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RESUMO

Dentre as doengas que afetam o tomateiro a mancha bacteriana causada pela bactéria
Xanthomonas spp ¢ uma das principais. A doencga ¢ responsavel por perdas significativas
na producdo da cultura e ndo ha um controle quimico efetivo disponivel para uso, e,
portanto, métodos alternativos devem ser estudados. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo avaliar o uso dos corantes azul de metileno e azul de toluidina no controle da
mancha bacteriana do tomateiro. Plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada foram
pulverizadas com os corantes azul de metileno e azul de toluidina nas concentracdes 0, 5,
10, 15 e 20 uM. Para o controle preventivo, plantas foram pulverizadas com os produtos
e 2 dias ap6s foi feita a inoculagio por aspersio da suspensdo bacteriana a 10’ UFC mL"
!, Para o controle curativo, plantas foram inoculadas por aspersdo com a suspensio
bacteriana 107 UFC mL™!' e 2 dias depois foram realizadas as pulverizacdes com os
produtos. As plantas foram mantidas em camara imida 24 h antes e ap6s a inoculacdo. O
experimento foi em blocos casualizados com quatro repeti¢des, sendo considerado como
unidade experimental, um vaso contendo duas plantas. A severidade da doenca foi
avaliada por meio de escala de notas e calculado a area abaixo da curva de progresso da
doenga. O uso dos corantes azul de metileno ¢ azul de toluidina, no controle curativo da
mancha bacteriana do tomateiro reduziu a severidade da doenca, com apenas uma
aplicagdo curativa dos corantes. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes utilizadas. Os resultados de controle obtidos sdo promissores e podem ser
uma alternativa para o manejo da mancha bacteriana do tomateiro.

Palavras-chave: Bactéria, controle curativo, controle preventivo, doenga, Solanum

lycopersicum.
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1. INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum) possui importancia econdmica e social, no
Brasil devido a geragao de renda e empregos. Em abril de 2019 foi obtido um rendimento
de cerca de 4,1 milhdes de toneladas em 59,5 mil hectares plantados, correspondendo a
uma producio média de 68.900 Kg ha! (IBGE, 2019).

Entretanto, o nimero de patdogenos que ocorre na cultura do tomateiro ¢ grande,
com elevada capacidade destrutiva e a dificuldade de controle, tornando a produgdo uma
das mais exigente em cuidados fitossanitirios (RAMALHO, 2007). Dentre os
fitopatogenos destaca-se a bactéria Xanthomonas spp., agente causal da mancha
bacteriana (LOPES, SANTOS, 1994).

O patogeno ¢ capaz de atacar toda a parte aérea da planta, eliminando o tecido
foliar e expondo os frutos ao sol. O que pode levar a uma diminui¢do no teor de agucar
comprometendo desta forma a qualidade do produto. Outro sintoma associado a mancha-
bacteriana ¢ o aparecimento de manchas marrons nas folhas, onde sob condigdes de alta
umidade do ar e temperatura ficam com o aspecto encharcado. As manchas estdo
presentes também no caule, flores e frutos, levando a queda dos frutos ou comprometendo
sua qualidade para o comércio (LOPES E DUVAL, 2005).

A doenca esta amplamente propagada e pode ser encontrada praticamente em
todas as regides produtoras de tomate ocorrendo principalmente em areas irrigadas
(BARBOSA, 1996; JONES et al, 2004; QUEZADO-DUVAL ¢ CAMARGO, 2004). O
controle quimico a base de cupricos tem sido pesquisado, no entanto devido a rapida
multiplicagdo da bactéria e a facil disseminagdo, em muitos casos nao tem sido eficaz
(MARINGONI et al., 1986; ARAUJO et al., 2003).

Assim, a busca de medidas alternativas de controle de fitopatdgenos devem ser
avaliadas, como o uso dos corantes azul de metileno e azul de toluidina, os quais
mostraram-se promissores no tratamento de sementes de tomate, para o controle de
Xanthomonas spp. (FERREIRA, 2012) Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar o uso
do azul de metileno e azul de toluidina, no controle da mancha bacteriana (Xanthomonas
spp.) do tomateiro, em casa de vegetacgao.

2. REVISAO DE LITERATURA

O Brasil destaca-se como o quinto maior produtor mundial de tomate (WPTC,
2019), entretanto, inumeros patdogenos ocorrem na cultura, demandando elevados
cuidados fitossanitarios (RAMALHO, 2007). Dentre os fitopatdogenos sobressai a bactéria
Xanthomonas spp., agente causal da mancha bacteriana (LOPES, SANTOS, 1994).

A mancha bacteriana do tomateiro ¢ causada por quatro espécies do género
Xanthomonas: Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e X. perforans
(JONES et al., 2004). A doenca estd amplamente difundida no pais e encontrada
praticamente, em todas as regides produtoras de tomate, ocorrendo em areas irrigadas por
aspersao tradicional ou por pivo-central, independentes do estddio da cultura
(BARBOSA, 1996).

Os sintomas da mancha-bacteriana ocorrem em toda parte aérea da planta,
podendo aparecer em qualquer estadio da cultura (GITAITIS et al., 1992). Nas folhas, os
primeiros sintomas aparecem na forma de pequenas areas encharcadas de formato
irregular, porém com bordos definidos, que se tornam deprimidas passando de uma
coloragdao amarelada ou verde-clara para marrom-escura até a necrose dos tecidos
(GOODE; SASSER, 1980). Nas pecas florais, usualmente, o ataque resulta em sérios
declinios de florescimento. J4 em frutos verdes, aparecem manchas levemente elevadas,



que comumente t€m halos branco-esverdeados, e alargam-se entre 3 a 6 mm de didmetro
(HIGGINS, 1922; KUROZAWA; PAVAN, 1997; LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2005).

A bactéria nao sobrevive no solo por longos periodos, entretanto, pode sobreviver
em restos culturais ou epifitamente na superficie foliar do tomateiro ou demais
hospedeiras (RODRIGUES NETO, 2000). A doenga ¢ favorecida por temperaturas entre
22,5 e 27,5°C e alta umidade relativa (MORTON, 1965). As fitobactérias tém capacidade
de multiplicarem-se a custa de exsudados do hospedeiro sem infecta-lo, e assim
incrementar a quantidade de indculo até o suficiente para o surgimento de uma epidemia
(LEBEN, 1963). A bactéria penetra na planta através dos estdmatos ou através de
ferimentos provocados por equipamentos ou tratos culturais como amarrio e desbrota
(VAKILI, 1967). A disseminacao se da por respingos de agua a curta distancia
(ROMEIRO, 1995) e por mudas (LEBEN, 1963), ou sementes infectadas a longa
distancia (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).

O controle quimico da doenca ndo ¢ eficiente (LOPES & QUEZADO-SOARES,
2000). Portanto, busca de medidas alternativas de controle de fitopatogenos devem ser
avaliadas como o uso dos corantes azul de metileno e azul de toluidina, que mostrou-se
promissor no controle de Xanthomonas spp. (FERREIRA, 2012), em sementes de tomate.

Ha mais de trés mil anos os antigos egipcios, tratavam vitiligo usando extratos de
plantas seguido da exposi¢do a luz solar (SZEIMMIES et al., 2001), tais extratos eram
ativados pela radiagdo UV provocando reagdes fototdxicas na pele (CESTARI et al.,
2007).

Os corantes fotossensiveis azul de metileno e azul de toluidina podem absorver
luz, de comprimento de onda especifico, na presenga de oxigénio molecular resultando
na formagao de espécies reativas de oxigénio, citotoxicas, capazes de promover a morte
celular por necrose ou apoptose (PELEGRINO et al., 2005; MACHADO, 2000).

O que os torna efetivos no controle de organismos patogénicos como virus,
bactérias e leveduras (USACHEVA et al., 2001; WAINWRIGHT, 1997). Entretanto, o
nivel de dano luminoso depende de alguns fatores, como o tipo de corante, sua
concentragdo, a concentragdo da luz e sua intensidade, assim como, o tipo de bactéria que
sera afetada (USACHEVA et al., 2001).

O tratamento fotodindmico tem sido utilizado atualmente com sucesso em
diversos campos, como urologia, imunologia, oftalmologia, odontologia e dermatologia
(ZHANGA et al, 2017). E agora seu uso estd sendo estudado no controle de fitobactérias.

3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Bacteriologia Vegetal e na
Casa de Vegetacdo do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia, com inicio em Setembro de 2018

3.1 Obtencao do indculo e preparo da suspensdo bacteriana

O isolado UFU A35 de Xanthomonas spp. pertencente a colecdo de trabalho do
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal, do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFU,
proveniente de Araguari MG, foi cultivado em meio de cultura 523 (KADO; HESKETT,
1970).

A suspensao bacteriana foi preparada em 4gua filtrada esterilizada, sendo ajustada
em espectrofotdmetro para ODsso=0,5 correspondendo a aproximadamente 1x10°
UFC.mL"!' (MARCUZZO et al., 2009). As plantas de tomate foram inoculadas com a
suspensdo bacteriana, diluida, nas concentra¢des de 107 UFC.mL"!.



3.2 Tratamento fotodinAmico no controle preventivo e curativo da mancha
bacteriana do tomateiro em casa de vegetaciao

Plantas de tomate da cv. Santa Cruz Kada foram cultivadas em vasos de 500 mL,
contendo substrato composto de solo, areia, himus e vermiculita (4:1:1:1). Ap6s 15 dias
da semeadura quando apresentaram de 3 a 4 folhas foi realizado o controle preventivo,
antes da inoculagdo da suspensao bacteriana, e 4 dias apds o controle curativo, 2 dias apos
a inoculagdo das bactérias.

Para o controle preventivo, as plantas foram pulverizadas com azul de toluidina
(AT) ou azul de metileno (AM) nas concentragdes de 0, 5, 10, 15 e 20 uM, até o ponto
de escorrimento.

Ap6s 2 dias, as plantas foram inoculadas via pulverizagdo das folhas, com a
suspensdo bacteriana na concentragdo de 107 UFC.mL™!. As plantas foram mantidas em
camara umida 24 horas antes e ap6s a inoculacao.

Para o controle curativo, as plantas foram inoculadas com a suspensao bacteriana
na concentracdo de 10’ UFC.mL"!, e mantidas em cAmara imida por 24h antes e ap6s a
inoculagdo. Dois dias depois da inoculagado as plantas foram pulverizadas com os corantes
descritos anteriormente. Sendo as testemunhas plantas inoculadas com suspensdo
bacteriana, isentas da pulverizagdo com os corantes.

O experimento foi realizado em delineamento de blocos casualizados em esquema
fatorial, composto de 2 controles (preventivo e curativos), 2 corantes (AM e AT), 4
concentragdes (5, 10, 15, 20), mais um adicional, com quatro repeti¢des, sendo
considerado como unidade experimental, um vaso contendo duas plantas.

As plantas foram avaliadas aos 3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15 dias apos a inoculagdo. A
severidade da doenca foi quantificada empregando-se a escala diagramatica (Figura 1).

A Area Abaixo da Curva de Progresso de Doenga (AACPD) foi calculada pela

formula: AACPD =Y ((Yi + Yi+1)/2)(ti+1 — ti) (CAMPBELL; MADDEN, 1990), onde:

Y: representa a intensidade da doenga (nota atribuida)
t: o tempo (intervalo entre as avaliagdes, em dias);
1: 0o numero de avaliagdes no tempo.

Figura 1. Escala diagramatica para avaliacdo da porcentagem da area foliar
infectada por Xanthomonas spp. em tomateiro, em condigdes de campo.




Fonte: (Mello et al., 1997)

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de significancia, com o software R! (R CORE
TEAM, 2015).

4. RESULTADOS E DISCUSAO

A Terapia Fotodindmica baseia-se na administra¢ao topica ou sistémica de um
corante nao toxico sensivel a luz seguida da irradiacdo em baixas doses com luz visivel
de comprimento de onda adequado. (GAD et al., 2004). Na presenga de oxigénio
encontrado nas células, o fotossensibilizador ativado, neste caso os corantes, pode reagir
com moléculas na sua vizinhanga por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a
producdo de radicais livres ou por transferéncia de energia ao oxigénio, levando a
producdo de oxigénio singlete. Ambos os caminhos podem levar a morte celular e a
destruicdo do tecido doente (LAMBRECHTS et al., 2005; DEMIDOVA; HAMBLIM,
2005).

Neste ensaio a medida da eficacia dos tratamentos foi medida através da area
abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, onde ndo houve
diferenca significativa na quantidade de doenga, entre as concentra¢des dos corantes azul
de metileno e azul de toluidina (Tabela 1). No entanto, a quantidade de doenga reduziu
em relacdo a testemunha, quando se utilizou os dois corantes na maioria das diferentes
concentracoes.

TABELA 1. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, no
controle preventivo e curativo da doenga, com uso dos corantes azul de metileno e azul
de toluidina em diferentes concentragdes. Uberlandia, 2018.

Preventivo Curativo
Concentragdo AM AT AM AT Médias
(uLM) Doses
5 80,6 69,8 61,5 59,6 67,9
10 56,3 68,3 53,6 59,3 59,3
15 63,8 76,5 54,8 56,6 62,9
20 86,6 57,4 58,1 61,9 66,0
Testemunha 76,1
Média 69,9 B 58,1 A
Controle
(O\Y 4.1 %

O controle curativo (58,1) diferiu significativamente do controle preventivo (69,9)
apresentando menor quantidade de doenca, onde foi feito somente uma aplicacdo dos
diferentes corantes, nas diferentes concentracdes. O produto citotoxico O pode migrar
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menos de 0,02 um apds sua formacao e tem um periodo de meia vida medido em
microsegundos, por tanto os locais de foto-dano refletirdo a localizacdo do sensibilizador
no momento da irradiagdo (MOAN; BERG, 1991) o que reflete os dados.

O uso dos corantes azul de metileno e azul toluidina na concentracdo de 10 uM
(59,3) reduziu quantidade de doenca, embora nao houve diferenga significativa. Novos
ensaios deverdo ser realizados de forma a melhor entender, como utilizar do tratamento
fotodinamico no controle da mancha bacteriana do tomateiro.

Sendo que o uso dos corantes azul de metileno e azul de toluidina demonstraram
eficientes no controle da bactéria Xanthomonas spp.. Onde suspensdes bacterianas
tratadas com azul de metileno e irradiadas nao foi observado crescimento bacteriano e em
menor escala no escuro o corante também mostou-se toxico a Xanthomonas spp. E o
corante azul de toluidina mostrou-se extremamente toxico a bactéria em amostras
irradiadas e em condigdes de escuro (FERREIRA, 2012).

5. CONCLUSAO
O controle curativo da mancha bacteriana do tomateiro com o uso dos corantes

azul de metileno e azul de toluidina reduziram a severidade da mancha bacteriana do
tomateiro.
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