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RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito da aplicacao de fungicidas a base de
estrobilurinas e carboxamidas na fisiologia e producdo de frutos de tomateiro em
ambiente protegido. Foram realizados dois experimentos em Salto-SP em 2018 e
2019. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com sete
tratamentos e cinco repeticbes. Os tratamentos avaliados foram: testemunha
inoculada (aplicacdo de agua e inoculo), testemunha absoluta (aplicacdo de agua),
azoxistrobina 50 g ha™, boscalida 50 g ha™, azoxistrobina 50 g ha™ + boscalida 50 g
ha™*, piraclostrobina 100 g ha™ e piraclostrobina 100 g ha™ + boscalida 50 g ha™.
Foram realizadas oito aplicacdes dos tratamentos, quinzenalmente, a partir dos 15
dias apods o transplantio (DAT). Para verificar a eficiéncia fotossintética das plantas
foi realizada a avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a e de trocas gasosas
determinando-se a taxa de assimilacdo de CO, (A), condutancia estomatica (gs),
transpiragdo (E), concentragdo interna de carbono (Ci) e foram calculadas a
eficiéncia do uso da agua (A/E) e a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), em diferentes
datas apOs o transplantio. Foram avaliados os teores de pigmentos fotossintéticos:
clorofilas a e b e carotenoides. E também o teor de antocianinas. Foi avaliada
também a atividade das enzimas antioxidantes das plantas pela quantificacdo da
atividade das enzimas SOD, CAT e POD, antes da aplicacdo dos tratamentos e 12,
24, 96 h e 7 dias apd6s a aplicacdo dos tratamentos. Verificou-se a também a
severidade da doenca (%) e, por fim, a partir da soma das colheitas realizadas no
decorrer do ciclo, calculou-se a producédo total e comercial de frutos. A partir dos
resultados obtidos pode-se verificar que a aplicagcdo dos fungicidas testados
promoveu respostas fisiologicas positivas nas plantas de tomateiro, ativando o
sistema antioxidativo e controlando a doenca pinta preta. As aplicacdes dos
fungicidas boscalida 50 g ha™ e azoxistrobina 50 g ha™+ boscalida 50 g ha™ foram
aqueles que proporcionaram de forma significativa as maiores respostas fisiolégicas,

enzimaticas e produtivas do tomateiro em ambiente protegido.

Palavras-chave: Fotossintese. Enzimas. Tomate. Fungicidas. Producéo.






ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the application of fungicides
based on strobirulins and carboxamides on the physiology and production of tomato
fruits in a protected environment. Two experiments were carried out in Salto-SP in
2018 and 2019. The experimental design used was in randomized blocks, with seven
treatments and five repetitions. The evaluated treatments were: inoculated control
(application of water and inoculum), absolute control (application of water),
azoxystrobin 50 g ha™, boscalide 50 g ha™, azoxystrobin 50 g ha™ + boscalide 50 g
ha™*, pyraclostrobin 100 g ha™ and pyraclostrobin 100 g ha™ + boscalide 50 g ha™.
Eight treatments were applied, fortnightly, from 15 days after transplantation (DAT).
To verify the photosynthetic efficiency of the plants, the fluorescence assessment of
chlorophyll a and gas exchange was performed by determining the CO2 assimilation
rate (A), stomatal conductance (gs), transpiration (E), internal carbon concentration
(Ci) and water use efficiency (WUE) and carboxylation efficiency (A/Ci) were
calculated at different dates after transplanting. The levels of photosynthetic
pigments were evaluated: chlorophylls a and b and carotenoids. And also the
anthocyanin content. The activity of antioxidant enzymes in plants was also
evaluated by quantifying the activity of the enzymes SOD, CAT and POD, before the
application of treatments and 12, 24, 96 h and 7 days after application of treatments.
The severity of the disease was also verified (%) and, finally, from the sum of the
harvests carried out during the cycle, the total and commercial production of fruits
was calculated. From the results obtained, it can be seen that the application of the
tested fungicides promoted positive physiological responses in tomato plants,
activating the antioxidative system and controlling the black spot disease. The
applications of the fungicides boscalide 50 g ha™ and azoxystrobin 50 g ha™ +
boscalide 50 g ha™ were those that significantly provided the highest physiological,
enzymatic and productive responses of tomatoes in a protected environment.

Keywords: Photosynthesis. Enzymes. Tomato. Fungicides. Production.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), pertencente a familia Solanaceae,
originaria dos Andes, é considerado uma hortalica de relevancia econémica e social
em todo o mundo (FONTENELLE et al., 2011), sendo seu cultivo amplamente
reconhecido como poderosa fonte geradora de emprego e renda em todos os
segmentos de sua cadeia produtiva (GRIGOLLI et al., 2011). Todavia, a producéo
dessa hortalica tem custos elevados devido a alta necessidade de insumos,
irrigacoes e fertirrigagdes, monitoramento e controle semanal de pragas e doengas,
além do uso intensivo de mao-de-obra para a conducdo da cultura. Conforme dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,2017), a produgédo nacional
de tomate foi de 3.737.925 t, sendo a regido Sudeste a maior produtora com
1.799.478 t de frutos (os maiores produtores sao os estados de Sao Paulo e Minas
Gerais) e em segundo e terceiro lugar despontam as regides Centro-Oeste e

Nordeste, respectivamente.

Nas Ultimas deécadas, ocorreu crescente expansdo do cultivo e,
consequentemente, surgiram varios problemas fitossanitarios com destaques a
varias doencas causadas por fungos, sendo uma das principais a pinta preta
causada pelo patogeno Alternaria sp.. E uma doenca de ocorréncia mundial e por
ser altamente agressiva, provoca danos severos ha cultura do tomateiro
(DOMINGUES et al., 2009; SONG et al., 2011).

Entre os métodos de controle utilizados, a aplicacdo de fungicidas € a mais
frequente (FREITAS FILHO et al., 2008). Estes produtos quimicos protegem a planta
contra o ataque do patégeno (REIS et al., 2007), podendo apresentar acao protetora
ou sistémica. Entre os fungicidas sistémicos registrados para o controle da pinta
preta em tomateiro, encontram-se fungicidas dos grupos das estrobilurinas e
carboxamidas. Entretanto, estas substancias, além da acdo fungitoxica, também

podem proporcionar efeitos fisiolégicos positivos nas plantas.

Entre os principais resultados observados no uso destas moléculas destacam-
se maiores acumulos de biomassa e produtividade, incremento fotossintético,
aumento da atividade da enzima nitrato redutase, maiores teores de pigmentos
fotossintéticos e reducdo do estresse oxidativo. Este efeito na fisiologia das plantas

tem sido estudado em diferentes culturas como soja, feijdo, milho, banana, tomate,
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pepino, alface, meldo e videira (LIMA et al., 2012; CARRIJO, 2014; MANSANO,
2014; MAREK, 2016; AMARO et al., 2018;). Outros estudos também demonstram
melhoras na qualidade pds-colheita de frutos de tomate e meldo (RAMOS et al.,
2013; MACEDO et al., 2017).

Estes efeitos fisioldgicos evidenciados nestes estudos resultaram em
melhorias no crescimento, desenvolvimento e metabolismo fotossintético da planta,
culminando em maior produtividade. Além disso, estes efeitos também sé&o
observados no sistema antioxidativo da planta, podendo estimular possiveis acfes
nas respostas de defesa da planta, pois a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), como o peroxido de hidrogénio (H,0O,), tem funcdo essencial nos
mecanismos de defesa do vegetal, além de atuar como sinalizador no processo de
inducao de resisténcia (LEHMANN et al., 2015).

As aplicagbes de fungicidas formulados a base de estrobilurinas e
carboxamidas, além de controlarem doencas e proporcionarem o0s efeitos
fisiologicos ja descritos, também podem ativar respostas de defesa em plantas de
tomateiro. Isto possibilitaria maior controle do patégeno e de outros possiveis
agentes  estressores, pois a resisténcia  apresenta  sistematicidade
(HAMMERSCHMIDT et al.,, 2001). O uso destes produtos se torna importante
ferramenta para o produtor no manejo de controle de pinta preta em tomateiro, pois
controlam diretamente o fungo causador da doenca inibindo seu desenvolvimento,
mas também auxiliam na melhora do metabolismo das plantas incrementando a
produtividade, além de ativar o arsenal de defesa da planta. Esta protecdo ndo se
limita apenas as partes da planta que receberam o tratamento, mas se estende para
aquelas nao tratadas, além de agir de forma nao especifica, podendo atuar sobre

um ou varios patdégenos.

Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da aplicacéo
de carboxamidas e estrobilurinas no metabolismo e producdo de plantas de

tomateiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo do tomateiro

A regido dos Andes na América do Sul € o centro de origem do tomateiro
(Solanum lycopersicon L.), sendo o México o local de domesticacdo dessa hortalica
(ALVARENGA, 2013) com posterior difusdo pelos espanhoéis e portugueses.
Também segundo esse autor, no Brasil, a introdu¢do do tomateiro deveu-se a

imigrantes europeus no final do século XIX.

O tomateiro pertence a familia botanica Solanaceae e ao género Solanum,
cujo nome cientifico € Solanum lycopersicon, nomenclatura proposta por Linnaeus
em 1753, que inclui outras espécies conhecidas, como a batata, o tabaco, as
pimentas e a berinjela (NAIKA et al., 2006). E uma planta perene, de porte arbustivo,
cultivada anualmente. Desenvolve-se bem em diferentes latitudes, tipos de solo,
temperaturas e métodos de cultivos (ALVARENGA, 2013). Para o cultivo do
tomateiro encontram-se disponiveis cultivares ou hibridos com caracteristicas de
habito de crescimento indeterminado ou determinado, caracterizados pelos
segmentos de mesa e de industria. As cultivares de habito de crescimento
indeterminado, se destacam para a producao de frutos de mesa (consumo in natura)
e seu manejo inclue o tutoramento e podas, podendo também ser realizado o raleio
de frutos (NAIKA et al., 2006).

Quanto ao fotoperiodo as plantas se desenvolvem bem entre nove e quinze
horas de luminosidade diaria. A cultura € muito exigente em agua nas fases de
desenvolvimento e producdo. A umidade relativa do ar tem efeitos indiretos,
principalmente, no que diz respeito a multiplicacdo de fungos e bactérias
fitopatogénicas (NAIKA et al., 2006).

Frutos com melhor aparéncia visual influenciam na escolha do consumidor,
guanto ao tamanho, formato e defeitos externos (HEINE et al., 2015). A
produtividade e a qualidade p6s-colheita sdo reflexos do manejo adotado durante

todo o ciclo da cultura.
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2.2 Importéancia econémica

Mundialmente o fruto do tomateiro, o tomate, é a principal hortalica consumida
in natura em volume (HACHMANN et al., 2014). Em 2017, a produ¢cdo mundial foi de
180.301,395 toneladas, sendo a China o maior produtor (32,64%), seguida pela
india, Turquia, Estados Unidos, Egito, Ird, Italia, Espanha, México e Brasil
(FAOSTAT, 2018).

O tomateiro é a segunda solanidcea mais cultivada no mundo, sendo a
producao brasileira em 2017 de 3,8 milhdes de toneladas, em aproximadamente 65
mil hectares (IBGE, 2018), o estado de Goias € o maior produtor do pais, seguido
pelo Estado de Sao Paulo.

A producao do tomateiro ocorre em todas as regides do pais e em diferentes
épocas do ano; para melhorar a distribuicdo dessa hortalica e diminuir as perdas
pos-colheita é necessario o controle do processo de amadurecimento dos frutos de
tomateiro, aumentando seu tempo de comercializacdo. As estimativas de perdas
pos-colheita do tomateiro sdo superiores a 30%, especialmente por deterioracao

fisiol6gica, desenvolvimento de doencas e danos mecanicos (LUENGO et al., 2001).

A cultura do tomateiro possui inimeras doencas fitossanitarias, que podem
acometer a planta ao longo do ciclo, o que a torna uma hortalica de elevado nivel de
risco econdmico (ALVARENGA, 2013).

2.3 Pinta preta (Alternaria sp.)

Grande parte das doencas do tomateiro sdo controladas eficientemente a
partir de um adequado programa de manejo, integrando o uso de variedades
resistentes e a adocdo de medidas de exclusédo, erradicacdo e protecao da planta
contra agentes fitopatogénicos (KUROZAWA, 2005), sendo uma das principais
doencas a pinta preta, com ocorréncia em todas as regides onde o tomateiro é

cultivado.
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O agente etioldgico da pinta preta, os fungos da espécie de Alternaria sp., foi
descrito pela primeira vez em folhas de beterraba, em New Jersey, em 1882, e sua
patogenicidade comprovada por volta de 1896. Este agente patolégico pertence ao
grupo dos fungos da classe Deuteromicetos (VALE et al., 2000), também chamados

fungos anamorficos ou imperfeitos, pois ndo se conhece ainda seu ciclo sexuado.

O fungo se caracteriza por possuir micélio septado e ramificado. Os
conidiéforos sdo multicelulares com septos transversais e longitudinais, clavados
com uma das extremidades pontiagudas, com ou sem apéndice (KUROZAWA,
2005). A infeccao por A. solani ocorre, principalmente, em condi¢cdes de temperatura
e umidade elevadas (FILGUEIRA, 2005), com lesGes tornando-se visiveis sob
condicOes favoraveis entre 48 a 120 horas apos a inoculagdo. Segundo o mesmo
autor, se observa maior incidéncia de pinta preta a partir da quarta semana apos o
transplantio, tanto em tomateiros em sistema de cultivo rasteiro como no tutorado,

acentuando-se gradativamente em algumas cultivares.

A doenca apresenta alto potencial destrutivo, causando danos em qualquer
estadio de desenvolvimento da planta. Toda a parte aérea da planta pode
apresentar sintomas da doenca, independentemente da idade, mas ha maior
tendéncia de as lesbes aparecerem com maior frequéncia nas folhas mais velhas
(KUROZAWA, 2005). Segundo Tofoli e Domingues (2005) o aumento de
suscetibilidade a pinta preta esta associado aos tecidos maduros, sendo mais

frequente durante a fase de frutificacao.

A doenca caracteriza-se pela presenca de manchas pequenas de cor marrom
escura, circundadas ou ndo de um halo amarelado. A medida que a leséo cresce,
formam-se anéis concéntricos, bastante caracteristicos desta doenca (FREITAS
FILHO et al., 2008). Quando nédo é controlada adequadamente h&a severa destruicdo
da area foliar e, nos frutos, verifica-se podriddo deprimida, circular, préxima ao
pedunculo, coberta por mofo preto (ALVARENGA, 2013).

Devido a alta agressividade com que se desenvolve, a pinta preta provoca
perdas diretas por infectar os frutos e indiretas pela reducdo do vigor da planta,
reduzindo o crescimento devido ao decréscimo da fotossintese, pelos danos a area
fotossinteticamente ativa, além da ocorréncia da desfolha em estadios mais
avancados da doenca (ALVARENGA, 2013).
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2.4 Efeitos fisiologicos das estrobilurinas e carboxamidas

O uso de produtos com acéo fungicida apenas como agente de controle de
fitopatbgenos tem mudado. Segundo Venancio et al. (2003) o langcamento das
estrobilurinas mudou o conceito de controle de doencgas, sobretudo pelas vantagens
obtidas com a acédo destes produtos no metabolismo vegetal, promovendo efeitos
fisiolégicos positivos nas plantas.

Sao produtos de efeitos fisioldgicos aqueles que alteram a fisiologia da planta,
podendo promover aumento de produtividade e/ou qualidade na producéo final.
Cada cultura tem sua condicdo ideal para atingir o maximo em producédo e isso
depende da adubacao, qualidade de semente, qualidade e nutricdo do solo, controle
de pragas e doencas, irrigacdo, luminosidade, temperatura, etc. (RAMOS, 2013).
Estes produtos com acdo fungicida ou inseticida podem ter como resultado o
aumento da fotossintese liquida (RAMOS, 2013).

A fotossintese liquida € um indicador de produtividade (POPOV et al., 2003)
e, assim, torna-se cada vez mais importante estudar a fisiologia das plantas e uma
maneira de estuda-la € por meio das medidas de trocas gasosas. Fungicidas do
grupo das estrobilurinas atuam na inibicdo da respiracdo mitocondrial, que bloqueia
a transferéncia de elétrons entre o citocromo b e o citocromo cl, interferindo na
producdo de adenosina trifosfato-ATP e na sintese de energia do patdégeno
(KANUNGO; JOSHI, 2014; MATOS et al., 2016). Diaz-Espejo et al. (2012) sugerem
gue ha possivel evidéncia de que a inibicdo do transporte de elétrons, que somente
ocorreria a nivel mitocondrial, também possa ocorrer em cloroplastos, apos a
aplicacado de estrobilurinas em plantas, podendo ocorrer bloqueio “transitério” no
transporte de elétrons dos cloroplastos e mitocéndrias. Ocorre entdo uma pequena
alteracdo no ponto de compensacao de CO, das plantas por conta do aumento
transitorio na rota alternativa da respiracao (AOX), o que pode sobrepor a reducéo
esperada da emissdo de CO; devido a inibicdo da respiracdo mitocondrial (KOEHLE
et al., 1994). Grossmann e Retzlaff (1997) relatam que as alteracbes no ponto de

compensacgado de CO, ocasionam aumento na taxa de fotossintese liquida. Pois isso
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contribui para a absorcéo de CO,, desfavorecendo a sua liberagao pela transpiracéo,
de forma que ha aumento da capacidade fotossintética das plantas.

Em estudos visando ganhos de produtividade é importante buscar
informacdes sobre a assimilacdo de CO,, bem como a eficiéncia do uso da agua
durante essa assimilacdo e a eficiéncia de carboxilacido (BRANDAO FILHO et al.,
2003). Trabalhos realizados indicam aumento da taxa de assimilagdo de CO, de
plantas de tomateiro tratadas com boscalida (RAMOS et al., 2015), como também

em plantas de pepino ndo enxertadas (AMARO et al., 2018).

Existem também autores que relatam efeito bioquimico nas plantas a partir da
aplicacdo desses fungicidas, incremento na atividade das enzimas SOD, CAT e
POD em folhas de plantas de pepino enxertadas e submetidas a aplicacdo de
azoxistrobina, piraclostrobina e boscalida (AMARO et al., 2018), como também
aumento da acdo da enzima nitrato redutase em plantas de pepino tratadas com
boscalida (SIRTOLI et al., 2011). O aumento da atividade da enzima nitrato
redutase, por sua vez, pode melhorar o balanco hormonal da planta e, assim,
aumentar as concentracbes de IAA (acido indol-3-acético), ls-ADE (isopentenil
adenina) e IBA (acido indol-3-butirico) e reduzindo a producio de etileno (KOEHLE
et al., 1994; YPEMA; GOLD, 1999).

Outro efeito importante causado pela aplicacdo de estrobilurinas e
carboxamidas € a reducdo na producado de etileno, que retarda a senescéncia das
folhas, aumentando o periodo que a planta permanece com a fotossintese ativa,
também chamado de ‘efeito verde’ (VENANCIO et al., 2003; TOFOLI; DOMINGUES,
2007; FAGAN et al., 2010).

Ou seja, além da acédo fungicida, estas moléculas atuam de forma positiva
sobre a fisiologia das plantas, por meio de aumentos da atividade da enzima nitrato
redutase e niveis de clorofila e da reducdo da producdo de etileno. Tais efeitos
contribuem diretamente para que as plantas sofram menor estresse no campo,
assegurando maior qualidade e rendimento das colheitas. Estas moléculas
apresentam ainda, acdo residual prolongada, consideravel tenacidade e perfil
toxicoldgico favoravel (TOFOLI, 2004), além de efeitos fisiologicos positivos no
rendimento das culturas (KOEHLE et al.,, 1994). Elas proporcionam maior

produtividade, folhas mais verdes, com mais clorofila, com acdo na regulagéo
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hormonal e assimilagdo de carbono e nitrogénio pela planta (VENANCIO et al.,
2003).

2.5 Fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

As plantas realizam fotossintese durante algumas horas por dia e respiram
durante as 24 horas, consumindo consideravel parte dos compostos que produziram
durante o periodo de fotossintese (MAREK et al., 2018). Desta forma, para a
obtencdo de maior producdo de frutos em uma planta € necessario aumentar a
fotossintese liquida através do aumento da fotossintese bruta e reducdo da
respiracao (KLUGE et al., 2014).

A fotossintese liquida (fotossintese bruta menos a respiragcdo e
fotorrespiracdo) € um indicador da eficiéncia fotossintética das plantas em assimilar
o CO; e converter em compostos organicos. Os fotoassimilados constituem
aproximadamente 90% da massa seca da planta. Uma parte desses assimilados é
utilizada durante o crescimento da planta, convertendo-se em biomassa; a outra
parte € oxidada na respiracéo e serve como fonte de energia para o crescimento e

funcionamento dos processos biolégicos (POPQV et al., 2003).

A produtividade € influenciada por caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas
dos 6rgéaos fotossintetizantes, conhecidos como fonte e dos 6rgdos consumidores
dos produtos fotossintetizados, conhecidos como dreno. Toda a producdo da
biomassa depende da atividade fotossintética da fonte, mas a assimilacdo do CO, é
apenas um dos fatores que influenciam o desenvolvimento vegetal (FOYER;
GALTIER, 1996).

A fotossintese € um processo essencial a sobrevivéncia das plantas e, para
gue sejam ainda mais eficientes, elas desenvolveram varios mecanismos de
fotorresposta, como, por exemplo, a abertura dos estdmatos para absorver CO»
(KAWAI et al., 2003). Os poros estomaticos permitem a perda de vapor de agua
para a atmosfera durante a transpiracdo e a entrada de CO,, através da reducao
fotossintética do carbono (VAVASSEUR; RAGHAVENDRA, 2005).
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A abertura estomética é essencial, porém ocorre sob rigido controle, para que
ndo ocorra perda excessiva de 4gua pela planta, ou que ela fique privada de CO..
Esse controle é atingido através de refinada sensibilidade das células-guarda para
enorme quantidade de sinais ambientais e enddgenos, incluindo luz, temperatura,
umidade, CO; e quantidade de 4gua na planta (ASSMANN; SHIMAZAKI, 1999).

Para que ocorra a sintese dos compostos organicos € necessario
primeiramente a producdo de ATP e NADPH+H" formados durante o transporte de
elétrons entre o fotossistema Il (PSIl) e o fotossistema | (PSI). Justamente neste
processo, que 0s pigmentos fotossintéticos atuam eficientemente, convertendo a
energia solar em energia quimica nos centros de reacdo (YEOM et al., 2014). No
entanto, plantas quando submetidas a condicbes de estresse abiotico ou bidtico,
sofrem alteracdes no equilibrio das reacfes fotossintéticas que acabam causando
danos ao aparelho fotossintético. A planta reflete este dano por meio da
concentracdo de pigmentos ou pela maior emissdo de fluorescéncia da clorofila a
(ZIVCAK, 2013).

Assim como ocorre na avaliacdo de trocas gasosas, outra técnica nao
destrutiva importante € a avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a, permitindo a
analise qualitativa e quantitativa da absorcéo e aproveitamento da energia luminosa
pelo aparelho fotossintético, revelando em especial a ‘saude’ e eficiéncia dos
fotossistemas | e Il (KRAUSE, 1991), além de permitir avaliar a taxa de transporte de
elétrons (ETR) entre os centros de reacdo. Desta forma, fica evidenciada a eficiéncia
fotossintética, refletindo no status da planta naquele momento, identificados pelos
parametros avaliados (ZIVCAK, 2013).

2.6 Estresse oxidativo

Estresses ambientais como seca, salinidade, radiacdo ultravioleta, ozonio e
infeccbes patogénicas, temperaturas elevadas ou baixas, sdo potencialmente
prejudiciais as plantas (VAN BREUSEGEM et al., 2001). Em consequéncia destas
alteracbes bruscas do ambiente podem ser formadas as espécies reativas de
oxigénio (ERO), também conhecidas como “reactive oxygen species” (ROS). As

ERO séo formadas pelos radicais livres como o radical superoxido O°, o radical
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hidroxila °OH e por outros, que, embora ndo possuam elétrons desemparelhados,
sd0 muito reativos devido & sua instabilidade, como o oxigénio singleto (*O,) e o
peréxido de hidrogénio (H,O;). Quando essas ERO séo produzidas em excesso,
superando a acdo do sistema antioxidativo ocorre o0 estresse oxidativo
(SCANDALIOS, 2005).

Na célula, todos 0s seus componentes sdo suscetiveis a acdo das ERO,
porém, a membrana é um dos locais mais atingidos em decorréncia da peroxidacao
lipidica. A peroxidacéo lipidica € o processo através do qual as ERO, produzidas em
excesso, agridem os acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios das
membranas celulares, desintegrando-as e permitindo a entrada dessas espécies nas
estruturas intracelulares, além de alterarem a funcionalidade das membranas. Isso

tudo leva a perda da seletividade na troca ibnica e extravasamento idnico,

culminando com a morte celular (BLOKHINA et al., 2003).

Visando evitar o acumulo das ERO e minimizar seus efeitos deletérios, os
organismos aerobicos desenvolveram sistemas antioxidantes, enzimaticos e néo
enzimaticos. As defesas ndo enzimaticas incluem as vitaminas C e E, glutationa
(GSH), p-caroteno, compostos fendlicos, tocoferdis e poliaminas. JA o sistema
defensivo enzimatico, envolve superoxidos dismutases (SOD), catalases (CAT),
peroxidases (POD), glutationa peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase (APX),
glutationa redutase (GR) e glutationa S transferase (GST) (BLOKHINA et al., 2003;
SCANDALIOS, 2005). Ao lado de outros mecanismos fisiologicos, a eficiéncia do
sistema antioxidante aumenta a capacidade de tolerancia da planta, devido a

reducédo dos efeitos causados pelas ERO.

Outro alvo biologico dos radicais livres e das ERO sdo as proteinas, cuja
oxidacdo conduz a perda de fungcdo ou a degradacao prematura nos proteossomas;
os lipidios, cuja oxidacao altera as propriedades fisicas das membranas celulares e,
consequentemente, a sua funcédo; o DNA, cuja oxidacdo pode conduzir a mutacdes
génicas, a sintese proteica anormal, a alteracdo na expressao génica e a morte
celular (SORG, 2004).

No entanto, as ERO também possuem funcéo sinalizadora nas células para
0s genes de protecdo celular e participam do sistema de defesa contra infecgoes

através do efeito toxico direto ao patdégeno, formacdo de precursores de polimeros



25

de lignina e da SAR - resisténcia sistémica adquirida (RESENDE et al., 2003). Ao
lado de outros mecanismos fisioldgicos, a eficiéncia do sistema antioxidante
aumenta a capacidade de tolerdncia da planta, devido a reducdo dos efeitos
causados pelas ERO.

A enzima superoxido dismutase (SOD) atua na primeira linha de defesa
contra as ERO, dismutando o superéxido (O,") a peréxido de hidrogénio (H20,). A
enzima SOD é classificada de acordo com seus cofatores metalicos: cobre e zinco
(Cu/zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD) (GILL; TUTEJA, 2010).
Geralmente as plantas contém uma Mn-SOD localizada na matriz mitocondrial e
uma Cu/Zn-SOD citossdlica, com Fe-SOD e/ou Cu/Zn-SOD presentes no estroma do
cloroplasto (SCANDALIOS, 2005).

Os niveis intracelulares do H,O, sdo regulados por uma variedade de
enzimas, mas as mais importantes sado as catalases e peroxidases, as quais estao
localizadas em quase todas as partes das plantas (BLOKHINA et al., 2003). A
catalase € comumente encontrada nos peroxissomos e glioxissomas, podendo
também ser encontrada nas mitocondrias. Ela converte duas moléculas de H,0; a
H,0O e oxigénio molecular (DUBEY, 2011).

As catalases s@o separadas em trés classes: as catalases da classe | as
guais sao responsaveis por remover o H,O, produzido durante a fotorrespiracdo; as
catalases da classe Il, as quais participam do processo de lignificacdo e estdo
localizadas nos tecidos vasculares e as catalases da classe lll, as quais estdo
presentes nas sementes e plantas jovens e também participam da degradacdo do
H,O,, mas aquele produzido durante a degradacdo dos acidos no glioxissoma
(RESENDE et al., 2003).

As peroxidases desempenham importante papel na biossintese da parede
celular, podendo ajudar na defesa ao ataque de patégenos aumentando as barreiras
mecanicas, tornando mais lenta a penetracdo do patdgeno, estando também
envolvidas nas respostas ao estresse. Sao encontradas em diversas isoformas, que
usam diferentes redutores e estédo localizadas em diversos compartimentos celulares
(CAMPA, 1991). As peroxidases, além da sua funcdo principal na eliminacdo do

H,O,, também podem catalisar a formacdo de O,° e H,O, através da complexa
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reacdo na qual o NADH é oxidado usando tracos de H,0O,, produzido primeiramente
pela particdo ndo enzimatica de NADH (BLOKHINA et al., 2003).

A catalase (CAT), juntamente com a SOD, é considerada a mais eficiente
entre as enzimas antioxidantes. Ambas apresentam funcdo combinada, de modo
gue a CAT converte o H,0,, originado em fungéo da atividade da SOD, em H,0 e O,
(SCANDALIOS, 2005). As CAT sao as principais enzimas na eliminacdo do H,O,
gerado durante a fotorrespiragéo e a p-oxidacéo dos acidos graxos (DUBEY, 2011).

As ERO tém funcdes bioldgicas definidas quando estdo em concentracdes
fisiologicas adequadas, atuando como mensageiros e/ou sinalizadores. Porém,
como sdo moléculas altamente reativas devem ser evitadas altas concentracdes
pela planta, considerando que sua reatividade causara danos oxidativos em
proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, caracterizando o0 estresse oxidativo
(BARBOSA et al., 2014).

O uso de elicitores bidticos ou abioticos, ou a presenca de patégeno, também
pode causar estresse oxidativo a planta, levando a formacao de altas concentracdes
de ERO e a ocorréncia de peroxidacao de lipidios (KEPPLER, 1989). A peroxidacao
de lipidios também atua como precursora para a sintese de acido jasmonico, por
intermédio das enzimas lipoxigenases. O acido jasmbnico ativa a expressao de
varios genes relacionados a defesa durante as reacdes de hipersensibilidade na
planta (KEPPLER, 1989).

As ERO também sao importares sinalizadoras para inducédo de resposta da
planta ao ataque te patdégenos, durante a interacdo planta-patdgeno ocorre a
producdo de ERO, que se inicia com uma explosdo oxidativa primaria, seguida de
micro explosdes secundarias, culminando no acionamento dos mecanismos de
defesa antioxidante e atuando na sinalizacéo intracelular de respostas fisiolégicas e
biologicas. Além disso, o contato entre um eliciador e os tecidos da planta também
desencadeia a sintese destas substancias, que agem como sinais bioquimicos
(BHATTACHARJEE, 2010).

Entre as ERO, o H,O, tem papel essencial nos mecanismos de defesa da
planta, pois este agente oxidante tem efeito téxico, agindo diretamente sobre as

estruturas do patégeno, além de se acumular no sitio de infeccdo, restringindo o



27

desenvolvimento da lesdo (resposta de hipersensibilidade — HR). O H,O, também
atua como sinalizador, aumentando a atividade da enzima benzoico 2-hidrolase,
precursora na sintese do acido salicilico (hormdnio vegetal crucial na sinalizacdo da
Resisténcia Sistémica Adquirida-RSA) (LEHMANN et al., 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos: o primeiro no ano de 2018 e o segundo no
ano de 2019, ambos em ambiente protegido na Fazenda ltual, estrada Velha de
Salto — Capivari, km 07, Bairro Chapada no municipio de Salto, SP, latitude S 23’ 12”
03° e longitude W 47’ 177 13°. A altitude da regido € de 550 m e o seu clima é
classificado como Cfa, de acordo com a classificacdo de Koppen. Durante os
experimentos foram monitoradas as caracteristicas microclimaticas no interior do
ambiente: temperaturas (°C) maxima, média e minima e umidade relativa do ar (UR,

%), esses dados estéo dispostos na figura 1.

Figura 1- Dados microcliméaticos de temperatura meédia (Temp Med °C),
temperatura minima (Temp Min °C), temperatura maxima (Temp Max °C) e
umidade relativa do ar (UR %), do interior das estufas no experimento de 2018
(A) e de 2019 (B). Salto (SP).

——TMédia°C o T Maxima °C - —--—T Minima °C =~ ===---- UR %

16/ago
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Os experimentos foram conduzidos em ambiente protegido coberto com filme
de polietileno de baixa densidade de 150 yum aditivado e fechado nas laterais com
tela, o primeiro no periodo de julho a novembro de 2018 e o segundo, de marco a
agosto de 2019. Foram utilizadas mudas do hibrido de tomateiro Colt®, fornecido
pela empresa HM Clause®, tipo Saladete, de crescimento indeterminado, indicado
para semeadura e transplante em qualquer época do ano, com resisténcia ao
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ragas 1, 2 e 3; Fulvia fulva racas A,B,C,D e E;
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici; Meloidogyne arenaria; Meloidogyne
incognita; Meloidogyne javanica; Pseudomonas syringae pv. tomato; Stemphylium
solani; Tomato Mosaic Virus; Tomato Torrado Virus; Tomato Spotted Wilt Virus;
Tomato Yellow Leaf Curl Virus; Verticillium albo-atrom e Verticillium dahliae.

As mudas foram transplantadas em solo com as seguintes caracteristicas
quimicas: pH (CaCly) = 6,9; M.O (g/dm®= 35,0 ; P resina (mg/dm®)= 248; H+Al
(mmol/dm®)= 8,0 ; K (mmol/dm®= 1,9; Ca (mmol/dm®= 156; Mg (mmol./dm?= 22;
SB (mmol/dm®)= 180; CTC (mmol./dm?= 188; V(%)= 96; B (mg/dm®= 0,25; Cu
(mg/dm®= 20,2; Fe (mg/dm®= 170; Mn (mg/dm®= 32,6; Zn (mg/dm®= 30,2. De
acordo com o boletim 215 do IAC (TRANI et al., 2015) foi realizada adubacao de
base nas seguintes dosagens: N= 60 kg.ha™; P,Os= 200 kg.ha*; K,O= 150 kg.ha™;
B= 2,50 kg.ha*; Cu= 0,5 kg.ha™; Mn= 2,0 kg.ha™; Zn= 1,0 kg.ha. Ainda de acordo

com a recomendacéao do boletim, néo foi necesséria a realizacao de calagem.

O transplantio ocorreu nos dias 25 de julho de 2018 e 22 de marco de 2019,
para o primeiro e segundo experimentos, respectivamente. Foram realizados dois

experimentos com o intuito de confirmacéo dos dados obtidos no primeiro ciclo.

As plantas foram conduzidas com espacamento de 1,0 m entre linhas e 0,5 m
entre plantas, com duas plantas por m?2 que corresponderia a 20.000 plantas por
hectare. O sistema de conduc¢éo foi em haste Unica durante todo o ciclo e tutoradas
verticalmente com a utilizacdo de fitilho. A desbrota foi realizada semanalmente,
guando os brotos apresentavam entre 3-5 cm de comprimento. O controle de plantas
daninhas foi realizado manualmente e o de pragas conforme recomendado para a
cultura do tomateiro (ALVARENGA, 2013).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com sete

tratamentos e cinco blocos, sendo a parcela experimental composta por quatro
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plantas Uteis. A primeira aplicacdo dos tratamentos foi realizada aos 15 dias apds o
transplantio (DAT) e os demais quinzenalmente, totalizando oito aplicacdes. As
aplicagbes foram realizadas via foliar, na planta toda, com o uso de pulverizador
manual de CO, pressurizado, com 0,3 kgf/lcm? bico cénico aberto, utilizando-se
cortina plastica entre os tratamentos para evitar deriva. Para cada aplicacdo dos
tratamentos foi realizada a calibracdo do volume de calda, aplicando apenas agua
nas testemunhas até alcancar o ponto de escorrimento nas folhas. O volume de
calda foi crescente, usando 100 L de agua ha™ nas primeiras aplicacdes e 1.000 L
de agua ha™ nas pulverizacdes das plantas apds a poda apical.

Os tratamentos utilizados nos dois experimentos foram: T1- testemunha
inoculada (T INC); T2- testemunha absoluta (T ABS); T3- azoxistrobina 50 g.ha™ do
ingrediente ativo (i.a.) (AZO); T4- boscalida 50 g.ha™ do i.a. (BOS); T5- boscalida 50
g.ha™ do i.a. + azoxistrobina 50 g.ha™ (BOS+AZO); T6- piraclostrobina 100 g.ha™ do
i.a. (PIR); T7- boscalida 50 g.ha™ do i.a. + piraclostrobina 100 g.ha™ do i.a.
(BOS+PIR).

Para a testemunha inoculada foi aplicada agua e o isolado de Alternaria sp., e
na testemunha absoluta somente agua. Os produtos utilizados nos tratamentos
foram: Amistar® contendo 500 g.kg® do i.a. de azoxistrobina (grupo das
estrobilurinas) fabricado pela Syngenta; para boscalida (grupo das carboxamidas) o
produto Cantus® contendo 500 g.kg® do i.a. fabricado pela BASF e para
piraclostrobina (grupo das estrobilurinas) foi utilizado o produto Comet® contendo
250 g.L™ do i.a. fabricado pela BASF.

O isolado de Alternaria sp. inoculado foi obtido a partir de lesdes de folhas
de plantas de tomateiro na regido de Guarapuava/PR. Para a manutencao destes
isolados, os fungos foram cultivados em meio BDA (batata, agar, dextrose) e
incubados em BOD a 25°C (+ 2°C) em fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro, por 10 dias. Apos esse periodo, foram guardados discos destas culturas em
microtubos Eppendorf (2 mL) contendo &gua destilada esterilizada e conservados

em BOD, nas mesmas condi¢des de cultivo.

Quanto as caracteristicas avaliadas, a fluorescéncia da clorofila a e trocas
gasosas foram realizadas medi¢cbes aos 23, 50, 66, 79 e 95 DAT no Experimento Il

(2018) e aos 120 DAT no Experimento Il (2019). Foram selecionadas folhas



31

completamente expandidas no tergco médio da planta, sendo estas cobertas com
papel aluminio durante vinte minutos (para que todos o0s centros de reacgdo
estivessem abertos, com capacidade de receber elétrons) e, entéo, realizou-se as
leituras entre 8:00 e 11:00 horas da manha, utilizando equipamento com sistema
aberto de fotossintese com analisador de CO, e vapor d’agua por radiagao
infravermelha (“Infra Red Gas Analyser — IRGA”, modelo LI-6400, LI-COR), acoplado
com fluordmetro, também da empresa LI-COR. Obtendo-se assim, as seguintes
caracteristicas: fluorescéncia basal (FO) e fluorescéncia maxima (Fm), a partir dos
quais foram calculadas a fluorescéncia variavel (Fv) e rendimento quantico maximo
do PSIlI (Fv/Fm). Também foram obtidas as respostas de rendimento quantico
fotoquimico efetivo do PSII, Y(ll) e taxa de transferéncia relativa de elétrons (ETR).
Também foram medidas utilizando IRGA a taxa de assimilacdo de CO; (A, umolCO
m?s™), taxa de transpiracéo (E, mmol vapor d’agua m?s™), condutancia estomatica
(gs, mol m?s™) e concentracéo interna de CO- na folha (Ci, pmolCO, mol™ar), além
da eficiéncia do uso da agua (EUA, pmolCO, (mmol H,O™) determinada através da
relacéo entre assimilacdo de CO; e taxa de transpiracdo e a eficiéncia instantanea
de carboxilacao (A/Ci) determinada através da relacéo entre taxa de assimilacédo de

CO; e concentracao interna de CO; na folha.

A partir da segunda aplicacdo dos fungicidas no Experimento Il em 2019,
foram coletadas amostras de folhas para as analises bioquimicas antes da aplicacéo
dos tratamentos (0 horas), 12, 24, 96 horas e 7 dias apds aplicacdo. Todas as
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -
70°C do laboratério de Fisiologia Vegetal do Departamento de Botanica, do Instituto
de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu,
Botucatu (SP).

A extracdo enzimatica foi realizada segundo metodologia proposta por Kar e
Mishra (1976). Foram utilizadas 300 mg de folhas frescas congeladas, as quais
foram colocaas em almofariz e trituradas em nitrogénio liquido. Em seguida,
homogeneizou-se o material vegetal em 4mL de tampao fosfato de potassio (0,1M,
pH 6,8) gelado que foi centrifugado a 10000 x g por 10 minutos a 4°C. O extrato
obtido foi separado em microtubos e armazenado a -20°C para posterior

determinacao.
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A quantificacdo das proteinas totais no extrato foi determinada de acordo com
metodologia proposta por Bradford (1976). O sistema de reacdo foi composto por
100 pL de extrato enzimatico e 5000 pL de reativo de Bradford. A reacdo foi
conduzida a temperatura ambiente por 15 minutos e a leitura de absorbéncia foi
realizada em espectrofotbmetro a 595 nm. Foi utilizada solucdo de caseina para
confecc¢ao da curva padréao.

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com
metodologia proposta por Beauchamp e Fridovich (1971). O sistema de reacéo foi
preparado ao abrigo da luz e foi composto por 50 pL de extrato enziméatico e 2950 pL
de solucéo tampéo fosfato de potassio (50 mmol L™, pH 7,8) + metionina (13 mmol
L™) + cloreto de azul de p-nitrotetrazélio (NBT, 75 pmol L™) + riboflavina (2 pmol L™)
+ EDTA (100 nmol L™, totalizando um volume final de 3000 pL. A reac&o foi
conduzida a temperatura ambiente sob iluminagdo por 5 minutos. A inibicdo na
reducdo fotoquimica do NBT foi avaliada em espectrofotdometro a 560 nm. Na
presenca de luz, o NBT € convertido em formazan por acdo dos radicais superoxido
(O2™*), que séo o substrato da SOD. Desta forma, quanto maior a absorbancia, maior
a concentracdo de formazan, o que refere maior concentracdo de radicais O;*,
indicando menor atividade da SOD em elimina-los. Uma unidade de SOD (U) é
definida como a quantidade de enzima necesséaria para inibir, em 50%, a
fotorreducdo do NBT. A atividade especifica da enzima foi expressa em U mg™ de

proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com metodologia
proposta por Peixoto et al. (1999). O sistema de reacao foi composto por 100 pL de
extrato enziméatico e 1900 pL de solucdo tamp&o fosfato de potassio (50 mmol L™,
pH 7,0) suplementado com perdxido de hidrogénio (H,O,, 12,5 mmol L), totalizando
um volume final de 2000 pL. A reac¢do foi conduzida a temperatura ambiente por 80
segundos. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotbmetro a 240
nm aos 0 e 80 segundos, a fim de verificar o quanto ocorreu de decréscimo na
absorbancia. Para calcular a atividade especifica da enzima foi utlizado o
coeficiente de extingdo molar do H.0; (39,4mmol L™ cm™) e a atividade foi expressa

em nmol de H,O, consumido min™ mg™ proteina.
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A atividade da peroxidase (POD) foi determinada de acordo com metodologia
proposta por Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacao foi composto por 30 pL de
extrato enzimatico, 500 pL de tampao fosfato de potassio (50 mmol L, pH 6,5), 250
uL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol 20 mmol L™) e 220 L de peréxido de hidrogénio
(H20,) 5 mmol L™, totalizando um volume final de 1000 L. A reacéo foi conduzida &
temperatura ambiente por 5 minutos. A formag&o de purpurogalina foi medida em
espectrofotometro a 430 nm. Para calcular a atividade especifica da enzima foi
utilizado o seu coeficiente de extingdo molar (2,5 mmol L™ cm™) e a atividade foi

expressa em pumol de purpurogalina min™ mg™ de proteina.

A peroxidagéo lipidica (MDA) foi determinada de acordo com técnica descrita
por Rama Devi e Prasad (1998), apés a 5% 6% e 72 aplicacéo dos tratamentos a O,
12, 24, 96 horas e 7 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos. Foram utilizadas 200 a
400 mg de folhas frescas congeladas, as quais foram colocadas em almofariz e
trituradas em nitrogénio liquido. Em seguida, homogeneizou-se o material vegetal
em 5 mL de solugcdo contendo acido tiobarbitirico (TBA) 0,25% e &cido
tricloroacético (TCA) a 10%. A solucéo extraida foi incubada em banho-maria a 90°C
por 60 minutos. Apos o resfriamento, a solucéo foi centrifugada a 10000 x g por 15
minutos, a temperatura ambiente (25°C). Em seguida, o sobrenadante coletado de
cada amostra foi submetido a leituras de absorbancia em espectrofotémetro a 560 e
600 nm. Para os calculos, utlizou-se o coeficiente de extincdo molar do

malondialdeido (155 mmol L™*.cm™).

Para a quantificacdo dos teores de clorofilas a e b, carotenoides e
antocianinas foram realizadas quatro coletas de folhas no Experimento Il (2019),
aos 30, 60, 90 e 120 DAT, estas foram embrulhadas em papel aluminio e
congeladas em nitrogénio liquido. A metodologia foi a descrita por Sims e Gamon
(2002) em almofariz com 0,030 g de folhas frescas congeladas, as quais foram
trituradas em nitrogénio liquido. Esse material foi homogeneizado em 3 mL de
solucdo de acetona/tampéo Tris-HCI (80:20, v/v, pH 7,8, 0,2M). A suspenséao
resultante foi transferida para tubos Falcon 50 (capacidade de 15 mL) e mantida em
freezer a -20°C por 1 hora. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000 x
g durante 5 minutos a 4°C. Para as leituras de absorbancia no espectrofotdmetro

foram utilizados 1000 pL do sobrenadante utilizando-se 663 nm (Aeesz), 647 nm
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(Asa7), 537 nm (Aszo) € 470 nm (As70). A concentragao de cada um dos pigmentos foi

determinada pelas seguintes formulas:

e Clorofila a (ug.mL™) = 12,21 Asss — 2,81 Asss

e Clorofila b (ug.mL™) = 20,13 Aess — 5,03 Asgs3

e Carotenoides (ng.mL™) = (1000. A47o — Clorofila a. 2,86) / 245
e Antocianinas (ug.mL™) = Ass7 — 0,24 Ages

Os teores de clorofilas a e b, carotenoides e antocianinas foram expressos em
1g.100g de massa fresca™.

A colheita dos frutos do primeiro experimento (2018) iniciou-se em 21 de
outubro e em 18 de junho para o segundo experimento (2019), sendo colhidas cinco
raquis para ambos os experimentos. Os frutos colhidos foram classificados de
acordo com de acordo com as Normas de Classificagdo do Tomate
(CQH/CEAGESP, 2003) e posteriormente pesados, dessa maneira computou-se a
producdo total e comercial em kg.m™?, através da soma das massas dos frutos de

todas as raquis colhidas.

Avaliou-se também a severidade da doenca (%) a partir do surgimento dos
primeiros sintomas, que ocorreu cinco dias apos a inoculacdo. As avaliacfes foram
realizadas em cinco foliolos previamente identificados, em 10 plantas por
tratamento, por trés avaliadores, em intervalos de 7 dias. Foram realizadas 8
avaliacbes de severidade, nos dois experimentos. Para a avaliacdo dessa

caracteristica foi utilizada a escala diagramatica de Azevedo (1997) (Figura 2):

Figura 2- Escala diagramatica para avaliacdo de Alternaria solani em tomateiro

expressa em proporc¢éao de area foliar lesionada

adpdy
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Para a analise estatistica os dados foram previamente submetidos ao teste de
homogeneidade de Anderson Darling pelo programa Minitab; verificada a
normalidade dos dados procedeu-se a andlise de variancia (teste F), sendo as
médias comparadas pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade, utilizando o
programa AGROESTAT®. Para as variaveis analisadas ao longo do tempo e que
apresentaram efeito significativo para os tratamentos aplicados foram construidos
gréficos através do programa SIGMAPLOT versao 12.5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as avaliacbes da fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas,
realizadas aos 23, 50, 66, 79 e 95 DAT no experimento de 2018 (tabela 1) foram
observadas diferencas significativas para algumas variaveis. Na primeira avaliacéo,
aos 23 DAT, foi observada diferenca significativa (p<0,05) para taxa de assimilacéo
de CO; (A, pmol m?2.s™), transpiracdo (E, mmol m? s™) e eficiéncia no uso da agua
(EUA, pmolCOz.mmol H,O ). O mesmo foi observado, aos 50 DAT, para EUA e
taxa aparente de transporte de elétrons (ETR). A andlise aos 79 DAT demonstrou
efeito para A, condutancia estomatica (gs, mol m?.s™), E, eficiéncia de carboxilacdo
(A/Ci) e ETR. Aos 95 dias DAT, as variaveis eficiéncia quantica da antena (Fv'/Fm’),
coeficiente de extincdo fotoquimico (gP), coeficiente de extingdo nao-fotoquimico
(QNP) e taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) e A, gs, E, A/Ci,

apresentaram diferencas significativas.
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Tabela 1- Andlise de variancia da fluorescéncia da clorofila a e de trocas
gasosas de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicacdo de fungicidas,
em diferentes periodos de avaliacdo, Salto-SP (2018). Fv/Fm- eficiéncia
guéantica potencial do Fotossistema II; Fv’/Fm’- eficiéncia quantica da antena;
gP- coeficiente de extincdo fotoquimico; gNP- coeficiente de extingdo nao-
fotoquimico; ETR- taxa aparente de transporte de elétrons; A- taxa de
assimilacdo de CO,; gs- condutancia estomatica; Ci- concentracdo interna de
CO,. E- transpiracdo; EUA- eficiéncia do uso da agua e A/Ci- eficiéncia de
carboxilagéo.

FV F

FviIFm Fv/Fm' (P gNP ETR A Os Ci E EUA A/Ci

23 DAT

Trats 0,73™ 2,08™ 1,72™ 0,68™ 1,47™ 152 050™ 26™ 3,07 20,3 2,76™
bloco 0,75™ 155™ 203™ 049™ 1,28™ 0,76 10™ 04™ 7,22%  76%* 027"

CV (%) 4,01 3,27 1569 866 17,24 10,11 14,86 6,24 9,85 8,46 22,15

50 DAT

Trats 0,26™ 0,76™ 6,30~ 0,83™ 6,77 2,00™ 051" 17" 1,57™ 32% 201"
bloco 0,12™ 0,97™ 13,0~ 1,32™ o0,87™ 046™ 041" 16™ 1,59™ 2,77 199"

CV (%) 1,78 3,49 9,65 9,09 8,04 10,73 10,03 3,59 8,32 16,02 15,06

66 DAT

Trats 0,99™ 1,80™ 0,30™ 1,34™ 0,71™ 158™ 1,64™ 04™ 1,33™ 06" 0,38™
bloco 052™ 2,11™ o0,78™ 0,71™ 134™ 069™ 063" 19™ 1,93™ 05" 010"

CV (%) 3,45 3,18 11,89 10,74 10,70 12,10 12,05 4,58 10,98 10,55 18,38

79 DAT

Trats 0,29™ 1,53™ 154™ 128™ 42,1 18,6%* 249 14™ 6,51 0,7™  11,7=
bloco 0,32™ 083™ 1,41™ 062™ 1,36™ 01" 051™ 05™ 0,71™ 0,7™ 0,60™

CV (%) 232 7,28 16,87 10,89 9,73 18,44 17,35 11,49 22,88 26,26 24,44

95 DAT

Trats 0,82™ 6,13* 7,9* 10,7* 126* 24,7* 123 21™ 15,4* 25" 37 3%
bloco 2,22™ 1,08™ 1,70 0,13™ 1,27™ 1,28™ 0,40™ 06™ 0,74™ 1,8™ 1,93™

CV (%) 1,83 8,04 17,98 7,27 16,98 23,05 24,02 9,08 21,04 19,23 18,94

" nao significativo, ** significativo a 5% de probabilidade.

Como forma de complementar os dados de fluorescéncia da clorofila a e
trocas gasosas, avaliados nos anos de 2018, no segundo experimento em 2019, na

mesma localidade, realizou-se a avaliagdao aos 120 DAT (tabela 2) onde houve
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diferenca significativa para: Fv/Fm, Fv/Fm’, qP, gNP, ETR e A, gs, E, EUA e A/Ci. De
maneira geral, as avaliacfes feitas com mais tempo de cultivo e, consequentemente,
maior numero de aplicagdes, resultaram no aumento de variaveis da fluorescéncia e

trocas gasosas que responderam as aplicacdes dos fungicidas testados.

Tabela 2- Andlise de variancia de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicacdo de fungicidas aos 120
DAT, Salto-SP (2019). Fv/Fm- eficiéncia quantica potencial do Fotossitema lI;
Fv’/Fm’- eficiéncia quantica da antena; gP- coeficiente de extingcéao
fotoquimico; qNP- coeficiente de extin¢cdo ndo-fotoquimico; ETR- taxa aparente
de transporte de elétrons; A- taxa de assimilacdo de CO,; gs- condutancia
estomatica; Ci- concentracdo interna de CO,. E- transpiracédo; EUA- eficiéncia
do uso da dgua e A/Ci- eficiéncia de carboxilagéo.

E
Fv/IFm FvFFm'  gP gNP  ETR A Os Ci E EUA A/Ci

FV

120 DAT

Trats 4,45 557% 384 B 16 3,97 10,8 32,7% 2,10™ 7,73* 7,05% 10,7*
bloco 0,73™ 1,66™ 0,71"™ 0,67™ 0,23™ 1,12"™ 1,42™ 0,3™ 1,20™ 0,60™ 0,09"™

CV (%) 189 497 11,29 15,65 2501 16,44 19,57 14,05 25,50 12,58 18,89

" n&o significativo, ** significativo a 5% de probabilidade.

Para as avaliacOes aos 23 e 79 DAT (Tabela 3), os maiores valores de taxa
de assimilacédo de CO; (A) foram observados nas plantas da testemunha inoculada e
naguelas em que foram aplicadas BOS, AZO+BOS e PIR aos 23 DAT. Embora as
plantas tratadas com os fungicidas tenham apresentado menores indices de
severidade da doenca (Figura 4), aos 23 DAT, a quantidade e numero de
aplicacdes, ainda nédo foi suficiente para promover os efeitos fisiolégicos nas plantas
de tomateiro, sendo 0 mesmo observado para os valores médios de A aos 79 DAT.
Tanto para avaliacdo de fluorescéncia e pigmentos fotossintéticos clorofilas a e b
(Figura 3) ndo foi observado efeito significativo aos 23 e 30 DAT, respectivamente.
Incrementos nos teores de clorofilas elevam o processo fotoquimico da fotossintese
(BAKER; ROSENQVIST, 2004). O aumento nos teores de clorofilas a e b resulta em
maior absorcdo da luz, a qual ocorre nos PSI e PSIl, que sédo constituidos de

pigmentos fotossintéticos (clorofila a e b, e carotenoides) (CASIERRA-POSADA,



39

PENA-OLMOS, 2015). Dessa maneira, para essa avaliacéo os fungicidas aplicados
ndo foram eficientes na sintese de pigmentos fotossintéticos que elevariam valores

de Fv/Fm e FV'/Fm’, quando comprados as testemunhas.
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Tabela 3- Valores médios de taxa de assimilacdo de CO; (A- umol m?s™);
condutancia estomatica (gs- mol m2.s™), taxa de transpiracdo (E- mmol m 2.s™),
eficiencia do uso da agua (EUA- pmolCO, (mmol.H,0™?), eficiéncia de
carboxilacao (A/Ci), coeficiente de extingdo fotoquimico (gqP) e taxa aparente
de transporte de elétrons (ETR) de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a
aplicacdo de fungicidas de efeito fisiolégico aos 23, 50 e 79 DAT, Salto-SP
(2018).

23 DAT
Tratamentos A E EUA
TINC 22,78 a 7,38 a 3,09a
T ABS 16,50 b 7,38 a 2,24 c
AZO 15,51 b 586 b 2,67b
BOS 20,58 a 6,02 b 345a
BOS+AZO 23,95 a 6,07 b 3,27 a
PIR 22,60 a 6,17 b 3,68 a
BOS+PIR 12,53 b 6,35 b 197 c
50 DAT
Tratamentos aP ETR EUA
TINC 0,30 b 110,44 b 2,18 b
T ABS 0,38 b 119,92 b 2,83 b
AZO 0,36 b 116,66 b 2,78 b
BOS 0,34 b 107,45 b 2,48 b
BOS+AZO 0,41 a 131,08 a 3,44 a
PIR 0,44 a 145,85 a 3,43 a
BOS+PIR 0,45a 141,61 a 3,50 a
79 DAT
Tratamentos ETR A Os E ACI
TINC 122,87 a 15,09 a 0,31a 6,85 a 0,055 a
T ABS 114,04 a 15,01 a 0,27 a 7,67 a 0,053 a
AZO 63,25 b 1,19 b 0,01c 3,02b 0,003 b
BOS 62,35 b 3,79 b 0,05c¢c 3,01b 0,019b
BOS+AZO 141,23 a 19,41 a 0,36 a 8,37 a 0,079 a
PIR 128,57 a 14,93 a 0,18b 5,69 a 0,059 a
BOS+PIR 57,82 b 550 b 0,06 c 2,04 b 0,022 b

Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna dentro de cada periodo de avaliacdo, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade. T INC- testemunha inoculada; T ABS-
testemunha absoluta; AZO- azoxistrobina; BOS- boscalida; BOS+AZO- boscalida+azoxistrobina; PIR-
piraclostrobina; BOS+PIR- boscalida+piraclostrobina.
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Na avaliacdo realizada aos 95 DAT (Tabela 4), o efeito benéfico na fisiologia
das plantas submetidas a aplicacdo de fungicidas foi observada em virtude do maior
namero de variaveis de fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas que

apresentaram efeito significativo.

Para FV/Fm’, observou-se maiores valores para as plantas tratadas com
BOS, BOS+AZO e PIR, 0,554, 0,506 e 0,497 , respectivamente. As plantas tratadas
com BOS, despontaram com maiores valores dessa eficiéncia, possivelmente, ao
fato de apresentarem também maiores valores de clorofila b aos 60 DAT e também
aos 90 DAT, esse ultimo sem diferir estatisticamente dos demais. Para Sousa et al.
(2015) o efeito n&o significativo observado para Fv/Fm e FV'/Fm’' pode ser devido a
estabilidade nos teores de clorofila e carotenoides, dessa maneira, quando ocorre a
sintese ou a ndo degradacdo desses pigmentos pode ocorrer gerar também uma
maior captura de energia luminosa que é utilizada nas reag¢des fotossintéticas, como

observado nas plantas tratadas com BOS aos 95 DAT.

Tabela 4- Valores médios de eficiéncia quantica da antena (Fv'/Fm'), coeficiente
de extingdo fotoquimico (qP) e taxa aparente de transporte de elétrons (ETR),
taxa de assimilacédo de CO; (A- pmol m?.s™); condutancia estomaética (gs- mol
m?.s™), taxa de transpiracdo (E- mmol m 2s™), e eficiéncia de carboxilacéo
(A/Ci) em plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicacédo de fungicidas de
efeito fisiolégico aos 95 DAT, Salto-SP (2018).

95 DAT (2018)

Tratamentos  fFy'/Fm' qP gNP ETR A Os E A/Ci
TINC 0,446b 0,149b 1,93a 39,88b 1,84c 0034b 095c 0,0064c
T ABS 0,445b 0,175b 1,94a 47,14b 153c 0022b 08lc 0,0062c
AZO 0,448b 0,183b 2,0l1a 61,49b 6,09b 0076b 233c 0,0250b
BOS 0,554a 0,156b 1,37c 53,18b 7,65b 0,170a 4,80a 0,0260b
BOS+AZO 0,506a 0,270a 1,69b 84,09a 908a 0,138a 3,15b 0,0345a
PIR 0,497a 0,280a 1,72b 84,84a 1040a 0,225a 5,28a 0,0356a

BOS+PIR 0,387b 0,140b 2,12a 34,30b 165c 0,025b 0,88c  0,0061c

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott
Knott a 5% de probabilidade. T INC- testemunha inoculada; T ABS- testemunha absoluta; AZO- azoxistrobina;
BOS- boscalida; BOS+AZO- boscalida+azoxistrobina; PIR- piraclostrobina; BOS+PIR- boscalida+piraclostrobina.

A andlise de fluorescéncia da clorofila a é capaz de descrever o estado

fisiologico da planta quanto a dissipacdo de energia através do transporte de
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elétrons, além de relacionar estresses e o0s danos causados no aparato
fotossintético das plantas através dos resultados dessa avaliacao.

A luz solar ao incidir sobre as plantas € absorvida pelas clorofilas que se
tornam instaveis, isto €, excitadas, pois saem de seu estado basal para um estado
de estimulo. No entanto, para manter a homeostase do metabolismo fotossintético
as clorofilas precisam retornar ao estado basal, mas para isso € necessario que a
energia absorvida seja dissipada (TAIZ; ZEIGER, 2013). A dissipa¢cao dessa energia
pelas plantas pode ser fotoquimica ou fluorescéncia ou calor; em plantas sem
indices de estresses a energia € direcionada para a fotossintese, ocorrendo, dessa
forma, incrementos na eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (PSII, menor
Fv/Fm), coeficiente de extingdo fotoquimica (gP) e taxa de transporte de elétrons
(ETR).

O estresse causado pela incidéncia de Altenaria sp. na fisiologia das plantas
testemunha inoculada e absoluta pode ser observado a partir das variaveis Fv/Fm’,
gP, gNP e ETR (tabela 4). De maneira geral, esses tratamentos apresentaram
menores valores para eficiéncia da captura de elétrons pelos centros de reacdo do
PSII, coeficiente de extin¢do fotoquimica e taxa aparente de transporte de elétrons e
maiores valores para coeficiente de extingdo nao-fotoquimico. A energia luminosa
interceptada por essas plantas foi dissipada na forma nao-fotoquimica e nao foi
convertida em produtos fotossintéticos. Essas perdas podem ter sido causadas
pelos danos causados nas folhas das plantas com incidéncia da doenca, pois as
espécies do género Alternaria sdo produtoras de toxinas prolificas, que facilitam a
sua vida necrotrofica, provocando a morte da célula, causando danos ao tecido
vegetal (LAWRENCE et al., 2008).

J& as plantas tratadas com AZO+BOS e PIR apresentaram valores superiores
de gP e ETR, quando comparadas as demais plantas dos outros tratamentos. Isso
indica que as plantas desses tratamentos utilizaram a energia incidente e
aumentaram o transporte de elétrons entre os fotossistemas Il e I; assim, é possivel
afirmar que nessas plantas ocorreu também maior formagdo de ATP e NADPH+H"
utilizados para fixacdo de CO, atmosférico.

Quanto as trocas gasosas, 0 aumento na assimilacdo de CO; das plantas
tratadas com AZO+BOS e PIR pode estar relacionada com a maior abertura
estomatica (gs) também observada nesses tratamentos sem, contudo, diferirem da

aplicacao isolada de BOS. Contudo, as aplicagbes dos tratamentos AZO+BOS e PIR
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possibilitaram a planta maior difusdo de CO, para a camara subestomatica e esse,
posteriormente, foi utilizado na assimilacdo de CO,. A abertura estomética esta
relacionada ao controle da perda de agua pela planta, que reflete na assimilacéo de
CO, e manutencdo da taxa fotossintética (TAIZ; ZEIGER, 2013), razao pela qual, os
tratamentos testemunha inoculada e absoluta apresentaram menores valores de A
pois reduziram de forma acentuada a conduténcia estomatica das plantas.
Analisando a transpiracdo (E) aos 95 DAT (Tabela 4) é possivel observar
maiores valores para os tratamentos BOS e PIR aplicados de forma isolada,
podendo o aumento da transpiracdo resultar em menor eficiéncia no uso da agua,
entretanto, para essa variavel ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos. Enquanto que, a eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) foi superior nos

tratamentos AZO+BOS e PIR, onde a maior eficiéncia de carboxilacdo observada

nestes tratamentos reflete o eficiente funcionamento da enzima ribulose 1,5-bifosfato
carboxilase (Rubisco), enzima essencial na reducdo do CO; no processo
fotossintético, relacionado com a maior abertura estomatica e dos altos valores de
assimilacao de COa,.

Como forma complementar foi realizada a analise da fluorescéncia da clorofila
a e trocas gasosas aos 120 DAT no experimento conduzido em 2019 (Tabela 5).
Para as variaveis de fluorescéncia observa-se o mesmo comportamento das plantas
da testemunha inoculada aos 95 DAT em 2018, maior valor de gNP quando
comparado aos demais tratamentos, evidenciando que o avanco da doenca
promove estresse na planta e que os fungicidas, além de controlarem esse estresse,
promovem incrementos na fisiologia das plantas tratadas.

Para essa data de avaliacdo o tratamento que se destacou dos demais foi a
aplicacdo de BOS com maiores valores de A, gs e A/Ci. A aplicacédo de boscalida em
plantas de tomateiro cv. Giuliana também aumentou a taxa de assimilacdo de CO,
(RAMOS et al., 2015), entretanto, reduziu também a condutancia estomatica e
transpiracdo das plantas, incrementando a eficiéncia no uso da agua, diferente do
observado no presente trabalho. Mesmo com baixa eficiéncia no uso da agua,
provocada pelo aumento da transpiracdo, as plantas tratadas com boscalida
apresentaram alta eficiéncia de carboxilagdo, evidenciando a atividade da enzima
ribulose 1,5-bifosfato carboxilase (Rubisco), essencial para fixacdo de COy, 0 que

refletira na produtividade das plantas.



44

Tabela 5- Valores médios de eficiéncia quantica potencial do Fotossistema Il
(Fv/Fm), eficiéncia quantica da antena (Fv'/Fm'), coeficiente de extingdo
fotoquimico (qP), coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (qNP), taxa aparente
de transporte de elétrons (ETR), taxa de assimilacédo de CO; (A- pmol m?.s™);
condutancia estomatica (gs- mol m2.s™), taxa de transpiracdo (E- mmol m 2.s™),
eficiéncia do uso da agua (EUA- umolCO, (mmol H,0)?!) e eficiéncia de
carboxilacdo (A/Ci) de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicacdo de
fungicidas de efeito fisioldgico aos 120 DAT, Salto-SP (2019).

120 DAT (2019)

Tratamentos  Fy/Fm  Fv/Fm' gP gNP  ETR A s E EUA A

TINC 0,977a 0,513b 0,202a 1,83a 63,29a 825 b 0,069c 1,38b 6,07a 0,035b
T ABS 0,969b 0,602a 0,139b 1,18b 50,28a 936 b (0141b 4,43a 242b 0,033b

AZO 0,979a 0/5%a 0,128b 1,12b 47,05a 8,78 b 0,161b 3,43a 2,77b 0,028c
BOS 0,971b 0,548b 0,205a 1,34b 66,74a 12,71a 0,338a 5,06a 256b 0,045a
BOS+AZO 0,967b 0581a 0,076b 131b 27,06b 4,12 ¢ 0,059c 165b 245b 0,013d
PIR 0,971b 0,604a 0,091b 1,10b 33,76b 7,72 b 0,107b 34l1a 226b 0,023c

BOS+PIR 0,965b 0,631a 0,138b 106b 53,76a 763 b 0,134b 2,40b 3,31b 0,022c

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna, nédo se diferem significativamente entre si pelo
teste Scott Knott a 5% de probabilidade. T INC- testemunha inoculada; T ABS- testemunha absoluta;
AZO- azoxistrobina; BOS- boscalida; BOS+AZO- boscalida+azoxistrobina; PIR- piraclostrobina;
BOS+PIR- boscalida+piraclostrobina.

Os parametros Fv/Fm e gNP possuem uma correlacdo com as alteracdes
fisioloégicas causadas nas plantas por estresses bidticos ou abiéticos (MAXWELL E
JOHNSON, 2000). Essas duas variaveis foram utilizadas para prever a severidade
de Hemileia vastatrix em folhas de cafeeiro, antes dos sintomas visuais
(HONORATO JUNIOR et al., 2015). Na avaliacdo aos 120 DAT nao foi possivel
observar diminuicdo no Fv/Fm das plantas de tomateiro inoculadas com Alternaria
sp., mas o aumento no gNP mostrou o efeito deletério da doenca no aparato
fotossintético provocado principalmente pelo avanco das areas necréticas nas

folhas.

Quanto a taxa de assimilacdo de CO;- (A) foi observado maior valor para as
plantas tratadas com BOS, as plantas do demais tratamentos apresentaram
menores valores por conta da menor gs observada. Sabe-se que a piraclostrobina
aumenta a concentracdo dos niveis endogenos de abcisicacido (ABA)
(GROSSMANN et al.,, 1999). O ABA por sua vez, inibe a abertura estomatica,
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principalmente quando as plantas estdo em condicdo de estresse ambiental
(GROSSMANN et al., 1999). Dessa maneira, é possivel que a reducédo na gs das
plantas tratadas com estrobilurinas nessa data de avaliacdo, tenha acontecido pelo
aumento na concentracdo de ABA provocada por uma reducdo brusca de

temperatura conforme indica a figura 1.

A acao das estriburulinas e carboxamidas é semelhante, entretanto ainda ha
falta de informacgcBes que expliqguem a acédo benéfica fisioldgica das carboxamidas
(AMARO et al., 2020). A aplicacao das estrobilurinas, provoca alteracdo do ponto de
compensacdo de CO; e diminuicdo da respiracdo que estes compostos
proporcionam a planta, refletindo no incremento da taxa fotossintética
(GROSSMANN; RETZLAFF, 1997, BRYSON et al, 2000) como também observado
em soja (FAGAN, 2010), café (RUELA et al., 2019). Para os 120 DAT, esse
comportamento foi observado nas plantas tratadas com BOS (carboxamida),

Dessa forma, tanto as carboxamidas quanto as estrobilurinas podem provocar
aumento no ponto de compensacao de CO,, o que eleva a taxa de assimilacao de
CO,, entretanto, em condicdo de estresse ambiental as estrobilurinas podem
estimular a producdo de ABA que reduz a condutancia estomatica e
consequentemente a entrada de CO; nas células do mesofilo, por essa razéo, nas
condicbes da presente pesquisa, aos 120 DAT somente a aplicacdo de BOS

(carboxamida) provocou aumento na assimilacédo de CO, de plantas de tomateiro.

Quanto aos pigmentos fotossintéticos e antocianinas (tabela 6) observa-se
efeito significativo (p<0,05) dos tratamentos quanto as datas de avaliacdo. Aos 30
DAT, somente o0s teores de antocianinas e carotenoides diferiram entre os
tratamentos, enquanto aos 60 DAT observou-se diferencas para os teores de
clorofilas a e b, antocianinas e carotenoides. Aos 90 DAT nenhum dos pigmentos
analisados e o teor de antocianinas foram afetados pela aplicacdo dos tratamentos.
E aos 120 DAT, somente a clorofila b. De maneira geral, o nimero maior de
aplicacbes dos tratamentos ndo interferiu sobre os teores de pigmentos
fotossintéticos, diferente do observado para trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila a.
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Tabela 6- Resumo da analise de variancia de teores de pigmentos: clorofila a
(Clo a), clorofila b (Clo b), antocianinas (Ant) e carotenoides (Cart) de folhas de

plantas de tomateiro submetidas a aplicacdo de fungicidas, em diferentes
periodos de avaliacéo, Salto-SP (2019).

F
Cloa Clob Ant Cart
30 DAT
Trats 1,69™ 1,63™ 5,38* 5,30**
bloco 1,41™ 1,35™ 136™ 1,98 ™
CV (%) 1654 21,01 24,00 15,05
60 DAT
Trats 9,86** 8,83** 10,36 13,70*
bloco 1,37™ 0,41™ 0,34™ 0,87"
CV (%) 16,96 24,24 22,86 12,79
90 DAT
Trats 0,77™ 1,08™ 1,88"™ 1,38™
bloco 0,48™ 206" 1,34"™ 1,00™
CV (%) 20,86 17,74 25,46 15,37
120 DAT
Trats 1,90™ 4,12** 146" 1,06"™
bloco 1,78™ 0,58™ 0,22" 1,41

CV (%) 16,54 2134 2357 1048
"_ n&o significativo, ** significativo a 5% de probabilidade.

FV

A biossintese de clorofila € uma reacao bioquimica dependente de luz (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Contudo, alguns fatores influenciam na biossintese ou degradacéao
da clorofila; no caso da presente pesquisa o estresse causado pelo fungo foi a causa
da degradacédo da clorofila (figura 3). A aplicacdo de BOS foi eficiente para controle

da degradacéao da clorofila b, aos 60 DAT.
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Figura 3- Teores médios em mg.100 g MF* de folha de clorofila a (A), clorofila b

(B), antocianinas (C) e carotenoides (D) de folhas de plantas de tomateiro ‘Colt’

submetidas a aplicacédo de fungicidas de efeito fisiologico aos 30, 60, 90 €120
DAT, Salto-SP (2019).
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Médias seguidas de mesma letra minudscula, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott
Knott a 5% de probabilidade. T INC- testemunha inoculada; T ABS- testemunha absoluta; AZO-
azoxistrobina; BOS- boscalida; BOS+AZO- boscalida+azoxistrobina; PIR- piraclostrobina; BOS+PIR-
boscalida+piraclostrobina.

Aos 60 DAT, houve diferenca significativa entre os tratamentos, tanto para

clorofila a como para b, antocianinas e carotenoides. Nota-se que as plantas do

tratamento BOS apresentaram os maiores valores de clorofila b e carotenoides

nessa data de avaliacdo. Nas plantas superiores, 15 a 25% da clorofila total é
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composta pela clorofila b que, apesar de ndo ser pigmento fundamental para a
fotossintese, contribui para o processo, absorvendo luz do comprimento de onda
entre 425 - 475 nm e 640-690 nm e transferindo sua energia para a clorofila a, a qual
absorve menos nesses comprimentos de onda, sendo o pigmento fundamental
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Macedo (2013) observou relagdo entre as taxas de
assimilacdo de CO, e os teores de clorofilas de plantas de meldo tratadas com
fluxapiroxade 75 g ha™, o que néo foi observado no presente trabalho aos 60 DAT,
no qual os teores de pigmentos fotossintéticos apresentaram efeitos significativos
dos tratamentos e as trocas gasosas nao apresentaram esse efeito.

Os maiores valores de clorofila b observados nas plantas tratadas com BOS
aos 60 e 120 DAT, pode estar relacionado ao efeito fisiolégico das estrobilurinas e
carboxamidas que resulta no chamado ‘efeito verde’ (AMARO et al., 2020). Tal efeito
consiste na reducdo da taxa de producdo de etileno através da diminuicdo da
atividade da enzima ACC sintase, refletindo assim na manutencéo de tecidos verdes
fotossinteticamente ativos (KOHLE, 2003; GROSSMANN E RETZLAFF, 1997).

Ainda aos 60 DAT, a testemunha inoculada apresentou maiores valores nos
teores de clorofila a e antocianinas. Para Tofoli et al. (2014) a incidéncia de
Alternaria solani reduz o desenvolvimento e vigor da planta, ocasionando danos na
area fotossinteticamente ativa da planta, podendo causar até desfolhamento nos
estadios mais avancados da doenca. Aos 60 DAT, a severidade da doenca em 2019
(Figura 4-B) foi menor que 4%; em razdo disso, os danos ao limbo foliar néao
alteraram o teor de clorofila, entdo, a testemunha mesmo que inoculada né&o

apresentou valores inferiores desse pigmento.

As antocianinas estdo ligadas a protecdo dos tecidos fotossintéticos contra
foto inibicdo (SMILLIE E HETHERINGTON, 1999). Plantas de Euphorbia pulcherrima
gue possuiam maior teor de antocianinas nas folhas tiveram melhor resposta ao
estresse foto oxidativo, essa superioridade foi associada a um maior rendimento
fotoquimico do fotossistema Il (MOUSTAKA et al., 2020).

E possivel que as plantas da T INC tenham acumulado antocianinas nas
folhas como forma de protecéo da clorofila, em virtude do aumento da severidade da

doenca e também &reas necroéticas nas folhas, entretanto, essa resposta nado foi
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eficiente para ocasionar incrementos na fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

nas plantas desse tratamento.

A utilizagdo de fungicidas quimicos é um método bastante difundido no setor
agricola para o controle de doencgas, pois apresentam resultados rapidos (AMORIM
et al.,, 2016). Os fungicidas testados apresentaram reducdo na severidade da
doenca causada pelo Alternaria sp. nos dois anos de cultivo e em diferentes datas
de avaliagdo (Figura 4). No experimento conduzido em 2018, a severidade da
doenca atingiu 15% aos 45 DAT, atingindo niveis maiores que 25% aos 135 DAT na
testemunha inoculada. As plantas da testemunha absoluta também apresentaram
indices de severidade superiores aos dos tratamentos com fungicidas,
demonstrando que apds a inoculagcédo houve transmissao da doenca da testemunha

inoculada para as plantas dos outros tratamentos.

Quanto aos fungicidas testados, as plantas tratadas com BOS+PIR foram
aquelas que apresentaram menor severidade da doenca nos dois anos de cultivo.
Relacionando os dados de severidade e as analises de trocas gasosas aos 120
DAT, o tratamento com BOS controlou o avanco da doenca ao mesmo tempo,
incrementando também, a taxa de assimilacdo de CO, demonstrando seu efeito

antifangico e fisiologico.
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Figura 4- Severidade da doenca (%), pinta preta, no experimento de 2018 (A) e
2019 (B), de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicagado de fungicidas
de efeito fisiolégico aos 30, 45, 60, 75, 90, 105,120 e 135 DAT, Salto-SP.
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T INC- testemunha inoculada; T ABS- testemunha absoluta; AZO- azoxistrobina; BOS- boscalida;
BOS+AZO- boscalida+azoxistrobina; PIR- piraclostrobina; BOS+PIR- boscalida+piraclostrobina.

Em decorréncia da presenca do patdgeno, agente causal da pinta preta nas
plantas, Alternaria sp., houve estresse bidtico que refletiu negativamente na
eficiéncia fotossintética do tomateiro, principalmente, apos os 90 DAT. A presenca
desse fator estressante foi observada, principalmente, na fluorescéncia da clorofila a
relacionada com o progresso da doenca, através do aumento da severidade (%) nas
plantas do tratamento testemunha inoculada. O estresse também ocasiona outras
reacdes metabdlicas e bioquimicas nas plantas, quando submetidas a algum tipo de
estresse bidtico ou abiotico, sendo a primeira resposta observada na planta, o
aumento drastico na producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO ou ROS, do
inglés reactive oxygen species) que causam danos oxidativos em membranas,
proteinas, lipidios e acidos nucleicos, caracterizando o estresse oxidativo
(BARBOSA et al., 2014). Dependendo da concentracdo nas plantas, as ERO podem
gerar efeitos benéficos ou deletérios. Em baixas ou moderadas concentracfes, as
ERO atuam como mensageiros secundarios em cascatas de sinalizagéo intracelular
gue medeiam varias respostas em plantas. No entanto, em altas concentracdes elas

causam danos em diversas biomoléculas (SHARMA et al., 2012). Para evitar 0s
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danos deletérios das ERO, as plantas possuem sistema de defesa composto por
mecanismos antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos, que trabalham em
conjunto e em sincronia para desintoxicar as células (MOLLER et al., 2007) em nivel
de cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (DINAKAR et al., 2012; NOCTOR et
al., 2015; LEHMANN et al., 2015).

Dentre o arcabouco de defesas enzimaticas, a enzima superéxido dismutase
(SOD), uma metalo-enzima, € a primeira enzima na linha de defesa contra os danos
causados pelos anions ‘O, (radical superéxido), uma ERO. Pois, a SOD por ser a
primeira enzima na linha de defesa contra as ERO, a nivel celular, atua dismutando
0 'O, em H,0, (peréxido de hidrogénio) (BHATTACHARJEE, 2010). E, entdo, a
regulacédo dos niveis de H,O, ocorre por meio de uma grande variedade de enzimas,
tais como ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase (POD), glutationa
S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPX)
(DINAKAR et al., 2012; NOCTOR et al., 2015; LEHMANN et al., 2015) e, essas,

normalmente estdo envolvidas na defesa vegetal contra o estresse oxidativo.

Diante disso, a avaliacdo da atividade dessas enzimas antioxidativas
demonstra resultados capazes de gerar informacdo sobre o nivel de estresse da
planta e eficiéncia do aparato de defesa diante da aplicacdo dos tratamentos. Assim,
analisou-se a atividade das enzimas: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POD), antes da aplicacdo dos tratamentos — 0 h e 12, 24 e 96 h e 7 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos, correspondendo aos 35, 50, 65, 80, 95 e 110

DAT, correspondente a 2% 3% 4% 5% 6% e 7% aplicacao, respectivamente.

A analise de variancia das avaliacdes da atividade das enzimas antioxidativas
esta disposto na tabela 8, onde pode-se observar  efeito  significativo  (p<0,05)

para a maioria das variaveis em diferentes tempos de avaliacéo.

Ao analisar a atividade da enzima SOD em folhas de tomateiro (Figura 5),
nota-se que houve padréo de resposta para as aplicacdes, onde os maiores picos da
atividade ocorreram entre 24h e 7 dias ap0s a aplicacao dos diferentes fungicidas de
efeito fisioldgico. Os resultados demonstram maior atividade da enzima SOD, na
maioria dos horarios de avaliacdo, nas plantas tratadas com os fungicidas,

principalmente, boscalida, azoxistrobina e piraclostrobina.
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Tabela 7- Anélise da atividade de enzimas antioxidantes, superoxido dismutase — SOD, catalase — CAT e peroxidase-POD
de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicacéo de fungicidas, em diferentes momentos de coletas e aplicacdo dos
tratamentos, Salto-SP (2019).

F
2 ° Aplicacéo
0 h* 12 h 24 h 96 h 7 d*
SOD CAT POD SOD  CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD

FV

Trats 4,40~ 102,88* 6,11** 28,30** 36,75** 7,86** 16,07** 139,65* 1,23™ 9,93* 199,86** 3,91* 19,89** 98,47* 459**
bloco 0,82 0,79™ 0,98™ 214™ 116™ 096™ 124™ o061™ 096™ 057" 129™ 059™ 157™ 087" 152™

CV (%) 29,83 12,89 21,85 1199 14,72 19,03 594 9,33 12,78 15,37 1045 2254 1206 12,74 18,67

3 ° Aplicacéo

Oh 12 h 24 h 96 h 7d

SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD  SOD CAT POD

Trats  8,56** 19,83*  7,83* 16,74** 8,94*  7,60* 8,70 1,79™  1,14™ 32,02% 22,29 4,70 6,77* 12,69* 3,69**
bloco 0,78™ 0,88™ 0,89™ 069™ 176™ 09™ 059™ 172™ 088" 1,19™ 0,79™ 0,37™ 0,99™ 0,25™ 162™

CV (%) 14,05 23,98 1845 11,98 26,18 18,39 12,23 22,46 13,72 10,21 2883 19,21 11,05 30,72 15,07

4 ° Aplicacéo

Oh 12 h 24 h 96 h 7d

SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD  SOD CAT POD

Trats 14,08%  3,73*  34,98* 24,10 11,72** 52, 71* 1253 137" 57,20% 42,28* 20,19 36,13** 63,23** 6,71* 23,08**
bloco 1,99™ 121™ o0,71™ 184™ 020™ 095" 402™ 188™ 086™ 031™ 08" 089™ 0,79™ 222™ 114™

CV (%) 10,79 27,06 1566 16,76 29,08 15,59 12,08 26,35 1491 12,12 21,17 14,71 9,67 20,69 15,81

5 ° Aplicagéo

Oh 12 h 24 h 96 h 7d

SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD  SOD CAT POD




Trats 136,51**

12,29**

53

33,65* 38,19** 11,96** 107,65** 34,58** 112,31* 51,65* 1517* 2,95* 52 09* 20,83** 44,64* 8,80**
bloco 099™ o086™ 053™ 056™ 066™ 515™ 146™ 125™ o0,70™ 0,16™ 1,16™ 042™ 126™ 092™ 0,19™
CV (%) 6,63 27,54 12,48 9,87 24,56 6,76 12,66 14,22 12,00 14,04 17,36 9,17 1158 13,64 16,43
6 © Aplicacdo
Oh 12 h 24 h 96 h 7d
SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD
Trats 2,74  7,72% 247,14 569 1,72™ 12,75* 20,40 96,06 1,38™ 1,23™ 10,39* 63,19** 53,96** 54,40** 63,26**
bloco 0,79™ 085™ 260™ 0,75™ 069™ 0,73™ 1,70 060™ 0,76™ 0,25™ 0,23™ 121™ 0,98™ 040™ 0,34"™
CV (%) 29,68 19,59 13,21 20,28 22,18 16,97 12,71 17,22 1448 14,72 2398 17,68 12,71 1520 12,18
7 ° Aplicacéo
Oh 12h 24 h 96 h 7d
SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD SOD CAT POD
Trats 70,81** 7,07** 99,40** 47,83* 65,63** 139,65** 146,88** 57,65** 128,25* 1,24"™ 132,86** 1,75 8,75* 17,98** 9,50*
bloco 0,70™ 068" 0,09™ 028" 0,19™ 051™ 210™ 132™ 0,21™ 122™ 042™ 041™ 146™ 154™ 069"
CV (%) 14,85 22,87 1564 13,57 17,27 16,90 14,71 12,92 20.98 2590 20,41 26,08 23552 29,23 18,37

h- horas, d- dias "™- n&o significativo, ** significativo a 5% de probabilidade.
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Figura 5- Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD, U.mg protel’na'l) antes da aplicagdo dos tratamentos 0, 12, 24 e 96 h e 7 dias (d) apos a
2° aplicacédo (A), 3° (B), 4° (C), 5° (D), 6° (E) e 7° aplicacéo dos tratamentos (F) de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicagado de fungicidas

de efeito fisioldgico. Salto-SP (2019).
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A aplicacdo de BOS, AZO e PIR de forma isolada promoveu o aumento da
atividade da enzima SOD, demonstrando melhor atividade antioxidante das plantas
desses tratamentos. Com essa maior atividade pode-se inferir que houve maior
eliminacdo de "0y, reduzindo os efeitos deletérios deste ao metabolismo. Em plantas
enxertadas de pepino, tratadas com azoxistrobina o estresse oxidativo foi controlado
pela elevagao da atividade das enzimas SOD, CAT e POD e, consequentemente,
reducdo da peroxidacao lipidica (AMARO et al.,, 2018), corroborando com os
resultados da atividade da enzima SOD deste trabalho.

Analisando a atividade dessa enzima durante todo o periodo de avaliacéo,
observa-se que apos a segunda aplicacao dos tratamentos (Figura 5 A), os valores
médios para os tratamentos com fungicidas estavam em torno de 450 U.mg
proteina™, enquanto que na sétima aplicacéo (Figura 5 F) houve aumento para 25
000 U.mg proteina™. Aparentemente, os efeitos fisiolégicos desses fungicidas sdo
mais perceptiveis quando a planta € submetida a algum tipo de estresse, levando-os
a agir como protetores contra possiveis disturbios que a planta pode eventualmente
enfrentar (TAKAHASHI et al., 2017). Assim, o fungo Alternaria sp. infectou as
plantas de todos os tratamentos e a acdo dos fungicidas controlou o progresso da
doenca como demonstrado nos resultados de severidade, ao tempo que também
ativou o sistema enzimatico antioxidante das plantas. Além disso, no presente
trabalho o aumento da atividade da enzima SOD foi proporcional ao progresso da
doenca. Tal fato também foi observado em plantas de arroz infectadas por
Pyricularia oryzae, com o aumento do progesso da doenca, 84 horas apls a
inoculacao ocorreu o pico da atividade da enzima SOD (DOMICINIANO et al., 2015).

Nas plantas dos tratamentos testemunha inoculada e absoluta pode-se
observar picos no aumento da atividade da enzima SOD, 96 h apds a terceira
aplicacdo e 24 h apés a sétima aplicacdo para testemunha absoluta e 24 h apos a
guarta aplicacdo para testemunha inoculada. Porém, na maioria das avaliacdes e
horérios as plantas tratadas com os fungicidas apresentaram maior atividade. Esse
comportamento pode estar relacionado com a severidade da doenca que apresentou
resultados muito elevados na testemunha inoculada e absoluta, demonstrando
menor agressividade do patdgeno e, consequentemente, dando capacidade para a

planta reagir, incrementando em alguns momentos, a sua atividade enzimatica.
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Como ja citado, outra enzima que compde o0 aparato de defesa contra o
estresse oxidativo € a catalase (CAT), cooperando na eliminagdo das ERO dos
tecidos vegetais, a partir da conversdo de duas moléculas de H,O, em H,O e O,
(DUBEY, 2010). A atividade da enzima catalase (Figura 6), avaliada antes da
aplicacdo dos tratamentos 0, 12, 24 e 96 h e 7 dias apos, aos 35, 50, 65, 80, 95 e
110 DAT nas folhas de tomateiro, foi superior nos tratamentos: BOS e AZO
aplicadas de forma isolada. Nao se observou pico da atividade dessa enzima em
periodo especifico para cada aplicacdo; de maneira geral, para cada aplicacao

ocorreu um pico em horarios diferentes.

A aplicacdo dos demais fungicidas de forma combinada ou isolada, também
aumentou a atividade da enzima catalase nas folhas de tomateiro, entretanto, com
picos menos elevados na atividade dessa enzima. E a testemunha inoculada
apresentou trés picos de atividade da CAT, 12 h apds a terceira aplicacéo (Figura 6-
B), 12 h apds a quarta aplicacéo (Figura 6-C) e 96 h ap0s a sétima aplicacdo (Figura
6-F).

Semelhante ao comportamento observado para atividade da enzima SOD, a
atividade de CAT também foi superior apds a sétima aplicacdo quando comparada a
segunda aplicacdo dos tratamentos. Aos 7 dias apds a segunda aplicacao, as folhas
das plantas de tomateiro tratadas com BOS apresentaram valores de atividade da
enzima CAT proximos a 2000 mKAT.ug proteina™, enquanto que, 7 dias apds a
sétima aplicacédo valores de 40 mKAT.mg proteina™, cerca de 2000 vezes maior,
considerando a conversao de mg de proteina para ug de proteina. A acdo da enzima
CAT é semelhante a de algumas outras enzimas como ascorbato peroxidase e
glutationa redutase, em relacdo a reducao dos efeitos danosos do H,O,. entretanto,
a CAT é mais efetiva em concentracdes relativamente altas de H,O, (mM), em
condicdo de estresses severos, pois a CAT nao necessita de agente redutor, sendo
eficiente para a remoc¢ao do H,O, (DUBEY, 2010; SHARMA et al., 2012).

Dessa forma, com o aumento da atividade da enzima SOD, apds a sétima
aplicacdo ocorreu também, aumento na concentracédo de H,O,, assim ocorreu maior

atividade da enzima CAT, principalmente, nas plantas tratadas com BOS.
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A enzima peroxidase (POD) é responsavel por degradar o H,O, como a
catalase. Pode-se observar o efeito dos tratamentos na atividade da enzima
peroxidase na Figura 7.
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Figura 6- Atividade da enzima catalase (CAT, mKAT.ug proteina™) antes da aplicacdo dos tratamentos 0, 12, 24 e 96 h e 7 dias (d) apds a 2°

aplicagdo (A), 3% (B), 4° (C), 5° (D), 6° (E) e 7° (F) aplicagdo dos tratamentos de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicagdo de fungicidas de

efeito fisioldgico. Salto-SP (2019).
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Figura 7- Atividade da enzima peroxidase (POD, pmol.min.mg proteina'l) antes da aplicacdo dos tratamentos 0, 12, 24 e 96 h e 7 dias (d) apos a 2°
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aplicagdo (A), 3% (B), 4° (C), 5 (D), 6° (E) e 7° aplicagdo dos tratamentos (F) de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicacio de fungicidas de
efeito fisioldgico. Salto-SP (2019).
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Tanto a POD quanto a CAT sao proteinas que catalisam diferentes reacoes,
controlando os niveis de ERO, atuando em diferentes organelas para manter a
homeostase celular (BARBOSA et al., 2014). Dessa forma, a avaliacdo da atividade
da enzima peroxidase (POD) em folhas de tomateiro tratadas com fungicidas de
efeito fisiol6gico, demonstrou que o tratamento BOS apresentou maiores valores
para essa variavel; entretanto, o efeito desse fungicida na atividade das enzimas
SOD e CAT foram mais evidentes quando comparadas ao seu efeito na enzima
POD.

Como ja reportado por Sharma et al. (2012), a acdo da enzima CAT é mais
evidenciada em condicdes de elevadas concentracdes de H,O,, ou seja, condicédo
mais estressante para a planta. E possivel que mesmo com a diferenca significativa
(p<0,05) observada para a atividade da enzima peroxidase, 0 sistema de reacao
enzimatico antioxidativo tenha sido modulado pela maior acdo da enzima catalase

degradando o H,O, em O, e H,0, ndo necessitando maior atividade da POD.

Mesmo assim, também se observou para a atividade da peroxidase evolugcao
nos valores da segunda aplicacdo (Figura 7-A) para a sétima aplicacao (Figura 7-F).
Quanto aos tratamentos testemunha inoculada e absoluta, maiores valores da
atividade da enzima peroxidase foi observada as 12 h apds a segunda, terceira e
guarta aplicacdes e menor atividade dessa enzima no decorrer das avaliacoes.
Assim, com os menores valores da atividade das enzimas CAT e POD no tratamento
testemunha inoculada, as plantas desse tratamento ficaram mais susceptiveis aos

danos deletérios causados pela presenca de H,0,.

Pesquisas indicam as enzimas do sistema antioxidante, por exemplo a POD,
como um importante sinalizador de defesa das plantas ao ataque de patdgenos,
estes ainda afirmam os fungicidas estrobirulina e triazol aprimoram o sistema
antioxidante das plantas pulverizadas (JALEEL et al., 2008; NAIR et al., 2012).
Honorato Junior et al. (2015), avaliando as alteracdes fotossintéticas e antioxidativas
em folhas de caffeiro causada pela aplicacdo de epoxiconazol e piraclostrobina e
infectadas por Hemileia vastatrix, verificaram o0 aumento na atividade das
peroxidases e catalase em plantas de café incoculadas e pulverizadas com o0s

fungicidas 0 mesmo nédo observado no tratamento controle. Dessa forma, como no
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presente estudo a aplicacdo dos fungicidas aprimoram o sistema antioxidante das

plantas.

O processo de peroxidacdo lipidica, determinada a partir do acumulo de
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico € o mais importante parametro utilizado
para avaliar a intensidade do estresse oxidativo em plantas. Durante o processo de
lipoperoxidacdo, a reacdo desencadeada pelas ERO ocasiona a degradacdo de
acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares, como os acidos linolénico
e linoleico, que tém como subprodutos principais os ions per6xido e o
malondialdeido (MDA), os quais sdo mensurados por meio da reacdo com os acidos
tiobarbitdrico e tricloroacético (MAREK, 2018).

Os resultados da peroxidacao lipidica em folhas de tomateiro tratadas com

fungicidas em diferentes periodos de avaliacdo estdo dispostos na figura 8.
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Figura 8- Peroxidacdo lipidica (PLIP, MDA.mmol.gMF™) antes da aplicac&o dos

tratamentos 0, 12, 24 e 96 h e 7 dias (d), apés a 57 aplicacdo (A), 6* (B) e 7*

aplicagcao dos tratamentos (C) de plantas de tomateiro ‘Colt’ submetidas a

aplicacdo de fungicidas de efeito fisioldgico. Salto-SP (2019).
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Observando os gréficos da figura 8, é possivel notar picos nos valores de

peroxidacéo lipidica ap0s cada aplicagdo, 96 horas apds a quinta aplicacdo (Figura
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8-A) e 7 dias ap6s a sexta (Figura 8-B) e sétima aplicacdo (Figura 8-C) dos
fungicidas de efeito fisiolégico. Em cada um desses picos maximos de peroxidacao
lipidica encontram-se os tratamentos testemunha inoculada e testemunha absoluta,
sem, contudo, diferirem estatisticamente de alguns tratamentos onde foram

aplicados os fungicidas.

A elevada peroxidacao nas folhas de tomateiro dos tratamentos testemunha
inoculada e testemunha absoluta é resultante do estresse causado pela infeccdo do
fungo Alternaria sp. e também pela baixa atividade das enzimas antioxidantes que
eliminariam as ERO. Considerando que em alguns momentos apés a aplicacdo dos
fungicidas, ou agua como o0 caso da testemunha absoluta, os valores de
peroxidacdo da testemunha inoculada regrediram. E possivel que este
comportamento esteja ligado a severidade da doenca nas datas de avaliagdo, que
nao chegaram a 11%. As plantas dos tratamentos BOS e AZO apresentaram
maiores resultados na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e POD e,
também, reduziram a peroxidacéo lipidica na quinta aplicacédo, até 24 horas apos a
aplicacdo e na sexta e sétima aplicacado até as 96 horas. Dessa maneira, pode-se
inferir que a acdo desses fungicidas € eficiente para aumentar a atividade das
enzimas antioxidantes e reduzir a peroxidacdo lipidica, durante curto periodo de

tempo, razéo pela qual as aplicacdes devem ser constantes e fracionadas.

Além das membranas, outras moléculas essenciais como pigmentos
fotossintéticos, proteinas e acidos nucléicos também sao alvos das ERO (SHARMA
et al., 2012). Considerando que os pigmentos fotossintéticos também podem ser
afetados pelas ERO e gue o sistema antioxidante das plantas tratadas com BOS foi
0 gque apresentou maiores valores, no geral, pode-se afirmar que esse fungicida foi

eficiente contra a degradacéo da clorofila b e carotenoides.

Portanto, a aplicacdo dos fungicidas favoreceu um metabolismo antioxidante
mais eficiente nas plantas infectadas por Alternaria sp., observado pela reducdo da
peroxidacéo lipidica. Estudo anterior mostram gue um sistema antioxidante eficiente,
especialmente baseado nas altas atividades de APX, POX, SOD e GST, envolve
uma remog¢do das ERO, e reduzem danos nas células causadas pela infeccédo por
Pyricularia oryzae em folhas de trigo, contribuindo para uma atenuagdo da
severidade (Debona et al. 2012).



64

Todavia, os resultados se relacionam quanto aos parametros fotossintéticos,
alteracdes benéficas na atividade das enzimas antioxidativas e teores de clorofila b e
carotenoides, indicando que as plantas tratadas com fungicidas apresentaram
melhores condi¢cdes quando comparadas as testemunhas, principalmente, apds um
maior niumero de aplicacdes e, também, dias apds o transplantio. Efeitos fisioldgicos
dos fungicidas ja foram relatados em tomateiro (MAREK et al., 2018), tomateiro
Micro-Tom (MARTINAZZO et al., 2016) e meloeiro (MACEDO et al., 2017).

O efeito positivo dos tratamentos com fungicidas na fisiologia e bioquimica
das plantas foram observados. Entretanto, do ponto de vista fitotécnico e econémico,
a utilizacao desses fungicidas deve promover incrementos também na produtividade
e, consequentemente, retorno do capital investido. Com isso, € possivel observar
efeito significativo (p<0,05) entre os tratamentos nos dois ciclos consecutivos em
2018 e 2019 (Tabela 9).

Tabela 8- Resumo da anélise de variancia para producdo total (PT, kg.m?) e
comercial (PC, kg.m? de plantas de tomateiro submetidas & aplicacdo de

fungicidas, em dois ciclos de producéo, Salto-SP (2018-2019).

2018 2019
F F
Producdo total Producdo comercial Producdo total Produg&o comercial
Trats 3,47** 3,25** 10,60** 14,08**
bloco 10,89** 5,42** 0,56™ 0,30™
CV (%) 8,27 9,22 7,90 6,98

"_ n&o significativo, ** significativo a 5% de probabilidade.

Como observado na tabela 8, os tratamentos diferiram entre si (p< 0,05) para
producdo total e comercial de frutos de tomateiro. Todavia, a aplicacdo dos
fungicidas influenciou de forma positiva na produtividade da cultura, pois para o ano
de 2018 as plantas que receberam a aplicacdo de AZO, BOS e BOS+AZO
apresentaram os maiores valores para producéo total, com incrementos de 6,9, 8,7 e

5% em relacdo a testemunha inoculada, respectivamente. Enquanto para o cultivo
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de 2019, essa mesma variavel, foi superior nos tratamentos BOS, BOS+AZO e PIR
com incrementos de 33, 22,3 e 18,33% em relacdo a testemunha inoculada,

respectivamente.

Tabela 9- Valores médios de producédo total (kg.m?2) e comercial (kg.m?) de

frutos de tomateiro ‘Colt’ submetidas a aplicagcdo de fungicidas de efeito
fisiol6gico em dois anos de cultivo, Salto-SP (2018-2019).

2018 2019

Tratamentos Producéo total Produc¢éo comercial Producéo total Produgé&o comercial
kg.m?2 kg.m?2 kg.m?2 kg.m?2
TINC 10,57 b 727D 9,27b 6,99 c
T ABS 9,91b 7,43 b 8,68 Db 6,68 c
AZO 11,30 a 7,53b 10,23 b 7,72 ¢
BOS 11,50 a 8,87 a 12,36 a 9,51a
BOS+AZO 11,10 a 8,45 a 11,34 a 8,72b
PIR 10,25 b 7,43 b 10,97 a 8,42 b
BOS+PIR 10,08 b 7,38 b 9,26 b 6,99 c

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna, ndo se diferem significativamente entre si,
pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade. T INC- testemunha inoculada; T ABS- testemunha
absoluta; AZO- azoxistrobina; BOS- boscalida; BOS+AZO- boscalida+tazoxistrobina; PIR-
piraclostrobina; BOS+PIR- boscalida+piraclostrobina.

Quanto a producédo comercial destacaram-se as plantas dos tratamentos BOS
e BOS+AZO em 2018 com valores de 8,87 e 8,45 kg.m”, respectivamente. J4 em
2019, somente as plantas do tratamento BOS despontaram com o melhor resultado,
9,51 kg.m”. Esses resultados mostram que a aplicagdo de carboxamidas e
estrobilurinas, de forma isolada ou conjunta, proporcionaram aumento ha
produtividade do tomateiro, quando comparada as testemunhas. Corroborando com
esses resultados, a aplicacdo de estrobilurinas aumentou a producdo total e
comercial de tomateiro em 14,2 e 19,1%, respectivamente (CANTORE et al., 2016);
outras culturas também apresentaram incrementos na producdo e na eficiéncia
fisiolégica das plantas quando submetidas a aplicacdo desses fungicidas, como
cenoura (COLOMBARI et al., 2015), feijao (JADOSKI et al., 2015), milho (SHETLEY

et al., 2015) e pepino (AMARO et al., 2018).
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A taxa de assimilacdo de CO., eficiéncia de carboxilacdo e taxa aparente de
transporte de elétrons foi superior nas plantas tratadas com boscalida aos 120 DAT,
apresentando esse tratamento maior producao total e comercial. Da mesma forma,
as plantas tratadas com azoxistrobina + boscalida apresentaram maior A, A/Ci e
ETR aos 95 DAT e maior producao total junto com as plantas do tratamento onde foi
aplicada somente boscalida.

Assim, a acgdo das enzimas antioxidantes como sistema de defesa
minimizando os efeitos deletérios do estresse oxidativo, causado, principalmente,
pela acdo do patdégeno Altenaria sp., além da diminuicdo na severidade da doenca
em todo o ciclo da cultura, demonstram também a acao fisiologica dos fungicidas

testados.

O metabolismo antioxidante ativo que elimina rapidamente as ERO, atrealado
a uma manutencéo do aparato fotossintético, foi um efeito notavel obtido a partir da
aplicacdo de acido picolinico em plantas de trigo infectadas com Pyricularia oryzae
(AUCIQUE-PEREZ et al., 2019). Contudo, a aplicacédo de BOS e AZO+BOS também
foi eficiente para as plantas de tomateiro, evitando as ERO, incrementando a

assimilacao de CO; e a produtividade.

A aplicacdo desses fungicidas ja é recomendada para ganho de produtividade
da cultura da cana-de-acucar (BASF, 2020), da mesma forma que Linhares Neto
(2020) observou aumento da produtividade final da cana-de-aclucar apos aplicacdes
consecutivas de piraclostrobina. Dessa maneira e de acordo com os resultados
obtidos nesse trabalho pode-se prospectar o uso dos fungicidas, principalmente
boscalida, em uma aplicacdo para prevencao fitossanitaria e as demais para ganho

de produtividade da cultura do tomateiro.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos nos dois experimentos realizados, conduzidos em
Salto-SP em 2018 e 2019, foi possivel identificar o efeito dos fungicidas testados na
fisiologia das plantas de tomateiro hibrido Colt®, onde as plantas da testemunha
inoculada e absoluta (aplicagdo de agua), apresentaram menores valores nas
analises da fluorescéncia da clorofila a e de trocas gasosas. Sobretudo nas

avalicdes realizadas apés um maior numero de aplicagbes dos tratamentos.

Foi possivel observar também, os efeitos deletérios da acdo do patégeno
Alternaria sp.; a partir da analise de fluorescéncia da clorofila a se confirmou que o
estresse biodtico causado no tratamento testemunha inoculada danificou o aparato
fotossintético das plantas com a elevacdo do gNP e reducédo do gP. Isto reduziu a
eficiéncia fotossintética como um todo e, consequentemente, também a producéo

total e comercial de frutos.

Pode-se afirmar que os diferentes fungicidas testados s&o eficientes no
controle da pinta preta em tomateiro. Além disso, a aplicacao dos fungicidas também
foi capaz de ativar o sistema de enzimas antioxidantes das plantas. A resposta
bioquimica foi observada através do aumento na atividade das enzimas SOD, CAT e
POD e quando comparada entre as épocas de coletas, a atividade dessas foi

superior apos 7 aplicacdes e avanco da severidade da doenca.

Por dltimo, a aplicacdo de estrobilurinas e de carboxamidas também
promoveu maior producédo total e comercial de frutos de tomateiro. Os tratamentos
boscalida 50 g ha™ e azoxistrobina 50 g ha™ + boscalida 50 g ha™ foram aqueles que
apresentaram incrementos significativos na producdo de frutos nos padrées

comercializados pelos produtores.
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6 CONCLUSAO

A aplicacdo de carboxamidas e estrobilurinas proporciona respostas positivas
na atividade do sistema antioxidativo e fisiologia das plantas de tomateiro ‘Colt’, da

mesma forma que controla a doenca pinta-preta.

Recomenda-se a aplicacdo quinzenal dos fungicidas boscalida 50 g ha™ e
azoxistrobina 50 g ha™ + boscalida 50 g ha™ no cultivo do tomateiro em ambiente
protegido, por aumentar a producao total e comercial das plantas.
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