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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar em condi¢des de casa-de-vegetacdo e de campo a
acdo de alguns fungicidas e antibiotico no controle da mancha bacteriana (Xanthomonas
perforans) do tomateiro e na ativacdo de enzimas relacionadas a indugdo de resisténcia. A
sensibilidade in vitro foi avaliada utilizando os produtos acibenzolar-S-metil; piraclostrobina e
piraclostrobina + methiran, oxicloreto de cobre, oxicloreto de cobre + mancozeb, fluazinam e
oxitetraciclina nas concentragdes de 0; 5; 10; 50; 100; 500; 1000 ¢ 5000 ug.mL'l. Acibenzolar-
S-metil e piraclostrobina nao inibiram o crescimento de X. perforans em todas as
concentracdes avaliadas e para os demais produtos, o crescimento bacteriano variou em fungao
da concentracdo ensaiada. Para avaliacdo da severidade e atividade enzimética em casa-de-
vegetacdo, foram utilizadas as cultivares de tomateiro Santa Clara e Gisele e o hibrido AP 529
inoculadas com X. perforans. Os tratamentos consistiram da pulveriza¢ao com acibenzolar-S-
metil (2,5 g 1.a./100 L), fluazinam (25 g 1.a./100 L), piraclostrobina (8 g i.a./100 L),
piraclostrobina + methiran (20 g + 220 g i.a./100L), oxicloreto de cobre (150 g i.a./100 L),
oxicloreto de cobre + mancozeb (88 g + 60 g i.a./100 L) e oxitetraciclina (40 g i.a./100 L),
além de uma testemunha inoculada e uma testemunha ndo inoculada. Com os dados de
severidade foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Todos os
tratamentos apresentaram reducdo da AACPD em relacdo a testemunha. Os fungicidas
acibenzolar-S-metil, piraclostrobina e piraclostrobina + methiran tiveram a maior reducdo da

severidade da mancha bacteriana em tomateiro em condi¢cdes de casa-de-vegetacdo. Os



produtos a base de piraclostrobina induziram as atividades enzimaticas de peroxidase,
polifenoloxidase e B-1,3-glucanase, evidenciando que estes produtos podem estar relacionados
com a indu¢do de resisténcia. Para avaliar o controle da mancha bacteriana, a producao de
tomate e a indugao de resisténcia pela aplicacdo de produtos quimicos em condigdo de campo,
foram instalados dois ensaios em dois anos consecutivos (2009/10 e 2010/11). Trinta dias ap6s
o transplantio, as plantas de tomateiro foram pulverizadas com os produtos quimicos e aos 40
dias apds o transplantio, foram inoculadas com um isolado de X. perforans (10’ UFC/mL). Foi
calculada AACPD com as avaliacdes da doenca aos 10, 19, 29 e 36 dias apds a inoculacao.
Todos os tratamentos diferiram da testemunha, em especial o acibenzolar-S-metil,
piraclostrobina e piraclostrobina + methiran. No primeiro ensaio os tratamentos que diferiram
da testemunha para as variaveis massa total dos frutos (Kg) e numero de frutos foram
piraclostrobina + methiran, seguida de fluazinam, oxicloreto de cobre + methiran, oxicloreto
de cobre e piraclostrobina. J& para o segundo ensaio, os tratamentos que se destacaram foram
piraclostrobina + methiran e piraclostrobina. Anélises quimicas (°Brix, pH, acidez total) foram
feitas com os frutos colhidos, porém nao foi verificada diferencas significativas no teor de
°Brix e acidez, somente no pH nos frutos do primeiro ensaio. No primeiro ensaio, somente a
enzima polifenoloxidase foi induzida e no segundo ensaio, tanto as enzimas polifenoloxidase e
peroxidase tiveram suas atividades aumentadas nos tratamentos com acibenzolar-S-metil,
piraclostrobina e piraclostrobina + methiran. Os fungicidas a base de piraclostrobina
reduziram a severidade da doenca e aumentaram a atividade de algumas enzimas sem reducao

da producao, mostrando serem promissores no controle da mancha bacteriana.

Palavras-chaves:  Xanthomonas  perforans,  Solanum  lycopersicum,  peroxidase,

polifenoloxidase, B-1,3-glucanase e controle quimico.
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SUMMARY

This study aimed to evaluate in greenhouse and in field the action of fungicides and antibiotics
against tomato’s bacterial spot (Xanthomonas perforans) and the activation of enzymes related
to the resistance. The sensitivity was evaluated in vitro using the products acibenzolar-S-
methyl, pyraclostrobin, pyraclostrobin + methiran, copper oxychloride, copper oxychloride +
mancozeb, oxytetracycline at concentrations of 0, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 and 5000 pug.mL
' Acibenzolar-S-methyl and pyraclostrobin did not inhibit the growth of X. perforans in all
concentrations tested and for other products, the bacterial growth varied depending on the
concentration tested. To assess the severity and enzyme activity in greenhouse, we used the
tomato cultivars Santa Clara, Gisele and AP529 inoculated with X. perforans. The treatments
consisted of pulverization with: acibenzolar-S-methyl (2.5 g a.i./100 L), fluazinam (25 g
a.1./100 L), pyraclostrobin (8 g a.i./100 L) methiran + pyraclostrobin (20 g + 220 gi.a./100 L),
copper oxychloride (150 g ai/100 L), copper oxychloride + mancozeb (88 g + 60 g a.i./100 L),



oxytetracycline (40 g a.i./100 L), and in addition an inoculated and non inoculated as control.
The area under the disease progress curve (AUDPC) was calculated using the assessments
data of the severity disease. All treatments had reduced the AUDPC compared to the control.
The fungicides acibenzolar-S-methyl, pyraclostrobin, and pyraclostrobin + methiran had the
highest reduction in the severity of bacterial spot on tomato plants under greenhouse
experiments conditions. The acibenzolar-S-methyl and pyraclostrobin-based products had
induced the enzymatic activity of peroxidase, polyphenoloxidase and [-1,3-glucanase,
indicating that these products can be related to the induction of resistance. To evaluate the
control of bacterial spot, the tomato production and the induction of resistance by application
of chemicals in field condition, two trials were carried out in two consecutive years (2009/10
and 2010/11). Thirty days after transplanting, the tomato plants (hybrid AP529) were
pulverized with the chemical products. Inoculation with an isolate bacterium X. perforans (10’
CFU / mL) was performed 40 days after of transplanting the plants to the field trial. The
AUDPC was calculated through the assessments of the severity disease at 10, 19, 29 and 36
days after the inoculation. All treatments differed from the control for disease severity
variable, in particular the acibenzolar-S-methyl, pyraclostrobin and pyraclostrobin + methiran.
In the first trial, the treatments which differed from the control variables for the total mass of
fruits (kg) and number of fruits were pyraclostrobin + methiran, followed by fluazinam,
methiran + copper oxychloride, copper oxychloride and pyraclostrobin. As for the second
test ,the treatments that stood out were pyraclostrobin + methiran and pyraclostrobin.
Chemical analysis (°Brix, pH, total acidity) were performed with the fruits, however were not
observed significant differences in the level of acidity and °Brix, only for pH in the first test.
In the first trial only the polifenoloxidase enzyme was induced and in the second test both
enzymes polyphenol oxidase and peroxidase in the treatments with acibenzolar-S-methyl,
pyraclostrobin, and pyraclostrobin + methiran had their activities increased. The
pyraclostrobin-based fungicides reduced disease severity and increased the activity of some
enzymes, without reducing the production (yield) . This shows that these products are very

promising in controlling bacterial spot.

Key words: Xanthomonas perforans, Solanum lycopersicum, peroxidase, polyphenol oxidase,

B-1, 3-glucanase and chemical control.



1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) ¢ uma das mais importantes
hortalicas no mundo. Seu cultivo ¢ amplamente difundido no Brasil, e apresenta grande
importancia comercial, tanto para o consumo in natura quanto para industrializagdo. E a
segunda olericola mais cultivada no mundo, apenas superada pela cultura da batata
(CAMARGO FILHO ; MAZZEI, 1996; FILGUEIRA, 2008).

O cultivo do tomateiro exige alto nivel tecnoldgico e intensa utilizacao
de mao-de-obra, o que confere a esta cultura elevada importancia econdmica e social (LOPEZ
et al., 2000), além de ser uma cultura onde mais de 200 doengas j4 foram relatadas,
provocando diferentes niveis de redug¢do de produtividade ou de qualidade do produto
comercial (SILVA; GIORDANO, 2000; VALE et al., 2004;).

Dentre as doengas que tém prejudicado a produgdo dessa cultura, a
mancha-bacteriana, causada por espécies de Xanthomonas, é considerada de grande
importancia, tanto para o tomateiro estaqueado quanto para o tomateiro industrial,
principalmente em condi¢cdes de umidade e temperatura elevadas (LOPES; QUEZADO-
DUVAL, 2005). A mancha-bacteriana pode provocar perdas superiores a 35% (VALE et al.,
2004). Em condic¢des experimentais de campo, sob irrigagdo convencional, registrou-se uma

reducdo de até 52% da produgdo de tomate para industria (QUEZADO-SOARES et al., 1998).



O controle da mancha bacteriana depende da combinagdo de praticas
culturais, incluindo uso de sementes e mudas livres do patogeno, eliminacdo de plantas
daninhas, rotacao de cultura, tratamento quimico e uso de cultivares resistentes (LOPES ;
QUEZADO-DUVAL, 2005; KUROZAWA; PAVAN, 2005; SILVA-LOBO et al., 2005). No
entanto, os métodos utilizados para o controle desta doenca muitas vezes ndo tem sido
eficiente, principalmente em se tratando de controle quimico.

Em relacdo aos produtos a base de cobre e antibidticos, os fatores
limitantes de uso seriam a fitotoxicidade, acimulo do elemento cobre no solo (KOLLER,
1998) e potencial para surgimento de populagdes resistentes, como ja relatado no Brasil
(QUEZADO-DUVAL et al. 2003) e em outros paises (MARCO; STALL,1983; COOKSEY,
1990).

Além dos fungicidas cupricos e dos antibioticos, outras moléculas e
organismos estdo sendo testados para o controle da mancha bacteriana, tais como o
acibenzolar-S-metil com ac¢do de indutor de resisténcia. A utilizacdo de produtos que induzem
mecanismos de resisténcia nas plantas constitui como uma alternativa para o manejo integrado
dessa doenca (ROMEIRO, 2008). Ap6s o desenvolvimento do acibenzolar-S-metil, observou-
se um considerdvel avango na inducdo de resisténcia (SOBRINHO et al., 2005). Para a
mancha bacteriana ¢ conhecida a eficicia desse produto no controle da doenca em alguns
trabalhos desenvolvidos no pais e no exterior (LOUWS et al. 2001; CAVALCANTI et al.
2006).

Outra possibilidade ¢ o uso de produtos quimicos registrados para a
cultura do tomateiro como fungicidas, principalmente aqueles do grupo das estrobirulinas
(KOEHLE et al., 2002). Ao longo dos anos tem-se observado evidéncias de influéncias diretas
das estrobirulinas na fisiologia de plantas, este efeito fisiologico inclui o chamado “greening”
em que, até mesmo na auséncia do ataque de patdogenos, as plantas tratadas com estrobirulinas
ficam com um verde intenso e parecem mais saudaveis do que plantas ndo tratadas com o
produto (KOEHLE et al., 2002). Isto sugere que além da atividade fungicida destes produtos,
eles também podem aumentar a capacidade das plantas se defenderem contra outros patogenos

(HERMS et al., 2002; VENANCIO et al., 2003).



A integracdo dos métodos de controle existentes e as pesquisas
envolvendo a inducdo de resisténcia podem contribuir com o aumento da eficiéncia das
estratégias de controle da mancha bacteriana para a cultura do tomateiro.

Face ao exposto, o presente trabalho de tese teve por objetivo avaliar
em condi¢des de casa-de-vegetacdo e campo a acdo de alguns fungicidas e antibiodtico
empregados no controle de doencas do tomateiro, sobre a mancha bacteriana e na ativagdo de
enzimas relacionadas a indugao de resisténcia.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos, sendo o primeiro
intitulado “Efeito de fungicidas e antibidtico sobre a mancha bacteriana e na producdo de
proteinas relacionadas a patogénese em cultivares de tomateiro”, redigido conforme as normas
do periddico Tropical Plant Pathology; o segundo capitulo intitulado “Controle da mancha
bacteriana do tomateiro e producao de proteinas relacionadas a inducao de resisténcia por
fungicidas e antibiotico, sob condi¢des de campo”, redigido conforme as normas do periddico

Crop Protection.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do tomateiro

2.1.1 Origem e caracteristicas da cultura do tomateiro

O centro de origem do tomateiro ¢ a regidao andina, que vai desde o
Equador, passando pela Colémbia, Peru, Bolivia, at¢ o norte do Chile. Entretanto, a sua
domesticagdo foi feita por tribos primitivas que habitavam o México, onde passou a ser
cultivado e melhorado (ALVARENGA, 2004; FILGUEIRA, 2008).

Inicialmente, o tomateiro foi considerado planta ornamental, sendo o
uso culindrio do seu fruto retardado por temor a toxicidade (GOTO; TIVELLI, 1998;
ALVARENGA, 2004; FILGUEIRA, 2008). O nome "tomatl" vem do Nahua, grupo de nativos
do México. A palavra tomate ¢ de origem espanhola (MINAMI, 1978; ALVARENGA, 2004).

Em meados do século XVI, o tomate foi aceito para consumo, a planta
passou a ser cultivada e o fruto consumido no sul da Europa, tornando-se popular no norte da
Europa e Ocidente, somente no final do século XVIII. No século XVII, os europeus enviaram
o tomate para a China e paises do sul e sudeste asiatico e, no século XVIII, para o Japao e os
EUA. De acordo com Harvey et al. (2002), a produgdo ¢ o consumo de tomate rapidamente
estendeu-se para os Estados Unidos, no século XIX, e, até ao final desse século, seus produtos
derivados na forma de sopas, molhos, bebidas e catchup ja eram consumidos regularmente.

No Brasil, seu habito de consumo foi introduzido por imigrantes

europeus no final do século XIX. Hoje, ¢ cultivado em muitas areas da regido tropical e



subtropical, bem como em regides mais frias. O tomate comecou a ter relevancia mundial a
partir de 1900 e atualmente, ¢ o segundo produto olericola mais cultivado no mundo, sendo a
quantidade produzida superada apenas pela cultura da batata que juntamente com a cebola e o
alho sdo os alimentos mais industrializados (GAYET et al., 1995; CANCADO JUNIOR et al.,
2003; FILGUEIRA, 2008).

O tomate [Solanum lycopersicum L. (PERALTA et al., 2005) sin.
Lycopersicon esculentum Mill.] pertence a ordem Tubiflorae, familia Solanaceae e ao género
Solanum. Ela é uma planta perene, mas cultivada como anual, herbacea de porte arbustivo.
Pode ser cultivado em dois tipos de segmentos produtivos, um destinado ao mercado para
consumo in natura € outro para processamento industrial (ALVARENGA, 2004;
FILGUEIRA, 2008).

A cultura adapta-se melhor ao cultivo em clima tropical de altitude,
como o das regides serranas ou de planalto, e também ao clima subtropical ou temperado, seco
e com luminosidade elevada. A temperatura ideal estd na faixa de 15°C a 25°C, entretanto, ¢
necessario que haja um gradiente de temperatura, com temperaturas diurnas amenas e noturnas
menores, com diferenca de 6°C a 8°C (SEDIYAMA et al., 2003; FILGUEIRA 2008).

A maior parte das cultivares possui ciclo de 95 a 125 dias. Entretanto,
o periodo de cultivo ¢ dependente das condi¢des climaticas, da fertilidade do solo, da
intensidade de irrigacdo, do ataque de pragas e da época de plantio (ALVARENGA, 2004).

O tomate ¢ uma hortalica que faz parte da dieta alimentar didria da
maioria da populagdo brasileira. O consumo de tomate se deve em grande parte a sua
importancia alimentar. E um fruto altamente nutritivo e saudavel, pois é fonte de varias
vitaminas e sais minerais, ¢ apresenta excelente palatabilidade. Seu baixo valor energético
torna-o recomendavel a quem necessita de dieta de facil digestao (MINAMI, 1978).

E a segunda hortalica em area cultivada no mundo e a primeira em
volume industrializado. No Brasil, e principalmente no estado de Sao Paulo, ocorreu intensa
evolucdo tecnologica na produgdo de tomate (rasteiro e estaqueado) e o mercado mostrou-se
mais concorrente ¢ dindmico nos ultimos vinte anos (CAMARGO FILHO; MAZZEI,1996;
SILVA; GIORDANO, 2000).

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores desta hortalica,

quando se trata de producdo destinada a industria, com uma area colhida de aproximadamente



10

64 mil ha em 2009 e uma producdo de cerca de 4 milhdes de toneladas, ou seja, uma
produtividade média de 63 t ha'. A cadeia produtiva de tomate tem forte relevancia
econdmica no agronegdcio brasileiro, movimentando em torno de R$ 2 bilhdes por ano, que
corresponde a cerca de 16% do PIB da producdo de hortalicas no Brasil (AGRIANUAL,
2010).

Na regido Sudeste, estd a maior concentragdo da area plantada de
tomate para consumo in natura, com 57%. No restante do Brasil, as regides Centro Oeste e
Nordeste participam com 24% do total da area plantada de tomate de mesa. J4 o tomate para
processamento industrial tem 62% de sua drea em Goids, 20% em Sao Paulo e 16% em Minas
Gerais (PAGLIUCA; DELEO, 2008).

A cultura do tomateiro estd sujeita a varios problemas fitossanitarios,
que podem ser causados por fungos, virus, nematoides, bactérias, viroides e fitoplasmas. Mais
de 200 doengas e disturbios fisiologicos ja foram relatados, provocando diferentes niveis de
reducdo de produtividade ou de qualidade do produto comercial (SILVA; GIORDANO, 2000;
VALE et al., 2004; LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2005) embora raramente mais de cinco
dessas doengas e disturbios podem ocorrer ao mesmo tempo, ¢ desta forma, resultar em
grandes danos e prejuizos.

As doengas podem até limitar a tomaticultura em algumas épocas de
cultivo e em algumas regides do pais, pela falta de controle eficaz ou pela elevagdo dos custos
de produ¢dao com aplicagao de produtos quimicos (LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2005). O
uso de grandes quantidades de produtos quimicos, ou o uso inadequado desses produtos na
cultura do tomateiro, além dos custos elevados, também acarreta prejuizos aos ecossistemas,
bem como em residuos nos frutos que sdo sérias ameagas a saude humana (BARRETO;
SCALOPPI, 2000).

Dentre estes patdgenos que ocorrem sobre as espécies de plantas de
expressdo econdmica na agricultura brasileira, as bacterioses tém assumido uma importancia
crescente, pela gravidade das enfermidades que incitam na cultura, pela facilidade com que se
disseminam ou pelas dificuldades encontradas no controle dessas doencas por elas causadas
(ROMEIRO, 2005).

Entre as bactérias de ocorréncia no Brasil na cultura do tomateiro

destacam-se: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (cancro bacteriano); Ralstonia
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solanacearum (Smith 1896) (murcha bacteriana); Pseudomonas syringae pv. tomato (pinta
bacteriana); Pseudomonas corrugata (necrose da medula) e espécies de Xanthomonas
(mancha bacteriana) (RODRIGUES NETO et al., 1989; SILVA; GIORDANO, 2000; LOPES;
QUEZADO-DUVAL, 2005).

2.2 Mancha bacteriana do tomateiro

2.2.1 Etiologia da mancha bacteriana

Atualmente tem-se o conhecimento de que a mancha bacteriana do
tomateiro ¢ causada por pelo menos quatro espécies de Xanthomonas (Xanthomonas
euvesicatoria, Xanthomonas vesicatoria, Xanthomonas perforans e Xanthomonas gardneri),
conforme a proposicdo de Jones et al. (2004), sendo uma das doencas de grande importancia
nas condi¢des de produgdo no Brasil, tanto no tomate industrial quanto para o de consumo in
natura (BARBOSA, 1997; SILVA e GIORDANO, 2000; QUEZADO-DUVAL, 2003).

Sao bactérias baciliformes (0,7 - 1,0 x 2,0 - 2,4 um), gram negativas,
aerdbias e moveis por um flagelo polar (JONES et al., 1997). Em meio de cultura Nutriente
Agar suas colonias sdo lisas, mucéides, amarelas, havendo a produgdo do pigmento
xantomonadina (BRADBURY, 1993; STALL, 1993).

De acordo com a classificagdo filogenética de bactérias baseada em
comparagdes de sequéncias nucleotidicas, principalmente do rRNA 16S, o género
Xanthomonas pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem
Xanthomonadales e familia Xanthomonadaceae (GARRITY, HOLT, 2000).

Desde a descri¢ao feita por Doidge em 1920, o patégeno mostrou-se
bastante varidvel de acordo com suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas o que ocasionou
diversas reclassificagdes ao longo do tempo (JONES et al, 1998). Na mesma época em que a
doenca foi descrita como cancro do tomateiro na Africa do Sul, foi relatada nos Estados
Unidos uma doenga similar denominada de “bacterial spot” ou mancha bacteriana
(GARDNER; KENDRICK, 1921), denominagdo pela qual a doenga é conhecida atualmente.
Os nomes atribuidos aos agentes causadores dessas supostas duas doencas foram,
respectivamente Bacterium vesicatorium € Bacterium exitiosa.

Gardner e Kendrick (1923) usaram vérios testes determinativos para

comparar B. vesicatorium, B. exitiosa ¢ um isolado de pimentdo oriundo da Flérida, e



12

concluiram que os trés patégenos deveriam pertencer a uma Unica espécie de bactéria, a qual
denominaram B. vesicatorium Doidge. A nomenclatura do patdégeno ainda passaria pelas
seguidas alteragdes: Pseudomonas vesicatoria (1925), Phytomonas vesicatoria (1930),
Xanthomonas vesicatoria (1939) e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Dowson (1978)
(JONES et al., 1998).

Pelo fato do patogeno ter se mostrado varidvel em suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, foi possivel distingui-lo em quatro grupos (A, B, C e D). Vauterin et
al. (1995) separaram X. campestris pv. vesicatoria em duas espécies: X. axonopodis pv.
vesicatoria (grupo A), para os isolados ndo amiloliticos, e X. vesicatoria (grupo B), para os
isolados fortemente amiloliticos. Jones et al. (2000) propuseram a criagdo de quatro grupos: A
e C como X. axonopodis pv. vesicatoria, B como X. vesicatoria ¢ D como Xanthomonas
gardneri. O grupo C foi colocado como uma subespécie do grupo A, pois apresentava
diferencas fenotipicas, mas alta homologia em experimentos de hibridizacio DNA-DNA. J4 o
grupo D mostrou-se pouco relacionado aos grupos A e B, no entanto, foi classificado como
uma terceira espécie, também associada a doenga.

Em estudos mais recentes, incluindo testes de patogenicidade,
bioquimicos, atividade enzimatica, marcadores genéticos, hibridizacio DNA-DNA e
comparagdo de sequéncias de RNA, Jones et al. (2004), propuseram a reclassificagdo das
Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana em tomate e pimentdo em quatro espécies. Foi
proposto que os grupos A e C de X. axonopodis pv. vesicatoria fossem elevados a espécie de
modo que as linhagens do grupo A fossem renomeadas como X. euvesicatoria e as linhagens
do grupo C com o nome X. perforans, sendo mantidos os nomes de X. vesicatoria (grupo B) e
X. gardneri (grupo D).

As espécies X. euvesicatoria e X. vesicatoria, grupos A ¢ B
respectivamente, estdo distribuidas mundialmente. A bactéria X. perforans foi isolada
originalmente em 1991 e tem sido encontrada nas regides produtoras de tomate nos Estados
Unidos, México, Tailandia e Brasil. Com relagdo a bactéria X. gardneri, originalmente da
Costa Rica e Yugoslavia, tem sido encontrada no Brasil e nos Estados Unidos (QUEZADO-
DUVAL et al., 2004; JONES et al., 2005).

No Brasil, de acordo com Rodrigues Neto et al. (1984), a mancha

bacteriana em tomateiro foi relatada pela primeira vez em 1959 por Ciccarone ¢ Dowson, em
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municipios do estado de Sao Paulo. E umas das doengas mais importantes no Estado de Sao
Paulo e a sua ocorréncia tem sido mais freqiiente nas areas de cultivo do tomateiro industrial
(MARINGONI et al., 1986; NASCIMENTO et al., 1990; KUROZAWA; PAVAN, 2005).
Estudos realizados por Quezado-Duval ; Camargo (2004) observaram
que as quatro espécies de Xanthomonas relatadas na literatura associadas a mancha-bacteriana
em tomateiro, foram detectadas em campos comerciais de tomate industrial no Brasil. As
populagdes do Centro-Oeste sdo compostas basicamente por X. gardneri. As espécies X.
vesicatoria ¢ X. euvesicatoria também estiveram presentes em alguns campos produtores de
tomate. No Nordeste, apenas X. euvesicatoria e X. perforans foram encontrados. Ja Pereira
(2010) avaliou a presenca das espécies de Xanthomonas em campos comerciais de tomate para
mesa. Foram avaliados 81 isolados oriundos de campos comerciais, coletados em 23
localidades nas Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste ¢ Nordeste do Brasil, entre os anos de
2005 a 2009. Foi verificada uma alta freqiiéncia de X. perforans (49,4%) e X. gardneri
(40,7%). Somente dois isolados corresponderam a X. euvesicatoria e seis a X. vesicatoria.
Apenas na Regido Sudeste do pais foi detectado a presenga das quatro espécies. Todos os
isolados causaram sintomas em tomate, ¢ somente isolados de X. euvesicatoria e 30 isolados

de X. gardneri causaram sintomas em pimentao.

2.2.2 Sintomatologia da mancha bacteriana

Os sintomas da mancha bacteriana podem ser observados em toda
parte aérea da planta, podendo se manifestar em qualquer estdgio de desenvolvimento da
planta (GITAITIS et al.,1992).

Nas folhas, os sintomas aparecem como pequenas manchas
encharcadas de formato irregular e com os bordos definidos. Essas manchas tornam-se
deprimidas, com coloracao varidvel de amarelada ou verde clara e posteriormente para
marrom escuro até a necrose do tecido (GOODE; SASSER, 1980; SILVA; GIORDANO
2000; KUROZAWA; PAVAN, 2005). Diferentemente do que ocorre em plantas de pimentao,
no tomateiro, a mancha bacteriana nao leva de imediato a queda das folhas, mas o

coalescimento das lesdes nas folhas ocorre seguido da seca e destruicdo da folhagem, a partir
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da parte inferior da planta, favorecendo a queima dos frutos pela exposicdo direta ao sol
(LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).

Nos frutos, as lesdes sao inicialmente pequenas, encharcadas a
amareladas, que evoluem para marrom-acinzentadas e de textura aspera (JONES, 1997;
KUROZAWA; PAVAN, 2005; LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2005). Estas lesoes tendem a
ser deprimidas no centro e elevadas nas margens, variando entre 2 a 10 mm de didmetro,
podendo ser circundadas por um estreito halo amarelado a esbranqui¢ado (GOODE; SASSER,
1980). Lesdes alongadas, de cor marrom, sdo observadas no peciolo e no caule, e o ataque nas

partes florais pode provocar intensa queda de flores, resultando na redu¢do da produgao

(LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).

2.2.3 Epidemiologia

A doenga ¢ favorecida por temperatura entre 22 e¢ 28°C (LOPES;
QUEZADO-DUVAL, 2005) e umidade relativa entre 95 e 100%, associada com presenca de
agua livre. A mancha bacteriana ¢ mais severa em locais onde ocorrem chuvas associadas com
ventos fortes (BARRETO; SCALOPPI, 2000). A bactéria penetra na planta através dos
estdbmatos ou por ferimentos provocados por equipamentos, tratos culturais, insetos ou a
abrasdao nas folhas por graos de areia ou por atrito dos tecidos da propria planta (VAKILI,
1967; RODRIGUES NETO, 2000).

A bactéria ¢ disseminada principalmente por respingos de 4gua a curta
distancia (ROMEIRO, 1995), por mudas, ou sementes infectadas a longa distancia (LOPES;
QUEZADO-SOARES, 1997). Se a bactéria for introduzida em uma cultura via semente, apds
a germinagdo das plantas, ela coloniza as folhas e cotilédones, disseminando-se rapidamente
com a dgua da chuva ou de irrigagao.

A bactéria ndo sobrevive no solo por longos periodos, entretanto, pode
sobreviver em restos culturais ou epifitamente na superficie foliar do tomateiro ou demais
hospedeiras (LINDEMANN et al., 1984; RODRIGUES NETO, 2000).

Além do tomateiro, a bactéria apresenta uma gama de hospedeiras
bastante diversificadas dentro da familia botanica Solanaceae, destacando entre as espécies
cultivadas o pimentao (Capsicum annuum), pimenta (Capsicum rutescens) e batata (Solanum

tuberosum). Outras espécies como: Datura stramonium, Hyoscyamus niger, Hyoscyamus
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aureus, Lycium chinense; Lycium halimifolium, Nicotiana rustica e Nicandra physaloides sao

hospedeiras naturais desta bactéria (DYE et al., 1964; JONES; STALL, 1998).

2.2.4 Controle da mancha bacteriana

As medidas de controle mais efetivas dessa doenca tem sido as de
natureza preventiva que envolve a combinacdo de varias praticas que incluem uso de sementes
e plantulas livres do patdgeno, rotagdo de cultura, plantio em &reas anteriormente nado
cultivadas com solanaceas, cultivo em ¢épocas mais secas que sdo menos adequadas ao
desenvolvimento da doencga, tratamento quimico e uso de cultivares com algum nivel de
resisténcia (BOUZAR et al., 1999; GIORDANO; SILVA, 2000, KUROZAWA; PAVAN,
2005; SILVA-LOBO et al., 2005).

No caso da mancha bacteriana, a resisténcia varietal pode existir
(SCOTT; JONES, 1989; BALDINI; KUROZAWA, 1990; MELLO et al., 1996; MELLO et
al.,, 1997), porém o desenvolvimento de variedades com resisténcia de alta estabilidade a
doenca tem sido dificil devido a grande adaptabilidade genética do patdgeno, atualmente
abrangendo as quatro espécies (DUVAL-QUEZADO; CAMARGO, 2004; YANG et al.,
2004).

Mello et al. (1997) avaliaram niveis de resisténcia de genotipos de
tomate selecionados do banco de germoplasma EMBRAPA/CNPH & mancha bacteriana em
casa-de-vegetacdo e em campo e verificaram que a cultivar Ontario 7710 de procedéncia dos
EUA, ndo diferiu de outros materiais suscetiveis. Estes resultados estdo de acordo com Bazzi
et al. (1984), entretanto experimentos conduzidos em casa-de-vegetagdo no Estado de Sao
Paulo, este genotipo destacou-se entre os mais resistentes (BALDINI; KUROZAWA, 1990),
sugerindo entdo, a existéncia de diferentes variantes do patdogeno em Sdo Paulo e no Distrito
Federal.

Estas divergéncias de resultados sdo esperadas quando se trata de
resisténcia quantitativa. A taxa de desenvolvimento da doenga nos gendtipos portadores deste
tipo de resisténcia ¢ altamente dependente das condi¢des ambientais, variagdes na intensidade
da doenga entre anos e localizagdo geografica sdao freqiientes (MELLO et al.,1997) e,

provavelmente, da espécie da bactéria envolvida.
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A proposta de divisdo da espécie X. campestris pv. vesicatoria em
duas novas espécies, sugerida por Vauterin em 1995, explicaria em parte a diferenca nos
resultados dos autores na época em que foi realizado o trabalho. Essas diferencas nos
resultados podem ter sido ocasionadas pelo fato de que por muitas décadas estes agentes foram
identificados como pertencentes a uma unica espécie, nas quais possuem diferenca quanto a
agressividade (ARAUJO, 2010).

O uso de sementes e mudas livres de patdgenos sdo estratégias
conjuntas na prevencao dessa doenga. Varios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de
erradicar a bactéria em sementes de tomateiro.

Knyazwa (1980) preconizou o uso de permanganato de potassio a 1%
para o tratamento de sementes de tomateiro juntamente com outras medidas de campo. Esse
tratamento ndo se mostrou eficaz em erradicar a bactéria das sementes neste ensaio. O mesmo
ocorreu para o acido sulftrico a 1 e 5% , sendo esse tratamento recomendado por Mickail et
al. (1970). Maringoni ; Kurozawa (1994) avaliaram o efeito de diferentes produtos quimicos,
em varias concentragdes e intervalos de aplicagdes, no tratamento em sementes de tomateiro
sobre a erradicacao da bactéria das sementes. Dos produtos utilizados, apenas o tratamento das
sementes com acido cloridrico a 5%, durante 5 h, erradicou a bactéria. Esse tratamento causou
uma pequena reducdo na emergéncia das plantulas de tomateiro.

O uso da termoterapia no tratamento de sementes vem sendo muito
estudada para erradicagdo de fitobactérias localizadas interna ou externamente nas sementes.
No entanto, pode muitas vezes causar danos a qualidade fisiologica das sementes como,
retardamento ou reducdo da germinacdo e do vigor (MENTEN, 1991). Entre os principais
relatos de termoterapia para erradicagdo de X. vesicatoria em sementes de tomate ou pimentao
estdo a imersao da semente em agua a 50°C, por 20 minutos (MACHADO, 2000) e o uso de
calor seco a 70°C, por 96 horas (SILVA et al., 2002).

O controle quimico das bacterioses que afetam a parte aérea do
tomateiro tem sido feito com fungicidas a base de cobre (produtos ctpricos) e com antibioticos
agricolas, que tem como principios ativos a estreptomicina ou oxitetraciclina (LOPES ;
QUEZADO-SOARES, 1999; MCMANUS; STOCKWELL, 2002). Varios relatos, no entanto,
demonstram eficiéncia bastante variavel e até mesmo ineficiéncia desses produtos no controle

da mancha-bacteriana (GOODE; SASSER, 1980; MARCO; STALL, 1983; MARINGONI et
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al., 1986; CARMO et al, 2001). O aparecimento de linhagens resistentes, nas populacdes
bacterianas ¢ apontado como a principal causa dessa ineficiéncia (BOUZAR et al., 1999).

Maringoni et al. (1986) testaram varios fungicidas a base de cobre e
antibioticos no controle dessa doenga em condi¢des de campo. Segundo esses autores, oS
fungicidas e os antibidticos nas concentracdes e intervalos de aplicacdes utilizados nos
ensaios, ndo apresentaram resultados satisfatorios no controle dessa doenga. Outros
parametros foram avaliados, tais como: nimero de frutos com sintomas da doenga, numero de
frutos com queimadura de sol e a producdo total. Concluiram, que a pulverizagdo com
fungicidas cupricos ndo reduziram a 4rea foliar afetada pela bactéria e nem aumentaram
significativamente a produgao dos frutos.

O primeiro relato de resisténcia ao cobre em Xanthomonas do
tomateiro foi constatado na Florida. Marco e Stall (1983) relataram a ineficiéncia de produtos
a base de cobre no controle da mancha bacteriana tanto em condi¢des in vitro como a de
campo, relatando pela primeira vez estirpes de X. campestris pv. vesicatoria com resisténcia
ao cobre. Também na Florida foi constatado o primeiro relato de resisténcia ao antibiotico
estreptomicina (STALL; THAYER, 1962).

Bouzar et al. (1999) estudaram a diversidade genética de isolados do
Caribe e da América Central, constatando predominancia de isolados do grupo A (X
axonopodis pv. vesicatoria), cuja maioria era resistente ao cobre e também a estreptomicina.

No Brasil, varios trabalhos vém sendo realizados na avaliagdo desses
produtos no controle da mancha bacteriana e sua sensibilidade em condi¢des in vitro.
Maringoni e Kimati (1987) avaliaram a sensibilidade in vitro de 12 isolados de Xanthomonas
spp. provenientes de tomate e pimentdo, em vdrias concentragdes de fungicidas e antibioticos.
Verificaram que nove isolados foram insensiveis a concentracdo de 1000 ppm de sulfato de
estreptomicina e que a mistura dos fungicidas cupricos (hidréxido de cobre, oxicloreto de
cobre ou 6xido cuproso) com tiocarbamatos (maneb, mancozeb ou zineb) apresentaram efeito
sinergético, sendo necessario menor concentragdo dos fungicidas para inibir os isolados. Nesse
mesmo trabalho os autores discutem uma das causas da insensibilidade de Xanthomonas a
determinados antibidticos e fungicidas.

Segundo Lai et al. (1977), a resisténcia de isolados Xanthomonas spp.

em tomateiro, a carbenicilina, neomicina, kanamicina e tetraciclina era devido a plasmideos e
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a estreptomicina, devido a mutag@o a nivel de cromossomo. Para fungicidas ctpricos, Stall et
al. (1984) evidenciaram a presenga de plasmideo, o qual conferiu a Xanthomonas de pimentao
maior insensibilidade a cobre.

Quezado-Duval et al. (2003) verificaram a sensibilidade ao cobre,
estreptomicina e oxitetraciclina de isolados de X. axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria X.
gardneri provenientes de lavouras para industria no Brasil. Na ocasido, observaram que
nenhum dos isolados testados foi resistente a oxitetraciclina. Quanto a estreptomicina, a
freqliéncia de isolados resistentes foi alta para X. gardneri (98%) e X. axonopodis pv.
vesicatoria (38%), sendo baixa para X. vesicatoria (2%). Quando avaliado o uso de cobre,
nenhum dos isolados foi resistente na concentracdo de 200 pg /mL, porém houve resisténcia
na concentra¢ao menor (50 pg /mL).

A ag¢do de hidroxido de cobre foi avaliada, in vitro, em isolados de X.
gardneri e X. perforans de tomate para processamento industrial, no estado de Goias,
revelando que o produto testado ndo teve agdo sobre os isolados na dosagem recomendada,
havendo efeito apenas em dosagem cem vezes superior (NASCIMENTO, 2009).

Pereira (2010) avaliou a sensibilidade das quatro espécies de
Xanthomonas em condig¢des in vitro ao cobre e estreptomicina. O trabalho foi realizado com
81 isolados oriundos de tomate e pimentdo. O sulfato de cobre foi utilizado nas concentragdes
50, 100 e 200 pg.mL" e sulfato de estreptomicina nas concentragdes 25, 50 ¢ 100 pg.mL™.
Nenhum isolado foi resistente ao cobre na concentragdo de 200 pg/mL. Entretanto, 97,53%
dos isolados foram resistentes a 100 pg.mL" ¢ 98,77% foram resistentes a concentragio de 50
pg.mL”'. A freqiiéncia de isolados resistentes & estreptomicina foi 8,64% (100 pg.mL™),
76,54% (50 pg.mL™) e 83,95% (25 pg.mL™). Verificando que os isolados representantes das
quatro espécies apresentaram resisténcia ao cobre € a estreptomicina.

Visto que varios trabalhos vém sendo realizados na busca de um
manejo ou controle efetivo dessa doenca, pode se verificar que, uma vez estabelecida a
mancha bacteriana no campo de producdo, as estratégias de manejo disponiveis hoje sdo
apenas parcialmente eficazes para esta doenca (AL-DAHMANI et al., 2003).

Os produtos quimicos a base de cobre ainda estdo sendo utilizados de
uma forma rotineira na agricultura para controle dessa doenga. Como conseqiiéncia, linhagens

resistentes ao cobre tém sido freqiientemente selecionadas, como ja relatado no Brasil
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(QUEZADO-DUVAL et al. 2003) e em outros paises (MARCO; STALL, 1983; COOKSEY,
1990; AGUIAR et al., 2000). Além de outros fatores limitantes do seu uso seriam a
fitotoxicidade, acimulo do elemento cobre no solo (KOLLER, 1998). Independente deste fato,
esses compostos continuam sendo aplicados, juntamente com outros produtos, primeiro por
falta de alternativas e, segundo, por ainda possuirem agdo contra outros fitopatdgenos, mesmo
com eficiéncia reduzida (RAMOS, 1994).

No mercado nacional, com registro no MAPA' e indicacdo para certas
doencas bacterianas de hortaligas, o que hd de mais recente ¢ a molécula acibenzolar-S-metil,
classificada como um indutor de resisténcia da prépria planta (QUEZADO-DUVAL, 2006).
Este novo grupo quimico que ndo atua diretamente sobre o patdégeno, mas que induz
mecanismos de defesa nas plantas esta surgindo no mercado como uma nova forma alternativa
de controle de doencas (ROMEIRO, 2008)

Apbs o desenvolvimento do éster-S-metil do acido benzo-(1,2,3)-
tiadiazole-7-carbotidico aAcibenzolar-S-metil), observou-se uma consideravel avango na
indugdo de resisténcia. Desde entdo, varios outros produtos estdo surgindo, explorando a
capacidade de ativagdo de diferentes mecanismos de defesa nas plantas com grandes
possibilidades de emprego em um programa eficiente de manejo de doencas de plantas
(SOBRINHO et al., 2005).

Viérios trabalhos tém atestado a eficiéncia do acibenzolar-S-metil no
controle de doengas, inclusive da mancha bacteriana do tomateiro (LOUWS et al., 2001;
PARADELA et al., 2001; LEWIS et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2006).

Outra possibilidade ¢ o uso de produtos ja registrados na cultura do
tomateiro para o controle de doencas fingicas que poderdo apresentar potencial para o
controle da mancha bacteriana, principalmente aqueles do grupo das estrobirulinas (KOEHLE
et al., 2002). O grupo estrobirulinas compreende uma variedade de produtos sintéticos para
protecdo de plantas com amplo espectro antifingico e semelhanga estrutural a antibidticos de
basidiomicetos (HERMS et al., 2002). O nome ¢ derivado de cogumelos do género
Strobilurus, sendo que a primeira estrobilurina foi isolada de Strobilurs tenacellus, por Anke

etal. (1977).

" MAPA: Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
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Ao longo dos anos tem-se observado também evidéncias de influéncias
diretas das estrobirulinas na fisiologia de plantas. Este efeito fisiologico inclui o chamado
“greening” que, at¢ mesmo na auséncia do ataque de patogenos, as plantas tratadas com
estrobirulinas ficam com um verde intenso e parecem mais saudaveis do que plantas nao
tratadas com o produto (KOEHLE et al., 2002). Isto sugere que além da atividade fungicida
destes produtos, eles também podem aumentar a capacidade das plantas se defenderem contra
os patégenos (HERMS et al., 2002; VENANCIO et al., 2003; VENANCIO et al., 2005).

A integracdo dos métodos de controle existentes e as pesquisas
envolvendo a inducdo de resisténcia podem contribuir com o aumento da eficiéncia das

estratégias de controle da mancha bacteriana para a cultura do tomateiro.

2.3 Mecanismos de resisténcia de plantas as doencas

A resisténcia do hospedeiro a um patégeno pode ser definida, sob
aspecto fisiologico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a
subseqiiente atividade deste em seus tecidos (GOODMAN et al., 1986; PASCHOLATI ;
LEITE, 1995).

As plantas estdo continuamente expostas a um grande nimero de
patéogenos e como conseqiiéncia apresentam um complexo mecanismo de defesa bioquimico e
estrutural, pré ou pds-formados, para reconhecer e se proteger da infeccdo (PASCHOLATTI;
LEITE, 1995).

Os mecanismos estruturais constituem-se em verdadeiras barreiras
fisicas, impedindo a entrada do patégeno e a colonizacdo dos tecidos, por sua vez, os
mecanismos bioquimicos englobam a producdo de substancias toxicas ao patdgeno que sao
capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno ou gerar condi¢des adversas para a
sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro (HOAGLAND, 1990; PASCHOLATI; LEITE, 1995;
SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia pré-formados sdo aqueles presentes na
planta antes do contato com o patogeno e sdo denominados de defesas passivas/constitutivas
sendo representados por estruturas tais como: ceras, cuticula, parede celular espessa, tricomas,
fibras vasculares e adaptagdes em estOmatos, bem como substancias bioquimicas pré-

formadas, como fenois, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosidios fenolicos e cianogénicos,
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fotoxinas, inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (PASCHOLATI; LEITE, 1995;
AGRIOS, 2005).

Ja os mecanismos pos-formados (ativos, induziveis), estdo ausentes ou
em baixo nivel antes da infec¢do, sendo produzidos ou ativados em resposta a presenca do
patdgeno. Estes mecanismos envolvem a formagdo de papilas, halos, lignificacdo, camada de
cortica, formacdo de tiloses e deposicdo de goma, além de compostos bioquimicos como
fitoalexinas, espécies reativas de oxigénio, proteinas relacionadas a patogénese
(PASCHOLATTI; LEITE, 1995; AGRIOS, 2005; SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

A ativacdo dessas respostas em plantas depende da habilidade do
hospedeiro em reconhecer patdogenos e iniciar, subseqiientemente, mecanismos de resisténcia
que limitem a infeccao (PASCHOLATTI; LEITE, 1995; ROMEIRO, 2008).

As proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP) sdao definidas
como proteinas codificadas pela planta hospedeira e induzidas especificamente em estado
patolégico ou em situagdes correlatas (VAN LOON et al., 1994; VAN LOON, 1997).
Entende-se por situacdes correlatas a processos infecciosos, os estados induzidos em plantas
por agentes quimicos ou fisicos que simulam o efeito de patégenos. De fato, o acumulo de
proteinas-RP em plantas tem sido observado ndo apenas apds o ataque de patdgenos, como
também em resposta ao tratamento com compostos quimicos ou estresse abiotico (VAN

LOON; VAN STRIEN, 1999).

2.4 Inducio de resisténcia de plantas a patéogenos

A indugdo de resisténcia consiste no aumento da capacidade de defesa
da planta contra amplo espectro de organismos fitopatogénicos, incluindo fungos, bactérias e
virus. A resisténcia resultante ¢ proporcionada por um agente indutor (origem bidtica ou
abiotica) que aciona mecanismos de defesa na planta os quais se encontram na forma latente
(HAMMERSCHMIDT; KUC, 1982).

A indugdo de resisténcia pode ter prote¢ao local, nos tecidos tratados
com o indutor, como também uma protegao sistémica, que se manifesta a distancia do local de
aplicag¢ao do indutor (MORAES, 1992).

Vérios agentes podem induzir a producdo de sinais no vegetal,

permitindo a referida ligagdo e disparando reagdes que culminardo em producdo duradoura
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contra uma ampla gama de fitopatogenos. A ativagdo dos mecanismos de defesa pode ocorrer
a partir de fungos promotores de crescimento (KOIKE et al., 2001), da elicitagdo por
preparagdes de leveduras, rizobactérias promotoras de crescimento (ROMEIRO; KIMURA,
1997), compostos presentes em extratos de plantas (KAGALE et al., 2004; SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN, 2005), elicitores quimicos, como por exemplo: acibenzolar-S-
metil (LAWTON et al., 1996, BENHAMOU; BELANGER, 1998; CABRAL et al., 2010),
acido salicilico (AS) (CAMPOS et al, 2004), 4cido beta-aminobutirico (BABA)
(RODRIGUES, et al. 2006) e acido jasmonico (CIPOLLINI, 2002).

A protec¢ao induzida ¢ dependente do intervalo de tempo que ocorre
entre o tratamento com o indutor e a subseqliente inoculacdo da planta (tratamento provocador
ou desafiador). Assim, essa dependéncia indica que mudancas especificas no metabolismo da
planta, que envolvem a sintese e/ou acimulo de substancias, sdo importantes no fenomeno da
resisténcia induzida (PASCHOLATTI; LEITE 1995; ROMEIRO, 2008).

O interesse na inducdo de resisténcia como medida de controle de
doencas de plantas estimulou tanto a comunidade académica, bem como as empresas. Esse
fato pode ser verificado pelo numero consideravel de indutores de defesa disponiveis
comercialmente (ROMEIRO, 2008).

Esse novo método de controle de doencas pode apresentar
desvantagens, como ser dependente das condi¢des de luz, temperatura, das concentragdes do
indutor e do in6culo utilizado, necessitar de um intervalo de tempo entre o tratamento inicial
com o indutor de resisténcia e a infec¢cdo do patégeno (PASCHOLATI; LEITE 1995), reduzir
a colonizacdo de micorrizas devido ao acimulo de acido salicilico (COSTA et al. 2000), a
resisténcia € parcial, incompleta e pode requerer reativagdes temporais (BONALDO et al.
2005), além de promover gasto energético, o que pode provocar redugdo na producao
(DIETRICH et al., 2005; KUNH; PASCHOLATI, 2010).

Por outro lado, por ser parcial e inespecifica, a resisténcia induzida nao
impoe pressao de selecdo sobre o patdgeno, dificultando, assim, a quebra de resisténcia, além
de agredir menos o homem e o ambiente do que os agrotoxicos (PASCHOLATI; LEITE 1995;
ROMEIRO, 2008).

A resisténcia induzida consiste no aumento da resisténcia por meio da

utilizacdo de agentes externos, sem qualquer alteracdo no genoma da planta. Isso ocorre de
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maneira ndo especifica por meio da ativagdo de genes envolvidos em diversas respostas de
defesa, tais como explosdes oxidativas (LAMB ; DIXON, 1997), respostas de
hipersensibilidade (ZIMMERLI et al., 2000), acumulo de proteinas-RP (por exemplo,
peroxidases, quitinases e B-1,3-glucanases) (DANN et al. 1996), sintese de inibidores de
proteinases (IP) (ZAVALA et al., 2004), enzimas envolvidas na rota dos fenilpropandides,
como a fenilalanina amdnia-liase (FAL) (UMESHA, 2006), polifenoloxidase (PFO) (PENG et
al., 2004) e enzimas envolvidas na peroxidacao de lipidios, como a lipoxigenase (LOX) (BUZI
et al., 2004), sintese de fitoalexinas (SALLES et al. 2002), acimulo de compostos fendlicos,
bem como o actimulo de lignina em tecidos circunvizinhos ao local de penetracdo do
microrganismo (BONALDO et al. 2005). Cada elicitor especifico pode ativar uma rota de
sinalizag¢do distinta, que gera diferentes custos e induz a expressao de um conjunto de genes
especificos de defesa.

Apds o desenvolvimento do acibenzolar-S-metil, observou-se um
consideravel avanco na inducdo de resisténcia. Este constitui-se no primeiro representante de
uma nova geracao de protetores de plantas eficientes na indugdo de resisténcia (LYON ;
NEWTON, 1997). O acibenzolar-S-metil ¢ completamente sistémico, e pode ativar
mecanismos de defesa contra fungos e oomicetos, bem como a algumas bactérias (ROMERO
et al., 2001) e certas viroses (FRIEDRICH et al., 1996).

Devido ao seu modo de acgdo, o desenvolvimento de patogenos
resistentes ao elicitor nao ¢ esperado, podendo propiciar novas oportunidades para o manejo
efetivo e sustentavel de doengas em algumas culturas (ROMEIRO, 2008). Desse modo,
acibenzolar-S-metil pode ser enquadrado na definicdo de um indutor de resisténcia, pois
fornece protecdo a um amplo espectro de patdogenos, induz a expressdo dos mesmos
marcadores moleculares e bioquimicos (como as proteinas-RP) e ndo apresenta atividade

antimicrobiana direta (KESSMAN et al., 1994).

2.5 Proteinas relacionadas a inducio de resisténcia

A enzima peroxidase de guaiacol (E.C. 1.11.1.7), a qual esta presente
em tecidos de plantas, em certas células animais em microrganismos ¢ conhecida por

participar de varios processos fisiologicos de grande importancia (HOAGLAND, 1990).
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Em plantas, ela catalisa a oxida¢do e a eventual polimerizagdo de
alcool hidroxicinamico em presenca de perdxido de hidroxigénio (H,0,), originando lignina.
Participa também da biossintese do etileno (ISIGHE et al., 1993) e da oxidagdo de compostos
fenolicos, os quais se acumulam em resposta a infec¢ao (FRY, 1986), da oxidagdo do acido
indoli-3-acético (AIA) e na biossintese de lignina

A expressdo das peroxidases também estd correlacionada com a
ocorréncia de infec¢ao por patogenos. Quando sofrem ataque de patogenos, as plantas
sintetizam um conjunto de proteinas relacionadas a defesa (VAN LOON 1997). Existem
relatos de que as peroxidases sdo induzidas em infec¢des de plantas por fungos, por bactérias
(RASMUSSEN et al., 1995), por virus (HIRAGA et al., 2000) e por virdides (VERA et al.
1993).

O papel destas no processo de defesa além de reforcar a parede celular
a partir da formacdo de lignina, suberina, polissacarideos e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina estd no aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que
apresentam agao antimicrobiana, bem como na sinalizagdo (BOWLES, 1990; WOJTASZEK,
1997) e também na inducao de fitoalexinas (KRISTENSEN et al., 1999).

As B-1,3 glucanases (E.C. 3.2.1.6) sdo mondémeros com massa
molecular entre 25 e 35 KDa e que produzem oligdmeros com duas a seis unidades de glicose
a partir do substrato laminarina, uma B-1,3 glucana. Sdo enzimas que hidrolisam polimeros de
B-1,3 glucana, composto esse, que juntamente com a quitina, sdo constituintes da parede
celular da maioria dos fungos (CORNELISSEN; MELCHERS, 1993).

Além, disso, B-1,3 glucanases liberam fragmentos glicosidicos, tanto
do patdgeno, quanto da propria parede celular da planta, os quais podem atuar como elicitores
de defesa do hospedeiro (CUTT; KLESSIG, 1992).

Na indugdo de resisténcia, as B-1,3 glucanases e quitinases (E.C.
3.2.1.14) agem de forma conjunta. Uma pequena quantidade de B-1,3 glucanase ¢ sintetizada e
excretada para a lamela média, e com o crescimento fingico a enzima comeca a degradar o
tecido da parede celular do fungo. Os fragmentos liberados pela acdo da enzima funcionam
como exoelicitores, induzindo a sintese de quitinases e B-1,3 glucanases que sdao acumulados

nos vacuolos, assim a partir do momento que o fungo penetra na célula, os vactolos sdo
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rompidos e ocorre a liberagdo dessas enzimas reprimindo a a¢do do patéogeno (MAUCH;
STAEHELIN, 1989).

Polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.2) agrupa um conjunto de enzimas
responsaveis pela catalise da reacdo de oxidagdo de polifendis transformando-os em quinonas
constituindo uma atividade de difenolase. Sdo também conhecidas como tirosinases,
cresolases, catecolases, difenolases e fenolases. S3o enzimas intracelulares que ocorrem em
animais, plantas, em varias espécies de bactérias e numerosos fungos (FLURKEY, 1989).

Nas plantas, as polifenoloxidases estdo geralmente distribuidas em
toda sua estrutura, podendo alguns 6rgdos ou tecidos em maiores concentragdes. O nivel pode
variar em fung¢do da espécie, cultivar ou do ambiente, podendo sua expressdo ser induzida ou
inibida em algumas plantas por estresses como injurias, toxicidade de nitrogénio e ataque de
patogenos (SANCHEZ et al., 2000).

As polifenoloxidases permanecem intracelularmente, em sua grande
maioria em estado inativado, dentro dos tilacoides nos cloroplastos, separadas dos compostos
fenodlicos, que estdo compartimentalizados nos vacuolos, mas pequena parte pode estar
extracelularmente na parede celular (MAYER; HAREL, 1979). A medida que ocorre a ruptura
da célula ocasionada por ferimentos, acdo de insetos ou patdogenos, ou ainda, senescéncia, as
polifenoloxidases sdo liberadas e iniciam o processo de oxidacdo dos compostos fendlicos
(MOHAMMAD; KAZEMI, 2002; THIPY APONG et al., 2004).

No processo de defesa celular, em especifico, na ag¢do contra
fitopatdgenos, a enzima ¢ liberada dos tilacoides apds a ruptura da célula pelo processo de
penetragdo do patogeno, oxidando os compostos fendlicos que também sdo liberados dos
vacuolos, produzindo quinonas (THIPYAPONG et al, 2004), que apresentam agdo
antimicrobiana. As polifenoloxidases também participam do processo de lignificagdo durante
a invasao do patogeno (MOHAMMAD; KAZEMI, 2002).

A fenilalanina amonia liase (E.C. 4.3.1.5) ¢ enzima do metabolismo
secundario mais intensivamente estudado em plantas, devido a importancia nas reacdes dos
metabolismos dos compostos fendlicos, estabilidade e facilidade de preparagao para os ensaios
enzimaticos, além de ser componente indireto do mecanismo de defesa das plantas.

Esta enzima ¢ responsavel pela conversdo da fenilalanina, proveniente

da rota do acido shikimico, em dacido trans-cindmico, o qual representa um primeiro
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fenilpropanoide-chave nas vias de sintese de lignina e acido salicilico (SARMA et al., 1998).
A fenilalanina amoénia liase tem sido encontrada principalmente em plantas superiores, mas
também estd presente em fungos e bactérias mas nao em animais (XIANG; MOORE, 2005).

Na planta, ¢ localizada principalmente dispersa no citoplasma das
células em geral, embora possa estar associada a organelas membranosas (DIXON; PAIVA,
1995). A fenilalanina amdnia liase difere das peroxidases e polifenoloxidases visto atuar sobre
um substrato especifico, a fenilalanina. Desse modo, aparentemente, ndo haveria a necessidade
de isoformas para atuar em substratos varidveis.

O 4cido trans-cinamico ¢ precursor de numerosos compostos
fenilpropanodides que realizam véarias fungdes essenciais na planta. Dentre estas fungdes,
destacam-se o suporte mecanico da planta proporcionado pela lignina (DIXON; PAIVA,
1995), as substancias que atuam como protetores contra estresses abioticos como 0s
antioxidantes e compostos que absorvem radiagdo UV, ou protecdo contra estresses bidticos
como a acdo de fitopatdogenos, pela sintese de compostos como fitoanticipinas e agdo de
insetos mastigadores pela sintese de compostos fenolicos como fatores antinutritivos (DIXON;
PAIVA, 1995). A fenilalanina amdnia liase, além de ser importante no desenvolvimento
normal da planta, mantendo de forma constitutiva estas caracteristicas, ¢ também uma enzima
chave indicadora de estresses na planta (RITTER; SCHULZ, 2004).

A atividade da fenilalanina amoénia liase aumenta em resposta aos
estresses acima mencionados, aumentando a sintese dos protetores. Tanto a fenilalanina
amonia liase quanto a polifenoloxidase ndo sao classificadas como sendo proteinas-RP, em
sentido conceitual. No entanto, essas enzimas estdo bem relatadas em func¢des relacionadas a
defesa de planta contra microrganismos e insetos.

As proteases (3.4.21) sdo classificadas como um subgrupo das
hidrolases e sua nomenclatura ¢ feita segundo o tipo de reacdo catalisada, a natureza quimica
do sitio catalitico e de acordo com sua estrutura. Dessa maneira, subdividem-se em
exopeptidases e endopeptidases, dependendo de seu sitio de acdo, ou seja, clivando peptideos
terminais ou aqueles distantes dos terminais dos substratos, respectivamente (TREMACOLDI,
2008).

As proteases realizam uma grande variedade de complexas fungdes

fisiolodgicas, tendo grande importancia no metabolismo e fungdes regulatorias, o que torna
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evidente a sua ocorréncia em todos os tipos de organismos vivos. Em humanos e animais,
proteases apresentam um papel crucial dentro de muitos processos fisiologicos e patoldgicos
(GODFREY; WEST, 1996).

Em plantas e microorganismos, das diversas atividades desempenhadas
pelas proteases, podemos destacar a esporulacdio e liberacdo conidial, germinagdo,
modificacdo de proteinas, regulacio da expressdo génica, morte celular programada e
resisténcia de plantas (TREMACOLDI, 2008).

As proteases possuem distintos papéis na defesa de plantas, podendo
agir em niveis de percepc¢ao, sinalizacdo e execucdo. Existem vérias possibilidades das plantas
perceberem a presenca do patdogeno, uma delas ¢ através de elicitores dos invasores que se
ligam as proteases podendo ativar ou inibir a sua atividade, e esse complexo elicitor-protease
alterando a atividade proteolitica pode induzir a sinalizagao da defesa (VAN DER HOORN;
JONES, 2004). As proteases podem ainda executar resposta de defesa degradando as proteinas
diretamente do invasor, liberando toxinas e ativando enzimas das suas proteinas precursoras
(TREMACOLDI, 2008).

A maioria das proteinas-RP, e outras enzimas mencionadas nesta
revisdo, tém sua sintese ativada e/ou potencializada por indutores de resisténcia e conferem
resisténcia de amplo espectro contra patdogenos. A avaliacdo temporal da expressdo dessas
enzimas em plantas tratadas com indutores de resisténcia ¢ um excelente indicativo do efeito

protetor desses produtos e da durabilidade desse efeito.
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CAPITULO 1

“Efeito de fungicidas e antibiotico no controle da mancha bacteriana e na

ativacdo de proteinas relacionadas a patogénese em tomateiro”
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Efeito de fungicidas e antibiotico sobre a mancha bacteriana e na ativacio de proteinas

relacionadas a patogénese em tomateiro

Adriana T. Itako, Tadeu A.F.Silva Junior, Jos¢ M. Soman e Antonio C.Maringoni

Departamento de Produgdo Vegetal — Setor de Defesa Fitossanitaria, Faculdade de Ciéncias
Agrondomicas/UNESP, Caixa Postal 237, 18.603-970, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a a¢do de fungicidas e antibidtico no controle da
mancha bacteriana (Xanthomonas perforans) em trés cultivares de tomate e na ativagao de
proteinas relacionada a patogé€nese. Para avaliacdo da sensibilidade in vitro foram utilizados os
produtos acibenzolar-S-metil; piraclostrobina e piraclostrobina + methiran, oxicloreto de
cobre, oxicloreto de cobre + mancozeb, fluazimam e oxitetraciclina nas concentragdes de 0, 5,
10, 50, 100, 500, 1000 e 5000 pg.mL’l. Acibenzolar-S-metil e piraclostrobina ndo inibiram o
crescimento de X. perforans em todas as concentracdes avaliadas e para os demais produtos, o
crescimento bacteriano variou em funcdo da concentragdo ensaiada. Para avaliacdo da
severidade, foram utilizadas as cultivares Santa Clara, Gisele ¢ AP529 inoculadas com X
perforans. Os tratamentos consistiram da pulverizagdo com acibenzolar-S-metil, fluazinam,
piraclostrobina, piraclostrobina + methiran, oxicloreto de cobre, oxicloreto de cobre +
mancozeb e oxitetraciclina, além de uma testemunha inoculada ¢ uma testemunha nao
inoculada. Com os dados da severidade foi calculada a drea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD). Todos os tratamentos apresentaram reducdo da AACPD em relagdo a
testemunha inoculada. Os fungicidas acibenzolar-S-metil, piraclostrobina e piraclostrobina +
methiran tiveram resultados satisfatorios na reducdo da severidade da mancha bacteriana em
tomateiro, em condi¢des de casa-de-vegetagdo, nos genétipos de tomateiro ensaiados. A
aplicacdo do acibenzolar-S-metil aumentou a atividade das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase e B-1,3-glucanases confirmando sua capacidade de induzir resisténcia tanto
em plantas inoculadas como em plantas ndo inoculadas. Os produtos a base de piraclostrobina
induziram as atividades enzimdticas de peroxidase, polifenoloxidase e B-1,3-glucanases,
evidenciando que estes produtos podem estar relacionados a indugdo de resisténcia a mancha

bacteria em plantas de tomateiro.
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piraclostrobina.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the action of fungicides and antibiotics in bacterial spot
(Xanthomonas perforans) control in three cultivars of tomato and the activation of proteins
related to the patogenesis. The sensitivity was evaluated in vitro using the products
acibenzolar-S-methyl, pyraclostrobin, pyraclostrobin + methiran, copper oxychloride, copper
oxychloride + mancozeb, fluazimam and oxytetracycline at concentrations of 0, 5, 10, 50,
100, 500, 1000 and 5000 pg.mL™". Acibenzolar-S-methyl and pyraclostrobin did not inhibit the
growth of X. perforans in all concentrations tested and for other products, bacterial growth
varied depending on the concentration tested. To assess the severity, we used the cultivars
Santa Clara, Gisele and AP529 inoculated with X. perforans. The treatments consisted of
pulverization with: acibenzolar-S-methyl, fluazinam, pyraclostrobin, pyraclostrobin +
methiran, copper oxychloride, copper oxychloride + mancozeb and oxytetracycline, and in
addition the use of an inoculated and non inoculated plants as control. The area under the
disease progress curve (AUDPC) was calculated. All treatments had reduced the AUDPC
when compared to the control. The fungicides acibenzolar-S-methyl, pyraclostrobin and
pyraclostrobin + methiran had satisfactory results in reducing the severity of bacterial spot on
tomato plants under greenhouse conditions and in those tomato genotypes tested. The
application of acibenzolar-S-methyl had induced the increase of enzimatic activity of
peroxidase, polyphenoloxidase, and f-1,3-glucanases confirming its ability to induce
resistance in inoculated either as in non inoculated plants. The products pyraclostrobin-based
induced the enzymatic activity of peroxidase, polyphenoloxidase, and [-1,3-glucanase,
indicating that these products can be related to induction of resistance to the bacterial spot on
the tomato plants.

Key words: Xanthomonas perforans, peroxidase, B-1,3-glucanase, acibenzolar-S-methyl, and

pyraclostrobin.
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INTRODUCAO

A cultura do tomateiro ¢ a segunda hortalica de importancia econémica no mundo,
superada apenas pela cultura da batata. No Brasil, e principalmente no estado de Sao Paulo,
ocorreu intensa evolugdo tecnoldgica na produg¢do de tomate (rasteiro e estaqueado) e o
mercado mostrou-se mais concorrente ¢ dindmico nos ultimos anos (CAMARGO FILHO;
MAZZEI 1996; SILVA ; GIORDANO, 2000; FILGUEIRA, 2008).

Entretanto, varias doencas tém prejudicado a producdo dessa cultura, entre elas, a
mancha bacteriana do tomateiro, causada por espécies de Xanthomonas. A mancha-bacteriana
¢ uma doenga de dificil controle, tanto para o tomateiro estaqueado quanto para o tomateiro
industrial, principalmente em condigdes de umidade e temperatura elevadas (LOPES;
QUEZADO-DUVAL, 2005).

Virias estratégias preventivas de controle dessa doenca sdo utilizadas, como uso de
sementes ¢ mudas sadias, rotagdo de culturas, entre outras (LOPES; QUEZADO-DUVAL,
2005; SILVA-LOBO et al., 2005; KUROZAWA; PAVAN, 2005). A utilizagdo de produtos
quimicos a base de cobre, misturas cuprocarbamatos e antibidtico também sao utilizados,
porém uma vez estabelecida a doenca em campo essas estratégias nem sempre sdo eficazes,
além de causar problemas de sele¢do de estirpes bacterianas resistentes.

Alguns fungicidas registrados para a cultura do tomateiro, neste caso o grupo das
estrobirulinas (KOEHLE et al., 2002) além das vantagens obtidas pela acio de efeitos
fisiologicos positivos deste sobre as plantas (VENANCIO et al, 2005), ha evidencias que sao
capazes ativar mecanismos bioquimicos da planta que incrementam a resisténcia aos
patogenos (VENANCIO et al., 2003) podendo ser uma possibilidade de uso no controle da
mancha bacteriana.

A indugdo de resisténcia em plantas pode ser definida como uma resisténcia dindmica
baseada na produgdo de barreiras fisicas e/ou bioquimicas estimuladas pela aplicacdo de uma
substancia indutora. E um fendémeno sistémico ou local, efetivo contra uma ampla gama de
patogenos, incluindo bactérias fungos ou virus (ROMEIRO, 2008).

A resisténcia induzida de plantas a patogenos pode e tém sido conseguida pela
aplicacdo de produtos quimicos sintéticos em plantas. Apds o desenvolvimento do

acibenzolar-S-metil, observou-se um consideravel avanco na inducdo de resisténcia
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(SOBRINHO et al., 2005). Para a mancha bacteriana é conhecida a eficacia desse produto no
controle da doenga em alguns trabalhos desenvolvidos no pais e no exterior (LOUWS et al.
2001; CAVALCANTI et al.; 2006), porém ha relatos na literatura evidenciando a redugdo na
producao (LEWIS et al. 2005; LOUWS et al. 2001; QUEZADO-DUVAL et al. 2005), devido
ao gasto energético (KUNH ; PASCHOLATI, 2010).

A utilizagdo de produtos que induzem mecanismos de resisténcia nas plantas constitui
como uma alternativa para o manejo integrado dessa doenca. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo avaliar in vitro e em casa-de-vegetacao a agao de produtos quimicos no controle
da mancha bacteriana (Xanthomonas perforans) em trés genotipos de tomateiro e na ativagao

de proteinas relacionada a patogénese.

MATERIAL E METODOS
Avaliac¢io da sensibilidade in vitro de Xanthomonas perforans a fungicidas

Inicialmente um isolado de X. perforans proveniente de tomateiro (Tom-3051) da
colecao de bactérias fitopatogénicas do Laboratério de Bacteriologia Vegetal, Departamento
de Producao Vegetal, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP, foi cultivado de meio
NSA (nutriente-sacarose-agar), durante 72 h, a 28 °C. Ap6s a incubacio foi feito a suspensdo
bacteriana em agua destilada e esterilizada (concentracao 108 UFC.mL'l).

Para avaliar o efeito in vitro dos produtos quimicos foi preparado o meio de cultura
(NSA) contendo as concentragdes de 0; 1; 5; 10; 50; 100; 500; 1000 e 5000 pg.mL’1 de:
acibenzolar-S-metil, piraclostrobina, methiram + piraclostrobina, oxicloreto de cobre,
oxicloreto de cobre + mancozeb, fluazimam e oxitetraciclina.

As suspensdes estoques dos produtos foram preparadas em agua destilada e esterilizada
e retirada aliquotas das suspensodes e aderidas ao meio NSA autoclavado em estado fundente
na temperatura de 50 °C, para a obtencdo das concentragdes desejadas, e em seguida os meios
foram vertidos em placas de Petri (20 mL/placa). Apos 48 h do preparo do meio de cultura,
foi realizada a repicagem de 4 gotas (15 pL) por placa da suspensio bacteriana (10°UFC.mL™)
na superficie do meio de cultura (5 placas por concentragdo de cada produto) e as placas
incubadas por 48 h a 28 °C. A seguir foram avaliadas a presenca (+) ou auséncia (-) do
crescimento de colonias na superficie do meio de cultura onde as gotas da suspensdo bacteria

foram depositatas (Maringoni ; Kimati, 1987).
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Avaliac¢ido do efeito de fungicidas e antibiotico sobre a mancha bacteriana, em condicoes
de casa-de-vegetacio

Para avaliar a severidade da mancha bacteriana no tomateiro, sementes da variedade
Santa Clara e hibridos Gisele e AP529 foram semeadas em bandeja de poliestireno expandido
contendo substrato. Aos 25 dias apds a germinagdo, duas plantas foram transplantas para vaso
de 3 L de capacidade contendo a mistura terra, esterco de curral curtido e areia, na propor¢do
de 3:2:1, acrescido de 50 g de calcario dolomitico e 100 g de adubo mineral 4-14-8 , para cada
100 L da mistura.

Apo6s 15 dias do transplantio, as plantas de tomate foram pulverizadas com os
produtos apresentados na tabela 1. Apds trés dias da pulverizagdo, as plantas foram inoculadas
com uma suspensdo bacteriana de X. perforans (10° UFC/mL). As plantas foram mantidas em
camara umida desde 24 horas antes até 24 horas apos a inoculagao.

A severidade da doenca foi avaliada pela escala diagramatica da area foliar lesionada,
conforme Mello et al. (1997). As avalia¢des foram realizadas aos 8, 11, 14, 17 e 20 dias apds a
inoculagdo (DAI). Com os valores de severidade obtidos, foi determinada a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), conforme Campbell e Madden (1990).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 9
tratamentos (7 produtos quimicos, testemunha inoculada (TI) e testemunha sem inoculagdo
(TSD)) e 7 repeti¢des, sendo cada parcela constituida por um vaso, contendo 2 plantas cada. Os
valores da AACPD foram submetidos a andlise de variancia, empregando-se o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

Ativacdo de enzimas relacionadas a inducdo de resisténcia em plantas de tomateiro
pulverizadas com fungicidas e antibidtico e inoculadas com X. perforans.

Para realizar a coleta de amostras foliares para a determinagdo das atividades
enzimaticas, plantas de tomateiro das cultivares Santa Clara e Gisele e o hibrido AP529 foram
plantadas, tratadas e inoculadas conforme descri¢ao no item anterior.

Amostras de folhas foram coletadas 1 dia antes e 1 dia apds a pulverizagdo com
fungicidas e antibidtico e 1, 2, 4, 6 e 8 dias ap6s a inoculacdo. Essas amostras foram

acondicionadas em sacos plasticos e resfriadas imediatamente com gelo ap6s a coleta, e
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transportadas ao laboratorio, para pesagem e processamento, visando o armazenamento em
congelador. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 9 tratamentos (7
produtos quimicos, testemunha sem inoculacdo (TSI) e testemunha inoculada (TI)) e 5

repeticoes.

Ativacdo de enzimas relacionadas a inducdo de resisténcia em plantas de tomateiro
pulverizadas com fungicidas e antibidotico sem inoculagao

Para avaliar o efeito dos produtos quimicos sem a presenga da bactéria, foi instalado
um ensaio com os mesmos procedimentos anteriores, porém sem a inoculagdo com X
perforans. Os tratamentos foram: acibenzolar-S-metil (ASM - 2,5 g i.a./100 L), fluazinam (FL
- 25 gi.a./100 L), piraclostrobina (P - 8 g i.a./100 L), piraclostrobina + methiran (P+M - 20 g
+ 220 gi.a./100L) e oxicloreto de cobre (OC - 150 gi.a./100 L).

As coletas dos discos foliares seguiram os mesmos padrdes descritos anteriormente.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 tratamentos (5 produtos

quimicos e testemunha sem pulverizacao (TSP)) e 5 repetigoes.

Determinacao da atividade enzimatica

As amostras das folhas coletadas foram homogeneizadas mecanicamente com
nitrogénio liquido em 4 mL de tampao acetato de sodio 100 mM (pH 5,0), com auxilio de
almofariz. O homogenato foi centrifugado a 20.000g durante 25 min a 4 °C, e o sobrenadante
obtido foi considerado como extrato enzimatico e armazenado a -20 °C para posterior
quantificagdo das enzimas. Foram determinadas as atividades das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase, B-1,3-glucanase, fenilalanina amonia-liase e protease.

A atividade da enzima peroxidase foi determinada a 30 °C pelo método direto
espectrofotométrico, pela medida da conversao do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm
(LUSSO e PASCHOLATI 1999). A atividade da peroxidase foi expressa como atividade
especifica e os resultados foram expressos em Agys 470 nm min™ pg™' de proteina.

A atividade de polifenoloxidase foi obtida pelo método de Duangmal e Apentem
(1999). A reagao foi realizada misturando-se 900 pL do substrato e 100 pL do extrato

enzimatico. O substrato foi composto por catecol, na concentragdo de 20 mM, dissolvido em
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tampao fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0). As leituras foram realizadas de forma direta por
um periodo de 3 min. Os resultados foram expressos em Agps 420 nm min™ pg™ de proteina.

A enzima B-1,3 glucanase foi determinada pela quantificagao colorimétrica de glicose
liberada de laminarina, por meio do uso da hidrazida do &cido p-hidroxibenzédico (PAHBAH)
(LEVER, 1972). A mistura da reacdo foi incubada a 37 °C por 1 h, contendo 150 pL do
extrato enzimatico e 150 pL de laminarina (2,0 mg mL'l) (ABELES e FOENCE, 1970). Apos
esse periodo, foi acrescentado 1,5 mL de solugao de PAHBAH (0,5 g dissolvido em 20 mL de
HCL 0,5 M, acrescido de 80 mL de NaOH 0,5 M), e em seguida essa mistura foi aquecida a
100 °C, por 10 min. Apods o resfriamento até a temperatura de 25 °C, as amostras tiveram suas
absorbancias determinadas a 410 nm, contra o tampao de extracao.

A atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada pela quantificagao
colorimétrica do &cido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina (UMESHA, 2006). A
absorbancia das amostras foi determinada a 290 nm, contra tampao de extra¢do, sendo
subtraido de cada amostra o valor do controle (esse controle correspondia a uma mistura 100
uL do extrato protéico e 900 pL de tampao Tris HCI 25 mM, pH 8,8 ). As leituras de
absorbancia foram plotadas em curva padrao para o acido trans-cindmico e a atividade
enzimética expressa em g de acido trans-cindmico min™ mg” de proteina.

A atividade da protease foi obtida de acordo com a metodologia utilizada por Fialho
(2004), para tanto, 0,5 g de caseina foi dissolvida em 40 mL de agua destilada e deixada sob
agitacdo durante 20 min. Em seguida foi adicionado 1 mL de NaOH 1 M e 2,5 mL de Tris 1
M. Apos um periodo de agitacdo, com a caseina completamente dissolvida, o pH foi ajustado
para 7,8 com acido fosforico 85%. Para a reacdo, 500 pL do substrato foi incubado com 200
uL da amostra a 30 °C durante 30 min. A reagdo foi interrompida através da adi¢do de 650 uL
de acido tricloroacético (TCA) 10% (m/v), seguida de centrifugacdo a 10000g por 15 min. A
leitura da absorbancia foi efetuado a 280 nm e o resultado expresso em unidades de
absorbancia mg™ de proteina.

A quantificacdo de proteinas totais presentes nos extratos foi determinada utilizando-
se o método de Bradford (1976). Em cada 0,8 mL de amostra foram adicionados sob agitacao
0,2 mL de reagente concentrado de Bradford. A concentracdo de proteinas, expressa em

termos de equivalentes pg de albumina de soro bovino (ASB) em um mL de amostra (pg
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proteina mL™"), foi determinada utilizando-se curva padrio de concentragdes de ASB, variando
de 0a20 pgmL™.

Com os resultados obtidos nas diferentes épocas de coleta das amostras foliares, foi
calculada a area abaixo da curva do progresso da produgdo dos compostos avaliados
(enzimas), em funcao do tempo (coletas), conforme Soares et al.(2004) e os dados submetidos
a analise de variancia, empregando-se o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000) e

as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS
Avaliacao da sensibilidade in vitro de Xanthomonas perforans

No teste in vitro, verificou-se que os produtos a base de acibenzolar-S-metil e
piraclostrobina nao inibiu o crescimento do isolado de X. perforans nas concentracdes
avaliadas (Tabela 2). Ja o antibidtico oxitetraciclina inibiu o crescimento da bactéria somente a
partir da dose de 1000 pg.mL™". Os produtos piraclostrobina + methiran e oxicloreto de cobre
+ mancozeb tiveram efeito inibitorio a partir da concentracdo de 500 pg.mL™ e os produtos

fluazinan e oxicloreto de cobre tiveram efeito a partir da concentragdo de 100 pg.mL™".

Area abaixo da curva do progresso da doenca mancha bacteriana

Com relagdo ao efeito dos produtos nas dosagens usadas, visando sua agdo sobre a
mancha bacteriana, os dados da AACPD estdo apresentados na Tabela 3. Os valores da
AACPD dos trés gendtipos de tomateiro avaliados diferiram do tratamento testemunha
inoculado, indicando acao dos produtos ensaiados no controle da doenga.

Em todos os genotipos de tomateiro avaliados constata-se que o melhor tratamento
foi o acibenzolar-S-metil, devido ao menor valor da AACPD, seguido dos outros produtos
pulverizados. Houve diferenca no comportamento do gendtipo utilizado com relagdo ao
controle da doenca com os produtos avaliados. Assim, para o hibrido AP 529, destacaram-se
piraclostrobina, piraclostrobina + methiran e oxicloreto de cobre + mancozeb; para a cultivar
Gisele os produtos oxicloreto de cobre + mancozeb, fluazinam e oxitetraciclina; e para a
cultivar Santa Clara, os produtos piraclostrobina + metiram, fluazinam e oxitetraciclina.

Os produtos a base de cobre e oxitetraciclina tiveram resultados satisfatorios nesse

experimento na reducdo da AACPD da mancha bacteriana. Em relacdo aos produtos a base de
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piraclostrobina, estes tiveram efeitos positivos na redugcdo da AACPD, principalmente na

variedade Santa Clara e no hibrido AP 529 (Tabela 3).

Atividades enzimaticas de plantas inoculadas

Em relagdo as atividades enzimaticas na cultivar Santa Clara e no hibrido AP 529,
pdde-se verificar maior produgdo das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e 3-1,3 glucanase
no experimento com inoculagdo da bactéria (Tabela 4; Figura 1, 2, 4, 5, 6 ¢ 7). Na cultivar
Gisele, somente a enzima peroxidase teve aumento significativo em relagao a testemunha nos
tratamentos com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina + methiran e piraclostrobina (Tabela 4;
Figura 3).

Nenhum dos gendtipos de tomateiro ensaiado respondeu a produgdo das enzimas
fenilalanina amonialiase e protease (Tabela 4), tanto com o indutor acibenzolar-S-metil como
a aplica¢do dos outros fungicidas e antibidtico.

O aumento significativo nas atividades das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e 3-
1,3 glucanase obtidas das folhas da cultiva Santa Clara e do hibrido AP529, podem estar
relacionadas com a reducdo da severidade da doenca, verificadas pelo menor valor da
AACPD, principalmente quando tratadas com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina e

piraclostrobina + methiran (Tabela 4).

Atividades enzimaticas de plantas sem inoculagao

Os resultados das atividades enzimaticas de plantas tratadas e ndo inoculadas com a
bactéria X. perforans estdo na Tabela 5. Tanta na variedade Santa Clara e no hibrido AP 529
pode-se verificar um aumento das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e -1,3 glucanase nos
tratamentos com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina + metiram e piraclostrobina. Resultados
semelhantes das atividades destas enzimas foram obtidos no ensaio com inoculagdo com a
bactéria (Tabela 4), podendo observar que mesmo na auséncia da inoculagdo, esses produtos

induziram a atividade enzimatica nas plantas.
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DISCUSSAO

Os resultados in vitro relatados com piraclostrobina e acibenzolar-S-metil sdo
concordantes com aqueles descritos por Vigo-Schultz (2008), pois esses produtos ndo inibiram
o crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Nascimento (2009) também
verificou que acibenzolar-S-metil ndo apresentou agdo direta sobre as duas espécies de
bactérias (X. perforans e X. gardineri) até a concentragdo de 5.000 pg.mL™, concentragdo cem
vezes maior a dosagem recomendada para aplicagdo em campo. Resultado semelhante foi
encontrado por Silva (2002), ao avaliar o efeito in vitro do acibenzolar-S-metil sobre a
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Segundo o autor, até a concentracdo de 1.000
ng.mL™" ndo foi observada atividade direta sobre o patogeno. Os autores relataram que mesmo
nas maiores concentragdes do produto ndo houve efeito toxico sobre os patdégenos estudados.
Era de se esperar o nao efeito inibitorio in vitro de acibenzolar-S-metil, pois ¢ um produto
indutor de resisténcia na planta (KESSMANN et al.,1994; ROMEIRO, 2008).

A baixa sensibilidade in vitro de produtos a base de cobre e de antibidticos ja vem
sendo mencionados na literatura, conforme Maringoni ; Kimati (1987), pois esses autores
constataram que isolados de Xanthomonas spp. provenientes de tomateiro e pimentdo de
varias localidades do Estado de Sdo Paulo, foram inibidos nas concentragio de 100 pg.mL™" de
hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre e sulfato de cobre e 1 pg.mL™ oxitetraciclina,
evidenciando baixa sensibilidade desses isolados a produtos a base de cobre.

Quezado-Duval et al. (2003), verificaram a insensibilidade ao cobre, estreptomicina e
oxitetraciclina de isolados de X. axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria X. gardneri
provenientes de lavouras para induastria no Brasil. Na ocasido, observaram que nenhum dos
isolados testados foi resistente a oxitetraciclina. Quando avaliado o uso de cobre, nenhum dos
isolados foi resistente, na concentragdo de 200 pg /mL, porém houve resisténcia na
concentracao menor (50 pg /mL).

Em relagdo ao indutor acibenzolar-S-metil, a redu¢do da AACPD esté correlacionado
com a inducdo de mecanismos bioquimicos de resisténcia (KESSMANN et al. 1994), como
varios trabalhos na literatura evidenciam este fendmeno (CALVACANTI et al., 2006;
ISHIDA et al. 2008). Os resultados observados para o acibenzolar-S-metil corroboram com os
resultados semelhantes aos obtidos por Silva (2002) na qual verificaram que a severidade da

mancha bacteriana nas plantas tratadas com acibenzolar-S-metil, foi reduzida, em média
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56,27 % em relacdo as plantas ndo tratadas. Redugdes na severidade da mancha bacteriana do
tomateiro em plantas tratadas com acibenzolar-S-metil, também foram observadas por Inbar et
al. (1998). Cavalcanti et al. (2006), que trabalhando com o patossistema tomate-X. vesicatoria,
verificaram que acibenzolar-S-metil e Ecolife® conferiram prote¢do a doenca em 39,2% e
47,7%., respectivamente.

Os produtos a base de cobre e oxitetraciclina tiveram resultados satisfatorios nesse
experimento em relacdo a reducdo da AACPD da mancha bacteriana. Esses produtos sao
tradicionalmente utilizados no controle da mancha bacteriana e em outras bacterioses foliares
da cultura (MILLER et al., 1998; LOUWS et al., 2001). Sua eficiéncia, no entanto, parece ser
dependente da sensibilidade intrinseca das estirpes predominantes na lavoura, ja4 que se
conhecem relatos de baixa sensibilidade e/ou resisténcia in vitro principalmente a produtos
cupricos e a alguns antibidticos (MARCO; STALL, 1983; MARINGONI ; KIMATI, 1987;
BOUZAR et al., 1999; AGUIAR et al., 2000; QUEZADO-DUVAL et al., 2003).

Segundo Marco ; Stall (1983), o emprego de fungicidas do grupo dos
etilenobisditiocarbamatos, como o mancozeb, em mistura com compostos cupricos tem
mostrado eficiéncia no controle de linhagens de Xanthomonas spp. que apresentam resisténcia
ao cobre. Os autores constataram também que a combinagdo de fungicidas cupricos e
etilenobisditiocarbamatos no controle de doengas bacterianas mostraram ser superior quando
comparado a utilizagdo do cobre sozinho. A explicagdo para este fendmeno é que os
carbamatos quelados de cobre previnem que parte deste elemento seja complexado por
substancias organicas na superficie foliar, resultando em maior concentracdo de cobre
disponivel para controlar a populacdo bacteriana. Maringoni ; Kimati (1987) relataram que
isolados de Xanthomonas resistentes ao cobre foram sensiveis & mistura de cobre com
etilenobisditiocarbamatos (mancozeb ou zineb) in vitro.

As doses de piraclostrobina e piraclostrobina + methiran utilizadas neste trabalho sao
aquelas recomendadas para o controle pinta preta (Alternaria solani) e requeima do tomateiro
(Phytophthora infestans), respectivamente (Agrofit, 2008), ja que ndo ha dose registrada para
a mancha bacteriana. Entretanto, esses produtos mostraram-se promissores no controle da
mancha bacteriana do tomateiro, nas condi¢gdes em que os ensaios foram conduzidos.

O aumento significativo nas atividades das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e j3-

1,3 glucanase obtidas das folhas da cultiva Santa Clara e do hibrido AP529, podem estar
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relacionadas com a redugdo da severidade da doenca, verificadas pelo menor valor da
AACPD, principalmente quando tratadas com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina e
piraclostrobina + methiran.

O papel das peroxidases, além de refor¢ar a parede celular a partir da formacao de
lignina, suberina, polissacarideos e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, estd no aumento na
producdo de espécies ativas de oxigénio que apresentam acdo antimicrobiana, bem como na
sinalizagdo e na inducdo de fitoalexinas (BOLWELL, et al., 1995; WOJTASZEK, 1997;
KRISTENSEN et al., 1999). A polifenoloxidase catalisa a oxidagdo de fendis para quinonas,
na presenga de oxigénio. A expressdo dessa enzima pode atuar como uma linha de defesa
adicional na prote¢do de plantas a ataques de patdgenos e insetos (THIPYAPONG et al.,
1997). Ja as B-1,3 glucanases liberam fragmentos glicosidicos, tanto do patdégeno, quanto da
propria parede celular da planta, os quais podem atuar como elicitores de defesa do hospedeiro
(CUTT; KLESSIG, 1992).

Pesquisas com acibenzolar-S-metil e Ecolife® tém evidenciada a acdo desses
produtos no controle da mancha bacteriana em tomateiro e também na ativagdo das enzimas
peroxidase e polifenoloxidase. O aumento na atividade dessas enzimas foi correlacionado
com a resisténcia induzida, sendo produzidas algumas horas apos a pulverizacao e até 12 dias
apos (CAVALCANTI et al., 2006).

Ishida et al. (2008) avaliaram o efeito de acibenzolar-S-metil e de um isolado de
Bacillus cereus, aplicados isoladamente ou simultaneamente, em plantas de algoddo na
inducdo de resisténcia a mancha angular (X. axonopodis pv. malavacearum). A severidade da
doenca foi reduzida com a aplicagdo do acibenzolar-S-metil além de proporcionar aumento
nas atividades de B-1,3-glucanases, peroxidases, fenilalanina amonia liase e deposi¢do de
lignina, principalmente aos 14 dias apos a aplicagdo dos tratamentos. No trabalho aqui
desenvolvido ndo foi observada diferenca na produgdo de fenilalanina amonia liase, nos trés
genoétipos de tomateiro ensaiados, diferente daquele observado em algodoeiro apos a aplicagdo
dos indutores abidtico e biotico.

Trabalhos com piraclostrobina na defesa de plantas contra alguns fitopatdégenos tem
sido relatados por Herms et al. (2002), na qual demonstraram que piraclostrobina aumentou a
resisténcia de fumo contra a infec¢do causada pelo virus do mosaico do fumo (TMV) e por

Pseudomonas syringae pv. tabaci. Houve acumulo de 4cido salicilico nos tecidos das plantas
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tratadas e de PR-1 proteinas, indicando que piraclostrobina age ativando mecanismos de
defesas nas plantas, além da agdo fungicida. J4 Vigo-Schultz (2008) verificaram que
acibenzolar-S-metil e piraclostrobina propiciaram maiores niveis de polifenoloxidase,
peroxidase e proteinas soluveis totais em plantas de feijdo vagem, cultivar Braganca,
sugerindo seu envolvimento nos mecanismos de indugdo de resisténcia ao crestamento
bacteriano comum, semelhante aos resultados aqui observados para tomateiro, sendo um
indicativo que estes produtos, principalmente o piraclostrobina podem induzir mecanismos
bioquimicos de resisténcia.

Plantas que alocam seus recursos em defesa na auséncia de patogenos podem arcar
com custos que refletirdo na produtividade, uma vez que as alteragdes metabodlicas que levam
a resisténcia possuem um custo adaptativo associado, o qual pode pesar mais do que o
beneficio (IRITI; FAORO, 2003). Em algumas pesquisas envolvendo indugdo de resisténcia
em diferentes sistemas hospedeiro-patégenos tém-se observado um ganho de produtividade,
fato que indica um custo menor do que o beneficio. Porém, em outros casos, ndo ha
incrementos na produtividade, ou até ha redugcdo da mesma, ainda com drastica reducao da
doenca (GODARD et al., 1999; DIETRICH et al., 2005).

Para elucidar este fato Kuhn e Pascholati (2010) avaliaram as atividades de
peroxidase, quitinase e [-1,3-glucanase, sintese de lignina e compostos fenolicos,
correlacionando-os com o crescimento do feijoeiro expressando resisténcia induzida contra
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, tratadas por acibenzolar-S-metil e Bacillus cereus
aplicados ao longo do ciclo da cultura e na auséncia do patdégeno. Os resultados obtidos foram
que o acibenzolar-S-metil aumentou a atividade de peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase,
enquanto que o B. cereus aumentou apenas a peroxidase. O acibenzolar-S-metil reduziu a
biomassa da planta, o que ndao ocorreu em plantas tratadas por B. cereus. Os autores
concluiram que a resisténcia induzida por acibenzolar-S-metil apresenta elevado custo
associado, enquanto que por B. cereus apresenta baixo custo, necessitando a inducgdo de
resisténcia ser melhor explorada e estudada para potencializar seu uso em feijoeiro.

Os resultados em relagdo ao acibenzolar-S-metil corroboram com os obtidos neste
trabalho, fato visto pela indu¢ao das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e B-1,3 glucanase.
Desse modo observa-se a necessidade de estudos para verificar se a indu¢do de mecanismos

bioquimicos refletird em um maior ganho ou perda na produtividade da cultura do tomateiro,



42

para os produtos a base de piraclostrobina, fato ja relatado na literatura para o produto
acibenzolar-S-metil (LOUWS et al. 2001; LEWIS et al. 2005; QUEZADO-DUVAL et al.
2005).
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Tabela 1. Ingrediente ativo e dose dos produtos quimicos pulverizados em plantas do tomate

em condi¢des-de-casa-vegetagao.

Ingrediente ativo Sigla Dose para 100 L de dgua
Acibenzolar-S-metil ASM 2,5¢gi.a.

Fluazinam FL 25 gi.a.

Piraclostrobina P 8gi.a.

Piraclostrobina + methiran P+M 20 g+ 220 gi.a.
Oxicloreto de cobre oC 150 gi.a.

Oxicloreto de cobre + mancozeb oC+M 88 g+60gi.a.
Oxitetraciclina (0),¢ 40 g i.a.

Fonte: Agrofit (2008)
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Tabela 2. Avaliacdo de colonias de Xanthomonas perforans em meio de cultura de NSA

contendo diferentes concentragdes de fungicidas e antibiotico.

Concentragio (ug.mL™")

Tratamento

0 1 5 10 50 100 500 1000 5000
ASM +(20)* +(20) +(20) +(20) +((20) +(20) +(20) +(20) +(20)
P +(20) +20) +(20) +(20) +(20) +(20) +(20) +(20) +(20)
M+P +(20) +20) +(20) +(20) +(20) +(20) -(20) -Q20) -(20)
FL +(20) +20) +(20) +20) +12) -(20) -(20)0 -Q20) -(20)
oC +(20) +(20) +(20) +(20) +(20) +(20) +(20) -R20) -(20)
OoC+M +(20) +20) +(20) +(20) +(20) +(20) -(200 -0) -(20)
OX +(20) +(20) +(20) +(20) +20) -(20) -(20) -Q0) -(20)
+ = crescimento; - = inibi¢ao

* = (niimero de pontos com crescimento ou inibigdo)
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Tabela 3. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) da mancha bacteriana para
diferentes cultivares de tomate tratadas com fungicidas e antibioticos. Avaliacdo da severidade

da doenga aos 8, 11, 14, 17 e 20 dias apds a inoculagao com Xanthomonas perforans.

Tratamento AP 529 Gisele Santa Clara
ASM 19,26A* 55,50A 12,83A
P+M 47,12 B 210,26 C 38,04 B
P 51,24 B 19441 C 5842 C
oC 84,05 C 178,40 C 66,00 D
Oxicloreto de cobre + mancozeb 58,64 B 120,72 B 51,75 C
FL 88,45 C 128,52 B 31,96 B
0X 72,59 C 131,03 B 42,00 B
TI 150,72 D 436,03 D 104,85 E
TSI** 0,0 0,0 0,0
CV% 25,46 13,15 17,04

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade
**Na testemunha sem inoculag¢ao nio foi observado sintomas da doenga.
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Tabela 4: Atividade das enzimas em folhas de tomate tratadas com os produtos quimicos e
inoculadas com Xanthomonas perforans nos tempos de coleta de 1 dia antes, 1 dia apds o
tratamento, e 1, 2, 4, 6 ¢ 8 dias apds a inoculacao. Atividade expressa em area abaixo da curva

do progresso da producao dos compostos avaliados.

-— - Enzimas----------=mmmmmmeeee -

Tratamento Peroxidase Polifenoloxidase FenAlla}lar}ma p-1,3 Protease
amonia liase  Glucanase

- Santa Clara -------==—=—=—=—meeemmmmeee -
ASM 28,18A%* 8,67A 6,47 A 312,86A 9,96A
P+M 24,12A 7,32A 6,50A 310,47A 10,45A
P 20,61B 8,40A 6,75A 229,86B 10,75A
oC 8,06D 5,34B 6,92 A 154,22C 11,64A
OC+M 8,66D 4,25B 7,16 A 154,22C 12,26A
FL 14,13C 5,25B 8,35 A 190,24C 12,46A
0X 9,59D 5,38B 8,83 A 112,06C 13,21A
TSI 11,77C 5,61B 9,13 A 144,95C 14,28A
TI 12,47C 6,30B 11,27 A 148,78C 17,69A
CV % 25,77 16,59 32,57 17,43 27,35

-——- Gisele -----
ASM 44,88 A 1595 A 6,24 A 33233 A 7,45 A
P+M 3947 A 11,62 B 7,40 A 226,57 A 6,98 A
P 42,66 A 11,91 B 731 A 27794 A 6,91 A
oC 21,38 C 9,76 C 8,97 A 15501 B 8,06 A
OC+M 22,14 C 9,14 C 9,51 A 27198 A 8,60 A
FL 31,56 B 18,06 A 6,28 A 160,37 B 7,59 A
0X 23,39 C 498 C 6,10 A 142,04 B 7,89 A
TSI 16,39 C 6,10 C 6,67 A 145,06 B 6,41 A
TI 31,09 B 14,52 A 6,59 A 25623 A 10,20 A
CV % 18,18 29,64 36,48 39,37 22,03

-— AP 529 —-em—--
ASM 3456 A 12,98 A 423 A 371,81 A 8,69 A
P+M 33,36 A 11,36 A 4,00 A 262,18 B 7,44 A
P 41,97 A 13,53 A 452 A 361,68 A 8,72 A
oC 29,20 B 8,58 B 4,16 A 272,58 B 6,80 A
OC+M 29,05 B 8,02 B 384 A 271,60 B 6,98 A
FL 28,37 B 8,63 B 3,50 A 22436 B 10,37 A
0X 26,80 B 7,86 B 227 A 258,51 B 7,17 A
TSI 24,33 B 8,98 B 474 A 22141 B 8,87 A
TI 27,80 B 8,41 B 380 A 213,06 B 6,96 A
CV % 9,48 14,75 34,78 16,40 32,97

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna no diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 5: Atividade das enzimas em folhas de tomate tratadas com os produtos quimicos e
ndo inoculadas nos tempos de coleta de 1 dia antes do tratamento e 2, 4, 5, 7 ¢ 9 dias apds o
tratamento. Atividade expressa em area abaixo da curva do progresso da producdo dos

compostos avaliados.

Tratamento 00 e Enzimas ---------------

Peroxidase  Polifenoloxidase  Fenilalanina B-1,3 Protease

Glucanase
----------------- Santa Clara
ASM 4552A° 20,60A 8,12A 263,20 A 6,85A
P 41,44A 15,57A 6,83A 286,30 A 10,40A
P+M 42, 42A 16,50A 4,68A 310,42 A 8,45A
(0),¢ 24,07B 12,67B 424A 213,68 B 7,89A
FL 28,34B 10,10B 535 A 192,90 B 7,69A
TSI 23,55 B 10,16 B 5,60 A 151,88 B 9,83A
CV% 19,18 28,83 18,80 16,02 17,89
------ Gisele e
ASM 30,00 A 7,67 A 4,51 A 121,88 A 8,29 A
P 34,75 A 7,32 A 4,72 A 128,37 A 7,44 A
P+M 32,25 A 8,40 A 495 A 106,12 A 8,72 A
(0):¢ 31,50 A 534 A 5,12 A 113,46 A 6,60 A
FL 34,00 A 425 A 543 A 109,58 A 6,98 A
TSI 33,25 A 4,66 A 633 A 7639 A 5.66 A
CV% 12,55 24,55 25,65 34,20 10,77
------ AP 529

ASM 37,12 A 12,75 A 4,63 A 23351 A 9,05 A
P 36,66 A 12,28 A 6,58 A 280,98 A 11,40 A
P+M 41,75 A 13,44 A 572 A 307,84 A 745 A
(0):¢ 32,71 B 9,98 B 6,65 A 174,06 B 6,69 A
FL 30,04 B 7,62 B 6,20 A 195,20 B 8,69 A
TSI 26,67 B 9,24 B 5,10 A 198,08 B 583 A
CV% 10,56 17,77 20,26 18,98 21,89

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Atividade enzimatica de peroxidase (Aaps470nm min™ ug'l de proteina) em folhas
de tomateiro ‘Santa Clara’ tratadas (acibenzolar-S-metil - ASM; piraclostrobina - P;
piraclostrobina + methiran - P+M), inoculadas (Xanthomonas perforans) e coletadas nos
tempos de 1 dia antes, 1 dia apds o tratamento, e 1, 2, 4, 6 e 8 dias apos a inoculacdo. TI-

testemunha inoculada; TSI-testemunha sem inoculagao.
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Figura 2. Atividade enzimatica de peroxidase (Agps470nm min™ ug'l de proteina) em folhas

de tomateiro ‘AP 529’ tratadas (acibenzolar-S-metil-ASM; piraclostrobina-P; piraclostrobina

+ methiran-P+M), inoculadas (Xanthomonas perforans) e coletadas nos tempos de 1 dia antes,

1 dia apos o tratamento, e 1, 2, 4, 6 ¢ 8 dias ap6s a inoculagdo. TI-testemunha inoculada; TSI-

testemunha sem inoculagao.
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Figura 3. Atividade enzimatica de peroxidase (Aaps 470nm min™! ug'l de proteina) em folhas
de tomateiro ‘Gisele’ tratadas (acibenzolar-S-metil-ASM; piraclostrobina-P; piraclostrobina +
methiran-P+M), inoculadas (Xanthomonas perforans) e coletadas nos tempos de 1 dia antes, 1
dia apds o tratamento, e 1, 2, 4, 6 e 8 dias apos a inoculagdo. TI-testemunha inoculada; TSI-

testemunha sem inoculagao.
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Figura 4. Atividade enzimatica de polifenoloxidase (Aaps 420nm min™! ug'l de proteina) em
folhas de tomateiro ‘Santa Clara’ tratadas (acibenzolar-S-metil-ASM; piraclostrobina-P;
piraclostrobina + methiran-P+M), inoculadas (Xanthomonas perforans) e coletadas nos
tempos de 1 dia antes, 1 dia apds o tratamento, e 1, 2, 4, 6 ¢ 8 dias apds a inoculagdo. TI-

testemunha inoculada; TSI-testemunha sem inoculagao.
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Figura 5. Atividade enzimatica de polifenoloxidase (Aaps 420nm min™! ug'l de proteina) em
folhas de tomateiro ‘AP 529’ tratadas (acibenzolar-S-metil-ASM; piraclostrobina-P;
piraclostrobina + methiran-P+M), inoculadas (Xanthomonas perforans) e coletadas nos
tempos de 1 dia antes, 1 dia apds o tratamento, e 1, 2, 4, 6 ¢ 8 dias apds a inoculagdo. TI-

testemunha inoculada; TSI-testemunha sem inoculagao.
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Figura 6. Atividade enzimatica de p-1,3 glucanase (ug glicose pg” de proteina) em folhas
de tomateiro ‘Santa Clara’ tratadas (acibenzolar-S-metil-ASM; piraclostrobina-P;
piraclostrobina + methiran-P+M), inoculadas (Xanthomonas perforans) e coletadas nos
tempos de 1 dia antes, 1 dia apds o tratamento, e 1, 2, 4, 6 e 8 dias apos a inoculacdo. TI-

testemunha inoculada; TSI-testemunha sem inoculagao.
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Figura 7. Atividade enzimatica de p-1,3 glucanase (ug glicose pg” de proteina) em folhas
de tomateiro ‘AP 529’ tratadas (acibenzolar-S-metil-ASM; piraclostrobina-P; piraclostrobina
+ methiran-P+M), inoculadas (Xanthomonas perforans) e coletadas nos tempos de 1 dia antes,

1 dia apos o tratamento, e 1, 2, 4, 6 ¢ 8 dias ap6s a inoculagdo. TI-testemunha inoculada; TSI-

testemunha sem inoculagao.
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Controle da mancha bacteriana do tomateiro e ativacio de proteinas relacionadas a

inducao de resisténcia por fungicidas e antibiético, sob condicées de campo
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Departamento de Producido Vegetal-Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP. CP 237, Botucatu,

SP, 18610-307. Autor para correspondéncia: Adriana Terumi Itako < atitako@yahoo.com.br>

RESUMO

Com o objetivo de avaliar o controle da mancha bacteriana, a produgdo de tomate e a indugao
de resisténcia pela aplicacdo de produtos quimicos, foram conduzidos dois ensaios sob
condi¢cdes de campo em anos consecutivos (2009/10 e 2010/11). Trinta dias apds o
transplantio, as plantas de tomateiro hibrido AP 529 foram pulverizadas com os produtos
quimicos: acibenzolar-S-metil (2,5 gi.a./100 L), fluazinam (25 g i.a./100 L), piraclostrobina (8
g i.a./100 L), piraclostrobina + methiran (20 g + 220 g i.a./100L), oxicloreto de cobre (150 g
1.a./100 L), oxicloreto de cobre + mancozeb (88 g + 60 g i.a./100 L) e oxitetraciclina (40 g
1.a./100 L) e posteriormente a cada 14 dias, totalizando cinco pulverizagdes durante a
conducdo da cultura. Semanalmente as plantas foram pulverizadas com clorotalonil e
inseticidas recomendados para a cultura visando o controle preventivo de doengas flingicas
foliares e pragas. Aos 40 dias ap0s o transplantio, as plantas foram inoculadas com um isolado
de Xanthomonas perforans (10’ UFC/mL). Foi calculada a area abaixo da curva de progresso
da doenga (AACPD) com as avaliagdes da doenga realizadas aos 10, 19, 29 e 36 dias apds a
inoculacdo. Todos os tratamentos diferiram da testemunha, em especial o acibenzolar-S-metil,
piraclostrobina e piraclostrobina + methiran. No primeiro ensaio os tratamentos que diferiram
da testemunha para as variaveis massa total dos frutos (Kg) e numero de frutos foram
piraclostrobina + methiran, seguida de fluazinan, oxicloreto de cobre + methiran, oxicloreto de
cobre e piraclostrobina e no segundo ensaio, para esses parametros, apenas os tratamentos com
piraclostrobina + methiran e piraclostrobina que se destacaram. Analises quimicas (°Brix, pH,
acidez total) foram feitas com os frutos colhidos nas duas safras, porém nao foram verificadas
diferencas no °Brix e acidez total, somente no pH no primeiro ensaio foi observada diferenga

entre os tratamentos com a testemunha. Em relacdo as atividades enzimadticas, no primeiro
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ensaio somente a enzima polifenoloxidase foi induzida e no segundo ensaio tanto as enzimas
polifenoloxidase e peroxidase nos tratamentos com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina e
piraclostrobina + methiran tiveram suas atividades aumentadas. Os fungicidas a base de
piraclostrobina reduziram a severidade da doenca e aumentaram a atividade de algumas
enzimas, mas sem reducdo da produtividade, mostrando serem promissoras no controle da
mancha bacteriana.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, controle quimico, produtividade, peroxidase.

ABSCTRACT

In order to evaluate the control of bacterial spot, the tomato production and the resistance
induction by application of chemicals, it was conduced two field trials in consecutive years
(2009/10 and 2010/11). Thirty days after transplanting the hybrid tomato plants (cv. AP529)
were pulverized with chemicals acibenzolar-S-methyl (2.5 g a.i./100 L), fluazinam (25 g
a.1./100 L), pyraclostrobin (8 g a.i./100 L), pyraclostrobin + methiran (20 g + 220 g a.i./100 L),
copper oxychloride (150 g a.i./100 L), copper oxychloride + mancozeb (88 g + 60 g a.i./100 L)
and oxytetracycline (40 g a.i./100 L), and then for every 14 days a total of five sprays during
the cultive. Every week the plants were sprayed with chlorothalonil and insecticides
recommended for crop aimed at the preventive control of fungal foliar diseases and pests.
Inoculation with an isolate bacterium X. perforans (10" CFU/mL) was performed 40 days after
transplanting the plants to the trial field. We calculated the area under the disease progress
curve (AUDPC) through the assessments of the disease at 10, 19, 29 and 36 days after
inoculation. All treatments differed from the control for disease severity variable, in particular
the acibenzolar-S-methyl, pyraclostrobin and pyraclostrobin + methiran. In the first trial
treatments that differed from the control for the variables of total mass of fruits (kg) and
number of fruits were pyraclostrobin + methiran, followed by fluazinam, methiran + copper
oxychloride, copper oxychloride and pyraclostrobin. For the second trial, for these parameters,
only the treatments using pyraclostrobin + methiran and pyraclostrobin which were
noteworthy. Chemical analysis (°Brix, pH, total acidity) were performed with the harvested
fruits in two seasons, but were not observed significant differences in the level of total acidity
and °Brix, only for pH in the first test, it was observed a difference between treatments when

comparated with the control. Regarding the enzymatic activities, in the first trial only
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polifenoloxidase was induced and in the second test both enzymes polyphenol oxidase and
peroxidase in the treatments with acibenzolar-S-methyl, pyraclostrobin, and pyraclostrobin +
methiran had their activities increased. The fungicides pyraclostrobin-based reduced the
disease severity and increased the activity of some enzymes, furthermore no reduction in
productivity was observed. This shows that fungicides pyraclostrobin-based are very
promising in controlling bacterial spot.

key word: Solanum lycopersicum;chemical control, yield, peroxidase.

INTRODUCAO

A mancha bacteriana ¢ considerada umas das doengas mais importantes do tomateiro
para processamento industrial, levando a reducdo da produtividade pela destruicdo da area
foliar, queda precoce de flores e frutos em formacao e queima de frutos expostos diretamente
ao sol (Gitaitis et al.,1992; Lopes e Quezado-Duval, 2005; Vale et al., 2004).

O controle quimico da mancha bacteriana tem sido feito com antibiodticos para uso em
agricultura e produtos a base de cobre (Lopes e Quezado-Soares, 2005). No entanto, varios
relatos apontam para a baixa eficiéncia dos mesmos, tendo como uma possivel causa o
aparecimento de individuos resistentes nas populacdes bacterianas (Marco e Stall, 1983;
Bouzar et al., 1999; Aguiar et al., 2000; Quezado-Duval, et al., 2003).

O éxito ou fracasso do controle quimico da bactéria pode ser em parte, atribuido a
maior ou menor eficacia dos principios ativos aplicados, aos cuidados e €épocas de tratamento
e, principalmente, a sensibilidade ou resisténcia das populacdes do patogeno aos bactericidas
comumente empregados (Stall, 1993). Independente deste fato, esses compostos continuam
sendo aplicados, juntamente com outros produtos, primeiro por falta de alternativas e,
segundo, por ainda possuirem agdo contra alguns fitopatdogenos, mesmo com eficiéncia
reduzida.

A busca por outras opcdes de controle da mancha bacteriana do tomateiro tem se
mostrado um desafio atualmente, frente a pouca disponibilidade de produtos eficazes. Entre as
novidades, podemos destacar os produtos quimicos do grupo das estrobilurinas, atualmente
registrados como fungicidas, mas que vem demonstrando capacidade de promover alteracdes
fisiologicas (Venancio, 2003) e bioquimicas nas plantas (Herms et al. 2002). Assim, o objetivo

deste trabalho foi avaliar a eficicia de controle da mancha bacteriana, a produ¢do de tomate e



62

na indugdo de enzimas relacionadas a resisténcia, pela aplicagdo de produtos quimicos em
tomateiro hibrido AP-529 para processamento industrial, em dois ensaios conduzidos em

campo durante os anos agricolas de 2009/2010 e 2010/2011.

MATERIAL E METODOS
Instalacio do experimento no campo

Foram conduzidos dois ensaios em dois anos agricolas consecutivos, durante os
meses de outubro a janeiro de 2009/10 e 2010/11. Os experimentos foram instalados em uma
propriedade localizada no municipio de Botucatu-SP (latitude: 22° 57' S, longitude 48° 22' O).
Foi utilizado o hibrido ‘AP-529’ cujas caracteristicas sdo ciclo de 110 a 120 dias, frutos do
tipo péra e massa média de 80 a 90 g. As mudas foram produzidas em bandejas de isopor
preenchidas com substrato Plantmax® e com 30 dias de idade foram transplantadas para a area
experimental.

A érea experimental total consistiu de um quadrilatero com dimensdes de 24 x 12 m,
totalizando 288 m’, dividida em 12 linhas de 24,0 m de comprimento espacadas entre si em
1,0 m. Cada parcela experimental foi representada por 3 linhas de 3,00 m de comprimento,
totalizando 9 m”. Para as avaliacdes, foi considerada a linha central da parcela com 4rea ttil de
3 m’.

As mudas de tomate foram transplantadas em espacamento de 0,3 m, sendo que em
cada parcela existiam 30 plantas no total, e foram avaliadas somente as 10 plantas centrais. O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 4 repetigoes.

A adubagdo foi realizada sete dias antes do transplantio das mudas no campo e
posteriormente em cobertura, conforme Gomes et al. (1999), e os tratos culturais foram
realizadas conforme a necessidade, dentro das indica¢des para a cultura. Foi instalado um

sistema de irrigacao por aspersao para atender as necessidades hidricas da cultura.

Tratamentos realizados na cultura do tomate

Trinta dias apos o transplantio as plantas receberam pulverizagdo com os produtos
quimicos listado na tabela 1. A aplicagdo foi realizada com um pulverizador costal de barra, de
pressdo constante, a base de CO,. Os volumes de calda utilizados variaram de acordo com o

necessario ao completo molhamento da parte area das plantas.
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Os tratamentos foram aplicados a cada 14 dias, totalizando cinco aplicagdes ao longo
do ciclo da cultura e também foi realizada pulverizagdo semanal com clorotalonil (150 g /100
L agua) e inseticidas recomendados para o controle de pragas que surgiram na cultura no
decorrer da condugao dos ensaios (Agrofit, 2008). No tratamento testemunha foi pulverizado

apenas clorotalonil e inseticidas.

Severidade da mancha bacteriana

Foi realizada a inoculacdo artificial das plantas com o isolado Tom-3051 de
Xanthomonas perforans, da cole¢do de bactérias fitopatogénicas do Laboratoério de
Bacteriologia Vegetal, Departamento de Producdo Vegetal, Faculdade de Ciéncias
Agronomicas — UNESP. A bactéria foi cultivada em 500 mL de nutriente liquido (peptona — 5
g, extrato de carne — 3 g e 1000 mL de 4gua), por 24 horas, a 28 °C, e depois deste periodo foi
diluida em na propor¢do 1:10 em 4gua destilada, com concentragdo final aproximada de 10’
UFC.mL". A inoculagio ocorreu aos 40 dias apods o transplantio, 10 dias ap6s a primeira
aplicacdo dos produtos, com auxilio de pulverizador costal manual.

A avaliagdo da severidade da doenca (terco médio da planta) foi feita através da
escala diagramatica de area foliar lesionada pela mancha bacteriana, conforme Mello et al.
(1997). As avaliagdes foram realizadas aos 10, 19, 29 e 36 dias ap6s a inoculagdo (DAI). Com
os valores de severidade obtidos foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), conforme Campbell e Madden (1990). Apos tabulacao dos dados de severidade, os
valores de AACPD foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste

de Scott-Knot a 5% de probabilidade.

Colheita e analise quimicas dos frutos

Para avaliar a produtividade do tomateiro foi realizada a colheita manual dos frutos,
determinando-se a massa total (Kg), nimero de frutos e a massa média de frutos (g) em cada
parcela. A colheita dos frutos foi realizada em duas etapas, a primeira colheita foi realizada
aos 90 dias apo6s o transplantio e a segunda colheita 105 dias apos o transplantio.

Um total de cinco frutos retirados aleatoriamente de cada parcela foi submetido a
andlises quimicas. As determinacdes de pH, acidez total tituldvel (ATT) e teor de solidos

soluveis (°Brix) foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de Frutas e Hortalicas do
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Departamento de Horticultura (UNESP-Botucatu). O teor de sdlidos soluveis totais foi
determinado utilizando-se um refratdmetro, homogeneizando-se a amostra em liquidificador e
transferindo 1 gota para o prisma do refratometro, desprezando-se particulas grandes de polpa.
Os resultados foram expressos em °Brix. O pH foi determinado, na amostra triturada,
utilizando-se um potenciometro digital. A acidez total titulavel foi determinada conforme as
normas as Normas do Instituto Adolfo Lutz (2008), utilizando hidréxido de sodio (NaOH 0,1
M). Com os indicadores de produtividade e analises quimicas foi realizado analise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade.

Atividade enzimatica de folhas tratadas e inoculadas com X. perforans

Para avaliar a atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, B-1,3-glucanase,
fenilalanina amodnia-liase, protease e conteudo protéico, amostras de folhas foram coletadas 5
dias antes da inoculagdo 6, 15 e 25 dias apds a inoculagdo. As folhas foram resfriadas em gelo
durante o transporte até o laboratério onde foram armazenadas a -20 °C.

As amostras foram homogeneizadas mecanicamente em 4 ml de tampao acetato de
sodio 100 mM (pH 5,0). O homogenato foi centrifugado a 10.000g durante 25 min a 4 °C, e o
sobrenadante obtido foi considerado como extrato enzimatico.

A atividade da enzima peroxidase foi determinada a 30 °C através do método direto
espectrofotométrico, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol a 470 nm (Lusso
e Pascholati, 1999). A atividade da peroxidase foi expressa como atividade especifica e os
resultados foram expressos em Agys 470nm min” pg” de proteina.

A atividade de polifenoloxidase foi obtida pelo método de Duangmal e Apentem
(1999). Os resultados foram expressos em Au420 nm min™' pg™ de proteina.

A enzima B-1,3 glucanase foi determinada pela quantificagao colorimétrica de glicose
liberada de laminarina, por meio do uso da hidrazida do &cido p-hidroxibenzéico (PAHBAH)
(Lever, 1972). As amostras tiveram suas absorbancias determinadas a 410 nm, contra o
tampao de extracao.

A atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada pela quantificagao
colorimétrica do acido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina (Umesha, 2006). As
leituras de absorbancia foram plotadas em curva padrdo para o acido trans-cinamico e a

atividade enzimatica expressa em pg de 4cido trans-cindmico min"'mg™ de proteina.
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A atividade da protease foi obtida de acordo com a metodologia utilizada por Fialho
(2004). A leitura da absorbancia foi efetuado a 280 nm e o resultado expresso em unidades de
absorbancia mg™' de proteina.

A quantificacdo de proteinas totais presentes nos extratos foi determinada utilizando-
se 0 método de Bradford (1976).

Com os resultados obtidos nas diferentes épocas de coleta das amostras foliares, foi
calculada a area abaixo da curva do progresso da produgdo dos compostos avaliados
(enzimas), em func¢do do tempo (coletas), conforme Soares et al.(2004), e os dados submetidos
a andlise de variancia, empregando-se o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000) e as

médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS
Severidade da mancha bacteriana e produtividade

Os resultados referentes a severidade da doenca (AACPD) obtidos no primeiro e
segundo ensaios estdo apresentados na Tabela 2. Nos dois ensaios os valores da AACPD de
todos os tratamentos diferiram da testemunha. A menor AACPD foi obtida com acibenzolar-
S-metil, seguida de fluazinan e oxicloreto de cobre + mancozeb, primeiro ensaio, enquanto
que no segundo ensaio, os menores valores da AACPD foram obtidos com os tratamentos
piraclostrobina + methiran, acibenzolar-S-metil e oxicloreto de cobre + mancozeb.

Os valores da massa total de frutos (kg), nimero de frutos e a massa média de frutos
(g) do primeiro e segundo ensaio estdo nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. No primeiro ensaio
(Tabela 3) os tratamentos que diferiram significativamente da testemunha para as varidveis
massa total dos frutos (Kg) e nimero de frutos foram piraclostrobina + methiran, seguida de
fluazinan, oxicloreto de cobre + mancozeb, oxicloreto e piraclostrobina. Ja para o segundo
ensaio (Tabela 4) os tratamentos que diferiram da testemunha foram somente os tratamentos
com piraclostrobina + methiran e piraclostrobina. Para a varidvel massa média de frutos ndo
foi observada diferenga significativa entre nenhum dos tratamentos (Tabela 4).

De maneira geral, os fungicidas a base de cobre nas concentragdes utilizadas nos dois
ensaios, apresentaram resultados satisfatorios no controle da mancha bacteriana nas
concentragdes avaliadas (Tabela 2). J4 em relagdo a massa total somente no primeiro ensaio os

produtos oxicloreto e oxicloreto + methiran, juntamente com outros produtos, diferiram
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significativamente da testemunha (Tabela 3) ndo se repetindo no segundo ensaio (Tabela 4). J&
em relagdo aos produtos a base de piraclostrobina, nos dois ensaios verificou-se efeitos
satisfatorios tanto na reducao da AACDP da mancha bacteriana (Tabela 2) como também em

um aumento na massa (kg) e numero de frutos (Tabelas 3 e 4).

Analise quimicas dos frutos

Em relacdo as analises quimicas no primeiro ensaio foi observado uma diferenga
significativa no pH nos tratamentos em relagdo a testemunha (Tabela 5). J4 em relagdao a
acidez total e °Brix ndo foram observados diferencas dos tratamentos em relacdo a testemunha,
tanto no primeiro como no segundo ensaio. Em relagdo ao °Brix, apesar de ndo ter diferido nos
tratamentos com a testemunha o °Brix obtido foi préximo ao valor médio nas industrias
brasileiras. No primeiro ensaio o maior °Brix foi 4,21 comparado com a testemunha que foi de
3,84, ja no segundo ensaio o °Brix de maior valor foi 5,33 em relacdo a testemunha na qual o

°Brix ficou em torno de 4,85.

Atividade enzimatica

Os resultados em relagdo a ativacdo das enzimas estdo apresentados na tabela 6. No
primeiro ensaio tanto a enzima peroxidase como a polifenoloxidase tiveram suas atividades
aumentadas no tratamento com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina e piraclostrobina +
methiran. No segundo ensaio somente a enzima polifenoloxidase teve sua atividade aumentada
nos tratamentos com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina e piraclostrobina+methiran. Em
nenhum dos dois ensaios as enzimas fenilalanina amonia-liase, protease e glucanase tiveram
aumento nas atividades tanto com o indutor acibenzolar-S-metil como a aplicagdo dos

fungicidas e antibidtico.

DISCUSSAO

Resultados satisfatorios utilizando a aplicacdo de acibenzolar-S-metil no controle da
mancha bacteriana foram obtidos por Silva (2002), avaliando apenas a severidade da mancha
bacteriana nas plantas tratadas, pois apresentaram em média a reducdo de 56,27 % dos
sintomas em relacao as plantas ndo tratadas. Redug¢des significativas da severidade da mancha

bacteriana do tomateiro em plantas tratadas com acibenzolar-S-metil também foram
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observadas por Inbar et al. (1998). J4 em relacdo ao potencial do acibenzolar-S-metil no
controle da mancha bacteriana correlacionando com a produtividade, Lewis et al. (2005)
obtiveram bom controle da mancha bacteriana e outras doencas em um programa de
pulverizacao foliar combinando pulverizagdes de acibenzolar-S-metil e pulverizagdes com
Tanos® em mistura com hidroxido de cobre e mancozeb em alternancia com hidroxido de
cobre misturado ao mancozeb apenas. Nesse experimento, no entanto, ndo foi detectado
diferencas significativas em produtividade, apenas na porcentagem de frutos comercializaveis.

Quezado-Duval et al. (2005) relataram que em um ensaio de tomate para
processamento industrial em campo com a cultivar AP 533, apesar de resultar em menor
AACPD, em 10 aplicagdes semanais, o acibenzolar-S-metil resultou na menor produtividade
do ensaio, nao diferindo da testemunha. Também Paradela et al. (2001), em tomate envarado,
observaram bons resultados em reduzir a severidade com o emprego do acibenzolar-S-metil
em cinco e sete aplicagdes sem agao efetiva na produtividade.

Romero et al. (2001) observaram que aplicagdes de acibenzolar-S-metil a cada duas
semanas em parcelas de pimentdo causaram reducdo em produtividade em uma das seis
variedades testadas. Louws et al. (2001) detectaram efeito positivo do acibenzolar-S-metil no
controle das bacterioses do tomateiro causadas por Xanthomonas vesicatoria e por
Pseudomonas syringae pv. tomato, em ensaios de campo. O produto proporcionou controle
igual ou superior ao de compostos ctpricos. O peso seco e o crescimento de mudas na fase de
transplantio foram, contudo, negativamente afetados. Estes resultados corroboram com os
obtidos neste trabalho, pois apesar do produto acibenzolar-S-metil reduzir a AACDP nao
refletiu em uma maior produtividade de frutos nos dois ensaios.

Portanto, a maioria dos trabalhos cientificos publicados confirmam o efeito do
indutor de resisténcia (ASM) em reduzir a incidéncia e/ou severidade das doengas, apesar de
muitas vezes haver comprometimento da produtividade das plantas (Dietrich et al., 2005,
Godard et al., 1999). Plantas que alocam seus recursos em defesa na auséncia de patogenos
podem arcar com custos que refletirdo na diminui¢do produtividade, uma vez que as alteragdes
metabolicas que levam a resisténcia possuem um custo adaptativo associado, o qual pode
pesar mais do que o beneficio (Iriti ; Faoro, 2003).

A observacao da redugdo de severidade em detrimento de um eventual aumento ou

redu¢do na produtividade ressalta a importdncia da realizagdo de ensaios de campos, em
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complementacdo aos ensaios de casa-de-vegetacdo onde sdo tomados apenas dados de
severidade (Silva, 2002).

Em relacdo a baixa produtividade, ¢ possivel afirmar que a queda na produtividade
observada foi decorrente de um menor niumero de frutos produzido por parcela, possivelmente
devido ao abortamento de flores causado pela doenga, pois além da necrose foliar, que pode
expor os frutos a escaldadura (queima pelo sol), a doenga pode provocar redugdo do tamanho
dos frutos, deprecia¢dao da sua qualidade por causa das manchas causadas pela doenga e queda
de flores e frutos (Vale et al., 2004).

Os produtos a base de cobre e antibidticos ainda estdo sendo utilizados de uma forma
rotineira em campo para controle dessa doenca. A sensibilidade ao principio ativo,
caracteristica intrinseca das estirpes do patdégeno, € fato documentado em relacdo a
antibioticos e ao cobre (Marco ; Stall, 1983; Aguiar et al., 2000; Quezado-Duval et al., 2005).
Devido a isto, sua eficiéncia tem sido variavel conforme relatado na literatura. Diferente dos
resultados obtidos neste trabalho, Maringoni et al. (1986) testaram varios fungicidas a base de
cobre e antibiodticos no controle dessa doenca em condigdes de campo. Segundo esses autores,
os fungicidas e os antibidticos nas concentracdes e intervalos de aplicagdes utilizados nos
ensaios, ndo apresentaram resultados satisfatorios no controle dessa doenga. Outros
parametros foram avaliados, tais como: numero de frutos com sintomas da doenga, nimero de
frutos com queimadura de sol e a produgdo total. Concluiram, que a pulverizagio com
fungicidas cuapricos ndo reduziram a area foliar afetada pela bactéria e nem aumentaram
significativamente a produg¢ao dos frutos.

Na cultura do pimentdo, McCarter (1992) conseguiu através de pulverizacdes
semanais de hidroxido de cobre + mancozeb, o controle satisfatorio do agente da mancha-
bacteriana em pimentdo, com incrementos em produtividade da ordem de 76%, 117% e 83%,
nas safras de 1987, 1988 e 1989, respectivamente. Carmo et al (2001), no entanto, observaram
em cinco ensaios eficiéncia varidvel do controle da mancha-bacteriana do pimentdo
(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) com oxicloreto de cobre e nenhuma relacdo, a
principio, com a selecdao de isolados sensiveis ao cobre, resultados parecidos com os obtidos
neste trabalho.

O éxito ou fracasso do controle quimico da bactéria pode ser em parte, atribuido a

maior ou menor eficacia dos principios ativos aplicados, a cuidados e épocas de tratamento e,
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principalmente, a sensibilidade ou resisténcia das populagdes do patdogeno a bactericidas
comumente empregados (Stall, 1993). Independente deste fato, esses compostos continuam
sendo aplicados, juntamente com outros produtos, primeiro por falta de alternativas e,
segundo, por ainda possuirem acao contra fitopatdogenos, mesmo com eficiéncia reduzida.

Trabalhos utilizando produtos a base de piraclostrobina foram realizados por
Nascimento (2009) na qual avaliaram varios produtos quimicos em mudas e em campo sobre a
mancha bacteriana em tomate para processamento industrial (hibrido Heinz 9992). Foi
verificado que o tratamento com methiran + piraclostrobina, mesmo nao se detectando
diferengas significativas resultou, nos dois experimentos, na segunda maior produtividade
registrada (70 tha' e 101 tha™, respectivamente).

Em relacdo a analises quimicas dos frutos, em tomate ¢ desejavel um pH inferior a
4,5 para impedir a proliferagdo de microorganismos, pois valores superiores a este requerem
periodos mais longos de esterilizagdo da matéria prima em um processamento térmico,
ocasionando maior consumo de energia e maior custo de processamento (Monteiro et al.,
2008).

Como o pH, a acidez total influencia o sabor, esse parametro ¢ avaliado por meio de
titulagdo com NaOH, sendo os resultados expressos em concentracao de acido citrico. Frutos
apresentando valores de 4cido citrico abaixo de 350 mg/100g de peso fresco requerem
aumento no tempo e na temperatura de processamento, para evitar a proliferagdo de
microrganismos nos produtos processados (Monteiro et al., 2008).

O balanco entre acidez e agucares ¢ extremamente importante do ponto de vista
sensorial porque estes compostos sdo 0s principais responsaveis pelo sabor caracteristico do
tomate. Os aglcares do tomate sdo constituidos basicamente por glicose e frutose (Gould,
1992). Quanto maior o teor de SST (°Brix) maior ¢ o rendimento quando se trata de tomate
industrial e menor gasto de energia no processo de concentragao de polpa. Em termos praticos,
para cada grau °Brix de aumento na matéria-prima ha um incremento de 20% no rendimento
industrial (Silva e Giordano, 2000). Os valores médios de °Brix na matéria-prima recebida
pelas industrias no Brasil tém sido em torno de 4,5 °Brix (Raupp et al., 2009).

O teor de solidos soluveis no fruto, além de ser uma caracteristica genética do
cultivar, ¢ influenciado pela adubagdo, temperatura e irrigacdo. J4 em tomate para

processamento industrial a doenca mancha bacteriana favorece a diminui¢do de solidos
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soluveis (°Brix) nos frutos pela exposicdo direta ao sol, provocada pela diminui¢do da area
foliar (Lopes e Quezado-Duval, 2005).

Face aos resultados obtidos em relacao as atividades enzimaticas, constata-se que o
acibenzolar-S-metil induziu a produgdo das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e estas
podem estar envolvidas na redugdo da severidade da doenca (Tabela 2), porém este gasto
energético reduziu a massa total (kg) dos frutos, fato ja discutido anteriormente.

Os produtos a base de piraclostrobina induziram as atividades das enzimas peroxidase
e polifenoloxidase e estas também podem estar envolvidas na reducao da AACPD (Tabela 2),
corroborando com os resultados obtidos por Itako et al. (2011) (dados ndo publicados) na qual
verificaram em condigdes de casa-de-vegetacdo a inducdo das enzimas peroxidase,
polifenoloxidase e 1,3 B-glucanase em trés cultivares de tomateiros pulverizados com esses
produtos. Os resultados aqui obtidos concordam parcialmente com os de Vigo-Schultz (2008),
pois foi verificado que acibenzolar-S-metil e piraclostrobina pulverizados em plantas de
feijdo-vagem propiciaram maiores niveis de polifenoloxidase, peroxidase e proteinas soltiveis
totais, sugerindo seu envolvimento nos mecanismos de inducao de resisténcia ao crestamento
bacteriano comum, causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.

A utiliza¢do de produtos a base de piraclostrobina mostra uma alternativa uma vez
que os mesmos em condi¢gdes de campo reduziram significativamente a severidade da mancha
bacteriana e isto refletiu positivamente em uma maior producdo de frutos, nas condicdes
testadas neste trabalho.

Considerando que mecanismos bioquimicos de resisténcia podem estar envolvidos
nestes resultados, os produtos que podem induzir resisténcia sem refletir em gasto energético
podem ser promissores no controle de doengas de plantas uma vez que uma planta induzida
tem um efeito protetor que pode durar desde poucos dias até por periodos mais longos (Bokshi

et al,. 2003).
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Tabela 1. Ingrediente ativo e dose dos produtos quimicos pulverizados na cultura do tomate

(hibrido AP 529) em condi¢des de campo.

Ingrediente ativo Sigla Dose para 100 L de dgua
Acibenzolar-S-metil ASM 2,5¢gi.a.

Fluazinam FL 25 gi.a.

Piraclostrobina P 8 gi.a.

Piraclostrobina + methiran P+M 20g+220 gi.a.
Oxicloreto de cobre ocC 150 gi.a.

Oxicloreto de cobre + mancozeb oC+M 88 g+ 60 gi.a.
Oxitetraciclina (0),¢ 40 gi.a.

Fonte: Agrofit (2008)
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Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) para os anos agricolas de

2009/2010 e 2010/2011 de plantas de tomateiro hibrido AP-529 inoculadas com Xanthomonas

perforans.
Tratamento o AACPD -oeoemememormemo oo
2009/2010 2010/2011
ASM 405,54 A* 383,45 A
P+M 440,18 A 366,36 A
P 44724 A 404,09 A
oC 499,28 A 40942 A
oC+M 432,79 A 386,13 A
FL 412,48 A 43591 A
0):¢ 453,71 A 431,24 A
TI 815,87 B 716,89 B
CV % 8,17 11,84

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Massa total de frutos por parcela (kg), nimero de frutos total e massa média (g) do
tomateiro hibrido AP-529 tratados com os fungicidas e antibidtico em tomateiro hibrido AP-

529 e inoculadas com Xanthomonas perforans para o ano agricola de 2009/2010.

Tratamento Massa total Numero total Massa média
(kg/parcela) (2)

ASM 6,27 B* 872 B 73,75 A
P+M 10,76 A 1447 A 74,00 A
P 8,36 A 1270 A 67,50 A
oC 9,52 A 123,7 A 77,50 A
OC+M 9,57 A 133,0 A 72,50 A
FL 10,71 A 1357 A 81,00 A
0X 5,37 B 69,5 B 78,25 A
TI 430 B 542 B 80,75 A
Ccv 27,37 25,98 10,49

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna nao diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Massa total de frutos por parcela (kg), nimero de frutos total e massa média (g) do
tomateiro hibrido AP-529 tratados com os fungicidas e antibidtico em tomateiro hibrido AP-

529 e inoculadas com Xanthomonas perforans para o ano agricola de 2010/2011.

Tratamento Massa total Numero total Massa média
(kg/parcela) (2)

ASM 12,1 B* 260,0 B 46,2 A
P+M 16,7 A 3640 A 46,3 A
P 15,7 A 341,7 A 45,5 A
oC 11,8 B 286,0 B 41,5 A
OC+M 11,1 B 237,5 B 47,2 A
FL 10,9 B 243,77 B 47,8 A
0X 10,2 B 237,7 B 42,7 A
TI 10,3 B 220,5 B 47,0 A
Ccv 24,63 24,0 11,22

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 5: Valores de pH, acidez total e sdlidos soluveis (°Brix) do tomate Hibrido AP-529

tratados com fungicidas e antibioticos e inoculados com Xanthomonas perforans.

-------------- 2009/2010 -------------- smmmmemeeme=- 2010/2011 ==--mmmmmmmem-
Tratamento °Brix pH Acidez total °Brix  pH Acidez total
(mg ac.citrico/100g) (mg ac.citrico/100g)

ASM 4,14A* 4,33A 397,05A 5,07A 4,04A 380,40A
P+M 4,14A  4,33A 366,31A 5,23A 3,92A 391,33A

P 421A 4,33A 393,27A 5,14A 4,01A 398,04A

oC 411A 434A 382,96A 5,33A° 3,90A 305,90A
oC+M 4,11A  4,29A 353,88A 5,11A 3,89A 412,85A

FL 4,15A  4,34A 381,68A 5,33A 3,67A 379,97A

(0):¢ 4,08A 4,33A 368,81A 5,10A 435A 382,53A

TI 3,84A 4,51B 338,98A 4,85A 4,58A 347,09A

CV 7,09 1,04 15,05 4,13 11,42 18,09

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna nao diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 6: Atividade expressa em area abaixo da curva do progresso da produgdo dos
compostos avaliados. Atividade das enzimas de folhas de tomate tratadas com os produtos
quimicos nos tempos de coleta de 5 dias antes da inoculagdo 6, 15 e 25 ap6s a inoculagdo com

Xanthomonas perforans.

------ Enzimas----------- ---

Tratamento Peroxidase Polifenol Fenilalanina p-1.3 Protease
Glucanase

------ ---- Primeiro ano --- —
ASM 170,71A* 56,71A 8,81A 142,76 A 23,41A
P+M 179,61A 68,19A 9,26A 137,60A 38,19A
P 179,61A 66,84A 10,15A 147,88A 48,19A
oC 125,90B 29,38B 10,32A 165,27A 27,67A
oCc+M 117,33B 31,09B 11,22A 183,4 5A 18,77A
FL 148,19B 46,33B 13,07A 191,11A 26,52A
(0):¢ 121,90B 31,56B 12,70A 213,35A 31,56A
TI 118,20B 33,89B 9,11A 220,90A 28,89A
CvV 15,71 26,93 21,86 39,40 40,13

------ ---- Segundo ano -—- -
ASM 114,90 A 33,31A 8,20A 204,56A 48,45A
P+M 110,40 A 31,37A 7,84A 193,23A 49,51A
P 114,11 A 30,63A 10,72A 144,50A 30,89A
oC 117,22 A 21,96B 10,94A 136,99A 41,63A
oCc+M 131,11 A 19,28B 8,26A 166,78A 37,99A
FL 121,88 A 21,79B 10,32A 220,22A 45,25A
0X 133,21 A 21,75B 10,15A 182,55A 34,60A
TI 130,50 A 20,89B 13,94A 145,69A 41,58A
CvV 15,19 26,71 25,5 41,50 32,43

*Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3 CONCLUSOES

Sob condi¢des de casa-de-vegetacdo nos tomateiros ‘AP 529°, ‘Gisele’
e ‘Santa Clara’ a pulveriza¢do da parte aérea com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina +
methiran, piraclostrobina, oxicloreto de cobre, oxicloreto de cobre + mancozeb, fluazinam e

oxitetraciclina, nas doses empregadas, apresentaram a¢ao no controle da mancha bacteriana;

As enzimas peroxidase, polifenoloxidase e f-1,3 glucanase
apresentaram maior ativacao nas folhas dos tomateiros ‘AP 529’ e ‘Santa Clara’ pulverizados
com acibenzolar-S-metil, piraclostrobina + methiran e piraclostrobina, sob condi¢des de casa-
de-vegetacdo; com excecao da B-1,3 glucanase para o tomateiro ‘AP 529’ pulverizado com

piraclostrobina + methiran;

Em condic¢des de campo, no tomateiro ‘AP 529’ houve maior producao
apenas das enzimas peroxidase e polifenoloxidase em plantas pulverizadas com acibenzolar-S-

metil, piraclostrobina e piraclostrobina + methiran.

A pulverizagdo de acibenzolar-S-metil no tomateiro ‘AP 529’
interferiu negativamente na produ¢do e no nimero de frutos produzidos, sob condi¢des de

campo.
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Nao houve interferéncia da pulverizagdo dos fungicidas e antibidtico
na qualidade quimica (°Brix e acidez total) dos frutos do tomateiro ‘AP-529°, somente no pH

no primeiro ensaio em campo.

Os fungicidas a base de piraclostrobina reduziram a severidade da
doenca e aumentaram a atividade de algumas enzimas sem redu¢do da produgdo, mostrando

serem promissores no controle da mancha bacteriana.
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