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RESUMO

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Resisténcia sistémica ativada
pelo acibenzolar-S-metil contra doengas em tomateiro. Lavras: UFLA,
2002. 89p. (Dissertagdo — Mestrado em Fitopatologia)*

Com o intuito de avaliar as perspectivas da indugio de resisténcia em
tomateiro contra patogenos, pelo uso do acibenzolar-S-metil (ASM),
experimentos foram conduzidos em casa de vegetagio do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil. O ASM ¢ um
indutor de resisténcia liberado comercialmente em alguns paises. No Brasil, foi
recentemente registrado junto ao Ministério da Agricultura e Abastecimento.
Foram avaliados épocas, doses e modo de aplicagdo do produto, bem como
mecanismos de defesa ativados. A resisténcia induzida pelo ASM foi avaliada
em diferentes cultivares contra diversos patogenos. A protegao conferida contra
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi significativamente maior em
relagéio a testemunha para todas as cultivares avaliadas, tanto quando o produto
foi aplicado via pulverizagdo foliar quanto via irrigagdo no solo. A protegio
conferida pela aplicagio do ASM foi também efetiva contra oidio, mas requer
reaplicagdes em intervalos de tempo inferior a treze dias. Contra Septoria
lycopersici o tratamento com ASM ndo foi eficaz na dose de 2,5 g do
ingrediente ativo/100 L de agua. O ASM comportou-se como um indutor de
resisténcia contra Xanthomonas campestris pv. vesicailoria, uma vez que 0
mesmo ndo apresentou efeito direto sobre esse patdgeno em concentragles até
1000 ppm. Entre os possiveis mecanismos de defesa ativados, foi avaliada a
atividade de peroxidase em plantas tratadas ou ndo com o ASM. As plantas
tratadas com ASM apresentaram aumentos significativos na atividade dessa
enzima a partir de 12 horas apds o tratamento, permanecendo até onze dias, com
pico na atividade 24 horas apds o tratamento com ASM. Isso sugere que a
lignificagdo estd possivelmente envolvida na resposta de defesa do tomateiro
contra essa bactéria.

* Comité Orientador: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador) e
Ricardo Magela de Souza — UFLA.



ABSTRACT

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Systemic resistance triggered
by acibenzolar-S-methyl against diseases on tomato. Lavras: UFLA,
2002. 89p. (Dissertation — Master Program in Phytopathology)*

Aiming at evaluating the perspectives of the induction of resistance in
tomato against pathogens by acibenzolar-S-methyl (ASM), experiments were
carried out in a greenhouse at the Department of Phytopathology of the Federal
University of Lavras, MG, Brazil. ASM is a resistance inducer sold in some
countries, being recently registered by the Ministry of Agriculture and Food
Supply in Brazil. Doses, times and modes of application of the product, as well
as defense mechanisms activated, were assessed. Resistance induced by ASM
was evaluated in different cultivars against several pathogens. The protection
against Xanthomonas campestris pv. vesicatoria was significantly higher in
relation to the control for all assessed cultivars at both modes of application,
foliar spraying or soil drenching. The protection conferred by ASM was also
effective against powdery mildew, but it requires re-applications in time
intervals inferior to thirteen days. The treatment with ASM at 2.5 g of active
ingredient/ 100L was not effective against Septoria lycopersici. ASM behaved
as a resistance inducer against Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, since it
did not present direct toxic effect on that pathogen at concentrations up to 1000
ppm. Amongst the possible defense mechanisms activated against Xanthomonas
campestris pv. vesicaloria, peroxidase activity was evaluated in plants treated
or not with ASM. Treated plants presented significant increases in the activity of
that enzyme, from 12 hours up to eleven days, peaking at 24 hours after ASM
application. It is suggested that lignification is possibly involved in the tomato
defense response against that bacteria.

* Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor) and Ricardo Magela de Souza — UFLA.



CAPITULO 1

Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) como uma ferramenta adicional ao

manejo integrado de doencas em tomateiro



1 INTRODUCAO GERAL

As plantas apresentam-se como alvo potencial de milhares de
microrganismos fitopatogénicos. Entretanto, a ocorréncia de relagdes parasiticas
estiveis entre um microrganismo patogénico e seu hospedeiro suscetivel na
presenga de ambiente favoravel (doenga) é uma excegfio. Assim, a resisténcia de
plantas a doengas ¢ a regra. Tal fato ¢ devido as inlimeras barreiras de defesa que
as plantas apresentam, bem como pela especificidade das interagdes patogeno-
hospedeiro.

A resisténcia em plantas pode ser definida como a capacidade da planta
em evitar ou atrasar a entrada e a subseqiiente atividade de um patégeno em seus
tecidos (Pascholati & Leite, 1995).

Segundo Agrios (1997), as plantas podem se defender de pat6genos por
meio de barreiras pré e pos-formadas, as quais podem ser estruturais ou
bioquimicas. As barreiras pré-formadas sdo aquelas existentes na planta antes da
chegada do patégeno ao seu hospedeiro. As barreiras pos-formadas sao aquelas
que estdo ausentes ou presentes em baixos niveis antes da infecgdo, sendo
produzidas ou ativadas em resposta a presenga do patogeno, como no caso de
resisténcia sistémica adquirida ('SAR).

Embora possam se defender de patogenos, muitas vezes as plantas ndo
ativam seus mecanismos em tempo habil, no local correto e na quantidade certa,
o que faz com que a doenga ocorra. E por isso que pesquisadores envolvidos em
defesa vegetal estdo preocupados em buscar novas taticas de controle.

Antigamente, pensava-se que o controle quimico resolveria todos os
problemas fitossanitérios, entretanto, ndo ¢ o que esta sendo observado. Além do
mais, hoje em dia, preocupa-se muito em praticar uma agricultura sustentavel

que provoque o menor impacto possivel ao meio ambiente. Portanto, nido se



pode intervir no controle de doengas apenas com o controle quimico, mesmo
porque, em alguns casos, esse ja ndo tem sido eficiente. E no ambito dessa
questdio que a resisténcia induzida torna-se uma ferramenta fundamental para o
manejo integrado de doengas e indispensével para uma nova agricultura, mais
racional e sustentivel. Isso devido a sua condicdo de amplo espectro e
inespecificidade, podendo auxiliar no manejo de virias doengas na mesma
cultura (Silva et al., 2000).

Assim sendo, o presente trabatho visou avaliar o efeito de épocas, modo
de aplicagdo e doses de manutengdo do acibenzolar-S-metil na indugdo de
resisténcia em diferentes cultivares de tomate, contra varios patogenos, bem
como seu efeito “in vitro” sobre Xanthomonas campestris pv. vesicatoria € 0s

possiveis mecanismos de ag#o.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Histérico

Os primeiros pesquisadores a estudar o fendmeno de resisténcia
induzida foram Ray e Beauverie, ambos em 1901 no patossistema Botrytis
cinerea X Begonia sp. (Kessman et al, 1994). Entretanto, naquela época, pouca
atengdo foi dada ao assunto.

Ja em 1933, Chester (citado por Moraes, 1998) revisou cerca de
duzentos trabalhos que tratavam da resisténcia de plantas a doengas e levantou a
hipétese de que as plantas teriam um sistema imunolégico semelhante ao dos
mamiferos. Entretanto, vale salientar que as plantas ndo possuem células-
especializadas na resposta imune, ndo produzem anticorpos e, portanto, ndo
possuem sistema imunoldgico. . .

Segundo Ryals et al. (1994), Ross, em 1961, foi o primeiro a caracterizar
em detalhe a ocorréncia de SAR em plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) que
exibiam lesdes locais quando infectadas pelo virus do mosaico do fumo (TMV).
Este autor demonstrou que as lesdes locais que ocorriam em fumo apds a
inoculagdo do TMV eram restringidas por uma inoculagdo prévia com o mesmo
virus. Tal restrigio foi também efetiva contra diferentes patégenos como outros
virus, bactérias e fungos. Ross detectou a ocorréncia de SAR trés dias apos a
inoculagiio com o desafiador e observou que esta perdurou por vérias semanas.

Acredita-se que os trabalhos de Ross tenham sido responsaveis por
despertar a atengdio dos pesquisadores para este assunto. A partir de entio,
muitas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de compreender de forma
efetiva tal fendmeno.

A partir da década de 1990, varios avangos foram obtidos nesta aérea,

embora ainda n3o tenha sido explicada por completo. A biologia molecular,



principalmente com o uso de transgénicos de Arabidopsis sp., tem possibilitado
elucidar, preferencialmente, rotas de sinalizagdo, sinais envolvidos na resisténcia

induzida, bem como os mecanismos de defesa ativados.
2.2 Resisténcia Sistémica Adquirida

Em 1994, Ryals et al. relataram que SAR podia ser dividida em duas
fases: iniciagdo e manuten¢do. Para estes autores, a fase de iniciagdo pode ser
breve e inclui todos os eventos que comandam o estabelecimento da resisténcia.
Ja a fase de manuten¢@o descreve a translocagéio da resisténcia que € resultado
da iniciagdo. Porém, esses termos foram utilizados simplesmente para servir
como definigdes operacionais e ndo para implicar em processos distintos.

Com estes conceitos, os autores buscaram facilitar o entendimento de
como o fendmeno de SAR acontece. Tal separagfio se mostra necessiria, uma
vez que vdrios eventos estdo envolvidos na indugdo de SAR e a elucidagdo dos
mesmos podera fornecer subsidios para que novas tecnologias sejam
desenvolvidas.

Posteriormente, Moraes (1998) relatou que sdo trés as etapas
importantes na ativagdo de SAR e que estas podem ser identificadas como:
iniciagdo, transmissdo de sinais e expressdo génica.

E sabido que a iniciagdo ocorre a partir da interagdo do patégeno com o
hospedeiro, seja ela compativel ou incompativel, geralmente com a formagéo de
lesbes necréticas (reagdo de hipersensibilidade-HR) nos tecidos do hospedeiro.
A iniciagdo, no caso de SAR, também pode ocorrer pela exposi¢io da planta a
um agente indutor abidtico.

Poucos minutos apds o inicio da interagdo patdgeno-hospedeiro, uma
série de eventos bioquimicos ¢ observada nas células vegetais. Entre os quais,

citam-se o fluxo de ions através da membrana celular, alteragdo dos estados de



fosforilagdo, geragdo de radicais de oxigénio ativo, rearranjo de estruturas
intracelulares e o desenvolvimento de HR (Moraes, 1998).

Apés a iniciagdo é necessirio que ocorra a transmissdo dos sinais que
induzirdo a sintese de compostos de defesa, mesmo em locais distantes do ponto
de contato, por meio da expressdo génica.

O modo como essa transmissdo € realizada intrigou e ainda intriga
vérios pesquisadores, j& que as plantas ndo possuem um sistema circulatério para
transportar grandes quantidades de compostos de defesa que atuam contra
patégenos. Sabe-se que as plantas utilizam moléculas transmissoras de sinais, as
quais, mesmo em baixas concentragdes, podem ativar mecanismos de resisténcia
em células ndo diretamente invadidas por patogenos. Diversas moléculas tém
sido postuladas como sinais potenciais para ativar SAR (Moraes, 1998).
Entretanto, desconfia-se que o 4cido salicilico (AS), um produto do metabolismo
dos fenilpropanéides, tenha um papel fundamental nessa transmissdo, embora
nio se saiba se realmente é 0 AS o sinal que transloca.

Por conseguinte a transmissdio dos sinais, é¢ necessario que a plantas
expressem seus genes de defesa, como resposta ao ataque de patégenos ou a
exposiciio a um agente indutor.

Alguns genes de plantas s3o também expressos devido a presenga de
patégenos no local da infecgfio, tais como genes de enzimas da via de
fenilpropanéides, enquanto outros so ativados no local e sistemicamente, sendo
geralmente associados a SAR (Heitz et al.,, 1994, citado por Moraes, 1998).
Estes ultimos sio denominados genes SAR. Os genes SAR podem codificar
diferentes moléculas (enzimas e proteinas) que irdo atuar na defesa da planta
contra o patégeno. Os genes SAR sdo normalmente organizados em familias
génicas que apresentam um padrio de expressio bastante complexo entre seus
membros. Muitos estudos indicam que pelo menos alguns dos genes ativados

durante SAR possuem seqiiéncias regulatérias comuns. Entretanto, a fungdo



destes genes na resisténcia aos patogenos ainda ndo foi bem estabelecida

(Moraes, 1998).
2.3 Importincia do icido salicilico na indugiio de resisténcia

Rasmussen et al. (1991) avaliaram a indug#o sistémica do acimulo de
AS em pepino apds a inoculagdo com Pseudomonas syringae pv. syringae.
Plantas de pepino com duas folhas verdadeiras foram inoculadas, através da
injecdo de suspensio bacteriana na concentragio de 10® ufc/mL, em cinco locais
de cada folha. Foi coletado o exsudato do floema de plantas inoculadas com esta
bactéria 0, 6, 12, 18 e 24 horas apds a inoculagéo, sendo observado um aumento
na quantidade de AS apés 12 horas da inoculagdo. J4 nas plantas controle,
nenhum aumento na concentragdo de AS foi observado, nem 48 horas apés a
inoculagdo.

Conti et al. (1996) desenvolveram trabalhos com o intuito de elucidar o
possivel envolvimento de AS na indugio de SAR em plantas de pepino
(Cucumis sativus) contra Sphaerotheca fuliginea. Cotilédones de plantas de
pepino que apresentavam duas folhas completamente expandidas foram
inoculadas mecanicamente com uma suspensio purificada (4 pg mL”) do virus
da necrose do fumo (TNV) em tampdo fosfato. As plantas controle foram
inoculadas apenas com o tampdo fosfato. Em resultado a inoculagdo foi
detectado, através de andlise cromatografica, que o nivel endégeno do AS nas
primeiras folhas verdadeiras de plantas inoculadas com TNV aumentou
continuamente a partir do segundo até o quinto dia, quando estas folhas foram
inoculadas com S. fuliginea. Nas plantas controle, o nivel de AS permaneceu
indetectavel em cada anélise.

Delaney (1997) relata que a evidéncia da importancia do AS em SAR

vem de experimentos com plantas transgénicas que apresentam o gene



bacteriano nahG, o qual codifica a enzima salicilato hidroxilase. Esta enzima
catalisa a transformagido do AS em um composto inativo, o catecol. Plantas que
expressam essa enzima ndo sdo capazes de acumular AS apés o ataque de
patégenos e, conseqiientemente, sdo incapazes de ativar genes SAR ou
desenvolver resisténcia contra patégenos (Gaffney et al., 1993).

Dada a importincia do AS na resisténcia a doenga, a rota de biossintese
do AS pode representar o principal ponto no controle das respostas de defesa da
planta (Ryals et al, 1996). A rota biossintética de AS apresenta seu inicio com a
conversdo da fenilalanina a 4cido transcindmico (--CA), sendo catalisada pela
enzima fenilalanina aménia-liase (PAL). Tem sido proposto que a conversdo do
-CA em AS ocorre pela diminuigdo da cadeia que produz o 4cido benzéico
(AB), seguido pela hidroxilagio no carbono-2, derivando-o assim, em AS
(Yalpani et al., 1993, citados por Ryals et al., 1996). O ultimo passo ¢
provavelmente catalisado pela citocromo P45 monoxigenase, denominado 4cido
benzéico 2-hidroxilase (AB2H), cuja atividade é induzida tanto pela infec¢iio
quanto pela aplicagdo exdgena de AB (Le6n et al., 1993, citados por Ryals et al.,
1996). Devido ao AB exdgeno causar o acimulo de AS, mas ndo o de 1-CA,
parece plausivel que o passo limitante na biossintese de AS seja a conversdo do
AB, embora existam outras possibilidades (Ryals et al., 1996).

O mecanismo de produgio do AB a partir do -CA ¢ desconhecido, mas
pode ocorrer de maneira similar & B-oxidag#o de 4cidos graxos. A evidéncia para
a P-oxidagio de +-CA em AB vem de estudos realizados em Quercus
pedunculata, mostrando que acetil-CoA e ATP estimulam a formagdo de AS a
partir de -CA em extratos de células livres (Alibert & Ranjeva, 1971, citados
por Ryals et al., 1996).

AB e AS recém-sintetizados sdo rapidamente convertidos para a forma
conjugada com glicose (Ennyedi & Raskin, 1993, citados por Moraes, 1998).
Este pode ser um importante nivel de regulagdo dos teores de AS. Em plantas



sadias de fumo existe uma grande quantidade de AB conjugado que diminui
transitoriamente apds a infecgdo (Ryals et al., 1996). A diminuigéo dos niveis de
AB conjugado esta correlacionada com o aumento de AB livre e AS (Yalpani et
al., 1993, citado por Ryals et al., 1996). Uma vez que AS ¢ acumulado, este ¢
rapidamente convertido a 4cido B-O-D-glucosilsalicilico (SAG), que
aparentemente nfio ¢ ativo na resisténcia a doenga (Leon et al., 1993, citados por
Ryals et al., 1996). A conversio de SAG em AS livre representa outro

mecanismo potencial para aumentar os niveis de AS livre (Ryals et al., 1996).
2.4 Resisténcia Sistémica Adquirida biologicamente

As moléculas naturais utilizadas como indutores de respostas de defesa
sdo geralmente oligossacarideos da parede celular de patégenos como glucanas,
derivados de quitina, glicoproteinas, peptideos e polissacarideos da parede
celular vegetal (Hann, 1996).

Uma outra area de estudo que vem apresentando grandes avangos é a
indugdo de resisténcia por microrganismos vivos, principalmente por bactérias
classificadas como "Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas"
(PGPR's) (Romeiro, 2000). A maneira como estes organismos atuam sobre
patégenos ainda parece estar indefinida.

Embora seja eficiente, a SAR induzida biologicamente e de forma
natural, apresenta algumas desvantagens no campo. A indugdo, por exemplo,
pode ocorrer esporadicamente e ndo obrigatoriamente em toda éarea, o que pode

resultar em rendimentos e qualidade nio adequados.



2.5 Resisténcia Sistémica Adquirida quimicamente

Entre as substincias abilticas capazes de induzir resisténcia, o acido
salicilico (AS) e seus analogos, como, por exemplo, o [sulfo-metil-éster do 4cido
benzo (1,2,3) thiadiazole-7- carbotidico)) (ASM) e o 4cido 2,6
dicloroisonicotinico (INA) destacam-se como algumas das mais importantes.
Entretanto, tanto o AS quanto o INA séo fitotoxicos para a maioria das plantas
cultivadas e, portanto, ndo possuem potencial para uso comercial. Sticher et al.
(1997) relatam que substincias sintéticas também podem induzir resisténcia, tais
como o propenazole (Oryzemate®) e o acido 2,2 dicloro 3,3 dimetilciclopropano
carboxilico (WL 28325), ambos contra Magnaporthe grisea em arroz; acido DL-
2 aminobutirico (BABA) na protegdo contra Phytophthora infestans em tomate e
batata e Peronospora tabacina em fumo. Além destas substincias, os autores
relatam que compostos inorginicos, como sais fosforados, induzem resisténcia
em feijdo, pepino e milho.

Em 1989, pesquisadores da Ciba Geigy A.G., atual Syngenta Protegdo
de Cultivos Ltda., descobriram que o acibenzolar-S-metil (ASM) é um eficiente
indutor de SAR, sendo entiio considerado um ativador de defesa vegetal.

O ASM ¢, até o momento, o Unico indutor de SAR liberado para o uso
comercial em alguns paises (Knight et al, 1997). Sua utilizagdo mostra-se muito
interessante, porque ¢ capaz induzir resisténcia mesmo em plantas incapazes de
acumular AS (Delaney, 1997). Nos EUA, foi aprovada pelo United States
Environmental Protection Agency (EPA) em abril de 2000, a comercializagdo de
um novo indutor de resisténcia, 0 Messenger®. Trata-se de uma formulagdo
quimica que contém 3% de harpina. Harpina é uma proteina bacteriana
extracelular rica em glicina, capaz de ativar rotas metabélicas para respostas de

defesa da planta. Foi inicialmente descoberta em Erwinia amylovora, sendo a

10



primeira molécula originada de um patogeno capaz de ativar HR (Cooper,
2001).

O Messenger® estd sendo comercializado nos EUA, dentro de um
programa de manejo integrado, para o controle de virus, bactérias e fungos nas
seguintes culturas: algoddo, tomate, fumo, pimentdio, citros, trigo € morango
(Eden Bioscience, 2000). Além disso, os mecanismos de defesa ativados podem
também ser efetivos contra alguns insetos-praga (Moffat, 2001). No Brasil,
ainda nfio sdo encontrados, na literatura, estudos que comprovem sua eficicia e
muito menos seu modo de ag#o.

Para ser considerado um ativador de SAR, um composto quimico deve
apresentar, no minimo, trés caracteristicas: 1) o composto ou seus metabdélitos
ndo devem exibir atividade antimicrobiana direta (Sticher et al., 1997); 2) o
produto deve induzir resisténcia sistémica contra o mesmo espectro de
patégenos que SAR ativada biologicamente; 3) o produto deve induzir a
expressdo dos mesmos genes marcadores, conforme SAR ativada por patégenos
(Kessmann et al., 1994).

Por induzir os mecanismos de defesa da prépria planta, 0 ASM propicia
uma forte protegdo das plantas contra patdgenos. Segundo Kombrink et al
(1995), citados por Ruess et al., (1997) a maioria dos mecanismos de indugdo
estd localizada no sitio de tentativa de infecgdo do microrganismo, onde a planta
responde primeiramente com a morte localizada de células (reagdo de
hipersensibilidade - HR), seguida pela formagio de metabdlitos
antimicrobianos, formagdo de calose e lignificagdo.

Para demonstrar que 0 ASM rélmente atua de forma idéntica a um
fenomeno biolégico natural de SAR, vérios estudos realizados por Ruess et al.
(1997) demonstraram que:

® 0 ASM e seus metabdlitos ndo apresentaram atividade direta contra os
patdgenos estudados;
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e protegeu a planta contra 0 mesmo espectro de patdgenos como na
ativagéo bioldgica;

e promoveu as mesmas mudangas bioquimicas nas plantas como na
ativagdo bioldgica;

e foi requerido um tempo minimo entre a aplicag@o e a resposta de defesa
produzida pela planta.

Em trabalho desenvolvido por Friedrich et al. (1996), plantas de fumo
pré-inoculadas com TMV ou tratadas com ASM mostraram-se resistentes a
Cercospora nicotianae, Erwim'é carotovora, Phytophthora parasitica,
Pseudomonas syringae pv. tabaci e TMV. Estes autores observaram que, para os
patdgenos testados, o0 ASM induziu resisténcia e falhou na protegdo contra os
mesmos patégenos também observados com a pré-inoculagdo do TMV.

O ASM que, segundo Gorlach et al. (1996), é um potente ativador de
SAR, tem sido utilizado na Europa para o controle de doengas em cereais. Na
Costa Rica, tem sido utilizado em bananeira para o controle da Sigatoka negra,
em misturas com fungicidas como difenoconazole, mancozeb e tridemorf. Nos
EUA, o produto esta sendo comercializado principalmente para protegéo contra
doengas bacterianas em hortaligas (Novartis Crop Protection, 1997). No Brasil, o
ASM foi recentemente registrado junto ao Ministério da Agricultura e
Abastecimento, sob o nome comercial Bion®, para protegdo contra doengas
bacterianas em tomateiro, Crinipellis perniciosa em mudas de cacau e Xyllela

fastidiosa em mudas de citros.

2.6 Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR) x Resisténcia Sistémica

Induzida (ISR)

Embora estes termos paregcam  sindnimos, pesquisadores
contemporaneos (Loon et al, 1998; Romeiro, 1999), concordam que SAR e ISR
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sdo fenémenos distintos. Para estes autores, SAR e ISR diferem-se quanto a
forma pela qual sdo induzidos e desencadeados, uma vez que estes s&o
governados por mecanismos bioquimicos diferentes. Entretanto, como resultado
fenotipico final, ambos se expressam sob a forma de indugdo de resisténcia
sistémica.

Em trabalhos recentes, varios autores (Métraux, 1998; Pieterse et al.,
1998; Loon, 1998 e 1999), citados por Romeiro (1999), relatam que SAR
envolve o acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (PRP’s) como
mecanismos de defesa da planta, sendo sua indu¢do dependente do AS. Neste
caso, a indugio de resisténcia pode resultar em alteragdes visuais (HR) na planta
que sofreu indugdo, podendo ainda ser obtida por meio do tratamento com
elicitores bidticos ou abidticos. No caso de ISR, alteragdes visuais ndo sdo
perceptiveis, o agente indutor é um ndo-patégeno e a indugio de defesa ndo é
dependente do AS, parecendo haver uma outra rota de sinalizagdo mais

associada a jasmonatos e etileno.
2.7 Mecanismos envolvidos na inducfio de resisténcia

Segundo Chester.(1993), citado por Resende et al. (2000), a resisténcia
sistémica adquirida envolve a ativagdo de mecanismos iatent&s de defesa, por
meio do tratamento com agentes bidticos (microrganismos vidveis ou
inativados) ou abidticos (agentes quimicos) (Inbar et al., 1998).

Entre os mecanismos de defesa ativados, podem ser citados o acimulo
de fitoalexinas, quitinases e 3-1,3 glucanases (PRPs) (Loon & Antoniw, 1982), o
aumento na atividade de peroxidases (correlacionado com o aumento de
lignificagdo) e a formag@o de papilas (depésitos de lignina + calose).

Tem se verificado que plantas tratadas com um indutor de resisténcia

(ASM), por exemplo, apresentam maior atividade das enzimas fenilalanina
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amoénia-liase e peroxidases ap6s a inoculagdo com Blumeria graminis f. sp.
tritici (Stadnik, 1999). Por outro lado, no patossistema sorgo — Colletotrichum
graminicola, em estudos conduzidos na ESALQ/USP, foi demonstrado que hé
indugdo na produgdo de fitoalexinas diretamente proporcional ao aumento da
dose de ASM até o limite de 50 ppm. Ainda foram verificadas as enzimas
glucanases e quitinases que, inesperadamente, apresentaram redugdo na
atividade (Pascholati et al., 1999).

Em estudos realizados na UFLA, foi observada correlag@o positiva entre
indugdo de resisténcia e atividade de peroxidases em cacau (Resende et al.,
2000). Estes autores avaliaram os niveis de fenéis totais, polifenoloxidases e
peroxidases aos 3, 15 e 30 dias ap6s a aplicagio do ASM em plantas de cacau da
cultivar Catongo, objetivando explicar seu mecanismo de agdo. Foi observado
que niio houve diferenga significativa no conteiido de fenéis totais e na atividade
de polifenoloxidases. Entretanto, ocorreu um aumento significativo na atividade
de peroxidases para todos os periodos avaliados, sugerindo possivel
envolvimento do ASM na sintese de lignina. Segundo Gorlach et al. (1996), a
ativacdo de resisténcia pelo ASM em trigo se di pela indugdo dos genes
chamados WCI (Wheat chemically induced), que incluem os genes que
codificam uma lipoxigenase e proteinas ricas em enxofre. Isso indica que os
mecanismos de atuagio do ASM podem variar, dependendo do patossistema
avaliado (Pascholati et al., 1999).

A exploragio dos mecanismos de SAR possibilita uma alternativa ao
uso de fungicidas para o controle de doengas de plantas, com o emprego de
produtos ativadores de SAR.

Observagdes sugerem que efeitos colaterais do agente indutor possam,
sob certas circunstincias, afetar negativamente a fisiologia da planta e/ou que a

indugiio de resisténcia tenha um custo energético para a planta (Pascholati et al.,

1999).
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Em contrapartida, devido ao seu modo de agdo e ao fato de ndo
apresentar toxicidade inerente, o risco de selegdo de isolados dentro de uma
populagdo de patégeno pode ser considerado muito baixo (Pascholati et al.,
1999).

2.8 Propriedades e caracteristicas do acibenzolar-S-metil

O ASM ¢ uma molécula exdgena sinalizadora de reagdes de defesa que ¢
rapidamente absorvida e translocada por toda a planta. Esta molécula gera um
sinal no sitio de contato com o 6érgdo vegetal, que posteriormente translocara
para outros 6rgdos ndo expostos ao contato com esta, desencadeando uma série
de eventos que ativardo genes de defesa.

Testado em varios organismos e microrganismos pela Ciba-Geigy em
1996, o ASM foi considerado como uma substéncia inofensiva ou praticamente
ndo téxica. Seus metabolitos ndo sdo carcinogénicos e mutagénicos. Quanto a
sua toxicidade aguda, apresenta DLs, oral > 5000 mg/kg; DLs, dermal >2000
mg/kg; CLs, inalagio > 5000 mg/cm®, no caso de ratos. Para o coelho, foi
considerado pouco irritante, levando-se em consideragio irritagdo aos olhos e a
pele (Bion, 2001). Segundo Lyon & Newton (1997), o ASM também causou

sensibilizagéio na pele de porquinho-da-india.

2.9 Efeito “in vitro” do acibenzolar-S-metii (ASM) sobre

microrganismos

Pascholati et al. (1998) avaliaram o efeito do ASM na germinagdo de
conidios, formag@o de apressério e crescimento micelial de Colletotrichum
graminicola. Para o crescimento micelial, o experimento foi conduzido em

placas de Petri com meio batata dextrose-dgar (BDA) e foram utilizadas as

15



seguintes concentragdes do ASM: 0, 1, 10, 100 e 200 ppm. Foi observada
redugdo no crescimento micelial na presenca de 100 e 200 ppm do produto.
Além disso, sobre suspensdes de conidios, o produto foi adicionado em vérias
concentrages entre 0,1 e 200 ppm. O experimento foi conduzido em laminas de
vidro recobertas com poliestireno e foi observado que, a medida que a
concentragdo do produto aumentava, havia uma redugdo na germinagdo e na
formagdo de apressérios fiingicos. Dessa maneira, foi evidenciado o efeito
fungistatico deste produto na germinagdo de conidios, formagdo de apressérios €
crescimento micelial de C. graminicola.

Resende et al. (2000) avaliaram o efeito do ASM na germinagédo de
esporos e crescimento micelial de Crinipellis perniciosa. Foram testadas
concentragdes que variaram de 15,63 a 1000 ppm para ambos os ensaios. A
porcentagem de inibicdo da germinagio de esporos foi avaliada em liminas
escavadas e a inibigio do crescimento micelial foi avaliada medindo-se o
crescimento das col6nias em placas de Petri. Os valores estimados a partir de
regressio linear permitiram classificar o ASM como sendo de pouca agdo téxica,

segundo a classificagdio de toxidez para fungos (Edgington et al., 1971).
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CAPITULO 2

Efeito comparativo do indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil na
protegio contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Oidium lycopersici

e Septoria lycopersici



1 RESUMO

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Efeito comparativo do indutor
de resisténcia acibenzolar-S-metil pa proteciio contra Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, Oidium lycopersici e Septoria lycopersici em
tomateiro. In: Resisténcia sistémica ativada pelo acibenzolar-S-metil contra
doencas em tomateiro. Lavras: UFLA, 2002. p. 23-42. (Dissertagdo —
Mestrado em Fitopatologia)*

O acibenzolar-S-metil (ASM) teve seu efeito como indutor de
resisténcia avaliado contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Oidium
lycopersici e Septoria lycopersici, em tomateiro. Entre os tratamentos utilizados,
aquele que continha 0 ASM (2,5 g i.a./100 L 4gua) induziu protegdo de até
77,78% e 44,62%, em relagdo a testemunha, contra X. campestris pv. vesicatoria
e O. Iycopersici, respectivamente. Entretanto, quando avaliado contra S.
Iycopersici, a protegdo maxima foi de apenas 8,02%. Embora pertenga a uma
classe diferente (indutor de resisténcia), o ASM teve sua eficicia avaliada
comparativamente com mancozeb (240 g i.a./100 L de agua), oxicloreto de
cobre (110 g i.a./100 L de 4gua) e oxitetraciclina (100 g i.a./100 L de 4gua). O
ASM foi aplicado em duas doses diferentes, 1,25 € 2,5 g i.a./100 L de 4gua ¢ em
mistura com mancozeb e oxicloreto de cobre. Para X. campestris pv. vesicatoria,
os tratamentos que continham ASM destacaram-se como os mais eficazes. Para
O. lycopersici, ASM + mancozeb destacou-se como o melhor tratamento. J&
para S. lycopersici, os melhores tratamentos foram aqueles que continham
mancozeb. Ao se avaliar esse complexo de doengas, 0 ASM em mistura com o
mancozeb proporcionou maior redugéo na severidade dessas.

* Comité Orientador: Mario Licio Vilela de Resende — UFLA (Orientador) e
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Comparative effect of the
resistance inducer acibenzolar-S-methyl on protection against
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Oidium lycopersici and Septoria
Iycopersici on tomato. In: Systemic resistance triggered by acibenzolar-S-
methyl against diseases on tomato. Lavras: UFLA, 2002. p. 23-42.
(Dissertation Master Program in Phytopathology)*

Acibenzolar-S-methyl (ASM) had its effect assessed as a resistance
inducer against Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Oidium lycopersici,
Septoria Iycopersici, on tomato. Against X campestris pv. vesicatoria and O.
Iycopersici, those treatments containing ASM (2.5 g i.a./100 L of water),
induced protection of 77.78% and 44.62% compared to the control, respectively.
However, when assessed against S. [lycopersici, the maximum protection
obtained was 8.02% compared to the control. Although belonging to a different
class (resistance inducer), the ASM had its efficacy comparatively assessed with
mancozeb (240 g a.i./100 L of water), copper oxichloride (110 g a.i./100 L of
water) and oxitetraciclyn (100 g a.i./100 L of water). ASM was applied at two
different doses, 1.25 g i.a/100L of water and 2.5 g i.a./100L of water and in
mixture with mancozeb and copper oxichloride. The best treatments were ASM
at any dosage, ASM plus mancozeb and all treatments containing mancozeb to
protect against X. campestris pv. vesicatoria, O. lycopersici and S. lycopersici,
respectively. ASM mixture with mancozeb provided the greatest reduction on
severity of all those diseases as a whole.

Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor) and Ricardo Magela de Souza — UFLA.

25



3 INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) requer
intensivos tratos culturais, desde a implantagdo até a colheita. Esse sistema
intensivo de cultivo é responsével, muitas vezes, pela ocorréncia e disseminag¢do
de pragas e doengas. Vérias sdo as doengas que comprometem a produgéo e
comercializagio do tomate. Entre elas, podemos citar as doengas filngicas e
bacterianas, embora aquelas causadas por virus e nematdides sejam também de
grande importdncia. A septoriose, cujo agente etiolégico é Septoria lycopersici,
pode provocar perdas considerdveis na produgio do tomateiro tanto pela
destrui¢do da folhagem quanto pela exposigdo dos frutos & queimadura de sol
(Lopes & Santos, 1994). Oidium lycopersici, agente etiologico da enfermidade
conhecida como oidio, tem sido encontrado esporadicamente no campo e,
portanto, ndo é tio problematico sob tais condigdes, embora sob cultivo
protegido, possa assumir grande importincia econémica. A mancha bacteriana
causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria reduz a
produtividade pela destruigdo de tecido foliar e pela derrubada de frutos em
formagdo. Além disso, compromete a qualidade e o valor comercial dos frutos
para o comércio (Lop&s & Santos, 1994).

Os métodos utilizados no controle de doengas, tanto fingicas quanto
bacterianas, muitas vezes ndo tém sido eficientes, principalmente em se tratando
de controle quimico. Devido aos problemas de fitotoxidez, impacto ambiental e
surgimento de populagdes resistentes de patdgenos, os antibidticos vém sendo
cada vez menos utilizados (Lopes, 2000). Fungicidas protetores a base de cobre,
amplamente utilizados num passado recente, vém perdendo cada vez mais
espaco para os fungicidas sistémicos, os quais ja representam mais de 50% do

mercado. Com a diminui¢do da utilizagdo dos cipricos, doengas bacterianas
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tornaram-se mais freqiientes, ocasionando maiores perdas. Assim sendo, o
produtor vem buscando alternativas que, quando utilizadas dentro de uma
filosofia de manejo integrado, promovem mais efetivamente o controle de
doengas.

Devido ao seu sistema de vida sedentdrio, as plantas, com suas extensas
estruturas aéreas e subterrineas, sdo alvo perfeito para ataque de
microrganismos patogénicos € pragas (Moraes, 1998). Entretanto, ha um
consenso de que a regra é a resisténcia e, portanto, a ocorréncia da doenga, ¢
excegdo. Tal fato é explicado pela especificidade das interagSes patogeno-
hospedeiro e, além disso, as plantas possuem diferentes barreiras estruturais ou
bioquimicas para impedir a entrada e posterior colonizagio do patégeno. Em
ambos 0s casos, estas barreiras podem ser pré-formadas (constitutivas) e/ou pos-
formadas (induziveis) (Agrios, 1997). As barreiras pré-formadas s3o aquelas
presentes na planta antes do ataque de patogenos, enquanto que as pos-formadas
sdo aquelas que estdio ausentes ou presentes em baixos niveis antes da infeccao,
sendo produzidas ou ativadas em resposta a presenga do patégeno, como no caso
da resisténcia sistémica adquirida (SAR).

Entre as substincias que podem induzir SAR, o 4cido salicilico (AS) e
outras substincias como, por exemplo, o0 ASM [sulfo-metil-éster do acido benzo
(1,2,3) thiadiazole-7-carbotiéico] e o acido 2,6 dicloroisonicotinico (INA)
destacam-se como algumas das mais importantes. Entretanto, tanto o AS quanto
o INA, ainda ndo possuem potencial para uso comercial, pois séo fitotoxicos
para a maioria das plantas cultivadas.

O ASM pertence ao grupo quimico benzotiadiazole (Venincio et al,
2000) e é, até o momento, o unico indutor de SAR liberado para o uso comercial
no Brasil.

Apb6s a aplicagio de ASM nas plantas, o mesmo ¢ rapidamente

absorvido e translocado por toda a planta, gerando um sinal sistémico que
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desencadeia a expressdo de genes de defesa (Agrawal et al., 1999), apés ter
proporcionado alteragdes na atividade de sinalizadores envolvidos nos processos
anti-estresses. Vale salientar que o processo conhecido como doenga, nada mais
¢ que um estresse biologico.

E no ambito da questdo que a resisténcia induzida pelo acibenzolar-S-
metil mostra-se como uma promissora ferramenta adicional no manejo integrado

de doengas do tomateiro.

Assim sendo, o presente capitulo teve por objetivo avaliar a eficacia do
acibenzolar-S-metil e oﬁtros produtos fitossanitdrios para a protegdo contra
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Oidium lycopersici e Septoria

lycopersici.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Produciio de mudas

Plantas de tomateiro da cultivar Jumbo foram formadas em bandejas de
isopor de 128 células contendo substrato Plantmax®. As mudas foram
transplantadas trinta dias ap6s a semeadura para sacos de polietileno com
volume de 2 L, contendo terra, esterco bovino e areia na proporgdo de 2:2:1,
respectivamente, sendo mantidas em casa de vegetagdo (25 + 2°C) até o término
dos experimentos. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso,

em quatro repeti¢des de cinco plantas cada.
4.2 Obtengdo do patégeno desafiador e inoculagiio

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi isolada de tecidos de
tomateiro apresentando sintomas caracteristicos da doenga, em meio 523 de
Kado e Heskett (1970), pela técnica de estrias paralelas. Para garantir o sucesso
da inoculagéo artificial, as plantas foram mantidas sob condigdes de alta
umidade relativa (aproximadamente 100%) durante 24 horas antes e ap6s a
inoculagdo. A suspensdo bacteriana foi pulverizada aos 33 dias apés o
transplantio, principalmente na superficie abaxial da folha, na concentragio
aproximada de 10° ufc/mL, calibrada com o auxilio de espectrofotometro,
As40=0,03 (Oliveira, 1995). Os primeiros sintomas foram observados nove dias
apos a inoculagio.

O fungo Oidium Ilycopersici ndo foi inoculado, tendo esse ocorrido
naturalmente, provavelmente favorecido pela auséncia de irrigagdo na parte
aérea das plantas. Sua ocorréncia foi constatada aos quarenta dias apés o

transplantio e, portanto, ndo interferiu na avaliagdo visual dos sintomas de X
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campestris pv. vesicatoria. Além do mais, os sintomas causados por tal
patdgeno sdo caracteristicos, o que facilitou a avaliagio destes.

Septoria lycopersici também ndo foi inoculado. Sua presenga foi
constatada 35 dias apds o transplantio, principalmente nas folhas mais velhas.
As folhas que apresentaram sintomas de septoriose foram avaliadas somente

para esse patogeno.
4.3 Montagem do ensaio e avalia¢io

Foram utilizados como tratamentos: testemunha inoculada; ASM (1,25 g
1.a./100 L de agua); ASM (2,5 g i.a./100 L de agua); ASM + mancozeb (240 g
i.a./100 L); ASM + oxicloreto de cobre (110 g i.a./100 L); mancozeb (240 g
1.a./100 L) + oxicloreto de cobre (110 g i.a./100 L); oxitetraciclina (100 g
1.a/100 L). Nos tratamentos onde o ASM foi aplicado em mistura, a
concentragdo utilizada foi de 2,5 g i.a./100 L de agua.

Foram realizadas trés aplicagdes dos produtos aos 30, 37 e 44 dias apéé
o transplantio, sendo a primeira aplica¢do aos trés dias antes da inoculagio da
bactéria.

As avaliagoes foram realizadas aos dois e quinze dias apds a ultima
aplicagdo dos produtos para mancha bacteriana e oidio e aos cinco e quinze dias
apos a primeira aplicagdo dos produtos para a septoriose. Seguiu-se a escala de
notas de Sidhu & Webster (1977) (Tabela 1), sendo todas as folhas de cada
planta avaliadas. Apos cada avaliagao, foi calculado o indice de doenga (ID), em
que:

ID = Z das notas de cada planta/ n ®de folhas avaliadas.
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TABELA 1 — Escala de avaliagio adaptada para severidade de doencas foliares

em tomateiro.
Nota Severidade (%)* Indice de doenga
0 0 0
1 de 1a25 de 0,04 a 1,00
2 de26a S0 de 1,04 a 2,00
3 de51a7s5 de 2,04 a 3,00
4 acima de 76 de 3,04 a 4,00
* Porcentagem de 4rea foliar lesionada.

Para todos os agentes etioldgicos foi avaliada a severidade da doenga e,
para O. lycopersici, a incidéncia também foi avaliada.

As diferencas estatisticas foram estimadas pela anélise de varidncia a
5% de probabilidade (P<0,05), sendo utilizado o teste de Tukey para a
comparagio de médias. A ANAVA, bem como o sorteio para casualizagio das

parcelas, foi realizada com auxilio do programa Sisvar, versdo 4.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o controle de X. campestris pv. vesicatoria todos os tratamentos
que apresentavam o ASM isoladamente ou em mistura proporcionaram redugdes
significativas. no indice de doenga (Tabela 2), tanto na primeira quanto na

segunda avaliag@o.

TABELA 2 — indice de doenga (ID) e severidade da mancha bacteriana em
plantas de tomateiro cultivar Jumbo, em casa de vegetago, aos

dois e quinze dias apds a ultima aplicagdo dos produtos.

Tratamento 2 dias 15 dias

ID Severidade (%) ID  Severidade (%)
Testemunha 0,982 24,55 B* 1,237 30,92 C*
ASM (1,25 gi.a/100L) 0,152 3,80 A 0,604 15,10 AB
ASM (2,5 gi.a/100L) 0,204 5,10 A 0,275 6,87 A
ASM + mancozeb 0,253 6,30 A 0,404 10,10 AB
ASM + cobre 0,441 11,02 A 0,882 22,05 BC
Mancozeb + cobre 1,032 25,80 B 1,007 25,17 C
Oxitetraciclina 0,905 22,62 B 0,880 22,00 BC
C.V. (%) 23,19 27,08

* Dados sdo médias de vinte repetigdes e médias seguidas pela mesma
letra nas colunas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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A severidade da doenga nas plantas tratadas com ASM foi reduzida, em
média, 56,27% em relagdio as plantas testemunhas. Redugdes significativas na
severidade da mancha bacteriana do tomateiro em plantas tratadas com ASM
também foram observadas por Inbar et al (1998). Resultados semelhantes foram
obtidos por Silva et al (2000) quando avaliaram o efeito de épocas e modo de
aplicagio do ASM na protegiio contra essa doenga. Embora o ASM tenha
promovido reduges significativas na severidade da mancha bacteriana, tal
produto ndo teve efeito direto sobre X. campestris pv. vesicatoria na
concentragéio de 1000 ppm (Kobayasti et al., 2001), o que implica em modo de
agéio divergente dos demais produtos utilizados no controle da mancha
bacteriana do tomateiro, os quais apresentam toxidez direta a essa bactéria.

Experimentos com acibenzolar-S-metil, visando ao controle da mancha
bacteriana do tomateiro, foram realizados por Louws et al. (2001) nos Estados
Unidos e Canad4, durante o periodo de 1996 a 1999. Além da testemunha
inoculada e do tratamento com ASM, foi adicionado um tratamento padrio com
fungicidas protetores (hidréxido de cobre + ditiocarbamato), exceto nos ensaios
realizados no Canadi. Foram utilizadas as seguintes cultivares: Agriset 761,
Rutgers, Solar Set, Sun Leaper, OH 7814, Peto 692, Sunbeam e Heinz 9478. A
protegdo conferida pelo ASM em relagdo a testemunha variou de 36,3% na
cultivar Sunbeam a 67,95% na Heinz 9478.

No caso de cultivares de tomateiro para processamento industrial,
segundo Silva et al. (2001b), a protegio média proporcionada pelo ASM foi de
58,64%, variando entre 52,93% para Hypeel 108 e 64,18% para Heinz 9665.

A variagio na protegio conforme a cultivar avaliada, infere que a
resisténcia induzida pelo ASM é dependente de genétipo, ou seja, o produto

pode conferir maior ou menor protegdo em determinadas cultivares.
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Para a protegdo contra O. lycopersici, aqueles tratamentos que
continham mancozeb destacaram-se como os melhores na redugédo da severidade
da doenga (Tabela 3).

TABELA 3 - Indice de doenga (ID) e severidade (%) do oidio em plantas de
tomateiro cultivar Jumbo, em casa de vegetagéo, aos dois e quinze

dias ap0s a 1ltima aplicagfio dos produtos.

Tratamentos 2 dias* 15 dias

ID Severidade (%) ID Severidade (%)
Testemunha 0,385 9,62 B** 1,221 30,52 BC**
ASM (1,25 gi.a/100L) 0,000 0,00 A 1,283 32,07 BC
ASM (2,5 gi.a/100L) 0,010 0,25 A 0,676 16,90 AB
ASM + mancozeb 0,000 0,00 A 0,168 420A
ASM + cobre 0,061 1,52 A 1,520 38,00 D
Mancozeb + cobre 0,005 0,12 A 0,374 935A
Oxitetraciclina 0,297 742 B 1,607 40,17 D
C.V. (%) 52,35 27,94

* Dados transformados em X ~ 0,5 (apenas para a avaliagdo aos dois
dias).

** Dados sdo médias de vinte repetigdes e médias seguidas pela mesma
letra nas colunas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Para a avaliagdo da incidéncia do ofdio aos dois dias apés a ualtima
aplicag@io dos produtos, as plantas tratadas com ASM para ambas as dosagens ou
em mistura com mancozeb, tiveram a incidéncia da doenca reduzida em relagéo

ao tratamento testemunha na ordem de, em média, 91,07% (Figura 1).

incidéncia (%)

FIGURA 1 - Incidéncia de oidio em plantas de tomateiro cultivar Jumbo, em
casa de vegetagio, aos dois dias apés a ultima aplicagio dos
produtos.

Entretanto, aos quinze dias ap6s a Gltima aplicagdo dos produtos, foi

observada incidéncia em quase todas as plantas. E importante salientar que esta

avaliagio foi realizada treze dias ap6s a primeira, o que implica na necessidade
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de reativagdo dos mecanismos de defesa contra oidio num periodo de tempo
inferior a treze dias. Néo foram utilizados produtos especificos para oidio.

Para o controle de S. Ilycopersici, o melhor tratamento foi aquele
pulverizado com mancozeb + oxicloreto de cobre, seguido pelo mancozeb em
mistura com ASM. A severidade da doenca foi reduzida em 64,48% e 52,62%,
respectivamente, em rela¢do a testemunha. (Tabela 4).

TABELA 4 - indice de doenga (ID) e severidade da septoriose (%) em plantas
de tomateiro cultivar Jumbo, em casa de vegetagdo, aos cinco e

quinze dias apds a primeira aplicag¢do dos produtos.

Tratamentos 5 dias 15 dias

ID Severidade ID Severidade
Testemunha 1,181 29,52 D* 1,157 28,92 c*
ASM (1,25 gi.a./100 L) 0,792 19,80 BCD 0,880 22,00 ABC
ASM(2,5gia/100L) 1,093 27,32 D 1,064 26,60 BC
ASM + mancozeb 0,420 10,50 AB 0,548 13,70 AB
ASM + cobre 1,056 26,40 CD 1,086 27,17 C
Mancozeb + cobre 0,255 06,37 A 0,411 10,27 A
Oxitetraciclina 0,582 14,55 ABC 0,925 23,12 ABC
C.V. (%) 26,43 24,72

* Dados sio médias de vinte repeticoes e médias seguidas pela mesma
letra nas colunas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Ao se avaliar a planta como um todo, para todos os sintomas
simultaneamente, somando-se toda redugdo de area foliar devido a cloroses e
necroses, o melhor tratamento foi aquele onde 0 ASM foi aplicado em mistura

com o mancozeb (Tabela 5).

TABELA 5 - Indice de doenga (ID) e severidade (%) do complexo de doengas
em tomateiro cultivar Jumbo, em casa de vegetagdo, aos dois e

quinze dias apds a ultima aplicagdo dos produtos.

Tratamentos 2 dias 15 dias

ID  Severidade ID Severidade
Testemunha 2,548 63,69 D* 3,615 90,36 E*
ASM (1,25gi.a/100L) 0,944 23,60 AB 2,767 69,17 CD
ASM (2,5g1.a./100L) 1,306 32,67 BC 2,015 50,37 BC
ASM + mancozeb 0,673 16,80 A 1,120 28,00 A
ASM + cobre 1,558 38,94 BC 3,488 8722 DE
Mancozeb + cobre 1,291 32,29 BC 1,792 4479 B
Oxitetraciclina 1,784 44,59 C 3,412 85,29 DE
C.V. (%) 17,85 11,76

* Dados sdo médias de vinte repeticdes e médias seguidas pela mesma
letra nas colunas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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A resisténcia. induzida pelo ASM em tomateiro possui certamente amplo
espectro de protegdo. Fidantsef et al (1999) comprovaram que o ASM
proporcionou também redugdes significativas na severidade da pinta bacteriana
do tomateiro causada por Pseudomonas syringae pv. tomato. Estudos realizados
por Anfoka (2000), comprovaram a eficacia do produto na redugdo da incidéncia
e severidade do Cucumber Mosaic Virus (CMV) em tomateiro. Em trabalhos
conduzidos por Silva et al. (2001a), visando a protegdo contra Raistonia
solanacearum, agente etiologico da murcha bacteriana do tomateiro, o ASM
promoveu redugdes significativas na incidéncia e severidade da doenca
independente do modo de aplicagio do produto. Plantas tratadas com ASM via
pulverizagio foliar apresentaram 100% de redugdo na incidéncia desta
bacteriose. Ja quando o produto foi aplicado no solo, essa redugdo caiu para
70,08%, sendo que as plantas testemunha apresentaram incidéncia superior a
62%.

Assim, o ASM surge como um promissor indutor de resisténcia.
Entretanto, deve ser encarado como uma ferramenta adicional no manejo
integrado de doengas em tomateiro. Por ser de amplo espectro e inespecifica,
embora parcial, a resisténcia induzida pelo ASM poderd contribuir para o
controle de diferentes doengas do tomateiro, desde que seja integrada com outras
taticas de controle. ‘
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6 CONCLUSOES

1 — O acibenzolar-S-metil, utilizado isoladamente ou em mistura, reduziu

significativamente a severidade da mancha bacteriana do tomateiro.

2 — A severidade da septoriose do tomateiro ndio foi reduzida significativamente

pelo acibenzolar-S-metil quando aplicado isoladamente.

3 - A incidéncia e severidade de oidio do tomateiro foram reduzidas

significativamente pela aplicagio preventiva do acibenzolar-S-metil.

4 — O acibenzolar-S-metil devera ser aplicado em intervalos inferiores a treze

dias para a protegéo contra oidio do tomateiro.
5 — O melhor tratamento para o controle deste complexo de doengas em

tomateiro foi aquele em que o acibenzolar-S-metil foi aplicado em mistura com

0 mancozeb.
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CAPITULO 3

Epoca, modo de aplicagio e doses de manutencfio do acibenzolar-S-metil

contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria em tomateiro



1 RESUMO

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Epoca, modo de aplicagio e
dose de manutencio do acibenzolar-S-metil contra Xanthomonas
campestris pv.vesicatoria em tomateiro. In: Resisténcia sistémica ativada
pelo acibenzolar-S-metil contra doengas em tomateiro. Lavras: UFLA, 2002.
p. 43-59 (Dissertagdio — Mestrado em Fitopatologia)*

O acibenzolar-S-metil (ASM) teve seu efeito avaliado como indutor de
resisténcia contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, agente etioldgico da
mancha bacteriana em tomateiro. Foram avaliadas quatro épocas de aplicagdo do
produto (14, 7, 3 e 1 dia antes da inoculagdo) em dois modos de aplicagdo
(pulverizagdo foliar e irrigado no solo) em tomateiro da cultivar Jumbo, no
esquema fatorial com quatro repeti¢es e cinco plantas por repeticdo. O ASM,
para todas as épocas e modos de aplicagéo, foi aplicado na concentragio de 2,5 g
i.a./100 L de agua, sendo utilizado um volume de 25 mL da suspensdo por
planta. O ASM induziu uma redugéo na severidade da doenga que variou de
40% a 70% em relagdo a testemunha ndo tratada. As melhores épocas de
aplicagio foram trés e um dia antes da inoculag@io, néio sendo detectada diferenga
significativa no modo de aplicagéo do produto. Em outro experimento, em que
foram realizadas trés aplicagdes do ASM em doses de manutengéo (100, 50 e
25% da dose original) com intervalo de aplicagdo de sete dias, ndo houve
diferenca significativa na protegdo conferida em relagdo a testemunha ndo
tratada.

* Comité Orientador: Mario Licio Vilela de Resende — UFLA (Orientador) e
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Timing, mode of application
and doses of maintenance of acibenzolar-S-methyl against Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria in tomato. In: Systemic resistance triggered by
acibenzolar-S-methy] against diseases on tomato. Lavras: UFLA, 2002. p.
43-59. (Dissertation Master Program in Phytopathology)*

Acibenzolar-S-methyl (ASM) had its effect assessed as a inducer of
resistance against Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, agent of bacterial
spot of tomato. Four application times (14, 7, 3 or 1 day before inoculation) and
two ways of application (foliar spraying or soil drenching) were assessed on
fresh market tomatoes cultivar Jumbo, in a factorial scheme, with four
replications of five plants each. For both ways of applications, ASM was applied
at 2.5 g a.i./100 L of water, using 25 mL of the suspension/plant. ASM induced
reductions in disease severity ranging from 40% to 70% in relation to the control
(untreated plants). The best application times were one and three days before
inoculation and no significant differences were detected between modes of
application. Another experiment was conducted using ASM in three applications
at maintenance doses (100, 50 and 25% of original dose) every seven days with
a protection of 51.52% compared to untreated plants.

* Guidance Committee: Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor) and Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

O tomateiro, pertencente a familia das solaniceas, género Lycopersicon,
caracteriza-se pela grande suscetibilidade ao ataque de pragas e doengas, sendo
Lycopersicon esculentum Mill, a espécie cultivada comercialmente.

Entre as vérias doengas, aquelas causadas por bactérias merecem
especial atengdo. Bactérias fitopatogénicas constituem-se em importantes
patégenos de plantas, ndo s6 pelos prejuizos que causam, mas também pela
facilidade com que se disseminam e pela dificuldade em se controlar as
enfermidades por elas incitadas. A mancha bacteriana, cujo agente etiologico €
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, reduz a produtividade pela destruigéo
do tecido foliar e pela derrubada de frutos em formagdo. Além disso,
compromete a qualidade e o valor comercial dos frutos (Lopes & Sahtos, 1994).

Os métodos utilizados para o controle de doengas bacterianas muitas
vezes ndo tém sido eficientes, principalmente em se tratando de controle
quimico. Fungicidas cupricos, que anteriormente eram amplamente utilizados
para o controle de fungos, também auxiliavam no controle de bacterioses,
entretanto, com o advento dos fungicidas sistémicos, os fungicidas cupricos vém
sendo cada vez menos utilizados. Por outro lado, por serem aplicados,
principalmente de forma preventiva, os fungicidas cipricos estdo mais sujeitos a
intempéries climaticas, o que reduz consideravelmente a eficacia destes. Além
disso, o aparecimento de populagdes de bactérias resistentes aos capricos, tem
contribuido para a redugio da sua utilizagio (Lopes, 2000).

Os antibiéticos ndo sdo tdo eficientes e persistentes como os fungicidas
e, por isso, requerem maior fregiiéncia de aplicagdes. Outro fator limitante de
uso & a fitotoxicidez destes produtos, principalmente quando utilizados no
tratamento de sementes (Lopes, 2000). Devido ao uso indevido e indiscriminado

dos antibiéticos na agricultura, tém surgido muitas populagdes de bactérias
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resistentes aos mesmos (Lopes, 2000), o que limita ainda mais sua possibilidade
de uso dentro de uma estratégia de manejo integrado. Com a necessidade
crescente de aumentar a produgdio com o minimo impacto ambiental, novas
taticas de controle vém sendo buscadas a cada dia.

E sabido que as plantas podem defender-se do ataque de patdgenos por
meio de barreiras estruturais ou bioquimicas. Em ambos os casos, estas barreiras
podem ser pré-formadas (constitutivas) e/ou pos-formadas (induzidas) (Agrios,
1997). As barreiras pré-formadas sio aquelas presentes na planta antes do ataque
de patogenos, enquanto que as pés-formadas séo aquelas que estdo ausentes ou
presentes em baixos niveis antes da infecgdo, sendo produzidas ou ativadas em
resposta 4 presenca do patdgeno, como no caso de resisténcia sistémica
adquirida (SAR).

O acibenzolar-S-metil (ASM), recentemente registrado no Brasil, esta
entre aquelas substincias capazes de induzir resisténcia sistémica em plantas
contra o ataque de patogenos.

Assim sendo, o presente trabalho objetivou determinar a melhor época e
modo de aplicagio do ASM para o controle da mancha bacteriana do tomateiro,

bem como avaliar a possibilidade de reduggo na dose utilizada nas reativagdes.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Producio de mudas

Sementes de tomateiro foram semeadas em bandejas de isopor de 128
células contendo substrato Plantmax®. Trinta dias apds a semeadura, as mudas
foram transplantadas para sacos de polietileno com volume de 2 L, contendo
terra, esterco bovino e areia na proporgdo 2:2:1, respectivamente. O solo foi
corrigido € adubado conforme necessério. As plantas permaneceram em casa de
vegetacgio (25 + 2°C) até o término dos experimentos.

O fungicida difenoconazole e os inseticidas lufenuron, abamectin,
cyromazine e thiametoxan foram utilizados, quando necessario, para controle de
demais enfermidades e pragas ocorridas durante os ensaios, sendo esses

aplicados em todos os tratamentos.
4.2 Obtenciio do patogeno desafiador e inoculagiio

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi isolada de folhas infectadas
de tomateiro em meio 523 de Kado & Heskett (1970) pela técnica das estrias
paralelas e cultivada neste mesmo meio antes de se proceder as inoculages.

Para as inoculagdes, foram utilizadas coldnias com cerca de 36 horas de
cultivo. A concentragdo da suspensdo bacteriana foi ajustada, com o auxilio do
espectrofotdmetro, para Ass=0,03, o que corresponde aproximadamente a 108
ufc/mL (Oliveira, 1995). A inoculagio foi realizada via pulverizagio foliar,
sendo que as plantas permaneceram em cémara umida durante 24 horas antes e

apos a inoculagdo.
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4.3 Escala de avaliacfio utilizada nos experimentos

Para todos os ensaios foi utilizada uma adaptagio da escala de
avaliagio de Sidhu & Webster (1977), a qual é baseada em um critério de notas

que variam de 0 a 4, conforme a severidade da doenga (Tabela 1).

TABELA 1 — Escala de avaliagdo adaptada para severidade da mancha

bacteriana em tomateiro.

Nota Severidade (%) indice de doenga
0 0 0

1 de 1a25 de 0,04 a 1,00
2 de 26 a 50 de 1,04 a 2,00
3 deS1a75 de 2,04 a 3,00
4 acima de 76 de 3,04 a 4,00

Foi calculado o indice de doenga (ID), por planta, sendo:

ID = X das notas das folhas / n ¢ de folhas avaliadas (em cada planta).

4.4 Montagem dos ensaios e avaliagdes

4.4.1 Experimento 1: Efeito de épocas ¢ modo de aplicacio do ASM na

severidade da mancha bacteriana

Mudas da cultivar Jumbo, tutoradas em bambu e conduzidas no sistema

de haste Gnica, foram pulverizadas ou irrigadas via solo com suspenséo de ASM
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na concentragio de 2,5 g i.a./100 L de agua, sendo aplicados 25 mL da
suspensdo/planta. O ASM foi aplicado aos quatorze, sete, trés ou um dia antes da
inoculagdo, em uma tnica aplicagdo, aos 26, 33, 37 e 39 dias apés o transplantio,
respectivamente. Foi também incluido um tratamento testemunha, no qual as
plantas foram inoculadas sem serem pulverizadas ou irrigadas com a suspenséo
de ASM.

As plantas foram mantidas em casa de vegetagio (25 + 2°C) no
delineamento experimental de blocos casualizados, no esquema fatorial (épocas
X modo de aplicagdio) com quatro repetigdes e cinco plantas por repetigéo.

A inoculagio foi realizada aos quarenta dias apds o transplantio e as
avaliagbes foram aos quatorze e vinte dias ap6s a inoculagéo, conforme descrito

anteriormente, em que todas as folhas de todas as plantas foram avaliadas.

4.4.2 Experimento 2: Efeito de doses de manutencio do ASM na severidade

da mancha bacteriana

Plantas da cultivar Jumbo foram plantadas e transplantas conforme
descrito anteriormente, sendo conduzidas em sistema de haste Unica e tutoradas
em bambu. Testemunha inoculada e plantas tratadas com ASM nas
concentragdes de 2,5, 1,25 € 0,625 g i.a./100 L de agua, foram os tratamentos
utilizados. Entretanto, a primeira aplicagdo do ASM foi realizada aos cinco dias
apés o transplantio, na dosagem de 2,5 g i.a./100 L de 4gua para todos os
tratamentos, exceto a testemunha. Para as segunda e terceira aplicagdes, foram
utilizadas as concentragdes de manutengfio supracitadas aos dezenove e 26 dias
ap6s o transplantio, respectivamente.

Esse ensaio foi conduzido em casa de vegetagdo (25 * 2°C), no
delineamento experimental de blocos casualizados em quatro repeticbes com

cinco plantas por repetigao.

50



A inoculagdio foi realizada aos treze dias apés o transplantio e as
avaliagbes foram realizadas aos sete, quatorze e dezenove dias apés a
inoculagio, conforme descrito anteriormente, onde todas as folhas de todas as

plantas foram avaliadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: Efeito de épocas e modo de aplicacgio do ASM na
severidade da mancha bacteriana
Como niio houve interagdo significativa entre o modo e as épocas de

aplicagdo do ASM, foi realizada a analise individual dos fatores.
5.1.1 Epoca de aplicaciio do ASM

O ASM quando aplicado uma unica vez, um ou trés dias antes da
inoculagdo, promoveu redugdo significativa na severidade da doenca de até 70%
em relagio a testemunha (Tabela 2), sendo que na testemunha a severidade da
doenca foi cerca de 34%. Quando aplicado uma uinica vez, sete ou quatorze dias
antes da inoculagdo, a protegdo induzida pelo ASM caiu praticamente a metade.

Anfoka (2000), em estudos visando o controle de virose em tomateiro
cultivar Vollendung, comprovou que uma Unica aplicagdo do ASM aos sete dias
antes da inoculagéo do patogeno desafiador, CMV, foi suficiente para promover
significativas redugdes na incidéncia e severidade da doenga.

J4 Fidantsef et al. (1999), visando ao controle de doengas em tomateiro,
comprovaram que o ASM promoveu redugdes significativas na severidade da
pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato) em relagio a testemunha,
guando aplicado seis dias antes da inoculagdo do desafiador.

Em trabalhos conduzidos por Resende et al. (2000), o ASM induziu
maior protegio contra Crinipellis perniciosa em mudas de cacaueiro, quando
aplicado aos trinta dias antes da inoculagdo. Esse resultado demonstra que a
época de aplicagdio ¢ bastante variavel conforme a espécie cultivada e o

pat6geno em questéo.
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Para protegdo de tomateiro em casa de vegetagdio contra esta bactéria ,
sugere-se que a primeira aplicagdo do ASM seja realizada quinze dias apés o
transplantio e que reaplicagdes do produto sejam realizadas em intervalos de

inferiores a quatorze dias.

TABELA 2- Efeito de modo e épocas de aplicagdo do ASM na redugio da
severidade (%) da mancha bacteriana em tomateiro, aos quatorze e

vinte dias ap6s a inoculagdo.

Modo de aplicagio  Epoca de aplicagéo 14 dias 20 dias
Test. inoculada * - 0,00 D 0,00 C
14 d.a.i.** 36,57*** C 29,83 B
7 d.a.i 48,41 BC 3849 B
Pulverizagéo foliar 3 da.i 64,13 AB 66,09 A
1da.i 66,96 AB 67,72 A
14 d.a.i 33,21 C 3506 B
Irrigado no solo 7 d.a.i 38,75 C 35,56 B
3 da.i 72,50 A 62,03 A
1da.i 67,58 AB 70,93 A
C.V.(%) 17,79 13,58

Dados sdo médias de vinte repetigdes e médias seguidas por mesma
letra na coluna sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

* Testemunha considerada como 100% de severidade
** Dias antes da inoculagdo.
*** Porcentagem de controle em relago a testemunha inoculada.
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5.1.2 Modo de aplicagiio do ASM

Nio houve diferenca significativa entre o modo de aplicagdo do produto.
Por ter se mostrado capaz de ativar os mecanismos de defesa da planta, mesmo
quando irrigado no solo, 0 ASM certamente podera também ser aplicado via
4gua de irrigagdio, o que poderia implicar na redugdo do custo de produgdo.

A possibilidade de aplicagdio do ASM irrigado no solo também foi
comprovada por Anfoka (2000) para o controle do Cucumber Mosaic Virus
(CMYV) em tomateiro.

5.2 Experimento 2: Efeito de doses de manutengio do ASM na severidade

da mancha bacteriana

A ativagiio dos mecanismos de resisténcia € temporéria e, por isso,
torna-se necessério promover a reativagio destes mecanismos em determinados
intervalos de tempo.

Doses de manutengio do produto aplicado néo diferiram
significativamente entre si (Tabela 3). Para a reativagio dos mecanismos de
defesa da planta, a dose utilizada do produto podera ser reduzida em até quatro
vezes. Entretanto, quando sdo realizadas pelo menos duas aplicagdes, como
demonstrado nesse ensaio, o intervalo de aplicagéo do produto para a reativagao
dos mecanismos de defesa da planta pode ser estendido para, no minimo, sete
dias.

A severidade da doenga nas plantas testemunha foi, em média, 37,73%,
sendo que esta severidade foi reduzida em 54,70%, 44, 75% e 58,82% quando o
ASM foi aplicado em doses de manutengéo nas concentragdes de 2,5; 1,25 e

0,625 g i.a./100 L de agua, respectivamente, em casa de vegetagdo.
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TABELA 3- Efeito de doses de manutengio do ASM na redugdo da severidade
(%) da mancha bacteriana em tomateiro aos sete, quatorze e

dezenove dias ap6s a inoculagao.

Tratamentos Tdias 14 dias 19 dias Média
Test. Inoculada* 0,00 0,00 0,00 0,00 B
Dose original 57,97%* 52,17 53,85 54,66 A
50% da dose original 42,75 41,07 39,43 41,08 A
25% da dose original 70,28 55,77 50,43 58,82 A
C.V.(%) 12,91 6,44 5,90 -

Dados sio médias de vinte repeticdes e médias seguidas pela mesma
letra na coluna sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Dados transformados em X *0,5.

* Testemunha considerada com 100% de severidade

** Porcentagem de controle em relaggo a testemunha inoculada.

Ensaios conduzidos no ano agricola de 1998, sob condigdes de campo
nas regides de S@o José do Rio Pardo e Guaira, Séo Paulo, comprovaram que
quando se reduzia a dose de aplicagio do ASM de 2,5 para 1,25 g i.a./100 L de
4gua, mesmo apos oito aplicagdes em intervalos de sete dias, havia uma redugédo
significativa na protegdo de plantas de tomate contra P. syringae pv. lfomato
(Castro et al., 1998/1999). E importante salientar que o resultado obtido neste
ensaio foi sob condigdes controladas, diferindo portanto das condi¢des de campo

onde ocorre a interagio com diversos fatores ambientais. Assim, testes em
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campo deverdo ser realizados para comprovagio da efetividade das redugdes das

doses de manuteng@o.
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6 CONCLUSOES

1 — O modo de aplicagdo do acibenzolar-S-metil, em casa de vegetacdo, ndo
influenciou na protegio conferida contra Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria.

2 — O acibenzolar-S-metil devera ser aplicado quinze dias ap6s o transplantio e
reaplicado em intervalos inferiores a quatorze dias para a protegio contra X.

campestris pv. vesicatoria em casa de vegetacao.
3 — A dose de manutencdo do acibenzolar-S-metil pode ser reduzida em até 75%

ap6s a primeira aplicagio na dose original (2,5g i.a./100L de agua), em

condi¢des de casa de vegetagdo.
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CAPITULO 4

Resisténcia induzida pelo acibenzolar-S-metil em cinco genétipos de
tomateiro, para processamento industrial, contra Xanthomonas campestris

pV. vesicatoria



1 RESUMO

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Resisténcia induzida pelo
acibenzolar-S-metil em cinco gendtipos de tomateiro para
processamento industrial contra Xanthomonas campestris  pv.
vesicatoria. In: Resisténcia sistémica ativada pelo acibenzolar-S-metil
contra doengas em tomateiro. Lavras: UFLA, 2002. p. 60-73 (Dissertagdo —
Mestrado em Fitopatologia)*

A resisténcia induzida envolve a ativagiio de genes de defesa, os quais
podem estar presentes ou ndo numa mesma espécie de planta, conforme a
cultivar. Portanto, objetivou-se, neste capitulo, avaliar a eficicia do ASM na
proteg@io de cinco cultivares de tomateiro para processamento industrial contra
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Foram utilizadas as seguintes
cultivares: Hypeel 108, Heinz 9665, RTP 1570, RTP 1095 ¢ AP 529. A protegdo
conferida pelo ASM foi efetiva para os cinco gen6tipos avaliados, promovendo
redugdo na severidade da doenca de até 64,18% em relagio as respectivas
testemunhas. Assim, a agiio do ASM como um indutor de resisténcia mostra-se
bastante promissora em tomateiro contra a mancha bacteriana.

* Comité Orientador: Mério Licio Vilela de Resende — UFLA (Orientador) e
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Induced resistance by
acibenzolar-S-methyl on five genotypes of processing tomatoes against
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. In: Systemic resistance triggered
by acibenzolar-S-methy] against diseases on tomato. Lavras: UFLA, 2002.
p. 60-73. (Dissertation — Master Program in Phytopathology)*

Induced resistance involves activation of defense genes, which can be
present or not in the same species of plant, depending on cultivar. Thus, this
work was aimed at assessing the ASM efficacy on five tomato genotypes against
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. The following cultivars were assessed:
Hypeel 108, Heinz 9965, RTP 1570, RTP 1095 and AP 529. The protection
conferred by ASM was effective for all processing tomato genotypes, inducing
an average disease severity reduction of 64.18% in relation to the respective
controls. Therefore, ASM acts as a resistance inducer against bacterial spot,
irrespective of the tomato genotype assessed.

* Guidance Committee: Mario Licio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor) and Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUGCAO

O género Lycopersicon apresenta grande variabilidade, o que vem
permitindo o desenvolvimento de cultivares para atender as mais diversas
demandas do mercado, tanto para o tomate para processamento industrial quanto
para consumo “in natura” (Giordano & Ribeiro, 2000). O tomate para
processamento industrial é produzido em vérios paises, mas 0s Estados Unidos
destacam-se como o principal produtor mundial. O Brasil também merece
destaque entre os principais produtores. A produgdo no ano de 1999 foi superior
a 1,3 milhdo de toneladas, com érea cultivada superior a 20 mil hectares. Goias,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Ceard e Pernambuco sdo os estados brasileiros
responsaveis pela maior parte da produgio nacional (Silva & Giordano, 2000).

Em semelhanga ao tomate para consumo “in natura”, o tomate para
processamento industrial também ¢ muito suscetivel ao ataque de doengas.
Devido ao seu porte baixo e ao plantio em espagamentos reduzidos, a incidéncia
de doengas bacterianas ¢ favorecida pelo microclima formado entre as plantas.

Mais de cem doengas ja foram relatadas atacando tomateiro, provocando
diferentes niveis de redugiio na produtividade ou na qualidade do produto
comercial (Lopes et al, 2000). As doengas causadas por bactérias
fitopatogénicas vém se tornando cada vez mais importantes, seja pela facilidade
com que se disseminam, seja pela dificuldade de seu controle.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria tem se mostrado como um dos
principais problemas fitossanitrios nesse cultivo, causando significativas
redugbes na produtividade. Além disso, os métodos de controle conhecidos para
a mancha bacteriana ndo tém sido efetivos, principalmente em se tratando do

controle quimico, o que agrava a situagdo (Lopes, 2000).
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A resisténcia induzida pelo acibenzolar-S-metil (ASM) tem se mostrado
uma ferramenta promissora no manejo da mancha bacteriana em tomate para

consumo “in natura”.
Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a eficicia do ASM na

protegiio de diferentes genétipos de tomateiro industrial contra Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Produciio de mudas

Sementes de tomateiro de diferentes cultivares, escolhidas em
conformidade com sua ampla utilizagio no campo, foram semeadas em bandejas
de isopor de 128 células contendo substrato Plantmax®. Trinta dias ap6s a
semeadura, as mudas foram transplantadas para sacos de polietileno contendo
terra, esterco bovino e areia na propérg:ﬁo 2:2:1, respectivamente. O solo foi
corrigido e adubado conforme necessario. As plantas permaneceram em casa de
vegetagdo (25 + 2°C), até o término dos experimentos.

O fungicida difenoconazole e os inseticidas lufenuron, abamectin,
cyromazine e thiametoxan foram utilizados, quando necessario, para controle de
demais enfermidades e pragas ocorridas durante os ensaios. Os produtos foram

aplicados em todos os tratamentos.
4.2 Obtencdo do patégeno desafiador e inoculaciio

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi isolada de folhas infectadas
de tomateiro em meio 523 de Kado & Heskett (1970) pela técnica das estrias
paralelas e cultivada neste mesmo meio antes de se proceder as inoculagdes.

Para as inoculagdes, foram utilizadas coldnias com cerca de 36 horas de
cultivo. A concentragio da suspensdo bacteriana foi ajustada, com o auxilio do
espectrofotometro, para As,=0,03, o que corresponde aproximadamente a 108
ufc/mL (Oliveira, 1995). A inoculagio foi realizada via pulverizagdo foliar,
sendo que as plantas permaneceram em cdmara Umida durante 24 horas antes e

ap6s a inoculagdo.
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4.3 Escala de avaliaciio usada no experimento
Foi utilizada a escala de avaliagdo de Sidhu & Webster (1977), que se

baseia em um critério de notas variando de 0 a 4, conforme a severidade da
doenga (Tabela 1).

TABELA 1 — Escala de avaliagdo adaptada para severidade da mancha

bacteriana em tomateiro.

Nota Severidade (%) indice de doenga
0 0 0

1 de 1a25 de 0,04 a 1,00
2 de 26 a 50 de 1,04 a 2,00
3 de51a75 de 2,04 a 3,00
4 acima de 76 de 3,04 a 4,00

Foi calculado o indice de doenga (ID), por planta, sendo:
ID = X das notas das folhas / n 2de folhas avaliadas (em cada planta).

4.4 Montagem do ensaio e avaliacio

Plantas das cultivares Heinz 9665, RTP 1095, RTP 1570, AP 529 e
Hypeel 108 foram formadas e transplantadas conforme descrito anteriormente.
As plantas permaneceram em casa de vegetagdo (25 + 2°C), no delineamento

experimental de blocos casualizados com quatro repetiges e cinco plantas por

repetigao.
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Foram realizadas trés pulverizagdes da suspensdo de ASM aos quinze,
22 e 29 dias ap6s o transplantio, na concentragéo de 2,5 g i.a./100 L de agua,
sendo que essa suspensdo foi aplicada logo apos ser preparada.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi inoculada aos 32 dias apos
o transplantio. Foi realizada uma Unica avaliagdo da severidade da doenga aos
nove dias ap6s a inoculagio, seguindo-se a escala descrita anteriormente, em que
todas as folhas foram avaliadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A resisténcia, quando induzida por elicitores bidticos ou abidticos, &
dependente do genétipo do hospedeiro, ou seja, pode ser efetiva em algumas
cultivares e ndo em outras de uma mesma espécie.

Nesse ensaio, para todas as cultivares de tomate para processamento
industrial utilizadas, a resisténcia induzida pelo ASM foi bastante efetiva,
promovendo redugdes, em média, de 58,64% na severidade da doenga em
relagio a testemunha (Figura 1).

O Test. inoculada  Tratamento com ASM

50
45
40
35 -
30
25 -
20
15 1
10

5
0

RPT 1095 HYPEEL 108 RTP 1570 HEINZ9665 AP 529

severidade (%)

Dados sdo médias de vinte repetigdes e barras seguidas pela mesma

letra sdo iguais estatisticamente.

FIGURA 1 — Severidade da mancha bacteriana em cinco gendtipos de tomate

para processamento industrial.
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Na cultivar Heinz 9665 ocorreu a maior redugéo na severidade da
doenga, ou seja, 64,18% (Tabela 2, Figura 2) quando tratada com o ASM em
relagdo a testemunha ndo tratada. Esta apresentou 49,9% de severidade da
doenga. A protegiio conferida pelo ASM nio diferiu entre cultivares.

A resisténcia induzida pelo acibenzolar-S-metil mostra-se promissora
para o controle da enfermidade incitada por Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, tanto em tomate estaqueado quanto em tomate rasteiro. Entretanto,
deve ser encarada como uma ferramenta adicional ao manejo integrado,

principalmente por induzir resisténcia parcial.

TABELA 2 - Severidade da mancha bacteriana e porcentagem de protegéo
promovida pelo ASM em cinco gen6tipos de tomateiro industrial.

Tratamento severidade (%) % de protegdo
RTP 1095 (ASM) 17,13 A 56,20 A
RTP 1095 (testemunha) 39,11 B

RTP 1570 (ASM) 1485 A 56,79 A
RTP 15 70 (testemunha) 37,34 B

Hypeel 108 (ASM) 18,07 A 52,93 A
Hypell 108 (testemunha) 38,39 B

AP 529 (ASM) 12,83 A 63,10 A
AP 529 (testemunha) 34,77 B

Heinz 9665 (ASM) 17,87 A 64,18 A
Heinz 9665 (testemunha) 49,90 B

C.V. (%) 15,38

Dados sdo médias de vinte repeticSes e médias seguidas pela mesma
letra em cada coluna sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

69



Experimentos com acibenzolar-S-metil, visando ao controle da mancha
bacteriana do tomateiro, foram realizados por Louws et al. (2001) nos Estados
Unidos e Canad4, durante o periodo de 1996 a 1999. Além da testemunha
inoculada e do tratamento com ASM, foi adicionado um tratamento padrdo com
fungicidas protetores (hidréxido de cobre + ditiocarbamato), exceto nos ensaios
realizados no Canada. Foram utilizadas as seguintes cultivares: Agriset 761,
Rutgers, Solar Set, Sun Leaper, OH 7814, Peto 692, Sunbeam e Heinz 9478. A
protegdo conferida pelo ASM em relagio a testemunha variou de 36,3% na
cultivar Sunbeam a 67,95% na Heinz 9478. Isso indica que o0 ASM pode conferir
maior ou menor protegio contra a mancha bacteriana conforme a cultivar

estudada.

HEINZ 9665 HEINZ 9665

TRATADA
TESTEMUNHA ASM

FIGURA 2 — Sintomas da mancha bacteriana em plantas (cultivar Heinz 9665)

tratadas e nfo tratadas com ASM.
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6 CONCLUSAO

1 — O ASM foi efetivo na protegio contra Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria em todas as cultivares avaliadas de tomateiro para processamento
industrial, em condigdes de casa de vegetagdo, conferindo protegio média de
58,64%.

2 — As cultivares estudadas apresentaram o mesmo padrdo de suscetibilidade a

mancha bacteriana do tomateiro,em condi¢des de casa de vegetag&o.

3 — O grau de resisténcia induzida pelo ASM ndo variou significativamente entre

as cultivares avaliadas.
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CAPITULO 5

Mecanismos de agio do acibenzolar-S-metil em tomateiro contra

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria



1 RESUMO

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Mecanismos de aciio do
acibenzolar-S-metil em tomateiro contra Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. In: Resisténcia sistémica ativada pelo acibenzolar-S-metil
contra doengas em tomateiro. Lavras: UFLA, 2002. p. 74-87 (Dissertagdo —
Mestrado em Fitopatologia)*

O acibenzolar-S-metil (ASM) teve seu efeito avaliado “in vitro” sobre
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, mas seguintes concentragdes do
produto 0, 10, 50, 100 e 1000 ppm. Para efeito de comparagdo, foi utilizado um
tratamento com sulfato de estreptomicina, nas mesmas concentragdes. A
avaliagdo foi realizada medindo-se o halo de inibigéo do crescimento bacteriano
promovido pelos produtos. O ASM niio apresentou atividade direta sobre essa
bactéria até a concentragdo de 1000 ppm. A atividade de peroxidase foi avaliada
em plantas de tomate da cultivar Santa Clara tratadas ou no com ASM. Foram
coletadas amostras as 12 horas, um, trés, sete e onze dias ap6s a aplicagdo do
ASM. Aumento significativo na atividade dessa enzima foi observado em
plantas tratadas com ASM a partir de 12 horas até onze dias ap6s o tratamento.
O pico de atividade da peroxidase foi 24 horas apds o tratamento. Isso indica
que a lignificagdio estd possivelmente envolvida entre as repostas de defesa do
tomateiro contra essa bactéria.

* Comité Orientador: Mério Lucio Vilela de Resende — UFLA (Orientador) e
Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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2 ABSTRACT

SILVA, Luis Henrique Carregal Pereira da. Mechanisms of action of
acibenzolar-S-methyl in tomato against Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. In: Systemic resistance triggered by acibenzolar-S-methyl
against diseases on tomato. Lavras: UFLA, 2002. p. 74-87. (Dissertation-
Master Program in Phytopathology)*

Acibenzolar-S-methyl (ASM) had its effect assessed “in vitro” against
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria at the following concentrations: 0, 10,
50, 100 e 1000 ppm. Treatments with streptomycin sulphate at the same
concentrations were used as standard antibiotic treatments. The inhibition halo
of bacterial growth was assessed. ASM had no direct toxic effect against this
bacterium up to 1000 ppm. Peroxidase activity was assessed on tomatoes cv.
Santa Clara treated or not with ASM. Samples of leaves were collected 12 hours,
one, three, seven and eleven days after ASM application. Significant increases
on peroxidase activities were observed in plants treated with ASM, from 12
hours up to eleven days, peaking at 24 hours after treatment. It is suggested that
lignification is possibly involved in the tomato defense response against that
bacteria.

* Guidance Committee: Mario Licio Vilela de Resende — UFLA (Major
Professor) and Ricardo Magela de Souza — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Virios sdio os possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia induzida,
os quais, podem ser divididos em estruturais e bioquimicos.

Entre os mecanismos de defesa ativados, podem ser citados o acimulo
de fitoalexinas, quitinases e B-1,3 glucanases (PRP’s) (Loon & Antoniw, 1982),
o aumento de peroxidases (correlacionado com o aumento de lignificagdio) e a
formac@o de halos e papilas.

Tem sido verificado que plantas de trigo tratadas com ASM, por
exemplo, apresentaram maior atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase e
peroxidases ap6s a inoculagio com Blumeria graminis f. sp. tritici (Stadnik,
1999). A fenilalanina aménia-liase ¢ a primeira enzima chave para a sintese de
fenilpropandides e a peroxidase € a ultima enzima regulatdria para a sintese de
lignina. Plantas de trigo tratadas com ASM impedem a penetracdo de Blumeria
graminis f. sp. tritici pela formagdo eficiente de papilas (Stadnik, 2000).

Por outro lado, no patossistema sorgo — Colletotrichum graminicola, em
estudos conduzidos na ESALQ/USP, foi demonstrado que hi4 uma indu¢do na
produgdo de fitoalexinas diretamente proporcional ao aumento da dose de ASM
até o limite de 50 ppm. Ainda foram verificadas as enzimas glucanases e
quitinases que, inesperadamente, apresentaram redugio na atividade (Pascholati
et al., 1999).

Em estudos realizados na UFLA, por Resende et al. (2000), foi
observada uma correlagiio positiva entre indugdo de resisténcia e atividade de
peroxidases em cacau. Foram avaliados os niveis de fendis totais,
polifenoloxidases e peroxidases aos trés, quinze e trinta dias apds a aplicag@o do
ASM em plantas de cacau da cultivar Catongo, objetivando explicar seu
mecanismo de agdo. Foi observado que ndo houve diferenga significativa no

conteido de fendis totais e na atividade de polifenoloxidases. Entretanto,
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ocorreu um aumento significativo na atividade de peroxidases para todos os
periodos avaliados, sugerindo possivel envolvimento do ASM na sintese de
lignina.

Assim sendo, os mecanismos de atuagio do ASM podem variar
dependendo do patossistema avaliado (Pascholati et al., 1999).

A exploracdo dos mecanismos de SAR possibilita uma alternativa ao
uso de fungicidas para o controle de doengas de plantas, com o emprego de
produtos ativadores de SAR. Entretanto, observagdes sugerem que efeitos
colaterais do agente indutor possam, sob certas circunstincias, afetar
negativamente a fisiologia da planta e/ou que a indugdo de resisténcia tenha um
custo energético para a planta (Pascholati et al., 1999).

Em trabalhos conduzidos por Silva et al. (2001) (dados néo publicados)
foi observado que tomateiros estaqueados tratados com ASM ndo apresentaram
efeitos colaterais referentes a filotaxia e altura das plantas, quando comparados
as plantas ndo tratadas. Entretanto, foi observada deficiéncia de nitrogénio nas
plantas tratadas com ASM. Essa deficiéncia, provavelmente, é devida ao desvio
do nitrogénio no metabolismo secundirio para a sintese de composto de defesa,
tais como proteinas relacionadas a patogénese e enzimas envolvidas na rota de
produgdo de fitoalexinas.

Objetivou-se, nesse capitulo, avaliar alguns mecanismos de defesa
ativados pelo ASM, bem como a possibilidade de toxidez direta do produto “in

vitro” a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Produgio de mudas

Sementes de tomateiro cultivar Santa Clara foram semeadas em
bandejas de isopor de 128 células contendo substrato Plantmax®. Trinta dias
apés a semeadura, as mudas foram transplantadas para sacos de polietileno
contendo terra, esterco bovino e areia na propor¢do 2:2:1, respectivamente. 0]
solo foi corrigido e adubado conforme necessario. As plantas permaneceram em

casa de vegetagiio (25 + 2°C) até o término dos experimentos.
4.2 Obtengiio do patégeno desafiador e inoculagio

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi obtida de tecidos de
tomateiro que apresentavam sintomas caracteristicos da doenca. Essa bactéria foi
isolada em meio 523 de Kado & Heskett (1970) pela técnica de estrias paralelas.
Para garantir o sucesso da inoculagdo artificial, as plantas foram mantidas sob
condigBes de alta umidade relativa (aproximadamente 100%) durante 24 horas
antes e ap6s a inoculagdo. A suspensdo bacteriana foi pulverizada aos 33 dias
ap6s o transplantio, na superficie abaxial da folha na concentragio aproximada
de 10° ufc/mL, calibrada com o auxilio de espectrofotometro, Asq=0,03
(Oliveira, 1995).

4.3 Experimento 1: Efeito “in vitro” do ASM sobre Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria

O ASM teve seu efeito “in vitro” avaliado sobre X. campestris pv.
vesicatoria. Foram utilizadas as concentragdes de 0, 10, 50, 100 e 1000 ppm do
produto. Sulfato de estreptomicina foi utilizado como um tratamento adicional,

nas mesmas concentragdes supracitadas, para aferigdo da técnica. Em placas de
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Petri contendo o meio 523 de Kado & Heskett e a respectiva bactéria
(igualmente distribuida por toda placa), foram adicionados dois discos de papel
de filtro (dez mm de didmetro) egiiidistantes, anteriormente embebidos na
suspensio do produto. E importante salientar que, em uma mesma placa, havia
os dois produtos na mesma concentragdo. Apds a adiglio dos disquinhos, as
placas foram colocadas em geladeira a 4°C durante uma hora e, posteriormente,
incubadas por 48 h a 28°C, sendo, entdo, realizada a avaliagdo pela da medida

dos halos de inibi¢do promovidos pelos produtos.

4.4 Experimento 2: Atividade de peroxidase em plantas tratadas ou ndo
com ASM

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com trés
repeticBes e com oito plantas cada. Das oito plantas de cada parcela, trés foram
utilizadas para coletar amostras para avaliagdo da atividade enzimatica e cinco
para se avaliar o efeito do ASM na protecio contra X. campestris pv.
vesicatoria. Foram realizadas duas aplicagdes do ASM (2,5g i.a./ 100L é4gua)
aos sete e quatorze dias apds o transplantio e a inoculagdo com o desafiador (X.
campestris pv. vesicatoria) trés dias apés a primeira aplicagdo do produto, na
concentragdo de 10° ufc/mL. As amostras de tecidos jovens foram coletadas as
12h e 24h, trés, sete e onze dias apds a primeira aplicagdo do ASM.

As avaliagdes da severidade da doenga foram realizadas aos treze e 28
dias apés a segunda aplicagdio do produto, sendo utilizada a escala de Sidhu &
Webster (ja descrita anteriormente no item 4.3).

Coleta do material vegetal
O material vegetal coletado constou da parte apical das plantas de

tomateiro. As folhas foram lavadas em agua destilada e secas em papel toalha.
Posteriormente, as folhas foram colocadas dentro de um béquer, ao qual foi

adicionado nitrogénio liquido. Ap6s esse congelamento répido, as plantas foram
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embrulhadas em papel aluminio e colocadas dentro de um isopor com gelo.
Quando as amostras ndo foram processadas imediatamente apds a coleta, as
mesmas foram mantidas em ultra-freezer a —80°C.
Processamento das amostras
1) Extracio
Primeiramente, 0,2 g da amostra foi macerado na presenga de N, liquido
com auxilio de almofariz e pistilo. Em seguida, foram adicionados 10 mL de
tampdo fosfato de potéssio (TFP) a 0,1M e pH 6,8, resultando em uma amostra
liquida. Tal amostra foi coada com auxilio de gaze e vertida para um microtubo
de centrifuga (Eppendorf®).
2) Preparo da amostra
Os frascos eppendorfs contendo as amostras foram centrifugadas a 4°C,
14.000 rpm durante quinze minutos. Cada sobrenadante foi transferido para
outro eppendorf e o sedimento descartado. Como as amostras nao foram
imediatamente utilizadas, elas foram armazenadas em ultra-freezer.
3) Atividade enzimitica
O substrato utilizado para avaliar a atividade de peroxidase foi o
guaiacol 1%.
2,6 mL TFP 0,05M;
0,1 mL peré6xido de hidrogénio;
0,1 mL da amostra;
0,3 mL de guaiacol.
4) Espectrofotometro
O espectrofotdmetro foi calibrado para os comprimentos de onda 420 e
470 nm. As leituras foram realizadas a cada cinco segundos durante, pelo

menos, dois minutos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Efeito “in vitro” do ASM sobre Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Para que um determinado produto possa ser classificado como um
indutor de resisténcia, é necessario que alguns requisitos sejam atendidos. Entre
eles, o de ndo apresentar atividade toxica direta sobre o microrganismos
estudado.

O ASM ndo apresentou atividade direta sobre X. campestris pv.
vesicatoria até a concentragdo de 1000 ppm. E importante salientar que a
concentragdo utilizada para o tratamento da planta “in vivo” é quarenta vezes
menor que a maior concentragdo utilizada “in vitro” nesse experimento. Assim,
pode-se inferir que o modo de agdo do ASM ¢ divergente dos demais produtos
utilizados para o controle dessa bacteriose, néo sendo bactericida. Friedrich et al.
(1996) avaliaram o efeito “in vitro” do ASM em dezoito diferentes patégenos,
nio sendo observada toxidez direta a nenhum deles para concentragdes de até
295 ppm.

Resende et al. (2000), ao avaliarem o efeito do ASM na germinagéo de
esporos e crescimento micelial de Crinipellis perniciosa, em concentragOes que
variaram de 15,63 a 1600 ppm, observaram que os valores estimados a partir de
regressdo linear permitiram classificar o ASM como sendo de pouca agio toxica,

" segundo a classificagdo de toxidez bara fungos (Edgington et al., 1971).
5.2 Atividade de peroxidase em plantas tratadas ou niio com ASM
Aumento significativo na atividade de peroxidase foi observado em

plantas tratadas com ASM, a partir de doze horas da aplica¢o do produto, sendo

que essa enzima teve seu pico de atividade 24 horas apés o tratamento. Para o
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tratamento ASM + bactéria, foi observado um pico da atividade dessa enzima
aos sete dias ap6s o tratamento, devido a presenga da bactéria. No tratamento em
que a bactéria foi inoculada e ndo houve o tratamento com ASM, observou-se
um aumento do pico de atividade da peroxidase aos onze dias. Tal fato ¢é
possivelmente devido & severidade da doenga, tendo muitas lesdes necroticas
sido constatadas. A peroxidase é uma enzima responséavel pela transformag@o de
alcoois monoligndis em lignina. Quanto maior for a presenga de lesdes
necréticas, provavelmente maior serd a presenga de lignina, como resposta da
planta ao ataque de patogenos (Figura 1).

A severidade da mancha bacteriana foi reduzida significativamente em

plantas tratadas com ASM em relago & testemunha (Tabela 1).

16 -
14 - .
L o124
[=]
< 10 A
E g u
E
§ 61
B 4
<
: B
o | B
Testemunha ASM ASM + Bactéria Bactéria
Tratamentos
[E12h D 24h B3 dias 07 dias 011 dias|

FIGURA 1 — Atividade de peroxidase em plantas de tomateiro tratadas ou néo
com ASM.
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TABELA 1 ~ indice de doenga e severidade de mancha bacteriana aos treze e 28
dias ap6s a segunda aplicagdo do ASM.

Tratamentos 13 dias 28 dias

ID* Severidade (%) ID  Severidade (%)
Testemunha 1,7128 4282 B 1,6677 41,69 B
ASM 0,8190 20,47 A 0,8280 20,70 A
CV (%) 15,76 19,35

* D — indice de doenga.

Dados sdo médias de quinze repeti¢des e médias seguidas pela mesma
letra nas colunas sdo iguais estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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6 CONCLUSOES

1 — O acibenzolar-S-metil ndo apresenta atividade direta sobre Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria até a concentragdo de 1000 ppm.

2 — Plantas tratadas com ASM apresentaram aumento na atividade de peroxidase
doze horas apés a aplicagdio do produto, sendo que o pico na atividade foi no

primeiro dia apés a aplicagdo.

3 — A redugio na severidade da mancha bacteriana estd possivelmente
relacionada com o aumento da lignificagio em plantas de tomateiro da cultivar
Santa Clara.
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CONSIDERACOES FINAIS

O indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) podera ser utilizado
como uma ferramenta adicional ao manejo de doen¢as em tomateiro em casa-de-
vegetagdo.

Em todos os experimentos realizados para a protegdio contra
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foram observadas redugdes
significativas na severidade da doenga superiores a 50% em relagdo a
testemunha. O ASM estaria induzindo a ativagiio dos mecanismos de defesa da
planta ou o produto teria efeito téxico direto sobre essa bactéria ? Para que um
produto seja classificado como indutor de resisténcia, este ndo pode apresentar
atividade toxica direta ao patogeno e o ASM ndo apresentou atividade toxica
direta sobre essa bactéria em concentragdes até 1000 ppm (concentragdo 40
vezes maior que a dose recomendada). Além disso, aumentos significativos na
atividade de peroxidase foram observados em plantas tratadas com ASM. A
atividade desta enzima est4 relacionada com a lignificagéio dos tecidos da planta.
Provavelmente, ocorreu maior lignificagdo dos tecidos ao redor dos estomatos,
os quais sdo as principais portas de entrada para essa bactéria. Assim sendo, a
bactéria conseguiria penetrar no tecido hospedeiro, via estomatos, mas, contudo,
teria maior dificuldade para colonizar tecidos préximos ao local de infecgdo.

Para a protegdo contra o complexo de doengas do tomateiro (mancha
bacteriana, oidio e septoriose), o melhor tratamento na redugido da severidade
das doengas foi aquele em que 0 ASM foi aplicado em mistura com o mancozeb.
Provavelmente, ocorreu um sinergismo entre 0 ASM e o mancozeb, uma vez que
0 mancozeb apresenta manganés e zinco em sua constitui¢do que, por sua vez,
podem ser cofatores de enzimas envolvidas no processo da resisténcia induzida.
E importante salientar que X. campestris pv. vasicatoria foi inoculada e que

Oidium lycopersici e Septoria lycopersici foram oriundos de infecgo natural. A
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infecgdo natural desses patgenos foi bem uniforme entre os tratamentos,
provavelmente devido ao sistema de ventilagdo da casa de vegetagéio (fluxo e
refluxo de ar) que distribuiu uniformemente o inéculo.

Foram realizadas avaliagbes para cada patogeno separadamente e,
também, para o complexo da doenca, no qual a severidade de cada doenga foi
somada, tendo-se uma nogdo geral do estado fitossanitério das plantas.

Para a avaliagio da septoriose, inesperadamente, o tratamento com
oxitetraciclina apresentou algum efeito sobre a severidade da septoriose do
tomateiro. Provavelmente, a incidéncia e/ou severidade de uma determinada
doenga tenha sido influenciada pela incidéncia e/ou severidade de outra.

Na indugéio de resisténcia em tomate para processamento industrial,
foram utilizadas as cultivares hibridas que mais estavam sendo plantadas na
época do experimento. Tomou-se o cuidado de escolher cultivares de diferentes
empresas, a saber: Asgrow (AP 529); Heinz (Heinz 9665); Petoseed (Hypeel
108); Rogers (RTP 1570 e RTP 1095). Todas as cultivares apresentaram o
mesmo padrdo de suscetibilidade e o grau de protegdo conferida pelo ASM niio
diferiu significativamente.

De maneira geral, para quase todos experimentos em casa-de-
vegetagdo, foi observado que plantas tratadas com ASM apresentavam maior
amarelecimento das folhas mais velhas. Provavelmente, tal fato seja devido a
deficiéncia nutricional de nitrogénio, uma vez que este nutriente pode ter sido
.desviado do metabolismo primério da planta para produ¢do de compostos de
defesa no metabolismo secundario. Entretanto, anilises foliares ndo foram

realizadas com o intuito de se avaliar este nutriente.
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