram os melhores
desempenhos em relacdo a cultivar Santa Cruz Kada, para caracteristicas de resisténcia e
analise de capacidade produtiva, sob condigdes de cultivo, em solos naturalmente
infestados pelo patogeno.

Sirtori (2007), trabalhando com hibrido de pimentdo Magali
enxertado em trés porta-enxertos (AF 8251, AF 8253 e AF 3001), testando resisténcia a RS
(Biovares I e III), concluiu que o AF 8251 se caracterizou como mais resistente dentre os

demais porta-enxertos testados.

6.3.2 Produtividade

A produtividade do tomateiro (kg m?) com os tratamentos PFF,
PEWF, PEMF e PEGF esta ilustrada na Figura 27. As plantas enxertadas ndo diferiram
entre si, mas apresentaram diferenca para PFF.

Os resultados da produtividade podem ser explicados pela
resisténcia apresentada pelos porta-enxertos ,Woodstock™, ,Muralha™ e ,Guardido®

comparados com do PFF. O pé-franco ndo apresentou producdo, em virtude de apresentar
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100 % das plantas mortas, e enquanto que, nos porta-enxertos com resisténcia a RS, a

incidéncia da doenca foi menor.

Produtividade

6 57a
50a 51a

kg m?

0b

PFF PEWF PEMF PEGF
Tratamentos

Figura 27. Produtividade de plantas pé-franco e enxertadas em ambiente
protegido com solo naturalmente infectado com R. solanacearum em
ambiente protegido (Fazenda Ituau, Salto — SP, 2014). PFF: pé-franco
,rorty™; PEWEF: planta enxertada ,,Woodstock™ + ,,Forty*; PEMF: planta
enxertada ,,Mumalha™ + ,Forty”; PEGF: planta enxertada ,,Guardido” +

,forty. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5 % de probabilidade.

Cardoso et al. (2006 b) conduziram ensaio em campo aberto,
utilizando o hibrido ,,Hawaii 7996 como porta-enxerto e as cultivares Santa Clara, Santa
Cruz Kada e Débora Plus, suscetiveis a R. solanacearum, como enxerto, ¢ observaram que
ndo houve diferenga na producgdo de frutos entre plantas pé-franco e enxertadas.

Mendonga et al. (2005) observaram aumento na ordem de 800% na
produgdo das plantas enxertadas, utilizando a cultivar Santa Clara enxertada no porta-
enxerto acesso CNPH 1048, quando comparadas com plantas ndo enxertadas (pé-franco).
Pirog (1986), ao enxertar tomate sobre o porta-enxerto KNVF observou aumento de 30 a
50% na producdo das plantas enxertadas em relacdo as de pé-franco. Rivard et al. (2012)
também observaram aumentos na producdo das plantas enxertadas em relacdo ao pé-

franco.
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Farias (2012), em ensaio com tomateiro, no Estado do Acre,
avaliou os porta-enxertos jod, jurubeba-vermelha, jurubebao, jil6 e a cv. Santa Adélia, em
sistema organico, a qual apresentou a morte de 100 % das plantas causadas pela murcha
bacteriana. As plantas enxertadas nos porta-enxertos jurubeba-vermelha, jurubebao e jilo
apresentaram superioridade significativa com relagdo ao numero de frutos totais, nimero
de frutos comerciais e produtividade, em relagdo as plantas enxertadas com o porta-enxerto
joa. Entretanto, a autora menciona a necessidade de novos estudos com esses porta-
enxertos para mais informagdes sobre crescimento de plantas, vigor, sincronismo da
enxertia e qualidade dos frutos.

Sirtori (2007), trabalhando com hibrido de pimentdo Magali pé-
franco e enxertado em trés porta-enxertos (AF 8251, AF 8253 ¢ AF 3001), avaliou a
producdo de frutos e a produtividade final. A autora destaca que o hibrido Magali
enxertado em AF 8251, foi o que apresentou melhores resultados, mesmo inoculado com
Rs.

Os aumentos de rendimento na berinjela foram constatados com e
sem a presenca de patdogenos do solo. Enxertia de berinjela sobre porta-enxerto selvagem
(Solanum) mostrou aumentos significativos na produtividade, em comparagdao com pé-
franco (IBRAHIM et al., 2001; RAHMAN et al., 2002).

Quanto & produtividade (m?), extrapolando para hectare, o porta-
enxerto Woodstock produziu 50 t ha'l, Muralha 51,5 t ha' e Guardido 55,65t ha™'. Farias
(2012) obteve os melhores resultados com jurubeba-vermelha (50,0 t ha™), jilo (45,7 t ha'),
jurubebdo (43,2 tha™) e joa (13,4 t ha™).

A comparacao de producdo com outros trabalhos realizados com
tomateiro ¢ apenas um comparativo, pois em fun¢do das condigdes climaticas, porta-
enxerto, enxerto, populacdo da bactéria presente no solo, raga fisioldgica e biovar, além do

manejo feito pelo produtor, podem influenciar nos resultados de produtividade.

6.3.3 Classificacao dos frutos

Os resultados do numero de frutos e massa total, separados por

classe (diametro equatorial do fruto), estdo apresentados na Tabela 8.
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Houve diferenca significativa entre as plantas enxertadas e pé-
franco para os dois parametros analisados. As plantas enxertadas mostraram-se
semelhantes em relacao a quantidade de frutos produzidos por classe e massa total, e foram

estatisticamente superiores ao pé-franco.

Tabela 8. Numero de frutos (NF-m?®) ¢ massa total (kg-m?) por classe do tomateiro

avaliada. Salto — SP, 2014. Fazenda Ituat, Salto — SP, 2014.

Diametro equatorial (mm)

50-60 mm 61-70 mm 71-80 mm &1-90 mm 91-100 mm

Trat NF MT NF MT NF MT NF MT NF MT

PFF 0b 0b 0b 0b 0b 0b 0b 0b 0b 0b
PEWF 50a 04a 11,0 a 1,3a 13,0 a 2,0a 6,0a I,la 1,0a 0,3a
PEMF 5,0a 04a 13,0 a 1,3a 13,0 a 19a 6,0a 12a 2,0a 04a
PEGF 40a 03a 12,0a 12a 150a 22a 70a 1,7a 1,0a 0,2a

F 2523" 25,18 53,12° 51,190 50,90 38,29 18,70 9,05 925 8,69

CV % 32,87 34,14 2250 2291 23,13 26,59 38,05 55,58 58,97 60,82

* indica diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey. Médias seguidas de mesma letra na coluna nio
diferem entre si, pelo teste de Tukey. CV (%): coeficiente de variacdo PFF: pé-franco ,,Forty; PEWF: planta enxertada
(,,Woodstock™ + ,,Foty*); PEMF: planta enxertada (,,Muralha“+ ,Forty*); PEGF: planta enxertada (,,Guardido* + ,Forty”

Sirtori et al. (2011) ndo observaram diferencas significativas entre
plantas enxertadas e pé-franco do tomateiro para a massa média de frutos (kg), no entanto,
de forma geral, constataram que a enxertia proporcionou frutos maiores, com excecdo do
porta-enxerto R602, que apresentou menor massa média de frutos do que o pé-franco
(SIRTORI et al., 2011). Cardoso et al. (2006 a) ndo constataram diferencas para massa
média de frutos entre as plantas enxertadas e seus respectivos pés-francos.

Sirtori  (2007), trabalhando com plantas enxertadas e ndao
enxertadas de pimenteiro, inoculadas com RS, ndo observou diferenca entre o didmetro dos
frutos.

Na producdo em ambiente protegido, berinjela enxertada em
tomate melhorou os rendimentos e€ aumentou o numero € o tamanho de frutos, em
comparagao com as plantas ndo enxertadas (PASSAM; STYLIANOU; KOTSIRAS, 2005).

Santos (2005), testando diferentes porta-enxertos de pimentao,

observou que estes ndo alteraram as caracteristicas proprias de cada hibrido comercial.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, ¢ uma
das principais doengas em solanaceas, passando a ser uma das importantes doengas em
cultivo protegido por todo o Brasil, principalmente nos cultivos sucessivos de tomate ou de
outras solandceas na darea, aliada as altas temperaturas no interior dos ambientes,
contribuindo para o aumento da populacao bacteriana no solo.

O controle da doenga através da enxertia pode variar em funcao das
condi¢gdes climaticas (alta temperatura e alta umidade), da alta populacdo do patdgeno
presente na area, da raca fisiolégica e biovar do patdgeno, entre outros. Isso foi
comprovado no experimento II e III experimentos, onde os mesmos porta-enxertos
avaliados na casa de vegetacdo e em ambiente protegido apresentou controles diferentes da
murcha bacteriana.

A planta enxertada tem um prego maior do que a muda pé-franco
(sem enxertia) em funcdo do custo de suas sementes, geralmente hibridos, além do custo
dessa operacdo (enxertia). A enxertia pode ser vidvel economicamente, em &areas com
histérico da doenga, podendo proporcionar maior produtividade (em relagcdo a plantas nao
enxertadas), compensando o maior custo da planta enxertada.

Apds a contaminacdo da area pela bactéria, o controle da murcha
bacteriana no campo ¢ muito dificil. A utilizagdo de porta-enxertos resistente ¢ um manejo
para dirimir a incidéncia, porém, ela isoladamente ndo tem a eficiéncia total. SO a

utilizacdo da enxertia como tatica de controle ndo ¢ eficiente, pois nenhuma medida
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utilizada isoladamente vai ser capaz de controlar, efetivamente, a doenga, por conseguinte,
acarretara perdas para o produtor.

Portanto, ¢ necessario realizar o manejo integrado da doenca, ou
seja, utilizagdo de varios métodos de controle, tais como: manejo adequado da irrigacdo na
area, rotacdo de culturas com gramineas, utilizacdo de adubos verdes, matéria organica,
manejo correto da adubagao (evitar excessos, principalmente de nitrogénio), erradicagdo de
plantas daninhas hospedeiras, erradicacdo das plantas doentes, solarizagao da area de
cultivo, erradicagao de plantas doentes, controle de nematoides, dentre outras medidas.

Com a adogdo desse manejo integrado, as chances do produtor
obter €xito no cultivo do tomateiro em solo contaminado com Ralstonia solanacearum sio
grandes, pois essas medidas ndo vao eliminar a doenca completamente da area, mas
ajudara na diminui¢do da populagdo da bactéria presente no solo e, com isso, o produtor
conseguiréd produzir, nesses locais contaminados utilizando plantas enxertadas.

Pelos resultados apresentados, com relagdo a atividade das enzimas
SOD, POD, PPO e PAL analisadas nas folhas e no caule, os valores encontrados para o
caule foram maiores que nas folhas. Possivelmente, isso comprova a etiologia da bactéria,
pois a sua penetragdo se da pelas raizes e em seguida ha uma multiplicagdo
longitudinalmente no interior do caule. Sabe-se que o patdogeno coloniza o vaso do xilema
das plantas do tomateiro.

Esses valores maiores no caule possam ser devido ao ataque do
patdgeno ser no caule, onde o mesmo coloniza o vaso do xilema das plantas do tomateiro,
razdo pela qual a maior atividade dessas enzimas serem no local do ataque primario do
patogeno. (pode retirar esse paragrafo)

Outro ponto relevante quando analisamos as plantas ndo enxertadas
(pé-franco) e enxertadas, observamos que as atividades enzimaticas nas plantas enxertadas
foram maiores quando comparada as pé-franco, podendo sugerir que o sistema
antioxidante das enxertadas foram mais eficientes na eliminagao das EROS.

As avaliagdes enzimadticas, fisioldgicas (trocas gasosas) e
produtivas e incidéncia da murcha bacteriana realizadas nos experimentos I, II e III
respectivamente, para trabalhos futuros deveriam ser conduzidas em um Unico experimento
de preferéncia no campo, possibilitando uma resposta mais completa no campo onde as

interagdes das plantas no campo sdo mais reais do que experimentos em vaso. Infelizmente
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no presente projeto, por motivos de estrutura e logistica, a jungdo dos trés experimentos no
campo nao foi possivel.

Com relagdo ao caule, as analises abaixo e acima do ponto de
enxertia sao validas para comparar a atividade nesses locais, podendo inferir que a maior
atividade em um local possa estar diretamente relacionada com ataque mais intenso do
patégeno. Seria interessante além avaliar as enzimas (SOD, CAT, POD, PPO e PAL),
avaliar a colonizagdo do patdogeno nesses locais para diagnosticar, se no mesmo tecido do

caule colonizado, vai manifestar sintomas da doenca na planta.
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8 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos experimentos pode-se

concluir que:

Experimento I
As enzimas SOD, PAL para as folhas e o caule, podem ser
utilizadas como marcadores bioquimicos no tomateiro em resposta a infec¢ao da Ralstonia

solanacearum, respectivamente.

Experimento II

Os porta-enxertos ,,Muralha” e ,,Woodstock™ foram eficientes no
controle da murcha bacteriana.

As trocas gasosas nas plantas pé-franco e enxertadas foram

reduzidas em func¢do da murcha bacteriana, sendo o pé-franco o mais afetado.

Experimento 11T

A enxertia mostrou-se um método eficaz no controle da murcha
bacteriana em ambiente protegido. Os porta-enxertos ,,Woodstock®, ,,Muralha“e ,,Guardido*
proporcionaram controle da murcha bacteriana.

A técnica de enxertia demonstrou viabilidade de producao das

plantas enxertadas em comparacdo com plantas pé-franco em ambiente protegido com solo

contaminado com Ralstonia solanacearum.
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