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RESUMO

A mancha bacteriana do tomateiro causada pela bactéria Xanthomonas hortorum pv.
gardneri pode ocasionar perdas significativas na cultura, devido a redugdo da
produtividade e da qualidade dos frutos. O controle quimico da doenca ndo € eficiente e
medidas alternativas, de baixo custo devem ser avaliadas, como o uso de suspensdo
bacteriana inativada (SBI). O objetivo deste trabalho foi avaliar o intervalo de aplicagao
da suspensdo bacteriana inativada no controle da mancha bacteriana do tomateiro. As
plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada (3 a 4 folhas) foram pulverizadas em intervalos de
dois, quatro e dois + quatro dias, com as SBIs (10% e 10° UFC/mL), hidréxido de cobre,
acibenzolar-S-metil (ASM) e 4gua (testemunha). Apos dois e quatroo dias as plantas
foram inoculadas com a suspensdo bacteriana patogénica (107 e 103 UFC/mL). Para a
obtencdo da SBI, a suspensio bacteriana (10° UFC/mL) patogénica de X. Hortorum pv.
gardneri foi esterilizada em autoclave a 120 °C por 20 minutos. A severidade da doenga
foi avaliada aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias apds a inoculacdo ¢ a area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD) calculada. O experimento foi conduzido em esquema
fatorial 5 x 2 x 3, composto por cinco produtos (SBI-108, SBI-10°, hidréxido de cobre,
ASM e 4gua), duas concentragdes da suspensdo bacteriana patogénica (107 e 10°
UFC/mL) e trés intervalos de aplicagdes (2, 4 e 2 + 4), com 4 repeti¢cdes. A aplicacdo da
SBI (10% e 10° UFC/mL), ASM e o cobre reduziram a severidade da mancha bacteriana,
e a SBI-10° apresentou menor quantidade de doenca. Ndo houve diferenca significativa
entre os intervalos de aplicacdo dos produtos para o controle da doenga. No entanto, as
plantas pulverizadas com SBI-10° aos quatro e duas aplicagdes aos dois e quatro (2+4)
dias, antes da inoculagdo com a suspensdo bacteriana patogénica (107) apresentaram
menor quantidade de doenga. A SBI ¢ um produto promissor, podendo ser recomendado

para o controle da doenca, sem impacto ambiental.

Palavras-chave: Doenca, severidade, Solanum Ilycopersicum, Xanthomonas hortorum

pv. gardneri.



ABSTRACT

Bacterial spot of tomato caused by the bacteria Xanthomonas hortorum pv. gardneri can
cause significant crop losses, due to reduced productivity and fruit quality. Chemical
control of the disease is not efficient and alternative, low-cost measures must be
evaluated, such as the use of inactivated bacterial suspension (SBI). The objective of this
work was to evaluate the application interval of inactivated bacterial suspension to control
tomato bacterial spot. Tomato plants cv. Santa Cruz Kada (3 to 4 leaves) were sprayed at
intervals of two, four and two + four days, with SBIs (10% and 10° UFC/mL), copper
hydroxide, acibenzolar-S-methyl (ASM) and water (witness). After two and four days,
the plants were inoculated with the pathogenic bacterial suspension (107 and 108
UFC/mL). To obtain SBI, the pathogenic bacterial suspension (10° UFC/mL) of X.
Hortorum pv. gardneri was sterilized in an autoclave at 120°C for 20 minutes. Disease
severity was assessed at 3, 6, 9, 12 and 15 days after inoculation and the area under the
disease progress curve (AACPD) calculated. The experiment was conducted ina 5 x 2 x
3 factorial scheme, consisting of five products (SBI-10%, SBI-10°, copper hydroxide,
ASM and water), two concentrations of the pathogenic bacterial suspension (10’ and 108
UFC/mL) and three application intervals (2, 4 and 2 + 4), with 4 repetitions. The
application of SBI (10% and 10° UFC/mL), ASM and copper reduced the severity of
bacterial spot, and SBI-10° showed less disease. There was no significant difference
between the application intervals of the products to control the disease. However, plants
sprayed with SBI-10° on four and two applications on two and four (2+4) days, before
inoculation with the pathogenic bacterial suspension (107), showed less disease. SBI is a
promising product and can be recommended for disease control, without environmental

impact.

Keywords: Disease, severity, Solanum lycopersicum, Xanthomonas hortorum pv.
gardneri.



SUMARIO

1 INTRODUGCAQ ...uueeeeeeeererenessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasessssssss 7
2 MATERIAL E METODOS 10
Obtenc¢ao do indculo PatogenicCo ..............ccvvieiiiiiiieceeee e 10
Obtencao da suspensdo bacteriana inativa...................ccoccoeviiiiiiinnin e, 10

Intervalos de aplicaciio da suspensdo bacteriana inativada no controle da mancha

bacteriana do tOmMAteiro ...............ccvvvviiiiiiiii e 10
3 RESULTADOS ...cueteeueereenresesnssssssssessessessessessesssssssssssssassessssessessessessessesssssssassassssesss 11
4 DISCUSSADQ ...cuvreerrreeereressesssssesessssssessesessssssesssssssssssesssssssssesssssssssssessssssessssssssssesses 12
5 CONCLUSAQ . ...cceerernerrressesessssssessssssessesessssssssessssssssssssssssessssssessssesessssessssasssssaseses 14

REFERENCIAS «oeeeeeveeeeeeeeesesessssssesssesssssssssssssssssssessssssssssssessssasssssssssenssssssssssssssssnens 15




1. INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) ¢ uma das hortalicas mais consumidas no
Brasil, com uma producao de 3,8 milhdes de toneladas em 2022, sendo o décimo pais
maior produtor mundial (IBGE, 2022). Devido as condi¢des de solo e clima favoraveis a
producdo da cultura concentra-se no estado de Goias (Silva-Junior et al., 2015) e a
utilizagdo de irrigag@o por aspersdo favorece a ocorréncia de doengas.

Dentre as doengas que ocorrem na cultura, a mancha bacteriana, causada por
quatro espécies de Xanthomonas: X. vesicatoria (Jones et al., 2004), X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans (Constantin et al., 2016) e X. hortorum
gardneri (Moriniére et al., 2020), pode provocar perdas na producdo, em condi¢des de
temperatura entre 20 a 30°C e as chuvas intensas (Lopes ¢ Avila 2005; Ioue-Nagata et
al., 2016).

A doenga apresenta sintomas foliares com manchas necroticas de coloragao
marrom em formato circular por um halo amarelo, em condigdes favoraveis pode
apresentar lesdes agregadas e provocar a seca das folhas, com aspecto de queima,
podendo manifestar em qualquer fase de desenvolvimento. Nos frutos as lesdes sao
maiores, mais claras e mais profundas, na fase inicial apresenta lesdes brancas pequenas
e depois se tornam marrom acinzentado. Além disso, provoca perda de flores quando
ocorre na fase do florescimento, causando lesdes nos pedinculos de flores e frutos (Silva
et al., 2006; Quezado-Duval; Lopes, 2010).

O controle quimico do patdégeno nao ¢ eficiente e inovacdes sao necessarias para
o controle da doenga, como o uso da suspensdo bacteriana inativada (SBI). A SBI ¢ um
produto promissor que pode induzir a resisténcia do patégeno. A resisténcia do
hospedeiro pode diminuindo ou retardando o aparecimento de patdégenos (Goodman et
al., 1986). O método SBI consiste na utilizagdao da propria bactéria inativada pela acao do
calor e esterilizacao para reduzir a severidade da doencga (S4; Tebaldi, 2022), demonstrado
ser promissora no controle da doenga.

O tinico contato com o patdégeno pode desencadear respostas de defesa local e
induzir a produg¢do de sinais que levam a expressdo sistémica de genes relacionados (Taiz;
Zeiger, 2017). Sendo assim, o contato com o patdogeno através da pulverizagao com SBI
nas plantas, pode desenvolver resisténcia ao patogeno, semelhante a uma vacina para as

plantas.



As vacinas estimulam o sistema imunolégico do corpo expondo partes
enfraquecidas ou inativas de um microrganismo causadoras de doenca, podendo
desencadear memoria celular, criando anticorpos (BUTANTAN, 2021). O sistema
imunologico reconhece as células do microrganismo, desenvolve imunidade celular para
combater a doenga.

Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar o intervalo de aplicagdo da suspensao

bacteriana inativada no controle da mancha bacteriana do tomateiro.

2. REVISAO DE LITERATURA

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertencente a familia da Solanaceae,
produz frutos ricos em vitamina B e C, sais minerais, aminoacidos essenciais, aglicares,
fibras dietéticas, ferro e fosforo (Naika et al., 2006). Possui ag¢do antioxidantes como o
licopeno, acido ascorbico e compostos fenolicos (George et al., 2004).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de tomate do mundo, com uma area colhida
de aproximadamente 54,5 hectares e uma producao total de cerca de 3,8 toneladas (IBGE,
2022), sendo o estado de Goiés o principal produtor do pais (IBGE, 2022). A producao
brasileira de tomate contribui para o abastecimento interno do pais e também para
exportacao.

O tomate ¢ uma planta originaria da regido Andina englobando os paises Peru,
norte do Chile, Equador e as Ilhas Galapagos (Pinho, 2022), caracterizado pelo clima
tropical de altitude, subtropical e temperado, permitindo o cultivo em diversas regides do
mundo, com temperaturas moderadas, médias de 15 °C a 19 °C (Silva et al., 2006).

As doencas causadas por bactérias, fungos e virus podem contribuir para a redugao
da produtividade e a qualidade dos frutos de tomate. Os principais géneros de bactérias
que provocam doencas no tomateiro sdo Clavibacter, Ralstonia, Xanthomonas,
Pseudomonas e Pectobacterium. As espécies de Xanthomonas, X. vesicatoria, X
euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans e X. hortorum pv.
gardneri podem provocar perdas significativas na produgao.

Os sintomas da doenca sdo presenca de manchas encharcadas, marrons e de
formato irregular, sendo observadas principalmente em folhas velhas. As lesdes se

coalescem e apresentam um aspecto de queima. As lesdes quando situadas no peciolo,



caule partes florais e pedinculo podem provocar queda de flores e frutos. O ataque da
bactéria durante a floragdo causa queda das folhas podendo resultar na redugdo da
produtividade (Lopes; Reis, 2022).

A doenca pode provocar perdas consideraveis no tomateiro quando cultivados em
temperaturas acima de 25°C, podendo ser mais severa em locais com chuvas associadas
com ventos fortes e a terrenos arenosos (Lopes; Reis, 2022). A disseminagao do patdégeno
pode ocorrer através de ventos fortes, chuva, irrigagdo por aspersdo, implementos
agricolas, tratos culturais, mudas e sementes contaminadas (Inoue-Nagata et al., 2016;
Lopes; Avila, 2005).

As medidas de controle para a mancha bacteriana do tomateiro sdo escolha de
sementes e mudas sadias, variedades resistentes e uso de defensivos agricolas (Quezado-
Duval; Lopes, 2010).A diversificacao de métodos de controle de doencas ¢ fundamental,
contudo, evidencia-se uma limitagdo de produtos registrados que em sua maioria sdo
cupricos e podem causar a resisténcia de patégenos (Mirik et al., 2007; Potnis et al., 2015;
Quezado-Duval et al., 2003).

A SBI ¢ um método de controle inovador que induz o mecanismo de defesa da
planta, protegendo a planta contra os patdgenos, de modo que ocorra a ativagdo das
enzimas desenvolvendo a resisténcia sist€émica da planta (S4; Tebaldi, 2022). A
resisténcia pode ser manifestada por interagcdes genéticas especificas entre as plantas e os
genes de viruléncia de patdgenos, resultam na resisténcia das plantas a doengas (Garcia-
Pineda; Lozoya-Gloria, 2004).

As vacinas como a SBI, utilizam organismos inativados, enfraquecidos ou
derivados de alguns microrganismos para combater a doenga. As vacinas podem
promover a defesa do organismo através do sistema imunolédgico utilizando as células de
memoria do organismo, produzindo anticorpos. Quando o organismo ¢ exposto
novamente a doengca, as células do sistema imune produzem anticorpos e podem inibir os
microrganismos (Crepe, 2009).

As pulverizagdes com SBI apresentaram resultados promissores e inovador para
o controle da mancha bacteriana do tomateiro, sendo eficiente e sustentavel, reduzindo o

uso de produtos quimicos (S&; Tebaldi, 2022).
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal (LABAC) e
em casa de vegetagdo, do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade

Federal de Uberlandia (UFU), Campus Umuarama, no ano de 2022.

Obtenciao do in6culo patogénico
O isolado patogénico de Xanthomonas hortorum pv. gardneri pertencente a

cole¢do de trabalho do LABAC, ICIAG/UFU foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado
& Heskett, 1970), a 28°C por 48 h.

A suspensao bacteriana foi preparada em 4gua filtrada, esterilizada e ajustada em
espectrofotometro a DOCss0=0,5 (10° UFC/mL), sendo utilizada como suspensio

bacteriana patogénica e como suspensao bacteriana inativa (SBI).

Obtencio da suspensdo bacteriana inativada
Para a obtencdo da SBI, a suspensdo bacteriana patogénica foi esterilizada em

autoclave a 120 °C por 20 minutos. Para confirmar a morte das células bacterianas, a SBI

foi cultivada em meio de cultura 523 a 28°C por 48 h.

Intervalo de aplicacdo da suspensao bacteriana inativada no controle da mancha
bacteriana do tomateiro
Plantas de tomate cultivar Santa Cruz Kada foram cultivadas em vasos com

capacidade de 500 mL, contendo substrato composto de solo, areia, humus e vermiculita
(4:1:1:1). Apds 28 dias da semeadura, as plantas (trés e quatro folhas) foram pulverizadas
em intervalos quatro, dois e quatro+dois com as SBIs (10% e 10° UFC/mL), hidroxido de
cobre (2g/L), acidobenzolar-S-metil (ASM) (0,1g/L) e dgua (testemunha). Apos dois e
quatro dias as plantas foram inoculadas com suspensdo bacteriana patogé€nica nas
concentragdes 107 e 103 UFC/mL. As plantas foram mantidas em cAmara umida 24h antes
e apds a inoculacao.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 5 x 2 x 3, sendo cinco
pulveriza¢des (SBI 10%, SBI 10°, hidréxido de cobre, ASM e 4gua), duas concentragdes
da suspensdo bacteriana patogénica (10’ e 103 UFC/mL) e trés intervalos de aplicagdes
(4, 2 e 4+2 dias), com quatro repeti¢cdes, sendo considerado como unidade experimental

um vaso, contendo duas plantas.
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A severidade da doenga foi avaliada usando a escala diagramatica (Mello et al.
1997). As avaliagdes foram realizadas aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias ap6s a inoculagdo. A area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foi calculada pela formula: AACPD:
(Y1 + Y1)/2)*(tis1 — ti),onde Y (€ a intensidade da doenga); t o tempo(intervalo entre as
avaliagdes, em dias) e 1 (€ o nimero de avaliagdes no tempo) (Shaner; Finney,1977).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e testadas as
pressuposi¢cdes de normalidade e homogeneidade. As médias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o programa SISVAR.

4. RESULTADOS

Para 4rea abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro houve
diferenca significativa entre as concentragdes da suspensdo bacteriana 107 (8,10) e 10®
UFUC/mL (12,42) (Tabela 1). Na concentra¢io do inéculo 107 UFC/mL houve diferenca
significativa entre os intervalos de pulverizacdo (4, 2 e 4+2) para o cobre ¢ ASM. Para a
concentracdo da suspensdo bacteriana 10®° UFC/mL ndo houve diferenca significativa
entre os intervalos de pulverizacdo (4, 2, 4+2), com os diferentes produtos.

A SBI-10° e o cobre aplicados aos 4 dias antes da inocula¢do, com a suspensio bacteriana
107 UFC/mL reduziram significativamente a severidade da doenca.

Quando foram realizadas duas aplicagdes da SBI-10%, cobre e ASM, aos 4 e aos 2
(4+2) antes da inoculagio com a suspensio 10’ UFC/mL houve uma menor quantidade
da doenga (Tabela 1). Todos os produtos reduziram a severidade da doenca quando

comparado com a testemunha, nos diferentes intervalos de aplicacao.

Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro,

pulverizadas com diferentes produtos, em diferentes concentra¢des do indculo (107 e 10%).

Produtos 10’ 10°

4 2 4+2 Média 4 2 4+2 Média
SBI 108 11,62bA  10,50aA  6,37aA 9,50b 10,50 aA 10,50 aA 10,87aA 10,62 a
SBI 10° 3,00 aA 7,50 aA 1,87aA 4,12a 9,75aA  7,87aA 12,00aA 9,87 a
COBRE 1,12 aA 9,00 aB 1,87aA 4,00a 7,12 aA 7,50 aA 7,50 aA 7,37 a
ASM 12,00bB 5,25 aA 1,87aA 6,37a 10,87 aA  10,50aA 9,75aA 10,37a
Agua 16,12bA  16,50bA  16,87bA 16,50 ¢ 23,62bA 2550bA 2250bA  23.87b
Média 8,10 A 12,52 B
CV (%) 39,99

Meédias seguidas por letras minusculas distintas na coluna e maitsculas na linha diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott (P<0,05). 'SBI: Suspensio Bacteriana Inativada, *Cobre: Hidréxido de cobre, ASM:
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Acibenzolar-S-Metil.

Para a area abaixo da curva de progresso (AACPD) da mancha bacteriano do
tomateiro, nao houve diferenca significativa entre os intervalos de aplica¢ao dos produtos
no controle da doenga. Aos 4 dias antes da inoculagio (Tabela 2) a SBI 10° (3,00) e o
cobre (1,12) diferiram significativamente dos demais tratamentos e da 4gua, apresentando
menor severidade de doenca, quando inoculada coma suspensdo bacteriana 10" UFC/mL.
Enquanto que, a aplicacao dos produtos aos 2 dias e duas aplicagdes aos 4 e 2 dias (4+2),
para as duas concentragdes da suspensdo bacteriana, reduziu significativamente, a
severidade de doenca em relagdo a testemunha.

As plantas quando foram pulverizadas duas vezes (4+2), com SBI 10°, cobre ¢
ASM, antes da inoculagdo coma suspensdo bacteriana (10’UFC/mL), apresentaram a

menor severidade de doenca.

Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro,

pulverizadas com diferentes produtos, em diferentes intervalos e diferentes concentragoes

de in6culo.
Produtos 4 dias 2 dias 4+2 dias

107 108 Média 107 108 Média 107 108 Média
SBI108 11,62bA 10,50 aA 11,06b 10,50aA 10,50 aA  105a 6,37aA  10,87aA 8,62a
SBI10° 3,00aA 975aB  6,37a 750aA  7,80aA  7,68a 1,87aA  12,00aB 6,93 a
COBRE 1,12aA  7,12aB  4,12a 9,00aA 7,50 Aa 825a 1,87aA  7,50aA 4,68a
ASM 12,00bA 10,87aA 11,43b 525aA  10,50aA  7.87a 1,87aA  9,75aB  58la

Agua 16,12bA  23,62bB 19,87 ¢ 16,50 bA  2550bB 21,00b 1687bA  225bA  19,68b

Média 11,06A 10,57A 9,15A

CV (%)  39.99

Meédias seguidas por letras minusculas distintas na coluna e maitsculas na linha diferem entre si pelo teste
de Scott-knott (P<0,05). 'SBI: Suspensdo Bacteriana Inativada, 2Cobre: Hidroxido de cobre, ASM:
Acibenzolar-S-Metil.

5. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que os intervalos de pulverizagao das plantas com
SBI reduziu a severidade da mancha bacteriana do tomateiro, quando feita duas
aplicagdes aos 4 e 2 dias, antes da inoculagio com a suspensio bacteriana (10’ UFC/mL).
Para o controle da mancha bacteriana do tomateiro no Brasil s3o utilizados

produtos registrados 4 base de cobre, antibidticos estreptomicina e oxitetraciclina (Lopes;
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Quezado-Soares, 1997), no entanto, esses produtos podem levar ao desenvolvimento de
isolados resistentes (Quezado-Duval et al., 2003, Mirik et al. 2007; Potnis et al. 2015),
tornando inviavel seu uso.

O uso da SBI demonstrou ser eficaz no controle da mancha bacteriana do
tomateiro (S4; Tebaldi, 2022). A SBI ¢ uma alternativa inovadora no controle de doencgas
de plantas, onde se utiliza a propria bactéria inativada pela acdo do calor e esterilizagdo
formando um produto eficaz e sustentdvel no controle da mancha bacteriana do tomateiro,
sem impacto ambiental, podendo ser recomendado para o controle da doenca de forma
preventiva (Sa; Tebaldi, 2022).

A utilizagdo de ragas e agentes ndo patogénicos, assim como patdgenos atenuados
ou inativados pelo calor, podem proporcionar protecao aos ataques de cepas virulentas do
mesmo microrganismo ou de microrganismos relacionados (Chester, 1933; Kué, 1972).
Plantas de tabaco tradadas com Pseudomonas tabaci morta pela acdo do calor ficaram
protegidas contra infec¢do bacteriana, reduzindo a severidade da doenga (Lovrekovich;
Farkas, 1965). A severidade da podriddo mole da batata, causada por Pectobacterium
atrosepticum foi reduzida quando as folhas da planta foram tratadas com uma suspensao
de Xanthomonas axonopodis pv. citri autoclavada (Faillace et al., 2019).

Quando a planta ¢ exposta a um agente indutor, hd necessidade de um intervalo
de tempo da exposi¢do para confirmar se a resisténcia exibida pela planta foi induzida e
a expressdo da resisténcia (Pascolati, 2011). As plantas pulverizadas com SBI e
posteriormente inoculadas com o mesmo patégeno podem induzir o desenvolvimento de
anticorpos e proteger a planta contra a infecgoes.

As vacinas estimulam a produgao de anticorpos, promovendo a imunizagao ativa,
criando uma memoria imunoldgica, quando ocorre a entrada de um microrganismo
invasor, desencadeando uma resposta imune de forma ripida, permitindo o
reconhecimento de células invasoras no organismo, promovendo a defesa (Crepe, 2009).

A pulverizacio com ASM reduziu a severidade da doenca, quando foram
realizadas duas aplicagdes aos 4 e 2 dias antes de inoculacdo, com a suspensao bacteriana
107 UFC/mL. O ASM estimula os mecanismos de defesa das plantas (Walters, 2005)
induzindo a produ¢do de enzimas, como peroxidase e oxidase de polifenois, que atua
contra bactérias, fungos e virus (Col et al., 1999), desempenhando um papel importante

no controle da mancha bacteriana do tomateiro (Cavalcanti et al., 2006).
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6. CONCLUSAO

A aplicagdo da SBI10° foi eficaz para o controle da mancha bacteriana do
tomateiro, quando pulverizadas em intervalos 4 dias e duas aplica¢des aos quatro e dois
(4+2) antes da inoculagio, com a suspensdo bacteriana patogénica 10’ UFC/mL, podendo

ser recomendada para o manejo da doenga.
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