NADSON DE CARVALHO PONTES

MANCHA BACTERIANA EM TOMATE INDUSTRIAL: METODOS DE
INOCULACAO, QUANTIFICACAO DA DOENCA E OTIMIZACAO DO
CONTROLE COM ACIBENZOLAR-S-METIL

VICOSA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte
das exigéncias do Programa de
P6s-Graduacdo em Fitopatologia,
para obtencao do titulo de Doctor
Scientiae.

MINAS GERAIS - BRASIL

2012



Ficha catalogrifica preparada pela Secfio de Catalogacio e
Classificacio da Biblioteca Central da UFV

5 §
Pontes, Nadson de Carvalho, 1984-
P814m Mancha bacteriana em tomate industrial : métodos de
2012 inoculagdo, quantificagdo da doenga e otimizagdo do controle

com acibenzolar-S-metil / Nadson de Carvalho Pontes.
- Vigosa, MG, 2012.
xi, 86f. : il. ; 29cm.

Orientador: José Rogério de Oliveira.
ese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Tomate - Doengas e pragas.
2. Solanum lycopersicum L.. 3. Xanthomonas perforans.
4. Mancha-bacteriana. I. Universidade Federal de Vigosa. IL
Titulo.

CDD 22. ed. 635.642932

11




NADSON DE CARVALHO PONTES

MANCHA BACTERIANA EM TOMATE INDUSTRIAL: MF'ZTOD_OS DE
INOCULACAO, QUANTIFICAGCAO DA DOENCA E OTIMIZACAO DO
CONTROLE COM ACIBENZOLAR-S-METIL

Tese apresentada & Universidade
Federal de Vigosa, como parte
das exigéncias do Programa de
Pés-Graduacio em Fitopatologia,
para obtengdo do titulo de Doctor

Scientiae.
Aprovada em: 28/08/2012
Ve
Dr. Trazilbo José de Paula Janior Dra®. Cleide Maria Ferreira Pinto

C&’\XQL@ .AV NP o- Q‘L\"Cﬂ‘-@‘) Qe 2Qelodde </g/

7

Prof. Fabricio de Avila l&odrigu Dra®. Alice Maria Quezado-Duval

/.

Prof. J(Zé/ Rogério de Oliveira

(Orientador)

(Coorientadora)




11

A Raimundo Urias de

Carvalho (in memoriam)



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Fitopatologia, por
possibilitar a realizacdo deste curso.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG),
pela bolsa concedida durante o curso.

A Dra. Alice Maria Quezado-Duval e ao Professor José Rogério de Oliveira,
pela amizade, orientacdo e confianca dedicadas a mim durante a realizacdo deste
trabalho.

Ao Professor Luiz Antonio Maffia, pela colaboracio durante o
desenvolvimento dos experimentos.

Ao Professor Fabricio de Avila Rodrigues e aos pesquisadores Dr. Trazilbo
José de Paula Jinior e Dra. Cleide Maria Ferreira Pinto, pelas sugestdes
apresentadas, pela atencdo e pela disponibilidade em participar da banca de defesa de
tese.

A Professora Abadia dos Reis Nascimento, companheira de todas as horas, e
que muito contribuiu para a realizacao destes trabalhos.

Aos profissionais da Embrapa Hortalicas, em especial ao Dr. Carlos Alberto
Lopes, pelas sugestOes, ensinamentos e amizade, e aos funciondrios Arnauld Aratjo,
José Luis Pereira e Luana Maria, sem os quais este trabalho ndo teria sido realizado.

Aos colegas do Instituo Federal Goiano, em especial aos professores Adelmo
e Anselmo Golynski, pelo auxilio na realizacdo dos trabalhos e pelo apoio e amizade
dedicados a mim.

A equipe do Laboratério de Bacteriologia e Patologia de Sementes, da
Universidade Federal de Vigosa, pela for¢a e companheirismo durante minha estada
em Vicosa.

Aos companheiros de trabalho do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Hortalicas, estudantes e pesquisadores, os quais foram sempre solicitos, além da

amizade dedicada a mim.

11



Aos professores do Departamento de Fitopatologia, pelos ensinamentos
passados ao longo deste curso.

Aos colegas de fitopatologia e demais amigos de Vigosa, em especial aos
amigos Rodrigo, Daniel e Luciano, pelo auxilio e amizade.

Aos companheiros de reptblica, seja em Vicosa (Danilo, Cassiano, Samuel,
Ueder e Fabricio) ou Brasilia (Fred, Marcio, Henrique e Camara), pela amizade e
apoio.

A Miriam Fumiko Fujinawa, pelo companheirismo e dedicaco.

Aos meus pais, Pontes e Nazidir, pelo carinho, educagdo, apoio e confianca
tidos a mim durante toda a minha existéncia.

Ao meu irmao Raifran, pelo incentivo e amizade.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo desta

conquista.

iv



BIOGRAFIA

NADSON DE CARVALHO PONTES, filho de Raimundo Ferreira Pontes e
Maria Nazidir de Carvalho Pontes, nasceu no dia 7 de julho de 1984, na cidade de
Sao Luis, capital do Estado do Maranhao.

Em marco de 2002, ingressou no curso de Agronomia da Universidade
Estadual do Maranhdo (UEMA), onde obteve o grau de Engenheiro Agronomo em
agosto de 2006.

Iniciou o curso de mestrado em Fitopatologia na Universidade Federal de
Vicosa em marco de 2007, o qual foi concluido no dia 13 de fevereiro de 2009.
Iniciou o doutorado em Fitopatologia na mesma instituicdo, em marco de 2009,

submetendo-se a defesa da dissertacdo no dia 28 de agosto de 2012.



RESUMO ...ttt sttt st sttt st sa et ettt saeenen viii
ABSTRACT ...ttt ettt sttt et st ettt et saeeeen X
INTRODUCAO GERAL......oooeiuieeieeeeeeeeeeeeeeee v e 1
REFERENCIAS.......cotitmiitriireieeeeis oot et ss sttt 4
CAPITULO Lottt 6
RESUMO ...ttt ettt sttt ettt sa et enee 7
ABSTRACT ...ttt ettt sttt st sttt et et sate e en 8
INTRODUGAO. ...t ee e etes e san s oo 9
MATERIAL E METODOS........c..oveumeireiireeisseeseesseessnessses s sssssesssesesssesons 10
Preparo das mudas e instalagio do eXperimento...........cceecueeeriveeerieeeniieensiee e 10
Preparo do iNOCUI0.......cccviiiiie e e 11
MEtodos de INOCUIACAD......ceeeueiieiiieeiie ettt ettt stte e tee e e seae e raeeneae e e 11
Meétodos de quantificacdo da severidade da mancha bacteriana............cccceeuueene 12
Delineamento experimental e andlises estatiStiCas........ceervvveervveerivreeriveesireeneneen 12

Confiabilidade das estimativas de severidade obtidas com o auxilio da escala

descrita NO MELOAO C......eeviiiiiiiieiie et st 13
RESULTADOS . ...ttt ettt sttt e 14
Avaliacao da severidade da mancha bacteriana durante os primeiros 30 dias de

CULEIVO . .ttt et ea e et ettt e b b e eb e et e e e e e e e neees 14
Avaliacao da severidade da mancha bacteriana entre os 30 e 60 dias de cultivo. 15
Avaliacdo da severidade da mancha bacteriana a partir dos 60 dias de cultivo.... 15

Confiabilidade das estimativas de severidade entre os avaliadores utilizando a

escala descrita N0 MELOAO C.......ooooviiiiiiiiiiiiiee e 16
DISCUSSAOQ........coieieeeeeeieeeeeeeee e seee e es e aes e 17
REFERENCIAS ..o, 24
Tabelas € FIGUIAS......coooiiiiiiiiiiie ettt 27
CAPITULO 2. 32
RESUMO . .....coooeeeeeeeee e 33
ABSTRACT ... e s e 34
INTRODUGAO.........ooooiioieeieeeeee e eeeees e ee e veeaee s saeeas e 35
MATERIAL E METODOS.........ooivoeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeees e oo 37

vi



DISCUSSAOQ. ..o e e e e e e e s e e e e s ea e es e eese s e eeaeeseseereeareseesean 42

REFERENCIAS.........ooooiieiiieeeeeeeeeee e eeseee s s s se s 46
Tabelas € FIGUIAS......ccoiiiiiiiieiie ettt e 50
CAPITULO 3. 56
RESUMO . .....cooomiiveieeieeeeeee et ns e 57
ASBTRAC T ... eesaee s 58
INTRODUGAO . ........cooiiiieeeeeeeeeeeeee ettt es st as e s 59
MATERIAL E METODOS..........ooovieeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseesesseesesseses s, 61
EXperimentos de CAMPO.........ceeuieeiiiieeiie ettt teeesete et e eesaieeeseneeens 61

Persisténcia da acdo do acibenzolar-S-metil no controle da mancha

DACTETIANA. ...t eneeetie ettt ettt e ettt e st sh e eabe et et e e eeee 64
Validacao do melhor tratamento em drea comercial de produgo.............c..c....... 65
ANAISES ESLALISTICAS. ...veeuveeetieetie ettt ettt st ettt s st e e 66
RESULTADOS. ...ttt ettt e sttt see e s 66
EXperimentos de CAMPO.........ceivieeiieeeiieeiteeeieeestieessiae e e eireesieeeeereeesabeeessseesaae s 66

Persisténcia da a¢do do acibenzolar-S-metil no controle da mancha bacteriana.. 68

Validacao do melhor tratamento em drea comercial de produgo...........ccc......... 68
DISCUSSAD. ..ottt ettt sttt 69
REFERENCIAS ...ttt 72
Tabelas € FIGUIAS. .....cooiiiiiiiiiie et 76
CONCLUSOES GERAIS.........coouiioiieieeeeeeeeeeeeeeee e, 86

vii



RESUMO

PONTES, Nadson de Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2012. Mancha bacteriana em tomate industrial: métodos de inoculacio,
quantificacio da doenca e otimizacdo do controle com acibenzolar-S-metil.
Orientador: José Rogério de Oliveira. Coorientadores: Luis Antonio Maffia e Alice
Maria Quezado-Duval.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar fatores que possam influenciar
na eficiéncia do acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da mancha bacteriana em
tomate para processamento industrial, bem como avaliar a influéncia da aplica¢do
deste produto na produtividade e a viabilidade econdmica de seu uso. Inicialmente,
foram avaliadas metodologias de inoculacdo (plantio de mudas doentes e
pulverizacdo de suspensdo bacteriana), bem como de avaliacio da severidade da
mancha bacteriana em tomate para processamento. Foi observado que a inoculacdo
pela pulverizacdo de suspensao bacteriana diretamente nas plantas proporciona maior
uniformidade na distribui¢do da doenca em campo, sem se mostrar tdo drastica em
relacdo a inoculagdo pelo plantio de plantas doentes nas parcelas. Quanto a avaliagdo
da severidade da doenca, para cada estdgio do desenvolvimento da cultura, foi
proposta uma metodologia de avaliacio que se mostrou mais adequada: avaliagdo
planta-a-planta nos primeiros 30 dias de cultivo, amostragem de foliolos por parcela
entre 30 e 60 dias e atribuicdo de notas de severidade para parcela inteira a partir dos
60 dias. Em um segundo momento, foi avaliada a influéncia do volume de aplicagcdo
do ASM e do hidréxido de cobre (HC) no controle da mancha bacteriana em tomate.
Foram avaliados os volumes de aplicagdo de 250 e 500 1 ha™. A reducdo do volume
de aplicacdo acarretou em uma menor eficiéncia do HC no controle da mancha
bacteriana, o que nado foi verificado para o ASM. Foi observado efeito negativo do
ASM sobre a produtividade com alto nimero de aplicacOes (13 aplicagdes). No
ultimo experimento, foi avaliado o efeito do niimero e do intervalo entre aplicacdes
do ASM sobre a eficiéncia no controle da mancha bacteriana, na produtividade, além
do estudo da viabilidade econdmica dos tratamentos. Foi observado que, quanto
maior o nimero de aplicagdes, maior a redugdo da severidade da mancha bacteriana.
Entretanto, a partir de oito aplicagdes, houve reducio da produtividade. Com base na

andlise de regressdo, estimou-se um nimero ideal de sete aplicacdes, de modo que se
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controle a doenga sem comprometer a produtividade. Quanto ao intervalo entre
aplicacdes, periodos superiores a 10 dias tiveram baixa eficiéncia no controle da
doenca. Ensaios em casa de vegetacdo demonstraram auséncia de efeito do ASM
sobre a mancha bacteriana do tomateiro apds nove dias da aplicacdo, demonstrando a
necessidade de reaplicacdo em intervalo préximo de oito dias. Com base nestes
resultados, foi proposto o tratamento com sete aplicacdes semanais de ASM para
validacdo em drea comercial de producdo. Este tratamento resultou em menor

severidade da doenca, quando comparado ao tratamento com HC (padrdo do

produtor).
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ABSTRACT

PONTES, Nadson de Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2012. Bacterial spot in processing tomato: inoculation methods, disease
quantification and control with acibenzolar-S-methyl. Adviser: José Rogério de
Oliveira. Co-advisers: Luis Antonio Maffia and Alice Maria Quezado-Duval.

The goal of this present study was to evaluate factors that can influence the
acibenzolar-S-methyl (ASM) efficiency to control the bacterial spot in tomato to
industrial processing, and, also, to evaluate the influence of this product application
in the tomato yield and in the economic viability. First, it was evaluated different
inoculation methodologies (diseased seedling plantation and bacterial suspension
inoculation) and the how to evaluate the bacterial spot severity in tomato to industrial
processing. It was observed that when it was used the inoculation by bacterial
suspension in the plants, this method led to the best disease distribution in the field
and it was not too drastic related to the diseased seedling plantation. To the disease
severity evaluation, it was proposed an evaluation methodology for each plant
growth stage: i) evaluation of plant-to-plant in the first 30 days of growing; ii) to
evaluate the severity of the leaflet samples between 30 and 60 days; and iii) after 60
days, to use severity scores to each whole field evaluated. Second, it was evaluated
the influence of the ASM and copper hydroxide (HC) application quantity to control
the bacterial spot. It was evaluated two volumes to both, ASM and HC, 250 and 500 1
ha. Tt was observed lesser efficiency to control the disease when it was used lesser
HC volume, and this effect it was not observed to ASM. However, it occurred
negative effect to the tomato yield when it was made high ASM application numbers
(13 applications). Finally, it was evaluated the effect of the ASM number application
and interval between application to control the bacterial spot, in the tomato yield, and
the economic viability for each treatment. As higher the number of ASM application,
lesser it was the disease severity, but after 8 ASM applications there was tomato
yield reduction. Using regression analyze, it estimated that seven ASM applications
is better to control the bacterial spot disease without the tomato yield reduction. To
the interval between applications, there was low efficiency to control the disease
when it was used 10 days between applications. In greenhouse, there was not ASM
effect to control the disease 9 days after the application, so it is necessary to reapply

the ASM in interval between applications near to 8 days. Based in these results, it



was proposed to use seven weekly ASM applications in commercial production
fields, and it was observed that the severity disease reduced with this treatment

related to the HC treatment (standard producer).
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INTRODUCAO GERAL

A mancha bacteriana do tomateiro ¢ uma das doencas mais destrutivas da
cultura, provocando perdas considerdveis, tanto no segmento de tomate para
consumo in natura como no de tomate para processamento industrial (Lopes &
Quezado-Soares, 1997). Isto se deve ao fato de a doenca atacar todos os 6rgaos da
parte aérea da planta. O primeiro relato da doenca no Brasil data da década de
1950, no Estado de Sdo Paulo. Hoje ela ja se encontra disseminada em todas as
regides produtoras do pais (Quezado-Duval & Lopes, 2010).

Nas folhas, os primeiros sintomas sdo observados quando da formacdo de
pequenos pontos encharcados, devido ao congestionamento de dgua nos tecidos.
Estes sintomas evoluem para manchas de cor marrom, que podem ter tons mais
claros ou mais escuros (Lopes & Quezado-Soares, 1997). Neste ponto, 0s
sintomas sao facilmente confundidos com os causados por outras doengas, como a
pinta preta (Alternaria spp.), a septoriose (Septoria lyvopersici) e mancha de
estenfilio (Stemphyllium sp.).

As manchas também podem aparecer no peciolo, no caule e nas partes
florais, provocando queda de flores e frutos em formacao. Nos frutos, as lesdes se
iniciam como pequenos pontos esbranquicados, que se confundem com os do
cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), evoluindo
para lesdes de cor marrom, deprimidas e de textura dspera (Quezado-Duval &
Lopes, 2010). A doenca acarreta grandes perdas a cultura do tomate em razao da
diminuicdo da superficie foliar fotossintetizante, que leva a reducdo de frutos,
escaldadura pela exposi¢cdo destes ao sol, depreciacdo da qualidade de frutos com
manchas, além dos gastos com agrotoxicos e outras medidas para o controle da
doenca.

Anteriormente, acreditava-se que a mancha bacteriana do tomateiro era
causada por apenas uma espécie bacteriana, denominada Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria. Entretanto, estudos moleculares demonstraram que a mancha
bacteriana do tomateiro pode ser causada por quatro diferentes espécies do
patogeno: X. euvesicatoria Jones et al., X. gardneri (ex Sutic” 1957) Jones et al.,

X. perforans Jones et al., e X. vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin et al. (Jones



et al., 2004), cada uma com diferentes especificidades, tanto no que diz respeito
ao ambiente, como em relacdo a gama de hospedeiros (Quezado-Duval & Lopes,
2010; Aratgjo et al., 2011).

Atualmente, ndo se dispde de variedades comerciais com bons niveis de
resisténcia a doenga (Stall et al., 2009). Desta forma, o manejo da doenga tem sido
baseado na pulverizagdo de defensivos de forma preventiva, principalmente com a
utilizacdo de fungicidas cupricos e antibidticos agricolas. Estes produtos
apresentam diversas desvantagens, tais como baixa eficiéncia em virtude do
surgimento de populagdes do patdégeno resistentes, acdo apenas de contato,
fitotoxidez, impactos ao meio ambiente, além de problemas em relacdo a satde
humana (Adaskaveg & Hine, 1985; Roberts et al., 2008; Komarek et al., 2010).
Isto tem levado ao estudo de novas moléculas que possam elevar a eficiéncia do
controle quimico da mancha bacteriana.

Desde o inicio do século XIX, sabe-se que plantas podem responder ao
ataque de patdégenos por meio da ativacdo de mecanismos de defesa. Estes
mecanismos sdo ativados a partir de sinais percebidos no sitio de infeccdo e
transmitidos de forma sistémica para outras partes da planta. Este fendmeno é
denominado resisténcia sist€émica adquirida (SAR) (Durrant & Dong, 2004).

Apds a descoberta de SAR, estudos sobre as respostas de defesa das
plantas tém ganhado cada vez mais atencdo, tendo em vista o potencial pritico de
aplicacao destes conhecimentos no controle de doengas nas culturas. Tais estudos
levaram a descoberta de que determinados produtos quimicos também podem
induzir respostas de defesa nas plantas (Durrant & Dong, 2004).

Plantas expostas a estas substancias podem ser elevadas a um estado
denominado estado de inducdo, em que seus tecidos reagem mais rapidamente e
com maior eficiéncia as tentativas de infeccdo do patdgeno (Obradovic et al.,
2004). Além da sistemicidade, este tipo de resisténcia tem como vantagens o fato
de ser duradoura e de amplo espectro (Conrath et al., 2002).

A partir da década de 1980, tiveram inicio programas de triagem de
moléculas com o objetivo de encontrar substancias capazes de ativar SAR em
culturas de importancia econdmica (Kessmann et al., 1994). Uma das alternativas

seria a utilizacdo do 4cido salicilico, um composto produzido pelas plantas,



envolvido na sinalizacdo de SAR. Entretanto, quando aplicado externamente, o
acido salicilico demonstrou ser extremamente fitotoxico. No inicio da década
seguinte foi descoberto o acibenzolar-S-metil (ASM), um andlogo do 4cido
salicilico, com potencial de induzir SAR em plantas sem, no entanto, acarretar em
fitotoxidez (Gorlach et al., 1996). Os primeiros trabalhos foram realizados com
trigo, sendo posteriormente avaliado o seu uso em outras culturas contra os mais
variados agentes patogénicos.

Em 2001, Louws e colaboradores realizaram o primeiro trabalho visando
avaliar o efeito do ASM no controle da mancha bacteriana em lavouras de tomate
no nordeste dos Estados Unidos (Louws et al., 2001). Foi observada reducdo da
severidade da doenga com a aplicacdo do ASM tanto em relacdo a testemunha nio
tratada, como aos tratamentos convencionais utilizados pelos produtores. A partir
dai, diversos trabalhos foram realizados utilizando o ASM para o controle da
mancha bacteriana do tomateiro (Abbasi et al., 2002; Obradovic et al., 2004,
Huang et al., 2012).

Com a ampla possibilidade de utilizacdo, comecaram a aparecer oS
produtos comercias a base de ASM como ActigardTM, Bion® e Boost®. No Brasil,
o Bion® possui registro do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) e ja é utilizado em escala comercial na cultura do tomate. Entretanto, ndo
sdo raros os relatos em que a aplicacao deste indutor nao se traduz em um controle
efetivo da mancha bacteriana, tanto em trabalhos de pesquisa, como em cultivos
comerciais (Abbasi et al., 2002; Quezado-Duval et al., 2005; Huang et al., 2012).

Fatores como intervalo entre aplicacdes, niimero de aplicacdes e volume
de calda aplicado sdo alguns dos que podem influenciar a eficiéncia de defensivos
agricolas. Assim, o presente conjunto de trabalhos teve como objetivo estudar
possiveis fatores que possam interferir na eficiéncia do acibenzolar-S-metil no
controle da mancha bacteriana em cultivo de tomate destinado ao processamento
industrial, de forma a se obter um incremento de produtividade com viabilidade

econdmica.
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RESUMO

Para estudos epidemioldgicos ou de manejo de doencgas de plantas, na maioria das
vezes se torna necessdria a ado¢do de técnicas de inoculagdo e de quantificacdo da
severidade da doenca. No presente estudo, avaliou-se a inoculacdo direta
(pulverizagao de indculo) e indireta (plantio de mudas doentes) de Xanthomonas
perforans em tomate rasteiro, bem como formas de avaliacdo da severidade da
mancha bacteriana em diferentes momentos do ciclo de cultivo. Foram utilizadas
as variedades Ohio 8245, Heinz 9553 e Yuba, de crescimento determinado e com
diferentes niveis de resisténcia a doenga. Parcelas de cada uma das respectivas
variedades foram inoculadas sete dias apds o transplante e avaliadas, quanto a
severidade da mancha bacteriana, por cerca de 70 dias. Ambos os métodos de
inoculagdo proporcionaram a ocorréncia da doenca. Entretanto, pelo método de
inoculagdo indireta, a ocorréncia da doenca se deu de maneira desuniforme. Até
os 30 dias do transplante, a doenca foi avaliada pela estimativa da area foliar
lesionada na terceira e quarta folhas mais velhas. Apds esse periodo, a avaliagao
consistiu na retirada de amostra de 24 foliolos ao longo da parcela, até os 60 dias
ap6s o transplante. Por fim, atribufram-se notas de severidade as parcelas com
base em uma escala visual. Ambos os métodos de quantificagdo da doenca
possibilitaram distinguir os niveis de resisténcia das variedades avaliadas. No que
diz respeito as notas utilizando a escala proposta, foi possivel observar niveis

satisfatorios de confiabilidade entre as notas atribuidas por diferentes avaliadores.

Palavras-chave: tomate industrial; Solanum lycopersicum L., Xanthomonas

perforans, patometria.



Inoculation methods of Xanthomonas perforans and evaluation of the

bacterial spot in tomato to industrial processing

ABSTRACT

In epidemiological or disease management studies, mostly it is necessary
to use techniques to the pathogen inoculation and to the disease severity
evaluation. In this present study, it was evaluated the direct (inoculum spray) and
indirect inoculation (diseased seedling plantation) of Xanthomonas perforans in
tomato to industrial processing, as well as how to evaluate the bacterial spot
severity at different stage of the plant stage. The tomato varieties used were Ohio
8245, Heinz 9553, and Yuba that present determinate growth and show different
levels of disease resistance. Plots with each variety were inoculated seven days
after transplantation and it was evaluated the bacterial spot severity,
approximately 70 days. Using both inoculation methods, direct and indirect, there
were disease occurrence, but when it was used the indirect method the disease
occurred not uniform in the plot. Until 30 days after transplantation, the disease
was evaluated by estimating the leaf area with lesions in the third and fourth
oldest leaves. After that period, the evaluation was made removing 24 leaflet
samples in the plot, until 60 days after transplantation. Finally, 60 days after
transplantation it was attributed severity scores to the plots based on a visual
scale. The evaluation methods were efficient to distinguish the disease resistance
levels for each tomato variety tested. To the scale proposed to evaluate the
disease, there was a satisfactory reliability between the scores given for different

evaluators.

Palavras-chave: Processing tomato; Solanum lycopersicum L., Xanthomonas

perforans, phytopathometry.



INTRODUCAO

O cultivo intensivo do tomate para processamento industrial torna esta
cultura extremamente vulnerdvel ao ataque de patdgenos, que reduzem sua
produtividade e/ou a qualidade da matéria prima (Marouelli et al., 2000). A
mancha bacteriana € considerada um dos principais problemas fitossanitdrios da
cultura no Centro-Oeste brasileiro, principal regidao produtora (Vilas-Boas et al.,
2007). Essa doenca estd associada a quatro espécies do género Xanthomonas: X.
euvesicatoria Jones et al., X. gardneri (ex Sutic” 1957) Jones et al., X. perforans
Jones et al., e X. vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin et al. (Jones et al., 2004),
todas ja de ocorréncia relatada em lavouras de tomate para processamento no
Brasil (Quezado-Duval et al., 2004).

Sementes, restos culturais, plantas voluntdrias e plantas daninhas atuam
como fontes de indculo, o que torna dificil impedir a disseminacdo da doenca
(Jones et al., 1984). Sendo assim, os trabalhos voltados ao manejo da mancha
bacteriana em tomate vém sendo baseados no desenvolvimento de variedades
resistentes e na avaliacdo da eficiéncia de defensivos. Para a realizacdo destes
trabalhos em campo, dois aspectos sao fundamentais: um método de inoculagdo,
para dar inicio a epidemia, e um método de avaliacdo, para quantificar a
severidade da doenga.

O método de inoculagdo deve simular o que acontece em condigcdes
naturais, de forma a gerar uma pressao uniforme do indculo (Gitaitis et al., 1986).
Entretanto, ndo deve ser demasiadamente drastico, de modo que possa dificultar a
separagdo entre tratamentos (Cirulli et al., 2008; Francis et al., 2011). Os
procedimentos adotados para a quantificacdo da doenca devem ser praticos e
propiciar resultados acurados e reproduziveis (Madden et al., 2007).

As variedades de tomate para processamento possuem hébito de
crescimento determinado, sendo apropriadas para o cultivo rasteiro e, durante boa
parte do ciclo, a planta assume a forma de uma moita (Filgueira, 2005). A
heterogeneidade da arquitetura da planta ao longo do ciclo em cultivares de

tomate para processamento, aliada ao abundante crescimento vegetativo (Hanson



& May, 2006), sdo fatores que dificultam a quantificacdo da severidade de
doencas foliares, como a mancha bacteriana.

Tendo em vista a importancia de experimentos em campo para a validacao
de técnicas de manejo da doenca ou para a determinacao do nivel de resisténcia de
diferentes variedades, o presente trabalho teve como objetivo avaliar dois métodos
de inoculacdo do patégeno no campo, bem como estabelecer métodos de

avaliacdo da severidade da doenca ao longo do ciclo da cultura.

MATERIAL E METODOS

Preparo das mudas e instalacao do experimento

Os trabalhos foram conduzidos no Centro Nacional de Pesquisa de
Hortalicas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Hortalicas)
entre os anos de 2010 e 2011. Foram utilizadas as variedades de tomate para
processamento Ohio 8245, Heinz 9553 e Yuba, todas de crescimento
determinado, com niveis alto, intermedidrio e baixo de resisténcia a mancha
bacteriana, respectivamente (Pontes et al., 2012). As variedades foram semeadas
em bandejas de poliestireno de 450 células contendo substrato comercial
(Amafibra®). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo por 28 dias.
Decorrido esse periodo, quando as plantulas se encontravam com 2-3 folhas
verdadeiras, procedeu-se o plantio no campo, seguindo um espacamento de 0,25
m entre plantas e 1,10 m entre linhas. Cada parcela foi constituida de uma linha
contendo 20 plantas. Nas bordas da parcela, foram plantadas mudas do acesso
CNPH 1255, imune a raga T3 de X. perforans, para evitar a disseminacdo da
doenca entre as plantas de cada parcelas. As plantas foram irrigadas via aspersao,
com lamina de 25 mm por semana. Varidveis climaticas, como temperatura,
umidade e precipitacdo pluviométrica, foram registradas ao longo da condugdo

dos experimentos (Figura 3).
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Preparo do indculo

Utilizou-se um isolado de X. perforans, raga T3, proveniente de lavouras
de tomate para processamento. Depois de confirmada a patogenicidade, o isolado
foi preservado em tampao fosfato. Para o preparo do indculo, o isolado foi
repicado do tampdo de preservacdo para placas de Petri contendo meio Nutriente
Agar (NA), as quais foram mantidas a 28°C por trés dias. Em seguida, colonias
isoladas tipicas da bactéria foram repicadas para placas contendo NA e mantidas a
28°C por dois dias. As placas foram lavadas com solu¢do salina (10 mM MgSOy)
para coleta das células bacterianas. A suspensdo obtida foi calibrada em
espectrofotometro para O.D.gp0 = 0,3, 0 que corresponde a aproximadamente 5 X
10® unidades formadoras de colonia (ufc) ml’. A suspensao foi entdo diluida no

momento da inoculacdo para 1 x 107 ufc/ml.

Métodos de inoculagao

Uma semana ap6s o transplante das mudas, procedeu-se a inoculacdo de
forma direta e indireta. A inoculacdo direta consistiu da pulveriza¢do das plantas
com suspensdo bacteriana na concentracio de 5 x 10’ ufc ml', com um
pulverizador manual, de forma a cobrir toda a superficie foliar com o inéculo. No
método de inoculagdo indireta, seis mudas de tomate da variedade Yuba,
previamente inoculadas (cinco dias antes do plantio no campo) por imersdo da
parte aérea em suspenséo bacteriana (5 x 107 ufc ml™) e apresentando os primeiros
sintomas da doenga, foram transplantadas a 0,2 m da linha principal, sendo trés de
cada lado, distribuidas de forma equidistante ao longo do comprimento da linha.
O objetivo do método indireto foi o de simular o que acontece no campo, onde
plantas voluntarias, hospedeiras alternativas e/ou plantas provenientes de

sementes infectadas sdo fontes de in6culo do patégeno.
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Métodos de quantificaciao da severidade da mancha bacteriana

Levando-se em consideracdo as mudancas na arquitetura da planta ao
longo do ciclo de cultivo, foram propostos trés métodos de avaliagdo da
severidade da mancha. O primeiro método (método A) consistiu da avaliagdo da
severidade na terceira e quarta folhas compostas de 12 plantas em cada parcela,
por meio da estimativa da drea foliar lesionada. Este método foi utilizado até
aproximadamente trés semanas apds o plantio, quando as plantas encontravam-se
individualizadas e as folhas eram facilmente localizadas. Apés 30 dias do plantio,
a parte aérea das plantas estava misturada, as plantas ja haviam tombado e a
localizagc@o da terceira e quarta folha era dificil. Desta forma, optou-se por um
segundo método de avaliacdo da severidade (método B), o qual consistiu da coleta
de 20 foliolos de diferentes folhas ao longo da parcela. Apds a coleta, foi estimado
o percentual de drea foliar lesionada de cada foliolo. A partir dos 60 dias apds o
plantio, o abundante crescimento rasteiro (horizontal) fez com que os ramos da
linha principal se entrelagassem com os da bordadura. Desta forma, o manuseio
para a retirada dos foliolos poderia danificar as plantas e prejudicar futuras
avaliacdes de produtividade. Assim, optou-se por outro método de avaliagdao da
severidade da doencga (método C),em que notas de 1-10 foram atribuidas para as
parcelas, conforme o nivel de severidade da doencga. Para tanto, utilizou-se a

escala proposta por Quezado-Duval et al. (2011).

Delineamento experimental e analises estatisticas

Os ensaios foram realizados seguindo o delineamento em blocos ao acaso,
em esquema fatorial, sendo avaliado o efeito dos fatores “variedades” e “métodos
de inoculac¢do”. Cada tratamento teve trés repeticoes e os ensaios condusidos no
periodo de fevereiro a maio de 2010 e de 2011. Para a avaliacdo dos resultados
obtidos pelos métodos A e B, procedeu-se a andlise de variincia, seguida pela
comparagdo das médias pelo teste de Fisher (LSD, P <0,05). Para a avaliacdo dos
dados obtidos pelo método C, realizou-se uma andlise ndo-paramétrica, conforme

descrito por Akritas et al. (1997). Neste caso, depois de observado efeito
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significativo dos fatores avaliados, os dados foram transformados para seus
valores em postos (Ranks) e as médias comparadas pelo teste de Fisher (P < 0,05).
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os procedimentos GLM,
MIXED e RANK do programa estatistico SAS 9.1 (Statistical Analysis System,
SAS Institute Inc., Cary, NC).

Confiabilidade das estimativas de severidade obtidas com o auxilio da escala

descrita no método C

Avaliadores (técnicos da cadeia produtiva do tomate para processamento,
pesquisadores e estudantes de Agronomia) atribuiram notas, de maneira
independente, a 61 parcelas experimentais, que apresentavam niveis variados de
severidade da mancha bacteriana, utilizando a escala descrita no método C. As
avaliacoes foram realizadas aos 67, 71, 83 e 92 dias apds o transplante, em que
foram convidados 8, 5, 11 e 4 avaliadores, respectivamente. Com base nestas
avaliacoes, foi determinado o nivel de concordancia entre as notas dos avaliadores
nos diferentes momentos, a fim de se estimar a confiabilidade da escala. O nivel
de concordancia entre os avaliadores foi estimado com base em cinco diferentes
coeficientes de confiabilidade: (1) média dos coeficientes de correlacio de
Spearman observados entres as notas para cada par de avaliadores (r); (2)
coeficiente alfa (a) de Cronbach (1951); (3) coeficiente de correlacdo intra-classe
(p) (Donner, 1986; Madden et al., 2007); (4) coeficiente de confiabilidade inter-
avaliadores (') (MacLennan, 1993); (5) coeficiente de concordancia de Kendall
(W) (Legendre, 2005). No caso do coeficiente W, os dados foram transformados
para seus valores em postos (Ranks) e submetidos ao teste de qui-quadrado () de
Friedman e, quando da significincia do teste (P < 0,05), o valor de XZ foi
submetido a equacgdo descrita por Legendre (2005) para obtencdo de W. Todas as
andlises descritas acima para o célculo dos coeficientes de confiabilidade foram
conduzidas no programa SAS (Bruin, 2006; SAS Institute Inc., 2010), utilizando
os procedimentos CORR, SORT, RANK, FREQ e MIXED.
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RESULTADOS

Avaliacao da severidade da mancha bacteriana durante os primeiros 30 dias

de cultivo.

Ap6s a inoculagdo das plantas no ensaio I, foi possivel observar sintomas
da doenca aos quatro dias apds a inoculacdo (DAI), em algumas plantas de “Yuba’
inoculadas de forma direta, mas ndo foi suficiente para se observar diferencas (F,
P =0,07) entre os tratamentos (Figura 1).

Com 7 DAI, em todas as parcelas cujas plantas foram inoculadas de forma
direta ja era possivel observar sintomas da doenca. Os valores de severidade
observadas nas variedades Ohio 8245 e Heinz 9553 (0,24 e 0,49%,
respectivamente) ndo diferiram entre si, mas estas duas foram diferentes da
variedade Yuba (0,86%) (LSD, P<0,05). Em contrapartida, nenhum sintoma foi
observado nas plantas inoculadas pelo método indireto.

Aos 10 DAI, ja era possivel encontrar plantas da variedade Yuba com
sintomas em parcelas onde as plantas foram inoculadas de forma indireta, mesmo
que em intensidade inferior ao obtido pela inoculagao direta (F, P <0,05). Mesmo
assim, ainda ndo era possivel observar diferengas entre as variedades por este
método de inoculag¢dao (F, P = 0,99). O contrario foi observado em relacdo ao
método direto, onde as variedades Ohio 8245 e Heinz 9553 ndo diferiram entre si
quanto a severidade da doenca, mas ambas foram diferentes da variedade Yuba
(LSD, P <0.,05).

Aos 18 dias, todas as plantas ja apresentavam sintomas da doenca.
Entretanto, apenas nos tratamentos onde as plantas foram inoculadas de forma
direta era possivel detectar os diferentes niveis de resisténcia entres as variedades
(F, P <0,001). Os resultados foram semelhantes aos das avaliagdes anteriores, em
que ‘Ohio 8245° e ‘Heinz 9553 ndo diferiram entre si, mas diferiram de “Yuba’
(LSD, P <0,05) quando da inoculagdo pelo método direto. Pelo método indireto,
ndo houve diferencas entre as variedades.

No ensaio de 2011, em avaliacdo realizada aos 21 DAI, observou-se

interacdo entre os fatores variedades e métodos de inoculagdo (F, P = 0,05),
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similar aos resultados observados no ensaio do ano anterior. Pelo método direto,
foi possivel observar diferencas entre o nivel de resisténcia das trés variedades
(Figura 2). No método indireto, essa diferenca ndo ocorreu, tendo em vista que a
variedade Heinz 9553 ndo diferiu da variedade Yuba (LSD, P < 0,05). Além
disso, houve diferenca entre os métodos de inoculagdo para ‘Yuba’ (LSD, P =

0,04), ocorrendo menor severidade da doenga quando adotado o método indireto.

Avaliacdo da severidade da mancha bacteriana entre os 30 e 60 dias de

cultivo.

No ensaio de 2010, ndo se observou interacao entre os fatores variedades e
métodos de inoculacdo (F, P=0,50) na avaliacdo realizada aos 32 DAI utilizando-
se o0 método B. Nessa avaliacdo, houve diferencas entre os métodos de inoculagao
(F, P=0,04) e entre as variedades (F, P<0,01), sendo que, as parcelas com plantas
inoculadas pelo método direto apresentaram os maiores valores de severidade
(Tabela 1). Nas parcelas com plantas inoculadas pelo método direto, foi possivel
observar diferencas entre os niveis de resisténcia das variedades avaliadas, em
relacdo as parcelas com plantas inoculadas pelo método indireto.

Ja no ensaio realizado em 2011, ndo se observou diferencas entre os
métodos de inoculacdo (F, P=0,93), bem como interacdo entre este fator e o fator
‘variedades’ (F, P=0,26), em avaliacdo realizada aos 35 DAI (Tabela 1). Por meio
do método B, foi possivel verificar diferencgas entre os niveis de severidade para

as variedades avaliadas (F, P<0,01) no ensaio realizado em 2011.

Avaliacdo da severidade da mancha bacteriana a partir dos 60 dias de

cultivo.

No ensaio de 2010, apos a analise dos dados gerados pela avaliacdo da
severidade da doenca aos 65 DAI utilizando o método C, foi observada interacao
entre os fatores ‘variedades’ e ‘métodos de inoculagdo’ (qui-quadrado, P < 0,01).
Quando as plantas foram inoculadas pelo método direto, ndo se observou

diferencas entre os niveis de resisténcia das variedades Ohio 8245 e Heinz 9553
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(LSD, P < 0,05), sendo ambas diferentes de “Yuba’ (Tabela 3). Quando da
inoculagdo das plantas pelo método indireto, "Heinz 9553 foi mais suscetivel a
doenga em relacdo as variedades Ohio 8245 e Yuba, porém, nio diferindo desta
ultima (LSD, P <0,05).

Também houve interacdo entre os fatores ‘variedades’ e ‘métodos de
inoculagdo’ no ensaio de 2011 (qui-quadrado, P < 0,01), apds a andlise dos dados
gerados pela avaliacdo da severidade da doenga aos 68 DAI (Tabela 3). Nas
parcelas com plantas inoculadas pelo método direto, foram observadas diferencas
entre os niveis de severidade entre cada uma das variedades avaliadas (LSD, P <
0,05). O mesmo ndo aconteceu nos tratamentos com inoculacdo das plantas de
forma indireta, onde ndo houve diferengas entre ‘Ohio 8245’ e ‘Heinz 9553’
(LSD, P < 0,05). Houve diferenca entre os métodos de inoculacdo nas parcelas

com ‘Heinz 9553° € ‘Yuba’.

Confiabilidade das estimativas de severidade entre os avaliadores utilizando

a escala descrita no método C.

Em todas as comparagdes avaliadas, em cada um dos tempos de avaliagao,
os coeficientes de correlagdo de Spearman foram significativos, com alto nivel de
significancia (P<0,002). As médias destes coeficientes observados nas
comparacoes entre as notas dos avaliadores atribuidas aos 67, 71, 83 e 92 dias de
cultivo foram 0,65, 0,66, 0,72 e 0,71, respectivamente (Tabela 3). Ao se avaliar o
resultado da andlise para o coeficiente alfa, foram observados valores sempre
superiores a 0,90, sendo os maiores entre os coeficientes de confiabilidade
avaliados.

O contrario foi observado para os coeficientes de correlacdo intra classe,
0s quais apresentaram os menores valores entre os coeficientes de confiabilidade,
variando entre 0,50 e 0,58. Tais valores, quando aplicados na equacao de correcao
de Spearman-Brown (MacLennan, 1993), resultaram na obtencdo de coeficientes
de confiabilidade inter-avaliadores (r’) de 0,89, 0,83, 0,93 e 0,84, para cada um

dos tempos de avaliagdo, respectivamente.
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Nos testes de qui-quadrado de Friedman realizados utilizando os dados
(transformados para seus valores em postos — ranks) em cada um dos tempos de
avaliacdo, o valor de y° foi sempre significativo (P < 0,001), rejeitando-se a
hipétese da nulidade (falta de ajuste entre os avaliadores quanto a estimativa da
severidade da doenga). Observada a significincia, os valores de »° para cada um
dos conjuntos de dados resultaram em coeficientes de concordancia de Kendall
com valores de 0,68, 0,73, 0,72 e 0,76 entre as notas dos avaliadores atribuidas
aos 67, 71, 83 e 92 dias, respectivamente.

De maneira geral, seguindo a interpretacdo sugerida por Landis & Koch
(1977), entre os valores obtidos para os coeficientes de confiabilidade utilizados,
observou-se que em 20% dos casos o nivel de ajuste foi considerado moderado
(entre 0,40 e 0,59) em 40% dos casos foi considerado adequado (entre 0,6 € 0,79)

e nos demais 40%, o ajuste pode ser considerado como excelente (acima de 0,80).

DISCUSSAO

A mancha bacteriana € uma doenga bastante destrutiva e que pode se
disseminar rapidamente quando em condi¢des favordveis (Marcuzzo et al., 2009).
A rapida dispersdo da bactéria observada neste trabalho, mesmo com poucas
plantas doentes (parcelas inoculadas de forma indireta), evidencia a importancia
que determinados tipos de fontes de indculo, como plantas voluntarias, mudas
doentes ou até hospedeiras alternativas, t€ém para o inicio da epidemia.

Aerossois formados pela ocorréncia concomitante de ventos e agua, seja
oriunda das chuvas ou de irrigagcdo, correspondem a principal forma pela qual a
bactéria pode ser dispersa de tecidos doentes para novos sitios de infec¢do
(MclInnes et al., 1988). Nos ensaios realizados, os primeiros dias apds a
inoculagdo foram caracterizados por intensa ocorréncia de precipitagdo
pluviométrica (Figura 3). Com o decorrer do periodo de cultivo, a frequéncia das
chuvas diminuiu. Entretanto, o desenvolvimento da cultura, caracterizado pela
formacdo de intensa massa verde, garante uma condi¢do propicia a doenca pela
formacdo de microclima favoravel no interior do dossel (Marouelli & Silva,

2007).
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Em Goids, atualmente o maior estado produtor do pais, o plantio das
primeiras dreas de cultivo do tomate para processamento tem inicio entre os meses
de fevereiro e marco (Agrodefesa, 2011), época do ano semelhante a época
escolhida para o desenvolvimento dos ensaios. Assim, as primeiras lavouras sdo
submetidas a condi¢des muito favordveis para a ocorréncia da mancha bacteriana
e, por menor que seja o indculo inicial, podem ocorrer epidemias bastante severas.

Sob condic¢des propicias, os dois métodos de inoculagdo adotados foram
eficientes para a ocorréncia da doenca. Entretanto, nas parcelas com plantas
inoculadas de forma direta, pela pulverizacdo de suspensdo de inéculo, a doenga
se manifestou de forma mais rdpida e de maneira mais uniforme do que nas
parcelas onde se empregou o método indireto de inoculacdo, pelo plantio de
mudas infectadas.

O método de inoculacdo indireta € aquele que mais se assemelha ao que
acontece em condicdes naturais. Entretanto, a sua ado¢do em condi¢des
experimentais pode aumentar o erro experimental, normalmente mais elevado em
experimentos em campo. A dependéncia de fatores como ocorréncia de respingos
e vento, para a formacdo do aerossol (Romeiro, 2005), pode fazer com que a
distribui¢do do inéculo ndo se dé de maneira uniforme (Gitaitis et al., 1986).
Corrobora com essa hip6tese o fato de que, aos 65 DAI no ensaio de 2010,
observou-se maior severidade da doenca na variedade moderadamente resistente
Heinz 9553 em relacéo a variedade Yuba, indicando que nas parcelas com ‘Yuba’,
nao houve uma distribui¢do uniforme do patdgeno.

Em outros trabalhos, trabalhando com mancha bacteriana em tomate
tutorado, também se optou pela inoculacio por meio do plantio de plantas
infectadas. Louws et al. (2001), ao avaliarem a eficiéncia de um indutor de
resisténcia no controle da mancha bacteriana em campo, utilizaram em seus
ensaios tanto a inoculag¢io direta como a indireta, com resultados satisfatorios.
Entretanto, a inoculacd@o direta foi considerada mais adequada, pois permitiu aos
autores ter no¢do do exato momento em o indculo foi depositado sobre as plantas,
tendo em vista que a dispersdo da bactéria das plantas doentes para as sadias

(inoculagdo indireta) ndo se d4 de maneira imediata.
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Buonaurio et al. (2002) utilizaram o método de inoculagdo indireta para
aumentar a pressdo de indculo em campo com ocorréncia natural de mancha
bacteriana em pimenta. Estes autores adotaram ainda a irrigagdo por aspersao para
facilitar a dispersdo do patégeno. Em trabalhos com tomate para processamento
em condi¢cdes a campo, o fato de se trabalhar com irrigacdo por aspersio
aumentaria a eficiéncia da inocula¢do indireta, além de ser o sistema que
predomina nas condicdes comerciais, onde a irrigacdo € feita via pivOo central
(Marouelli & Silva, 2007). Entretanto, mesmo com irrigacdo por aspersio, em
trabalhos desenvolvidos em épocas desfavoraveis a doenca (baixas pluviosidade e
umidade relativa), este tipo de inoculacdo pode ndo proporcionar os resultados
desejados (disseminagdo uniforme da doenga). Este fato foi observado no presente
estudo, onde, mesmo com as condicdes ambientais favordveis a ocorréncia da
mancha bacteriana, o estabelecimento da doenca pelo método indireto nao
permitiu que as variedades fossem diferenciadas quanto ao nivel de resisténcia.

De maneira geral, o uso de plantas ou orgdos infectados como forma de
gerar uma epidemia tem sido bastante utilizado quando o objetivo do estudo €
verificar o gradiente de dispersdo de determinado patégeno (Gregory, 1968;
Madden et al., 2007). A distribuicdo de doencgas bacterianas no campo, geralmente
segue um padrdo espacial agregado, muito em fun¢do da redistribui¢do se dar por
respingos, ndo atingindo grandes distincias (Madden et al., 2007). Assim, a
inoculacao pelo método indireto pode gerar um gradiente de doenga heterogéneo
entre as parcelas, podendo a sua distribui¢do ser influenciada por outros fatores,
como a prépria direcao do vento ou posicionamento de aspersores.

A busca por uma distribuicdo uniforme do indculo tem feito com que a
pulverizacdo de suspensdo de indculo seja a op¢do de diversos pesquisadores em
trabalhos com a mancha bacteriana do tomateiro em condi¢des de campo (Louws
et al., 2001; Al-Dahmani et al., 2003), sendo feita até mesmo no momento do
transplante (Obradovic et al., 2004; Marcuzzo et al., 2009). A inoculacdo direta
pode garantir que uma mesma quantidade de indculo seja depositada sobre todas
as plantas em um mesmo momento (Gitaitis et al., 1986). A grande critica que
existe em relagdo a pulverizacdo das plantas com suspensdo de in6culo diz

respeito ao fato de ser uma forma muito artificial de simular a ocorréncia da
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doenca, além de ser um método possivelmente mais drastico. Entretanto, em mais
de 50% das avaliagdes, ndo houve diferencas em relacdo a severidade da doenca
entre as parcelas com plantas inoculadas de forma direta ou indireta.

Durante a execu¢ao dos ensaios, evidenciou-se a dificuldade de avaliacdo
da mancha bacteriana na cultura do tomate para processamento, 0 que tornou
necessdria a adocdo de diferentes métodos de avaliagdo da severidade da doenca.
A avaliacdo planta-a-planta realizada nos primeiros dias apds a inoculacido foi
fundamental para verificar o periodo de incubacdo da doenca, bem como o
acompanhamento de sua incidéncia.

Segundo Lobo et al. (2005), o periodo de incubagdo corresponde ao
principal componente de resisténcia a mancha bacteriana do tomateiro. Esta
afirmativa foi baseada na facilidade de obtengao deste dado e a correspondéncia
desta varidvel entre trabalhos em casa de vegetacdo e em campo. Entretanto, é
conveniente em experimentos de campo avaliar o desenvolvimento da doenga ao
longo do ciclo da cultura, ndo apenas no que diz respeito a incidéncia da doenca,
como também a sua intensidade. Muitas vezes, o efeito de um tratamento nao esta
em retardar o inicio da epidemia, mas sim em fazer com que esta tenha o seu
progresso desacelerado, de modo a garantir maior produtividade.

A estimativa da drea foliar lesionada na terceira, quarta e quinta folhas
possibilitou o acompanhamento da doenga durante as primeiras semanas apds a
inoculagdo, mostrando diferencas de resisténcia entre os diferentes materiais. Ji et
al. (2006), em uma série de estudos visando ao controle biol6gico da mancha
bacteriana do tomateiro, utilizaram metodologia semelhante, em que notas de
severidade foram atribuidas as folhas localizadas entre o segundo e o quarto
interndédio das plantas de cada parcela durante trés semanas apds a inoculagdo.

No caso da cultura do tomate para processamento, o acompanhamento do
progresso da doenca pela avaliacdo de cada planta € um procedimento dificil e
trabalhoso em estaddios mais avangados do desenvolvimento da cultura, tendo em
vista o crescimento rasteiro € a mistura entre os ramos das plantas, dificultando
uma avalia¢do individualizada da severidade nas folhas de cada uma das plantas

que compdem a parcela.
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A coleta de foliolos ao longo da parcela e a avaliacdo das parcelas por
meio da média dos valores estimados de drea foliar lesionadas destes foliolos é
uma alternativa vidvel para a avaliacdo da mancha bacteriana em tomate para
processamento em estddios em que os procedimentos de avaliacdo planta a planta
tornam-se trabalhosos. Por meio deste procedimento, também foi possivel detectar
de forma ainda mais evidente as diferencas entre as variedades quanto ao nivel de
resisténcia a doenca. Este método de avaliacdo da severidade da mancha
bacteriana do tomateiro tem sido utilizado em diversos trabalhos, inclusive em
ensaios com cultivares de tomate para processamento (Louws et al., 2001; Byrne
et al., 2005; Ji et al.,, 2006). Nestes trabalhos, foram utilizadas amostras com
tamanhos variando entre 20 e 50 foliolos por parcela, compativel com o tamanho
da amostra utilizada no presente trabalho (24 foliolos).

Dentre os métodos de avaliagdo da severidade da doencga utilizados no
presente estudo, apesar de cada um ter sido utilizado em momentos diferentes, o
método de amostragem de foliolos foi o inico que diferenciou as variedades Ohio
8245, Heinz 9553 e Yuba quanto ao nivel de resisténcia a mancha bacteriana em
ambos os ensaios realizados. Além disso, a coleta dos foliolos possibilita um
diagndstico mais preciso quanto ao agente etiolégico da mancha foliar, incluindo
a possibilidade de execugdo de testes para certificacdo da etiologia bacteriana do
sintoma avaliado por meio de teste de exsudacdo em gota. Esse tipo de
confirmacao se torna importante, pois o sintoma da mancha bacteriana pode ser
facilmente confundido com o de outras doengas que incidem no tomateiro (Al-
Dahmani et al., 2003).

Com o fechamento do dossel, o que geralmente ocorre entre 50 a 60 dias,
torna-se dificil a circulacdo de avaliadores entre as plantas, sob pena de causar
injurias a elas, o que comprometeria posteriores avaliacoes de produtividade, além
do risco de disseminacdo de indculo entre parcelas. Esse fato inviabiliza a coleta
de foliolos em estdgios mais avancados da cultura e, consequentemente, a ado¢ao
deste método para avaliagdo da mancha bacteriana. Desta forma, é necessdria a
utilizacdo de metodologias de avaliagdo que permitam estimar a severidade da
doenca nas parcelas como um todo, sem a necessidade de manuseio das plantas.

Esse tipo de metodologia, além de evitar o trinsito de avaliadores entre as plantas,
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torna o processo mais rapido e prético, caracteristicas desejdveis para trabalhos no
campo, que geralmente envolvem um grande nimero de plantas. No entanto, é
necessdrio que a metodologia a ser adotada possibilite distinguir os niveis de
severidade da doenca entre as parcelas avaliadas, bem como permita a
reprodutibilidade dos resultados das avaliacdes e a confiabilidade das estimativas
atribuidas.

Neste estudo, a atribuicdo de notas em fung¢do do nivel de severidade da
mancha bacteriana na parcela inteira, assim como os demais métodos em estigios
anteriores, conseguiu delimitar as diferentes variedades quanto ao nivel de
resisténcia nos ensaios realizados. A estratégia ja foi utilizada em outros estudos
com o mesmo patossistema (Mclnnes et al., 1988; Al-Dahmani et al., 2003;
Obradovic et al., 2004). Entretanto, nesses trabalhos, optou-se pela utilizacdo de
escalas descritivas, ao contrdrio do realizado neste estudo, em que as notas de
severidade na parcela foram atribuidas em fungdo da escala de notas baseadas em
fotos de parcelas de plantas com severidade crescente desenvolvida por Quezado-
Duval et al. (2011). Talvez, a principal vantagem de utilizacdo da escala de notas
ilustrada, ao invés de escalas descritivas, seja a de possibilitar aos avaliadores uma
referéncia visual do nivel de severidade referente a cada uma das notas. Uma
adequada avaliacdo de escalas deveria levar em consideragdo parametros como
acurdcia, precisao e confiabilidade dos valores estimados (Campbell & Madden,
1990).

Para os coeficientes de confiabilidade utilizados neste estudo, os valores
obtidos, em funcdo das notas de severidade das parcelas estimadas por diferentes
avaliadores com o auxilio da escala de Quezado-Duval et al. (2011), indicam
niveis de ajuste variando entre moderado, adequado e excelente. Entretanto,
percebe-se uma considerdvel diferenca entre os resultados obtidos para alguns dos
coeficientes, por exemplo, entre os valores de a e p. O primeiro € obtido em
funcdo da correlag@o entre as notas, enquanto o segundo em funcdo do ajuste ou
similaridade entre elas. Desta forma, € compreensivo que p seja sempre menor
que o, pois diferentes avaliadores podem concordar em ordem, obtendo elevados
coeficientes de correlagdo, mas ndo em magnitude (Madden et al., 2007). Além

disso, determinados coeficientes podem acabar por subestimar ou superestimar o
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valor real da confiabilidade entre as notas (Fan & Chen, 2000). Por este motivo, é
recomendada sempre a utilizacdo de dois ou mais tipos de coeficientes de
confiabilidade (Gallagher et al., 1982).

Em muitos casos, principalmente em trabalhos de controle (quimico,
genético, cultural, etc.), o principal objetivo de se estimar a severidade de doencgas
¢ identificar potenciais diferencas entre os tratamentos avaliados. Assim,
metodologias que permitam o correto posicionamento dos diferentes tratamentos
podem satisfazer as necessidades de pesquisadores em situacdes onde a tomada de
dados de severidade da doenca sejam complexas. Ao se avaliar o coeficiente W
(baseado nos valores em postos, Ranks), percebe-se que a utilizacdo da escala
atende esse preceito, tendo em vista que os valores obtidos para este coeficiente
por meio do “ranqueamento” das parcelas em fungdo das notas de cada um dos
avaliadores foram sempre superiores a 0,70. Assim, ficou claro que a escala, além
de permitir a separacdo das variedades com diferentes niveis de resisténcia,
proporcionou um consenso na classificagao das parcelas avaliadas pelos diferentes
avaliadores.

A adocdo de mais de um método de avaliacio € uma opg¢do para o
acompanhamento da mancha bacteriana do tomateiro (Gitaitis et al., 1986), e ja
tem sido uma estratégia para o acompanhamento da doenca em trabalhos com
cultivo tutorado (Flaherty et al., 2000). As trés técnicas de quantificacdo da
doenga utilizadas no presente estudo permitiram o acompanhamento do progresso
da doenca ao longo do tempo, nas diferentes fases da cultura. Desse modo, em
trabalhos de avaliacdo de tratamentos de manejo, serd também possivel, por
exemplo, determinar o0 momento em que eles deixam de ser distintos em fun¢do
da natureza explosiva da doenga frente a ocorréncia de condi¢des climéticas mais
favorédveis. Assim, o emprego de um conjunto temporal de dados terd mais chance
de sucesso para a sele¢do do tratamento que ao final resulta em maior produg@o.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que o método
direto de inoculacio de plantas nao foi mais dréstico que o método indireto, além
de proporcionar maior uniformidade na distribuicdo da doenca. As metodologias

de quantificacdo da doenca foram eficientes em proporcionar o acompanhamento
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da doenga durante todo o ciclo da cultura, podendo ser utilizada em trabalhos com

cultivo rasteiro de tomate.
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Figura 1. Severidade da mancha bacteriana observadas no ensaio conduzido em
2010, aos 4 (A), 7 (B), 10 (C) e 28 (D) dias apds a inoculacdo pelos métodos
direto e indireto, obtida pela estimativa do percentual de area foliar lesionada na
terceira e quarta folhas de 12 plantas em cada parcela (método A). Médias
seguidas da mesma letra maidscula (colunas de mesma cor) e mintsculas (colunas

de cor diferentes) ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (LSD, P<0,05).
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Figura 2. Severidade da mancha bacteriana avaliada no ensaio conduzido em
2011, aos 21 dias apds a inoculagdo pelos métodos direto e indireto, obtida pela
estimativa do percentual de area foliar lesionada na terceira e quarta folhas de 12
plantas em cada parcela (método A). Médias seguidas da mesma letra maitscula

(colunas de mesma cor) e minusculas (colunas de cor diferentes) ndo diferem

entre si Fisher (LSD, P<0,05).
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Figura 3. Varidveis climdticas observadas ao longo do periodo de avaliacdo da
severidade da mancha bacteriana do tomateiro, referentes a dois ensaios realizados

nos anos de 2010 (A) e de 2011 (B).
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Tabela 1. Severidade (%) da mancha bacteriana observadas aos 32 e 25 dias apds
a inoculagcdo (DAI) nos ensaios conduzidos em 2010 e 2011, respectivamente. Os
valores foram obtidos pela estimativa da drea foliar lesionada (%) em amostras de
24 foliolos coletados ao acaso (método B) nas parcelas com plantas inoculadas

pelo método direto e indireto.

2010 (32 DAI) 2011 (35 DAI)

Variedades  Direto  Indireto Média Direto Indireto  Média

Ohio 8245 28,5 16,4 2245 A" 19,56 16,29 17,92 A
Heinz 9553 39,85 37,4 38,62 B 37,82 32,04 3493B

Yuba 55,73 43,4 49,56 C 46,13 56,14  51,13C

Média 4136 A 324B 3451 A 3482A

'Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra no diferem entre si (LSD,
p=0,05).

Tabela 2. Severidade (notas de 1 a 10) da mancha bacteriana observadas aos 65 e
68 dias apds a inoculagdao (DAI) nos ensaios conduzidos em 2010 e 2011,
respectivamente. Os valores foram obtidos com base na escala desenvolvida por

Quezado-Duval et al. (2011) (método C).

2010 (65 DAI) 2011 (68 DAI)
Variedades Direta Indireta Direta Indireta
Ohio 8245 2,50" Aa’ 2,95 Aa 4,66 Aa 4,5 Aa
Heinz 9553 3,41 Aa 6,01 Bb 5,50 Ba 4,66 Ab
Yuba 5,38 Ba 5,49 Ba 7,33 Ca 6,00 Bb

"Para o teste de médias, os dados foram transformados para seus valores em
postos (Ranks). *Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra maidscula
(coluna) e mindscula (linha) nao diferem entre si (LSD, p<0,05).
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Tabela 3. Coeficientes de confiabilidade estimados para a escala proposta por
Quezado-Duval et al. (2011), com base no nivel de concordancia entre as notas
atribuidas por diferentes avaliadores aos diferentes niveis de severidade da

mancha bacteriana.

Idade da cultura

Coeficientes de confiabilidade 67dias 71dias 83dias 92 dias
(8)' @) (1T) “4)

Média dos coeficientes de correlacdo de 0,65 0,66 0,72 0,71

Spearman (r)

Coeficiente alfa de Cronbach (a) 0,93 0,91 0,96 0,91

Coeficiente de correlagdo intra-classe (p) 0,56 0,50 0,58 0,57

Coeficiente de correlacdo inter-avaliadores (r”) 0,89 0,83 0,93 0,84

Coeficiente de concordancia de Kendall (W) 0,70 0,73 0,72 0,76

T~ -
Numero de avaliadores.
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CAPITULO 2

VOLUME DE APLICACAO E EFICIENCIA DO ACIBENZOLAR-S-METIL NO

CONTROLE DA MANCHA BACTERIANA EM TOMATE INDUSTRIAL
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo a avaliacdo do efeito do volume de aplicacao
do hidréxido de cobre (HC) e do acibenzolar-S-metil (ASM) no controle da
mancha bacteriana em cultivo rasteiro de tomate para processamento. Foi avaliada
a aplicacdo dos produtos em volumes de 250 e 500 1 ha™. Para tanto, foram
realizados trés ensaios, sendo um em Brasilia-DF e dois em Morrinhos-GO, todos
no ano de 2010. As aplicacdes foram realizadas semanalmente, por meio de
pulverizador pressurizado 2 CO”. As plantas foram inoculadas artificialmente ap6s
as primeiras aplicacdes dos produtos com isolados de Xanthomonas perforans
(ensaios I e II) e X. gardneri (ensaio III). Avaliou-se a severidade da doenca, a
produtividade obtida e a relacdo beneficio/custo para cada um dos tratamentos,
tendo por base o incremento de producdo em relagdo a testemunha nao tratada. No
ensaio I, observou-se efeito do volume de aplicacdo na eficiéncia dos produtos,
com maior reducdo da doenga com aplicacdo de um maior volume de calda. Esta
tendéncia foi observada no ensaio II, em que a aplicacio de 500 1 ha™ de solucdo
de HC proporcionou maior produtividade. Entretanto, neste ensaio, excessivas
aplicacoes de ASM ocasionaram reducdo da produtividade. No ensaio III, a
tendéncia de maior controle da doenga com o aumento do volume aplicado foi
mantida. Porém, ASM demonstrou efici€éncia, mesmo quando aplicado com
volume de 250 1 ha'. Este tratamento proporcionou a maior relacdo

beneficio/custo, seguido pelo tratamento com HC a 500 1 ha™.

PALAVRAS-CHAVE: hidr6xido de cobre, acibenzolar-S-metil, Solanum

lycopersicum L., Xanthomonas gardneri, Xanthomonas perforans.
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Spray volume and efficiency of acibenzolar-S-methyl to the control of

bacterial spot in processing tomato
ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of the volume of copper hydroxide (HC)
and acibenzolar-S-methyl (ASM) to control the bacterial spot in tomato to
industrial processing. It was evaluated the application of the products using
volumes of 250 and 500 1 ha™. Three essays were made in 2010, one in Brasilia-
DF and two in Morrinhos-GO. The applications were made weekly using the CO?
pressurized sprayer, and the tomato plants were artificially inoculated with
isolates of Xanthomonas perforans (essays I and II) and X. gardneri (essay III)
after the first product applications. It were evaluated the disease severity, the
tomato yield, and benefit/cost ratio for each treatment, based on the production
increase related to the untreated control. At the essay I, there was disease
reduction when it was applied 500 1 ha” of both products, ASM and HC. The
same trend was observed to HC in the second essay when the volume of 500 1 ha™
increased the tomato yield, but too many applications for both ASM volumes, 250
and 500 1 ha'l, caused tomato yield reduction. At the essay III, the trend when it
was used HC was the same, reduction of the disease using higher volume, but it
was observed efficiency to reduce the disease using both ASM volumes, 250 and
500 1 ha™. However, there was higher benefit/cost ratio using ASM at 250 1 ha
followed by HC treatment at 500 1 ha™.

PALAVRAS-CHAVE: copper hydroxide, acibenzolar-S-methyl, Solanum

lycopersicum L., Xanthomonas gardneri, Xanthomonas perforans.

34



INTRODUCAO

No Brasil, a cultura do tomate para processamento industrial vem
crescendo em importancia econdmica, resultado do aumento da demanda dos
derivados de tomate e da expansdo das dreas de cultivo no mundo (Melo & Fonte,
2011). Aproximadamente 80% da producdo brasileira neste segmento estd
concentrada no Estado de Goids, onde as condi¢des de clima, solo e topografia
favorecem o seu cultivo (Marouelli & Silva, 2007; Melo & Fonte, 2011). Nessa
regido, a irrigacdo dos cultivos de tomate para processamento tem sido realizada
por aspersdo via pivd central, o que favorece a ocorréncia de doengas que
comprometem a produtividade e a qualidade dos frutos, com destaque para a
mancha bacteriana (Marouelli et al., 2000; Quezado-Duval et al., 2004).

Esta doenga estd associada a quatro espécies do género Xanthomonas: X.
euvesicatoria Jones et al., X. gardneri (ex Sutic” 1957) Jones et al., X. perforans
Jones et al., e X. vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin et al. (Jones et al., 2004).
No Brasil, os primeiros estudos de epidemias de mancha bacteriana em tomate
para processamento indicavam a prevaléncia da espécie X. gardneri nas principais
regides produtoras (Quezado-Duval et al., 2004; Quezado-Duval et al., 2005b).
Entretanto, levantamentos mais recentes apontam para a prevaléncia de X.
perforans nos campos de tomate para processamento na regido central do pais
(Aratdjo et al, 2011). Essas bactérias sdo capazes de sobreviver em restos
culturais, sementes, plantas daninhas e plantas voluntdrias (Jones et al., 1986;
Quezado-Duval & Lopes, 2010), o que dificulta a eliminacdo das fontes de
in6culo. Até o momento, ndo ha disponibilidade de variedades comerciais com
niveis efetivos de resisténcia (Stall et al., 2009). Assim, a ferramenta mais
utilizada pelos produtores para o manejo da mancha bacteriana tem sido o
controle quimico.

De maneira geral, o controle quimico da doenca tem se baseado na
aplicacao de fungicidas cupricos. Porém, o uso intensivo destes produtos pode
levar ao surgimento de populacdes do patdgeno com resisténcia ao cobre
(Adaskaveg & Hine, 1985; Mirik et al., 2007). Estudos realizados no Brasil

indicam que isolados do patégeno com insensibilidade ao cobre ainda nio sdo
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comumente detectados nas lavouras comerciais tanto destinadas ao consumo “in
natura”, como ao processamento industrial (Araujo et al., 2012; Costa et al., 2012;
Quezado-Duval et al., 2003). Entretanto, ndo sdo raros os relatos de produtores e
técnicos da cadeia do tomate para processamento, em que a aplicacdo de
fungicidas cdpricos ndo proporciona um controle eficiente da doenca. Assim,
outros fatores, que ndo a capacidade intrinseca dos patdgenos de insensibilidade a
esse principio ativo, podem estar influenciando na efici€éncia dos fungicidas
cupricos.

Por ter uma ac¢@o protetora e de contato, a aplicacdo de produtos a base de
cobre deve proporcionar uma boa cobertura do dossel das plantas. Um dos fatores
que influenciam na cobertura do dossel é o volume de calda aplicado. Produtos de
contato demandam a aplicacdo de volume de calda maior e de menor tamanho de
gota, a fim de promover uma maior cobertura do alvo e penetracdo no dossel da
lavoura (Antuniassi, 2011).

Nas ultimas décadas tem havido uma tendéncia na reducdo do volume de
calda utilizado na aplicacdo de defensivos, como forma de reduzir os custos de
producdo e o uso de dgua, além de otimizar a utilizagdo do maquinério destinado
para este fim (Cullen et al., 2001; Fulton, 1965; Roman et al., 2004; Wise et al.,
2010). Nas principais regides brasileiras de cultivo de tomate para processamento,
os volumes de calda empregados t€m sido continuamente reduzidos, chegando a
valores de 140 1 ha” (Quezado-Duval & Lopes, 2010). Esta redu¢do no volume
de calda aplicado pode reduzir a cobertura foliar e, consequentemente, a eficiéncia
de produtos com acdo de contato, como os fungicidas cupricos.

O uso de indutores de resisténcia tem sido uma alternativa bastante
estudada para o manejo da mancha bacteriana do tomateiro (Abbasi et al., 2002;
Cavalcanti et al., 2006; Coqueiro et al., 2011; Louws et al., 2001; Obradovic et al.,
2004). O Acibenzolar-S-Metil (=benzotiadiazole, ASM) é um andlogo do &cido
salicilico capaz de induzir resisténcia sistémica adquirida (SAR) em plantas
(Durrant & Dong, 2004). O ASM tem demonstrado eficiéncia no controle da
mancha bacteriana em tomate no campo (Louws et al., 2001) e, por ser um
produto sistémico (Scarponi et al.,, 2001), talvez possa ser uma melhor opg¢ao

quando da utilizacdo de volumes de calda reduzidos. No presente estudo, foi
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avaliado o efeito da aplicagdo do fungicida cuprico hidréxido de cobre (HC) e do
ASM, utilizando dois valores de volume de aplicagdo (250 e 500 1 ha™), sobre o
controle da mancha bacteriana em tomate para processamento, avaliando-se

também o efeito na produtividade e a viabilidade econdmica.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados trés ensaios, sendo o primeiro (ensaio I) instalado na area
experimental do Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas, em Brasilia-DF
(15°56'00"S, 48°08'00"W e 997 m de altitude), no periodo de marco a julho de
2010. Os outros dois ensaios foram conduzidos na drea experimental do Instituto
Federal Goiano, Campus Morrinhos, Morrinhos-GO  (17°49°28,85”’S,
49°12°6,48”W e 892 m de altitude), nos periodos de marco a julho (ensaio II), e
junho a outubro (ensaio III) de 2010. Em todos os ensaios, realizou-se a andlise do
solo e, com base nos resultados obtidos, foi efetuada a correcdo e adubagdo
visando uma produtividade de 100 t ha. Foram utilizadas mudas de tomateiro,
cv. Acangatd (= Heinz9992, Eagle Comércio de Sementes Ltda.), fornecidas por
um viveiro comercial com aproximadamente 25 dias de idade. Para o plantio das
mudas no campo, estas foram dispostas em fileiras duplas, com espagamento de
1,10 m entre duplas, 0,7 m dentro das duplas e 0,37 m entre plantas. A irrigacio
foi realizada por aspersdo via pivo central. O regime empregado foi semelhante ao
utilizado em cultivos comerciais, aplicando-se 1aminas de 20 mm no primeiro més
de cultivo, e 30 mm até aproximadamente 14 semanas de cultivo, quando a
irrigagdo foi cortada para concentrar a maturagdo dos frutos. A parcela
experimental consistiu de uma fileira dupla com 28 plantas. Parcelas de
tratamentos distintos foram separadas por uma fileira dupla de plantas cv.
Acangata, a fim de evitar contaminagdo pela deriva dos produtos aplicados ou por
fonte de indculo da parcela adjacente. As parcelas foram dispostas seguindo o
delineamento experimental em blocos ao acaso, com quatro repeti¢cdes para cada
tratamento.

Os tratamentos consistiram da aplicacio de ASM (Bion®, Syngenta

Protec@o de Cultivos Ltda.) e HC (Kocide WDG®, Du Pont do Brasil S.A.), nas
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concentragdes de 0,025 e 1,614 g ia. l'l, respectivamente (recomendagdo
informada na bula), com volumes de aplicacio de 250 e 500 1 ha”, além da
testemunha, que ndo recebeu aplicacdo de nenhum produto para o controle da
mancha bacteriana. As aplicagdes dos produtos foram iniciadas sete dias apds o
transplante, sendo realizadas em intervalos de sete dias. Para aplicacdo, utilizou-se
pulverizador manual pressurizado com CO,, com pressdo constante de 2,0 bar. Foi
utilizado bico do tipo leque duplo (TeeJet® 120/03) com vazdo de 16,66 mls™. O
espacamento entre bicos e a altura do solo foram de 0,5 m. Para que fossem
aplicados 250 1 ha” de calda sobre as parcelas, o aplicador percorreu toda a
extensdo da parcela com velocidade de 0,36 m s™ no momento da aplicacdo dos
produtos. No caso da aplicacdo de 500 1 ha™, esta velocidade foi reduzida para a
metade. Nos primeiros ensaios foram realizadas aplicagdes semanais, totalizando
13 aplicagdes de cada produto. No ensaio III, optou-se pela reducdo do nimero de
aplicacoes de ASM para oito em fungdo dos resultados obtidos nos primeiros.
Neste caso, a ultima aplicacdo de ASM foi realizada aos 63 dias de cultivo e, para
que as plantas nao ficassem por um longo periodo sem nenhum protecao, foram
realizadas aplicacdes semanais de HC até os 105 dias de cultivo, totalizando seis
aplicacoes deste produto.

Apés 14 dias do transplante, foi efetuada a inoculacdo das plantas por
meio da pulverizacdo de suspensdo bacteriana. Foram utilizados isolados das
espécies X. perforans (ensaios I e II) e X. gardneri (ensaio III), provenientes da
colecdo de trabalho de bactérias fitopatogé€nicas da Embrapa Hortalicas. Para
inoculacdo, culturas bacterianas com 48 horas de incuba¢do em meio nutriente
dgar a 28°C, foram suspensas em solugdo salina (10 mM MgSO4) e a
concentracdo da suspensdo foi ajustada para O.D.¢p0= 0,3 (= 5 x 108 ufc ml'l). A
suspensdo foi entdo diluida na razdo de 1:10 e aplicada sobre as plantas ao final
do dia. Para a avaliacdo da severidade da doenca, optou-se pela metodologia
descrita no Capitulo 1, com amostragem de foliolos doentes para estimativa da
area foliar lesionada até aproximadamente 60 dias apds o transplante e, a partir
deste momento, atribuicao de notas de intensidade da doenca a parcela, com base
na escala desenvolvida por Quezado-Duval et al. (2011). Foi determinado o

percentual de controle de cada tratamento em relac@o a testemunha. Com base nos
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valores obtidos, foram avaliados os efeitos do produto aplicado, do volume de
calda e da interacdo entre o produto aplicado e o volume de aplicacdo, na reducao
da severidade da doenca.

Decorridos 120 dias do plantio, foi efetuada a colheita dos frutos. Para
estimar a produtividade (t ha™), o peso total dos frutos colhidos por parcela foi
dividido pelo nimero de plantas que compunham a parcela e o valor obtido
multiplicado pela densidade de 30.030 plantas, calculada em fungdo do
espacamento utilizado. Foi avaliada a viabilidade econdmica dos tratamentos por
meio do célculo da relacdo beneficio/custo. Para tal, a estimativa de ganho
econdmico com o incremento de produtividade em relacdo a testemunha nao
tratada foi dividida pela estimativa de custos com a aquisi¢ao dos produtos e com
a aplicacdo no campo. Sobre o valor dos custos foi acrescido de uma taxa de juros
de 0,65% ao més (média da taxa de juros real da caderneta de poupanca praticada
nos dltimos oito anos), considerando um periodo de quatro meses (~120 dias de

ciclo da cultura). Assim a relacdo beneficio/custo foi determinada pela férmula:

L (1)t
=0

em que B sdo as receitas; C, custos varidveis (aquisicado dos produtos e servigo de
aplicacdo); t, periodo de tempo; n, tempo-limite (quatro meses); e r, a taxa de
juros adotada. Quando B/C > 1, o tratamento serd economicamente vidvel. Assim
como para a taxa de juros, foi levada em consideragdo a média dos precos da
tonelada de tomate, dos defensivos (ASM e HC), e servigos (custo da aplicacao)
praticados nos ultimos oito anos (Tabela 2).

Com base nos resultados obtidos, realizou-se a analise de variancia
(ANOVA), assim que confirmados os pressupostos de normalidade do residuo
(Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade de varidncias (Levene). Quando
observado efeito significativo dos tratamentos (F, P < 0,05), as médias foram
comparadas pelo teste Fisher (LSD, P < 0,05). Nos casos em que se avaliou a
severidade da doenca por meio de notas (dados categoricos) ou quando os dados,
mesmo ap0s transformacdo, ndo atendiam os pressupostos da ANOVA, optou-se
pelo teste ndo-paramétrico de andlise de variancia de Friedman. Nesse caso, para

comparacao de médias, estas foram transformadas para seus valores em postos
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(Ranks) e s6 entdo comparadas pelo teste de Bonferroni-Dunn t (P <0,05). Todas
as andlises foram realizadas no programa SAS 9.1 (SAS Institute, Cary, N.C.,

USA), utilizando-se os procedimentos UNIVARIATE, GLM, RANK e FREQ.

RESULTADOS

No ensaio I, observou-se diferencas entre os tratamentos quanto a
severidade da mancha bacteriana, em avaliacdo realizada aos 56 dias de cultivo
(F, P = 0,001). Houve um decréscimo no percentual de drea foliar lesionada nas
plantas tratadas tanto com ASM, quanto com cobre (Figura 1). Entretanto, ndo
houve diferenca significativa (LSD, P <0,05) entre a testemunha e a aplicacio de
HC quando empregados 250 1 ha™'. Neste ensaio, nio foi possivel realizar
avaliacdes posteriores de severidade, bem como a colheita das parcelas, em
funcdo da ocorréncia de chuvas de granizo, ocasionando injirias nas plantas e
frutos, com comprometimento da produgao.

No ensaio II, conduzido em Morrinhos, a avaliacio da severidade da
doenca aos 72 dias de cultivo permitiu observar redu¢dao da severidade pelos
tratamentos com HC e ASM em relagdo a testemunha (Figura 2A), semelhante ao
observado no ensaio realizado em Brasilia. Entretanto, esta reducdo sé foi
possivel quando os produtos foram aplicados em volumes de 500 1 ha”, mesmo
para o ASM. As médias das notas de severidade da mancha bacteriana obtidas na
avaliagdo realizada aos 91 dias também mantiveram o mesmo padrdao dos
resultados obtidos com a avaliacdo aos 72 dias (Figura 2B), em que apenas os
tratamentos com a aplicacio de volume de calda de 500 1 ha” diferiram da
testemunha ndo tratada (Bonferroni-Dunn t, P < 0,05).

Apesar das aplicacdes de ASM e HC, com volume 500 1 ha”', terem
reduzido a severidade da doencga, apenas as parcelas com plantas tratadas com o
cuprico apresentaram média de produtividade superior a testemunha ndo tratada
(Figura 3A). Além disso, no tratamento em que as plantas receberam 13
aplicacdes de ASM com volume de calda de 250 1 ha™, observou-se uma média de

produtividade inferior a testemunha (LSD, P <0,05).
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No ensaio III, a severidade da mancha bacteriana foi avaliada quando as
plantas apresentavam 60 e 96 dias de cultivo. Na primeira avaliacdo, com excecao
do tratamento onde as parcelas receberam 250 1 ha™ de solucdo de HC, todos os
demais tratamentos apresentaram reducdo nos valores de percentual de drea foliar
lesionada nas amostras de foliolos, em relacdo a testemunha ndo tratada (Figura
4). Entretanto, na avaliacdo seguinte, ndo foi possivel observar diferencas entre os
tratamentos quanto as notas de severidade da doenca (Friedman, P = 0,42), em
funcdo do aumento da severidade da doenca em todas as parcelas. Esta maior
severidade da mancha bacteriana culminou também em uma reducdo na
produtividade, que ndo ultrapassou 60 t ha” (Figura 3B). Ao contrdrio do ensaio
anterior, os tratamentos onde as plantas receberam oito aplicagdes de ASM, houve
incremento na produtividade, assim como o tratamento onde houve aplicacao de
HC nas plantas com volume de calda de 500 1 ha™.

Ao se avaliar o efeito dos fatores (‘produto’ e ‘volume de aplicagido’), bem
como da interagao entre eles, foi possivel observar efeito significativo dos fatores
apenas nas avaliagdes realizadas aos 56 dias (ensaio I) e aos 60 dias (ensaio III)
(Tabela 1). Na andlise do ensaio I, houve efeito do ‘volume de aplicacido’ sobre o
percentual de controle da doenca (F, P = 0,04). Na andlise realizada no ensaio II,
foi possivel observar interagdo entre os fatores ‘produto’ e ‘volume de aplicagdo’
(F, P =0,03). No desdobramento desta interacdo, foi possivel observar diferencas
entre os niveis de ‘volume de aplicagc@o’ para os tratamentos com aplicacdo de HC
(F, P = 0,002), mas nio nos tratamentos com aplicacdo de ASM (F, P = 0,47).
Houve diferencas entre os produtos na aplica¢do utilizando o volume de calda de
250 1 ha™ (F, P = 0,002), com o ASM promovendo maior percentual de controle
da doenca. Entretanto, ndo houveram diferencas (F, P = 0,50) entre estes na
reducdo da severidade ao se aplicar um volume de calda de 500 1 ha™.

Dentre os tratamentos avaliados, apenas a aplicagdo de HC, com um
volume de aplicacio de 250 1 ha” ndo resultou em um incremento de produgio
que recompensasse 0s custos de aplicagdo (Tabela 2). Os maiores valores foram
observados para os tratamentos com ASM (250 1 ha'l) e hidréxido de cobre (500 1
ha'), que proporcionaram uma relagio beneficio/custo de 1,79 e 1,28,

respectivamente.
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DISCUSSAO

O acibenzolar-S-metil proporcionou um controle eficiente da mancha
bacteriana em campo, corroborando os resultados de indimeros trabalhos em que
este produto se mostra uma ferramenta eficiente para o manejo da doenga na
cultura do tomateiro (Abbasi et al., 2002; Huang et al., 2012; Louws et al., 2001;
Obradovic et al., 2004). Entretanto, também semelhante a alguns destes trabalhos,
o ASM demonstrou em alguns casos efeito negativo sobre a produtividade. Este
efeito foi observado quando efetuadas 13 aplicacdes de ASM, principalmente no
volume de aplicacdo de 250 1 ha™.

E de conhecimento geral que, associado 2 inducio de resisténcia existe um
custo energético pela realocacdo de metabdlitos e energia de outros processos,
como crescimento e reproducdo, para a defesa (Durrant & Dong, 2004; Walters &
Fountaine, 2009). Além do gasto energético, problemas de fitotoxidez causada por
ASM também sdo relatados (Abbasi et al., 2002), bem como de redugdo da
produtividade quando o produto € aplicado em concentragdes elevadas (Huang et
al., 2012).

No presente estudo, € possivel inferir que o nimero de aplicacdes seja a
principal causa da diminui¢do da produtividade, de forma que a redugdo desse
nimero de 13 para oito aplicacdes permitiu que a efetiva redugdo da severidade da
doenca resultasse em incremento na produtividade. Em diversos trabalhos, mesmo
com a reducdo significativa da doenca, niimeros de aplicagcdes maiores que 10
resultaram em produtividade igual ou menor que a testemunha (Abbasi et al.,
2002; Quezado-Duval et al., 2005a). Roberts et al. (2008) observaram que a
reducdo do numero de aplicacOes, de 11 para seis, ndo reduziu a eficiéncia do
ASM no controle da mancha bacteriana do tomateiro. Huang et al. (2012)
obtiveram aproximadamente 80% de controle da doenca com apenas cinco
aplicacdes semanais do produto, havendo incremento da producdo em valores
proximos de 12%. Assim, a reducdo do numero de aplicacOes, concentrando-as
nas primeiras semanas, resultaria em protecdo as plantas em uma fase critica do
desenvolvimento e evitaria o estresse na parte final do ciclo, quando as plantas

estdo em plena fase de desenvolvimento dos frutos (Roberts et al., 2008).
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A aplicacdo de ASM com 500 1 ha propiciou resultados melhores que os
obtidos quando este volume foi reduzido a metade. Como a concentracdo do
produto foi constante (0,025 g i.a. 1'1), independente do volume utilizado, a
quantidade de ASM distribuida por drea foi de 12,5 e 6,25 g i.a. ha” para os
volumes de 500 e 250 1 ha'l, respectivamente. No trabalho desenvolvido por
Huang et al. (2012), € possivel estimar uma concentracio ideal de ASM de 0,3 g
ia. I para a melhor eficiéncia no controle da mancha bacteriana. Como nesse
trabalho o volume de aplicacdo variou entre 559 ¢ 1.121 1 ha™, a quantidade de
ASM aplicada por drea, considerando a concentragdo ideal (0,03 g i.a. I'"), estaria
entre 16,77 e 33,63 g ha. Assim, o tratamento com a aplicacdo de 500 1 ha™, foi o
que chegou mais perto destas quantidades, o que garantiria maior efici€éncia. Vale
lembrar que os valores de volume de aplicacado utilizados por Huang et al. (2012)
corresponderam a aplicacdes em tomate tutorado, que demandam volumes de
aplicacdo maiores que os aplicados em tomate para processamento. Além disso,
existem relatos de fitotoxidez em tomate provocada por ASM quando aplicado em
quantidades préximas de 35 g i.a. ha™ (Abbasi et al., 2002).

Além da quantidade de produto aplicado, deve-se considerar ainda o
desenvolvimento da planta. Nos estadios iniciais, onde a &4rea foliar ainda ¢é
pequena, a diferenga no controle da doenga entre os diferentes volumes de calda é
pequena (Figura 2). A medida que as plantas crescem, existe a necessidade de um
aumento no volume de aplicagdo para que se mantenha o nivel de controle da
doenca. Isso mostra que, mesmo para um produto de efeito sist€mico, como o
ASM, a aplicagdo de um volume de calda adequado € importante, pois auxilia na
distribui¢do uniforme.

A maior diferenca observada pela reducdo do volume de aplicagdo, seja
em relacdo ao controle da mancha bacteriana ou na produtividade, foi observada
nos tratamentos com hidréxido de cobre. Diferentemente do tratamento com a
aplicacio de ASM com 250 1 ha™', em nenhum momento, mesmo quando as
avaliacdes eram realizadas na primeira metade do ciclo de cultivo (Figura 1 e 4A),
a aplicacdo do fungicida ciprico com este volume de calda propiciou resultados

melhores que o da testemunha. Tal fato demonstra que fungicidas cdpricos, por
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serem produtos de contato, demandam maiores valores de volume de aplicacio de
modo a promover uma ampla cobertura da area foliar.

Wise et al. (2010) observaram que a reduc¢do do volume de pulverizagcao
resulta em um comprometimento maior da eficiéncia de fungicidas protetores que
de fungicidas sistémicos no controle de doencas filingicas em videira,
corroborando os resultados desse estudo. Em culturas com a formagdo de grande
massa foliar, como € o caso do tomate para processamento, a obtencdo de boa
cobertura foliar pela aplicacdo de defensivos torna-se ainda mais problemadtica.
Cullen et al. (2001) obtiveram valores de cobertura foliar inferiores a 2% no
interior do dossel de parcelas de tomate para processamento pulverizados com
volume de aplicacio de 283 e 568 1 ha™.

A baixa deposicdo de produtos protetores no interior do dossel torna-se
mais problemdtica, em funcdo de ser justamente essa a regido com microclima
mais favordvel ao desenvolvimento de fitopatégenos. O aumento do volume de
aplicacdo pode aumentar a deposi¢do dos produtos pulverizados no interior do
dossel. Em feijoeiro, cultura que também apresenta grande massa foliar,
Limberger (2006) obteve um aumento na deposi¢ao de fungicidas nos extratos
médios e inferiores do dossel com o aumento do volume de calda aplicado. De
acordo com Derksen & Sanderson (1996), a melhor cobertura e distribui¢do de
produtos aplicados com altos volumes de calda é resultado da redistribuicao do
produto da parte superior para as regides internas do dossel.

O perigo referente ao aumento do volume de calda pulverizado estd no fato
de que estas aplicacOes aumentam os riscos de contaminagdo do solo, em fungdo
do escorrimento do produto que nao fica retido nas folhas (Limberger, 2006). No
caso de fungicidas cupricos, este perigo € maior em funcio dos problemas que o
acimulo de cobre no solo pode causar a0 meio ambiente (Bernard et al., 2009;
Komdrek et al., 2010; Loland & Singh, 2004). Assim, outras medidas devem ser
adotadas para aumentar a efici€éncia de fungicidas cupricos na cobertura foliar,
sem que seja necessario um aumento na quantidade de cobre aplicada.

No trabalho de Cullen et al. (2001), a utilizagdo de bicos de pulverizagdo
com jato cOnico possibilitou uma maior penetracdo no dossel pela calda

pulverizada em relacdo a bicos de jato plano. Entretanto, bicos de jato plano ou de
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jato plano duplo (semelhante ao utilizado no presente estudo) tém sido
recomendados para pulverizadores de barras, como os utilizados nas
pulverizacdes mecanizadas (Cunha et al., 2003; Limberger, 2006). Estes bicos,
apesar de gerarem gotas de tamanho maior que dificultam a penetracdo no interior
do dossel, diminuem as perdas por deriva. Uma forma de aumentar a deposicao de
produtos pulverizados no interior do dossel é a adocdo de novas técnicas de
aplicacdo, como a aplicagdo assistida por ar, que tem sido eficiente em aumentar a
penetracdo no dossel de outras culturas igualmente adensadas, como a soja
(Derksen et al., 2008).

De maneira geral, observou-se que a utilizacdo de fungicidas cupricos
requer volumes de aplicacdo maiores, para adequada cobertura foliar e protecio
contra a mancha bacteriana. J4 o ASM ¢ eficiente no manejo da doenca, mesmo
quando aplicado em menores volumes de calda, mas nao deve ser aplicado ao
longo de todo o ciclo, pois compromete a produtividade.

Como comentado anteriormente, o ASM poderia ser utilizado nas
primeiras semanas de cultivo, quando sdo empregados volumes de calda menores.
Partindo do principio de que o volume de aplicagdo deve ser adequado ao estadio
de crescimento da planta, de modo que ele seja crescente ao longo do
desenvolvimento da cultura, os produtos protetores, como os fungicidas cupricos,
poderiam ser empregados a partir do ponto em que o volume de aplicag@o fosse
adequado para a sua eficiéncia. O fato dos maiores indices de relagcdao
beneficio/custo terem sido obtidos com a aplicacio de ASM a 250 1 ha™' ¢ HC a
500 1 ha™ mostram que estes produtos podem ser aplicados nesta ordem e com
estes volumes de aplicacio. Medidas como esta aumentariam a eficiéncia do
cobre, diminuiria a quantidade de produto demandada e a consequente
contaminacdo, bem como evitaria uma pressao de selecdo para o surgimento de
1solados do patdgeno com resisténcia a este elemento quimico.

Com base nos resultados observados, foi possivel observar que produtos
de contato, como o HC, tém maior dependéncia em relagdo ao volume de
aplicacdo quando comparados a produtos de acdo sist€émica, como € o caso do
ASM. Mais estudos podem ser realizados de modo a potencializar os efeitos da

inducdo de resisténcia com baixos volumes de aplicacdo. Um aspecto a se estudar
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seria a intera¢do entre o volume aplicado e a concentragdao de ASM. Além disso,
estudos de tecnologia de aplicacdo que possibilitem uma maior penetracdo dos
produtos aplicados no interior do dossel em cultivos de tomate rasteiro para
processamento sao necessdrios, a fim de aumentar a efici€éncia dos produtos

utilizados no controle da mancha bacteriana.
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Tabela 1. Andlise dos efeitos dos fatores avaliados (produto e volume de
aplicag@o) no percentual de controle da mancha bacteriana pelo teste F de andlise

de variancia.

56dias’  72dias™  91dias™ 60dias™ 96 dias ™

Fontes de variacio GL P>F P>F P>F P>F P>F
Produto 1 0,21 0,43 0,54 <0,01 0,77
Volume de aplicagdo 1 0,04 0,07 0,06 <0,01 0,12
Produto x Volume 1 0,87 0,74 0,67 0,03 0,55
de aplicagdo

Bloco 3 0,89 0,09 0,77 0,87 0,96
CV (%)’ 22,99 20,30 20,08 19,09 46,87

"Ensaio 1 (Brasilia-DF, Marco 2010), TEnsaio 2 (Morrinhos-GO, Marco 2010),

MEnsaio 3 (Morrinhos-GO, Junho 2010). *Coeficiente de variagao.
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Figura 1. Severidade da mancha bacteriana observada nas plantas que receberam
aplicacdo de 250 e 500 1 ha™ de solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM, 0,05 g 1)
e hidréxido de cobre (HC, 3 g 1'1), avaliados aos 56 dias de cultivo no ensaio
realizado em Brasilia-DF entre marco e julho de 2010. Médias de tratamentos

seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (LSD, P<0,05).

51



5,5

5,0
45
4,0
351 AB AB

3,0 - B B

2,5 -
5.5

Severidade (notas de 1 a 10)

Testemunha HC 500 HC 250 ASMS500 ASM 250

Figura 2. Severidade da mancha bacteriana observada nas plantas que receberam
aplicacao de 250 e 500 1 ha'! de solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM, 0,05g 1'1) e
hidréxido de cobre (Cobre, 3g l'l), avaliados aos 72 (A) e 91 (B) dias de cultivo
no ensaio realizado em Morrinhos-GO entre marco e julho de 2010. Os dados
foram analisados apds transformacdo para valores em postos (Ranks). Médias de
tratamentos seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Bonferroni-Dunn t (P <0,05).
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Figura 3. Produtividade obtida ap6s aplicacdo de 250 e 500 1 ha™ de solugdo de
acibenzolar-S-metil (ASM, 0,05 g 1'1) e hidréxido de cobre (Cobre, 3 g l'l), nos
ensaios realizados em Morrinhos nos periodos de marcgo a julho (A), e de junho a
outubro (B) de 2010. Médias de tratamentos seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Fisher (LSD, P < 0,05). Em A, foram realizadas 13
aplicagdes de acibenzolar-S-metil, enquanto que em B, o numero de aplicagdes
deste produto reduziu para oito e, nas seis semanas seguintes, aplicou-se

hidréxido de cobre.
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Figura 4. Severidade da mancha bacteriana observada nas plantas que receberam
aplicagdo de 250 e 500 1 ha™ de solucdo de acibenzolar-S-metil (ASM, 0,05 g I'")
e hidréxido de cobre (Cobre, 3 g 1'1), avaliados aos 60 (A) e 96 (B) dias de cultivo
no ensaio realizado em Morrinhos-GO entre junho e outubro de 2010. Médias de
tratamentos seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (A).
Em B, Os dados foram analisados apds transformacdo para valores em postos
(Ranks), e médias de tratamentos seguidas da mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste de Bonferroni-Dunn t (P <0,05).
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Tabela 2. Relacdo beneficio/custo (B/C) em funcdo do incremento de

produtividade obtido pelos diferentes tratamentos com hidréxido de cobre (HC) e

acibenzolar-S-metil (ASM) em relacdo a testemunha nado tratada, e do custo de

cada tratamento com diferentes volumes de aplicacgao.

Produto  Volumes Produtividade  Incremento  Beneficio' Custo’ B/C

HC 250 1ha' 45,81 tha’ 0,24 t ha R$ 36,45 R$ 417,72 0,09

HC 500 1ha’ 52,89 tha 7,33 tha R$ 1.071,72 R$ 834,95 1,32

ASM 2501ha’ 50,93 tha’ 5,37 tha R$ 785,56 R$ 436,59 1,87

ASM 5001 ha’ 51,86tha 6,30 t ha R$ 921,59 R$ 873,16 1,06
Testemunha 4556 t ha

Precos médios aplicados nos tltimos oito anos: tomate (R$ 146,20 t™), hidréxido de

cobre (R$ 0,016 g), acibenzolar-S-metil (R$ 1,18 g™, custo de aplicacdo (R$ 0,07 17).

R$ 1,00 (real) = US$ 0,5-0,6.
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CAPITULO 3

INTERVALO E NUMERO DE APLICACOES DE ACIBENZOLAR-S-METIL NO
CONTROLE DA MANCHA BACTERIANA E NA PRODUTIVIDADE DE TOMATE PARA

PROCESSAMENTO INDUSTRIAL
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RESUMO

Foi avaliado o efeito do intervalo entre aplicagdes (4, 7, 10 e 14 dias) e do nimero
de aplicagdes (4, 6, 8 e 10 aplicacdes) do acibenzolar-S-metil (ASM) na eficiéncia
de controle da mancha bacteriana em tomate para processamento industrial em
nivel de campo, além de avaliar o efeito na produtividade final e a relacdo
beneficio/custo dos tratamentos. Compararam-se combinagdes dos niveis destes
fatores a aplicacdo semanal de hidréxido de cobre e a ndo aplicacdo de
agrotoxicos especificos para a doenca. O delineamento foi em blocos ao acaso
com trés repeticoes, e cada unidade experimental continha 28 plantas (cv.
Acangata). Iniciaram-se os tratamentos aos sete dias apds o transplante e, a partir
de entdo, as plantas foram desafiados pela exposi¢do ao patégeno. Foram
realizados cinco ensaios entre os anos de 2010 e 2011, em Brasilia-DF e
Morrinhos-GO. Nos ensaios realizados houve diferencas entre os tratamentos
quanto a severidade da doenca e a produtividade final em trés e dois destes,
respectivamente. Observou-se que, quanto maior o nimero de aplicacdes, maior o
nivel de controle da doenga, com o intervalo ideal entre aplicacdes estimado em
aproximadamente oito dias. Entretanto, quando o ndmero de aplicagdes foi
superior a oito, houve redu¢do da produtividade, o que pode ser resultado do custo
energético da inducdo de resisténcia. De forma a melhor entender os resultados
obtidos, avaliou-se o efeito temporal de aplicacdes de ASM sobre a severidade da
manha bacteriana, onde foi observado efeito do produto apenas até o sexto dia
apos a aplicacdo. O tratamento que apresentou o melhor desempenho (técnico e
econdmico) nos ensaios (sete aplicacdes semanais de ASM) foi comparado com a
aplicacdo de hidréxido de cobre em condi¢des comerciais de producgdo, onde foi
possivel observar reducdo da severidade da mancha bacteriana pela aplicaciao de

ASM. No entanto, ndo se observou aumento na produtividade.

Palavras-chave:  Solanum  lycopercicum L., Xanthomonas perforans,

Xanthomonas gardneri, Resisténcia Sistémica Adquirida.
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Adjustment of interval and number of acibenzolar-S-methyl applications to

the management of the bacterial spot in processing tomato

ABSTRACT

In this present study, it was evaluated the effect of the interval between
applications (4, 7, 10 and 14 days) and the application numbers (4, 6, 8 and 10
applications) of acibenzolar-S-methyl (ASM) to control the bacterial spot disease
in tomato to industrial processing in the field, and also, it was evaluated the final
tomato yield and cost/benefit ratio of the treatments. As controls, it was or not
applied weekly copper hydroxide (HC), as it is recommended by producers. The
experiment design was in randomized block using three replicates, and each
replicate had 28 plants (cv. Acangatd). The first applications were made seven
days after transplantation and, after that, the plants inoculated with the pathogen.
It were made five experiments from 2010 to 2011, in Brasilia-DF and Morrinhos-
GO. There were treatment differences for disease severity in three experiments
and for tomato yield in two experiments. It was observed that the disease control
was better when it was used higher application numbers, and it was estimated 8
days being the ideal interval between applications. However, when the application
numbers were more than eight, there was tomato yield reduction possibly because
of the energetic cost to induce resistance. To better understand the data obtained,
it was evaluated the temporal effect of ASM applications in the bacterial spot
severity, and it was observed effect only until the sixth day after the application.
The better treatment (technical and economic), seven weekly applications of
ASM, was compared to the HC application on commercial tomato production,
where it was observed the bacterial spot severity reduction using ASM , but it was

not observed increase in tomato yield.

Palavras-chave:  Solanum  lycopercicum L., Xanthomonas perforans,

Xanthomonas gardneri, Systemic Acquired Resistance.
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INTRODUCAO

A produg¢do de tomate para processamento industrial no Brasil apresentou
um acentuado crescimento na primeira década deste século, com incremento de
produgdo na ordem de 58% (Melo et al., 2011). O Estado de Goids teve papel
fundamental neste aumento da producao, sendo responsdvel por aproximadamente
80% da produgdo nacional, o que o torna a principal regido produtora do pais e,
também, da América do Sul (Melo & Fonte, 2011). Entretanto, durante este
periodo, houve anos com queda de producdo em razdo de problemas
fitossanitarios, comprometendo a disponibilidade de matéria-prima para as
industrias (Melo et al., 2011).

A mancha bacteriana € um dos principais problemas fitossanitarios da
cultura do tomate rasteiro, destinado ao processamento industrial (Vilas-Boas et
al., 2007; Quezado-Duval & Lopes, 2010). Esta doenga ocasiona lesdes foliares
que culminam em intensa desfolha, ocasionando queda na produgdo, além da
exposicao dos frutos ao sol, resultando em escaldadura, o que diminui a qualidade
destes para a industria.

A ocorréncia da doenga em tomate tem sido associada a quatro espécies do
género Xanthomonas: X. euvesicatoria Jones et al., X. gardneri (ex Sutic” 1957)
Jones et al., X. perforans Jones et al., e X.vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterinet
al. (Jones et al.,, 2004). Todas estas espécies ja foram constatadas no Brasil
(Quezado-Duval et al., 2005). Nos primeiros trabalhos de levantamento em
campos de tomate destinado ao processamento, epidemias de mancha bacteriana
observadas na regido central do Brasil, representada pelos Estados de Goids e
Minas Gerais, foram associadas a X. gardneri (Quezado-Duval et al., 2004).
Atualmente, tém-se observado a prevaléncia de X. perforans raga T3 nas lavouras
do Centro-Oeste brasileiro (Aradjo et al., 2011a). Restos culturais, mudas
provenientes de sementes contaminadas, plantas voluntarias e plantas daninhas
podem servir como fontes de indculo da doenca e sdo de dificil eliminagdo (Jones
et al., 1986; Quezado-Duval & Lopes, 2010).

Existem genes em tomateiro que conferem resisténcia vertical as racas T1

(X. euvesicatoria), T3 e T4 (X. perforans) (Scott & Jones, 1989; Scott et al., 1995;

59



Astua-Monge et al., 2000). Entretanto, estes genes ainda ndo foram introduzidos
em variedades comerciais, devido a existéncia de isolados que suplantam esta
resisténcia (Stall et al., 2009). Desta forma, o controle da doenca é realizado,
principalmente, com a aplicacdo de fungicidas cipricos, cujo uso intensivo pode
resultar no surgimento de populagdes do patdgeno com resisténcia a estes
produtos (Adaskaveg & Hine, 1985; Mirik et al., 2007).

Como alternativa para o manejo da mancha bacteriana do tomateiro, tem
sido estudada a utilizagdo de substincias com propriedade de induzir resisténcia
nas plantas (Obradovic et al., 2004; Cavalcanti et al., 2006b; Coqueiro et al.,
2011; Fontenelle et al., 2011; Lucas et al., 2012). No Brasil, possui registro para
utilizacdo no controle da mancha bacteriana em tomate o principio ativo
acibenzolar-S-metil (= benzotiadiazole, ASM), um andlogo do 4cido salicilico e
que atua como ativador da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Louws et al.,
2001; Quezado-Duval & Lopes, 2010). A aplicagdo deste principio ativo tem
proporcionado uma efetiva redu¢do na severidade da mancha bacteriana em
tomateiro (Louws et al.,, 2001; Abbasi et al.,, 2002a; Abbasi et al., 2002b;
Obradovic et al., 2004). Entretanto, em véarios casos, a redugao da severidade da
doenca ndo vem acompanhada de um incremento na produtividade, ou ainda, a
aplicacdo do produto ocasiona uma redug¢do no desenvolvimento das plantas
(Louws et al., 2001; Abbasi et al., 2002b; Gilardi et al., 2010; Capitulo 2).

Associado a inducdo de resisténcia, existe um custo energético pela
realocacdo de metabdlitos e energia de outros processos, como crescimento €
reproducdo, para a defesa (Walters & Fountaine, 2009). Assim, um ndmero
excessivo de aplicacdes de indutores, como o ASM, pode levar a planta a gastos
energéticos elevados com a inducdo de resisténcia, comprometendo sua
capacidade produtiva (Capitulo 2).

Uma alternativa para diminuir o gasto energético seria a reducdo do
nimero de aplicacdes do indutore. Alguns trabalhos tem demonstrado que a
reducdo no numero de aplicacoes do ASM pode ser efetuada sem comprometer a
eficiéncia no controle da mancha bacteriana em tomate (Roberts et al., 2008;
Huang et al., 2012). Uma maneira de reduzir o nimero de aplicacdes sem deixar a

planta desprotegida seria ampliar o intervalo entre aplicacdes. Entretanto, o efeito
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do ASM na indug¢do de resisténcia ocorre durante pequenos periodos de tempo,
necessitando de reaplicagcdes (Louws et al., 2001; Herman et al., 2007). No estudo
conduzido por Huang et al. (2012) com tomate para mesa, foi observado
ineficiéncia do produto quando o intervalo entre aplicacdes foi de 14 dias, sendo o
controle da doenga efetivo com aplicagdes semanais. Matheron & Porchas (2002)
também fazem referéncia a influéncia do intervalo entre aplicacdes no nivel de
inducdo de resisténcia. Deste modo, existe a possibilidade de que alteracdes no
intervalo de aplicacdo possam comprometer a eficiéncia do controle da mancha
bacteriana em tomate.

Assim, deve-se determinar um nimero de aplicagdes que ndo comprometa
a produtividade da cultura, mas que seja eficiente no controle da doenga. Da
mesma forma, se faz necessdria a utilizacdo de um intervalo de aplicacdo
adequado, que mantenha a planta protegida contra o patégeno o maior periodo
possivel, dentro de um niimero adequado de aplica¢des. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar diferentes intervalos e nimeros de aplicacdes
de ASM, e a combinacdo deles para determinar o regime de aplicacdo mais
eficiente no manejo da mancha bacteriana na cultura do tomateiro para

processamento industrial.

MATERIAL E METODOS

Experimentos de campo

Foram realizados cinco experimentos entre os anos de 2010 e 2011
(Tabela 1), no Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas (Embrapa Hortaligas),
em Brasilia-DF (15°56'00"S, 48°08'00"W e 997 m de altitude) e na darea
experimental do Instituto Federal Goiano, Campus Morrinhos, Morrinhos - GO
(17°49°28.85S, 49°12°6,48”W e 892 m de altitude). Realizaram-se a corre¢do da
acidez e a adubagdo em conformidade com a anélise do solo, com base em uma
produtividade esperada de 100 t ha. Para todos os experimentos, foram utilizadas
mudas do hibrido comercial cv. Acangatd (= Heinz 9992, Eagle Comércio de

Sementes Ltda.), com aproximadamente 25 dias, produzidas em viveiro
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comercial. As mudas foram plantadas em linhas duplas, com espacamento interno
de 0,70 m e 1,10 m entre duplas. O espacamento entre plantas foi de 0,37 m,
resultando em uma densidade de 30.030 plantas por hectare. A irrigacdo foi feita
por aspersdo via pivo central. O regime empregado foi semelhante ao utilizado em
cultivos comerciais, sendo aplicadas laminas de 20 mm no primeiro més de
cultivo, e 30 mm até, aproximadamente, 14 semanas de cultivo, quando a
irrigacdo foi cortada para concentrar a maturagdo dos frutos. Aplicacdes de
defensivos para o controle de pragas, doencas e plantas daninhas foram realizadas
de maneira preventiva e de acordo com as exigéncias de cada drea, iniciadas apds
a primeira semana de cultivo.

Além do ASM, foi avaliada a aplicacio de hidréxido de cobre (HC).
Foram utilizados os produtos comerciais Bion® (Syngenta Protecio de Cultivos
Ltda., 50% de ASM) e Kocide WDG® (DuPont do Brasil S.A., 53,8% de HC).
Foram utilizadas as concentracdes determinadas na bula de cada produto,
resultando em 2,5 e 174,9 gi.a. 100 I de ASM e HCC, respectivamente. Apds
sete dias do plantio das mudas, deu-se inicio aos tratamentos. Para aplicacgao,
utilizou-se pulverizador manual pressurizado com CO;, com pressdo constante
(30,0 psi). Foi utilizado bico do tipo leque duplo (Teelet® 120/03), com
espacamento entre bicos e altura do solo de 0,5 m, sendo aplicado um volume de
500 1 ha’l, suficiente para uma boa cobertura das folhas durante todo o ciclo de
cultivo. Para aplicagdo de ASM, foram avaliados os intervalos de aplicacdo de 4,
7, 10 e 14 dias entre aplicacdes, com 4, 6, 8 e 10 aplicagdes para cada intervalo.
Os tratamentos foram comparados com a aplicagdo semanal de HC e com
testemunha, que ndo recebeu aplicagdo de nenhum produto. As aplicacdes foram
suspensas apos aproximadamente 90 dias de cultivo. Para os tratamentos cuja
aplicagdo de ASM fosse interrompida antes deste limite, foram realizadas
aplicagoes semanais de HC até os 90 dias de cultivo, de modo que as plantas nao
ficassem sem nenhum tipo de protecdo contra a doenga. Nos tratamentos com
intervalos entre aplicacOes de ASM de 10 e 14 dias, foram realizadas um maximo
de nove e sete aplicacOes, respectivamente, de modo que ndo fossem efetuadas
aplicagdes apds os 90 dias de cultivo. Nestes dois tratamentos, ndo houve

necessidade de aplicagoes de HC.
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Procedeu-se a inoculacdo das plantas logo apds a realizagdo das primeiras
aplicacdes. Foram adotados dois métodos de inoculacdo: plantio de mudas
doentes e pulverizacdo de suspensdo bacteriana, sendo os procedimentos
realizados de acordo com o descrito no capitulo 1. Foram utilizados isolados de X.
perforans raca T3 (EH2008-13 e EH2009-112) e X. gardneri raca T2 (EH2006-
52), provenientes da colecdo de trabalho de bactérias fitopatogénicas da Embrapa
Hortalicas. Quando as condigdes ambientais foram desfavordveis ao
estabelecimento da doenca (baixa umidade), o procedimento de inoculacdo foi
repetido. Para a avaliacdo da mancha bacteriana, foi estimada a severidade por
meio da avaliacdo de amostras de foliolos (24 foliolos) retiradas das plantas de
cada parcela ou, no caso de avalia¢des realizadas em estdgios mais avangados do
ciclo de cultivo, foram atribuidas notas de severidade para cada parcela com base
na escala desenvolvida por Quezado-Duval et al. (2011). Com base nos valores de
severidade da doenca obtidos nas diferentes avaliacdes ao longo do ciclo de
cultivo, foi determinada a drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
para cada parcela.

A colheita foi efetuada apds 120 dias de cultivo, sendo determinada a
produtividade (t ha™), o percentual de maturacdo e o teor de sélidos soliveis nos
frutos maduros. Para esta avaliagdo, foi determinado o valor de °Brix do suco de
uma amostra de cinco frutos por parcela, sendo a leitura realizada em refratdmetro
(modelo PAL-1 pocket refractometer, Atag0®).

Nos ensaios em que foram observadas diferengas entre os tratamentos
quanto a produtividade, foi determinada a relagdo beneficio/custo, que
corresponde a razao entre receitas € despesas, 0 que permite estimar o retorno do
investimento por unidade monetdria investida, descontado o valor do dinheiro no
tempo, a uma taxa de desconto predeterminada (Prest & Turvey 1965). A taxa de
desconto ou de juros, utilizada nas andlises como representacdo do valor do
dinheiro ao longo do tempo, foi de 0,65% ao més, referente a média da taxa de
juros real da caderneta de poupanga praticada nos ultimos oito anos. A receita foi
calculada com base na estimativa de ganho, tendo-se como referéncia o
incremento de produtividade dos tratamentos em relacdo a testemunha. Para a

andlise, levou-se em consideracdo a média dos precos da tonelada de tomate, dos
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defensivos (ASM e HC), e dos servigos praticados nos tltimos oito anos, sendo o

valor da relag@o beneficio/custo calculado com base na equacao:

o1+ )t
=0

em que B sdo as receitas; C, custos varidveis (aquisicao dos produtos e servigo de
aplicacdo); t, periodo de tempo; n, tempo-limite (120 dias); e r, a taxa de desconto

adotada. Quando B/C > 1, o tratamento sera economicamente viavel.

Persisténcia da acao do acibenzolar-S-metil no controle da mancha

bacteriana

Com o objetivo de avaliar a duragdo do efeito de aplicacdes do ASM para
o controle da mancha bacteriana e melhor entender os resultados dos
experimentos de campo, foram realizados ensaios cujos tratamentos consistiram
de diferentes intervalos entre a aplicacio de ASM e a inocula¢do do patégeno,
além da avaliacdo do efeito de aplicacdes isoladas e da reaplicagdo. Foram
avaliados os intervalos de 9, 6, 3, 1 e 0 dias entre a dltima aplicacdo do ASM e a
inoculagdo. Para cada um dos intervalos, foram realizadas uma ou duas aplicacoes
de ASM para o controle da mancha bacteriana. Nos casos em que foram
realizadas duas aplicacdes, o intervalo entre elas foi de sete dias. Foram realizados
dois ensaios em casa de vegetacdo utilizando a mesma cultivar dos experimentos
de campo (cv. Acangatd). Foi efetuada a semeadura em bandejas de poliestireno
expandido de 128 células contendo substrato comercial a base de fibra de coco
(Amafibra®). Ap6s 15 dias do semeio, as plantas, apresentando duas folhas
verdadeiras, foram transplantadas para vasos de 1 litro contendo solo autoclavado.
A partir deste momento, deu-se inicio as pulverizagdes de ASM. A inoculagdo foi
realizada por meio de aspersdo da superficie das folhas com suspensio bacteriana
(X. perforans T3 2008-13) utilizando um pulverizador manual portatil, com
concentragdes diferenciadas de 5 x 107 e 5 x 10% ufc ml™, no primeiro e segundo
ensaio, respectivamente. Este procedimento foi realizado 31 dias apds o semeio,
sendo as plantas mantidas em condicdo de camara umida, com nebuliza¢do por

cinco minutos em intervalos de duas horas. Decorridos nove dias apds a
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inoculagdo, foi determinada a severidade da mancha bacteriana na terceira folha
de baixo para cima, por meio da digitalizacdo dos foliolos e andlise das imagens
utilizando o programa Asses 2.0 (Image Analysis Software for Disease
Quantification, APS® 2008). A parcela experimental consistiu de trés folhas
compostas oriundas de trés plantas diferentes. O delineamento experimental foi
em blocos ao acaso, com trés repeticdes para cada tratamento. Os 12 tratamentos
com aplicacdo de ASM foram comparados com a testemunha, que nio recebeu

aplicagdes do produto.

Validacao do melhor tratamento em area comercial de producao

Para confirmar a eficiéncia do melhor tratamento observado nos
experimentos de campo, foi proposta a sua validagdo em um cultivo comercial de
tomate rasteiro destinado ao processamento industrial. O estudo foi conduzido em
um pivo de 62 ha localizado no municipio de Itaberai-GO (W 049°43° 5717 ¢ S
16 03° 97,17, altitude 749 m), entre os meses de marco ¢ julho de 2010. Neste
pivo, em duas faixas de aproximadamente 600 m de comprimento, envolvendo
nove linhas duplas (= 16m de largura) da cultivar H9553 (= Heinz 9553, Eagle
Comércio de Sementes Ltda.), foram efetuadas pulveriza¢cdes do ASM, enquanto
que no restante da drea, foi adotado o procedimento padrao do produtor, com
pulverizacdo de HC. As aplicagdes tiveram inicio na segunda semana apds o
plantio. A concentracdo utilizada para ambos os produtos foi semelhante a
descrita nos ensaios de campo. Entretanto, o volume de calda variou, sendo
utilizados 200 1 ha'nas duas primeiras semanas, 300 1 ha™ na semana seguinte e
500 1 ha™ até o final das aplicacdes. Foram determinados 10 pontos para avaliagio
ao longo de cada uma das faixas com aplicacio do ASM e 10 pontos nas faixas
adjacentes a estas, onde foi empregado o tratamento padrdo do produtor,
totalizando 20 pontos de amostragem para cada um dos tratamentos, com
distancia minima de 20 m entre pontos. Foi observada a ocorréncia natural da
doenga na drea e, por volta dos 50 dias do ciclo de cultivo, foram retiradas
amostras de foliolos (30 foliolos) em cada um dos pontos determinados, para a

avaliagdo da severidade da mancha bacteriana. Os foliolos coletados foram
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digitalizados e as imagens analisadas no programa Asses 2.0 para determinacdo
do percentual de drea foliar lesionada. Com 120 dias de cultivo, procedeu-se a
colheita e a avaliacdo da produtividade e de outras varidveis importantes para a

inddstria, como maturacao, teor de sélidos soliveis, frutos desintegrados, etc.

Analises estatisticas

Em todos os ensaios, depois de confirmadas a normalidade do erro e
homogeneidade de variancias, foi realizada andlise de varidncia para avaliar o
nivel de significancia do efeito dos tratamentos. Para comparagdo dos tratamentos
com a testemunha ndo tratada, foram realizados contrastes utilizando-se o teste de
Dunnett. Para a avaliacdo dos fatores com niveis quantitativos, realizou-se andlise
de regressdo, considerando-se apenas os parametros das equacdes que foram
significativos (F, P<0,05). Todas as andlises foram efetuadas utilizando o
programa SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, N.C., USA), por meio dos procedimentos
UNIVARIATE e GLM.

RESULTADOS

Experimentos de campo

Dos cinco experimentos realizados, em trés foi possivel observar
diferencas (F, P<0.01) entre os tratamentos quanto a severidade e/ou
produtividade. No experimento 1, em todos os intervalos avaliados de aplicacdo
do ASM, foi observada reducdo significativa da severidade em relacdo a
testemunha a partir de seis aplicagdes (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
obtidos nos experimentos 4 € 5. Apenas nos experimentos 1 e 4 foi diferengas dos
tratamentos em relacdo a testemunha (F, P<0,01). No experimento 5, ha de se
considerar a ocorréncia de infec¢cdes por begomovirus, o afetou o
desenvolvimento das plantas e, consequentemente, a produtividade.

Por meio da andlise de variincia, foi possivel observar efeito (F, P<0,05)

dos fatores “intervalo entre aplica¢des” e “nimero de aplicagdes” sobre a
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AACPD, nos experimentos 1, 4 e 5, e sobre a produtividade nos experimentos 1 e
4 (Tabela 3). Por meio de andlise de regressdao, foi possivel observar nos trés
ensaios que, quanto maior o nimero de aplica¢des, maior a reducio dos valores de
AACPD (Figura 1). Os valores estimados de intervalo entre aplicacdes que
resultariam no menor valor de AACPD para os experimentos 1, 4 e 5 seriam de
8,71, 9,51 e 8, respectivamente.

Quanto a produtividade, no experimento 1 houve efeito da interacdo entre
os fatores avaliados (F, P=0,0019). Quando avaliado o efeito do intervalo entre
aplicac¢des para cada um dos niveis do fator “namero de aplicagdes”, houve efeito
apenas quando realizadas 6 e 8 aplicacdes (F, P < 0,001). Nestes casos, o valor
estimado de intervalo entre aplicagdes para a obtencdo da maxima produtividade
foi de 7,83 e 8,51 dias, respectivamente (Figura 2). Quanto a andlise do efeito do
numero de aplicagdes dentre os diferentes niveis do fator “intervalo entre
aplicagdes™, o efeito foi observado apenas para o intervalo de 7 dias entre
aplicacoes (F, P <0,0001), sendo estimado para o ponto de maxima produtividade
de 6,96 aplicacdes (Figura 3).

A andlise de regressio dos dados de produtividade observados no
experimento 4 permitiu estimar uma combinacao ideal, em que a realizacao de 7,1
aplicacdes em intervalos de 8,64 dias proporcionaria 0 maximo em produtividade
(Figura 4), aproximando-se dos resultados observados no experimento 1. Nao
houveram diferengas (F, P<0,05) entre os tratamentos no que diz respeito a
maturacdo e teor de soOlidos soliveis em nenhum dos cinco experimentos
realizados.

Pela andlise da relacdo beneficio/custo, tendo por base os resultados de
produtividade do experimento 1, apenas para os tratamentos com seis € 0ito
aplicagdes semanais de ASM, foi possivel obter um incremento de produtividade
em relacdo a testemunha, que fosse suficiente para cobrir os custos de aplicagdo
(Tabela 4). J4 no experimento 4, todos os tratamentos proporcionaram valores
satisfatorios de relacdo beneficio/custo, com destaque para os tratamentos citados
anteriormente € para os tratamentos com oito € nove aplicagdes de ASM com

intervalo de 10 dias entre elas.
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Persisténcia da acdo do acibenzolar-S-metil no controle da mancha

bacteriana

Foi observada diferenca nos niveis de severidade da mancha bacteriana
entre os dois ensaios realizados (Tabela 5), resultado da diferenca na concentracdo
do inéculo utilizada em ambos. Entretanto, observou-se semelhanca entre eles
quanto ao desempenho dos tratamentos avaliados. Com apenas uma aplicacao de
ASM, s6 foi possivel observar reducio significativa (F, P<0,05) da severidade em
relacdo a testemunha quando a aplicacdo ocorreu com antecedéncia de dois dias
em relacd@o a inocula¢do. Com duas aplicag¢des, observou-se menor severidade em
relacio a testemunha nos tratamentos com intervalos entre a aplicacdo e a
inoculagdo variando de zero a seis dias. Em nenhum caso, a aplicacio de ASM
com nove dias de antecedéncia em relacdo a inoculac@o resultou em severidade
diferente da testemunha. Além de prolongar o efeito do ASM por mais dias, a
reaplicacdo do produto possibilitou a observacdo de percentuais de controle
maiores do que quando se utilizou apenas uma aplica¢do, sendo este fato

observado nos dois ensaios realizados.

Validacao do melhor tratamento em area comercial de producao

A aplicacio de ASM por sete semanas proporcionou uma reducido da
severidade da mancha bacteriana em cultivo comercial de tomate rasteiro, quando
comparado ao tratamento padrio utilizado pelo produtor, com a aplicacao de HC
(Tabela 6). Entretanto, esta reducdo na severidade da doenga nao foi acompanhada
por um incremento em produtividade quando comparada ao tratamento padrao do
produtor. Foram observadas discretas diferencgas entre os tratamentos para outras
varidveis, como o teor de sélidos soliveis (F, P = 0,07) e o percentual de frutos
desintegrados (F, P = 0,09), onde o tratamento com ASM resultou em um

aumento no valor de “Brix e em menor percentual de frutos desintegrados.
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DISCUSSAO

Assim como observado em diferentes trabalhos descritos na literatura
(Louws et al., 2001; Obradovic et al., 2004; Obradovic et al., 2005), a utilizacdao
de ASM proporcionou a reducdo da severidade da mancha bacteriana do tomateiro
no campo. Entretanto, os diferentes regimes de aplicacdo influenciaram na
eficiéncia deste produto no controle da doenca. Foi possivel observar que
aplicacdes mais espagadas, com intervalos entre aplicacdes superiores a 10 dias,
tiveram sua eficiéncia reduzida em relacdo ao controle da doenca. Este fato
também foi recentemente observado por Huang et al. (2012) para tomate de mesa,
quando utilizado um intervalo de 14 dias entre aplicacoes.

Com base nos ensaios em casa de vegetacdo, foi possivel observar que os
efeitos da aplicacdo de ASM na redugdo dos sintomas da mancha bacteriana nio
sdo percebidos a partir do nono dia apds aplicagdo, independente do nimero de
aplicacdes. Em trabalho realizado por Scarponi et al. (2001), observou-se que,
apesar da molécula de ASM ser capaz de translocar rapidamente pelos tecidos de
plantas de tomate, sua concentracdo decaiu para niveis negligiveis em 72 horas.
De forma semelhante, Herman et al. (2007) observaram reducdo drastica da
expressdo do gene que codifica a proteina PR-1 dcida (um gene marcador para a
ocorréncia de SAR) ap6s o terceiro dia da aplicacio de ASM. Ainda assim, a
protecdo contra fitopatégenos pode perdurar por mais algum tempo em funcio da
ativagdo de mecanismos de defesa da planta. Benhamou & Bélanger (1998), por
meio de estudo histolégicos, observaram a formacdo mais rdpida de barreiras a
infeccdo por Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici em plantas de tomate,
mesmo com intervalo de quatro dias entre a aplicagdo de ASM e a inoculacdo. No
trabalho desenvolvido por Thaler et al. (1999), foi possivel observar o efeito da
aplicagdo de ASM sobre genes relacionados a SAR até o quinto dia apds a
aplicacdo em tomate, mesmo que em niveis pouco superiores ao observado no
tratamento controle. Mesmo assim, com base no presente estudo e em outros
trabalhos (Cavalcanti et al., 2006a; Cavalcanti et al., 2006b; Huang et al., 2012),

entende-se que o efeito do ASM em manter a indug¢do de SAR nio se estende por
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mais de nove dias, havendo a necessidade de reaplicacdo, de forma a restabelecer
o efeito indutor.

Além de manter o nivel de inducdo de resisténcia, foi observado maior
controle da mancha bacteriana quando da realiza¢do de duas aplicacdes de ASM.
Estes resultados corroboram com os obtidos por Herman et al. (2007), em que foi
observada maior expressdo do gene PR-I quando da segunda aplicacdo de ASM,
demonstrando haver um efeito cumulativo & medida que sdo realizadas as
aplicagdes. Assim, o controle da doenga serd maior quanto maior for o nimero de
aplicacdes. Entretanto, nimeros elevados de aplica¢des podem levar a um gasto
energético que pode comprometer a produtividade. Kuhn & Pascholati (2010)
observaram relacdo entre o ndmero de aplicacdes de ASM e a redugdo no
desenvolvimento vegetativo de plantas de feijoeiro. O comprometimento da
produtividade de diferentes culturas pela aplicacio de ASM vem sendo atribuido
por diversos autores ao custo energético decorrente da indugdo de resisténcia
(Romero et al., 2001; Gent & Schwartz, 2005; Walters & Fountaine, 2009; Kuhn
& Pascholati, 2010; Huang et al., 2012). Desta forma, deve existir um limite para
que a aplicacdo de ASM ndo venha a comprometer o desenvolvimento e a
produtividade das culturas. Com base nos resultados observados no presente
estudo, pode-se determinar que o nimero de aplicacdes de ASM nao seja superior
a sete, o que € inferior ao limite de dez aplicacdes que é recomendado na bula do
produto comercial.

O intervalo entre aplicacdes de ASM ndo deve ser muito longo, sendo que,
nas condi¢des em que os experimentos foram conduzidos, estima-se um valor
ideal de aproximadamente oito dias entre aplicacdes. Adotado este intervalo, e
sabendo que o numero de aplicacdes ndo deve ser superior a sete, sob pena de
comprometer a produtividade, entende-se que a utilizacdo apenas de ASM nao
garantiria prote¢do durante todo o ciclo de cultivo de tomate rasteiro, que
corresponde a aproximadamente 120 dias. Assim, existe a necessidade do manejo
integrado, em que, associado a outras prdticas de manejo da mancha bacteriana,
seria adotada a aplicacdo de ASM em conjunto com outros produtos, como
fungicidas cupricos e novas moléculas com potencial para o controle da doenca,

como o cimoxamil e famoxadona (Roberts et al., 2008; Fayette et al., 2012). Desta
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forma, semelhante ao observado neste ensaio, o nivel de controle da doenca
conferido pela aplicacdo de ASM no inicio do ciclo seria mantido até o fim pela
aplicacdo destes produtos.

De maneira geral, a simples utilizacdo do ASM no programa de manejo da
mancha bacteriana permitiria uma diminui¢c@o na aplicagdo de cupricos, que € hoje
a medida mais empregada no controle da doenga em tomate para processamento.
A diminuicdo de aplicacdes de produtos a base de cobre evitaria uma pressao de
selecdo que favoreca o surgimento de populagdes do patégeno com resisténcia a
estes, bem como diminuiria os problemas que o acimulo de cobre no solo pode
causar ao meio ambiente (Loland & Singh, 2004; Bernard et al., 2009; Komarek
et al., 2010).

Conforme resultados obtidos no presente trabalho e nos apresentados no
capitulo 2, aplicacdes de ASM poderiam ser efetuadas no inicio do ciclo, quando
geralmente se utilizam menores volumes de aplicacdo. Quando atingido o limite
de aplicagdes deste produto, sua aplicagdo poderia ser substituida por aplicacoes
de outros produtos, como os fungicidas cuipricos, acompanhado pelo aumento do
volume de aplicacdo. Isto se justifica pelo fato de que o ASM possui efici€ncia
superior ao cobre, quando utilizado menores volumes de aplicacdo (capitulo 2).

Dentro da proposta de aplicacdes semanais de ASM, com até oito
aplicagdes, seguida por aplicacbes de HC, o tratamento se mostrou
economicamente vidvel, sempre com valores de relacdo beneficio/custo superior a
1, mesmo adotando-se um volume de aplicacdo consideravelmente alto para o
cultivo de tomate para processamento (500 1 ha’l). Além da viabilidade
econdmica, sete aplicagdes semanais de ASM foram suficientes para reduzir a
severidade da mancha bacteriana em condi¢des comerciais de cultivo, o que
demonstra a efici€éncia do tratamento nas condi¢des do produtor. Em funcio da
baixa severidade da doenca, ndo foi possivel observar um incremento de
produtividade em relacdo ao tratamento padrao com aplicagoes de HC. Porém,
ndo se observou efeito negativo do ASM no desenvolvimento das plantas com
base na altura. Houve efeito no aumento do teor de sélidos soliveis (F, P <0,07),

0 que contribui para o rendimento industrial, e diminui¢do do percentual de frutos
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desintegrados (F, P <0,09), aumentando, assim, a qualidade da matéria prima no
caso de produtos mais refinados como tomate em cubos e tomates inteiros.

Os tratamentos com ASM foram eficientes tanto para X. gardneri, quanto
para X. perforans, demonstrando a eficiéncia de amplo espectro que é esperada na
inducdo de resisténcia (Louws et al., 2001; Huang et al., 2012). Sabendo que a
predominéncia de uma espécie ou raca da bactéria associada com os sintomas da
mancha bacteriana em tomate pode variar, em funcdo do ambiente ou do
hospedeiro (Stall et al., 2009; Arajo et al., 2011b), este tipo de caracteristica é de
grande importancia no manejo da doenca. Assim, aplicacdes semanais do ASM
podem ser utilizado no manejo da mancha bacteriana em lavouras de tomate
rasteiro destinado ao processamento industrial, proporcionando reducdo da
severidade da doenca e incremento de produgdo, com viabilidade econdmica,

desde que nao se ultrapasse o limite de sete aplicagdes.
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Figura 1. Rela¢do entre a produtividade e o intervalo entre aplicagcdes, nos
tratamentos com seis e oito aplicacdes de acibenzolar-S-metil, observada no
experimento 1 (Brasilia, Marco 2010). *Todos os parametros das equacdes foram
significativos (F, P<0,05).
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Figura 2. Relacdo entre a produtividade e nimero de aplicacdes, nos tratamentos
com aplicacdes semanais de acibenzolar-S-metil, observada no experimento 1
(Brasilia, Marco 2010). *Todos os parametros das equagdes foram significativos
(F, P<0,05).
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Figura 3. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana (AACPMB)
observada nos experimentos 1 (A), 4 (B) e 5 (C) em funcdo da aplicacdo de
acibenzolar-S-metil (ASM) em diferentes nimeros (N) e intervalos (I) de
aplicacdes. Equacdes: Y = 409524 - 259,04*I - 86,15*N + 14,87*I> (r°’=0,80;
Experimento 1); Y = 2301,37 - 92,45* - 51,61*N + 4,865625%I* (r’=0,59;
Experimento 4); Y = 384574 - 393,80*1 - 85,18*N + 24,60*° (1°=0,86;

Experimento 5). *Todos os parametros das equacgdes foram significativos (F,
P<0,05).
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Figura 4. Produtividade de tomate em fun¢do da aplicacdo do acibenzolar-S-metil
em diferentes nimeros (N) e intervalos (I) de aplicacdes observada no
experimento 4 (Brasilia, Fevereiro 2011). Equacdo: Y = 9,12 +3,63*I - 0,21*12 +

9,95*N -0,70*N* (r’=0,81). *Todos os parimetros da equagdo foram
significativos (F, P<0,05).
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Tabela 1. Resumo dos procedimentos executados nos experimentos realizados entre os anos de 2010 e 2011, em Brasilia-DF e Morrinhos-

GO.

Experimentos Local Plantio  Primeira Inoculacio Segunda Inoculacdo  Isolado Colheita
1- Verdao/ Outono Brasilia-DF 15 Mar  1Abr - mudas infectadas 14 abr - Pulverizagdo X. perforans T3 12 Jul
2010 107ufc ml” 2009-112

2- Verao/ Outono Morrinhos-GO 18 Mar 31 Mar - mudas infectadas 23 abr - Pulverizagdo X. perforans T3 16 Jul
2010 107ufc ml” 2009-112

3- Inverno/ Primavera Morrinhos-GO 11 Jun 17 Jun - mudas infectadas 28 jul - Pulverizacdo  X. gardneriT2 5 Out
2010 10"ufc ml”! 2006-52

4- Verao/ Outono Brasilia-DF 3 Mar 17 Mar - mudas infectadas - X. perforansT3  4Jul
2011 2008-13

5- Inverno/ Primavera  Brasilia-DF 17 Jun 15 Jul - Pulverizacao X. gardneriT2 30 Set
2011 10"ufc ml”! 2006-52

80



Tabela 2. Efeito das combinag¢des de intervalo (Inter) e nimero (Num) de aplica¢cdes do acibenzolar-S-metil sobre a drea abaixo da curva
do progresso da mancha bacteriana (AACPMB) e produtividade (PROD, t ha'l) de tomate.

Tratamentos Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4 Experimento 5

Inter Num AACPMB PROD AACPMB PROD AACPMB PROD AACPMB PROD AACPMB PROD

4 4 2887,21* 82,46 1765,67 101,66  3060,49 66,11 2071,11 48,14 2113,33%* 35,62
4 6 2804,36* 79,40 1404,17 96,94  2623,82 56,74  1709,75* 52,68 2113,33% 27,36
4 8 2614,40* 81,05 1655,00 91,38  2765,61 50,00 1457,27* 54,21%* 2076,67* 30,32
4 10 2460,30* 77,11 1650,25 81,71 2553,30 58,80  1528,19* 50,53 2021,67* 39,36
7 4 3029,30 78,88 1745,00 111,62 2791,53 57,54  1501,25% 51,16 2058,33* 32,42
7 6 2342,30%*%  94,22%* 1465,50 87,75  2475,68 55,99  1489,31%* 62,32% 1848,33* 25,48
7 8 2152,00%*%  93,04** 1547,00 88,20  2725,80 57,82 1347,08**  60,02%* 1575,00%* 36,96
7 10 2133,51*%% 78,46 1753,00 117,23 2720,43 47,84  1290,56** 50,65 1160,00** 35,44
10 4 2473,33* 77,46 1632,50 105,26  2776,32 49,81 1663,47* 51,63 1940,00%* 37,82
10 6 2463,67* 78,06 1904,08 110,17  2870,67 59,33 1698,61%* 56,35% 2213,33 34,41
10 8 2358,22%*% 78,96 1695,50 102,77  2880,28 55,01  1558,33* 58,28%* 1490,83** 36,97
10 9 2322,59*%* 79,05 1745,50 104,08 2566,72 55,29 1574,44* 55,71%* 1661,67* 35,51
14 4 3045,14 84,88 2019,83 98,77  2793,07 60,10  1668,06* 48,82 2783,33 33,95
14 6 2745,70* 78,18 1879,50 90,05  2724,64 61,72 1613,19* 49,67 2694,17 33,96
14 7 2900,60* 79,13 2341,58 102,26  2536,54 54,50 1611,53* 52,22 2505,00 32,70

Hidroxido cobre  3045,98 79,38 1813,83 86,08  2682,38 49,70  2042,22* 2042,22 2145,00 33,48

Testemunha 3486,64 80,34 1697,50 90,13 2724,42 58,53  2654,58 2654,58 2743,33 35,37
Pr>F <0,01 <0,01 0,14 0,88 0,26 0,30 <0,01 0,01 <0,01 0,63
Coef. Var. (%) 8,69 5,16 17,29 19,0 8,12 13,38 14,54 10,98 12,12 19,94

*Diferem da testemunha pelo teste de Dunnett (P<0,05). **Diferem da testemunha e do tratamento com hidréxido de cobre pelo teste de
Dunnett (P<0,05).
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Tabela 3. Andlise de varidncia para a avaliagdo da significancia do efeito dos fatores “intervalo de aplicagdo (Inter)” e “numero de

aplica¢des (Num)” sobre as varidveis: drea abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana (AACPMB) e produtividade (PROD, t ha™)
de tomate.

Fonte de GL' Experimento 1 Experimento 4 Experimento 5
Variacido AACPMB PROD AACPMB PROD AACPMB
Inter 3 <0,01 <0,01 0,01 0,02 <0,01
Num 3 <0,01 0,05 0,05 0,01 <0,01
Inter*Num 8 0,07 <0,01 0,45 0,68 0,09
Bloco 2 <0,01 0,30 0,10 <0,01 0,08

CV (%) 7,94 5,33 13,51 9,82 12,16

'Nimero de graus de liberdade. “Coeficiente de variacdo.
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Tabela 4. Andlise da relacao beneficio/custo (B/C) observada para os tratamentos com diferentes nimeros (Num) e intervalos (Inter) entre
aplicacdes de acibenzolar-S-metil (ASM), e do tratamento com aplicac@o de hidréxido de cobre, tendo por base as produtividades obtidas
nos experimentos 1 e 4.

Aplicagdes de ASM Experimentol Experimento 4
Inter Num Incremento (t/ha)’ Relacdo B/C  Incremento (t/ha) Relacio B/C
4 4 (10)' 2,12 0,36 8,34 1,43
4 609 -0,94 -0,15 12,88 2,04
4 8(8) 0,71 0,10 14,41 2,12
4 10 (7) -3,23 -0,44 10,73 1,48
7 4 (9) -1,46 -0,27 11,36 2,09
7 6(7) 13,88 2,52 22,52 4,09
7 8(5) 12,7 2,28 20,22 3,63
7 10 (3) -1,88 -0,33 10,85 1,93
10 4 (8) -2,88 -0,57 11,83 2,35
10 6(5) -2,28 -0,49 16,55 3,53
10 8(2) -1,38 -0,32 18,48 4,26
10 9 (0) -1,29 -0,33 15,91 4,01
14 4 (6) 4,54 1,08 9,02 2,14
14 6(Q) -2,16 -0,62 9,87 2,85
14 7 (0) -1,21 -0,39 12,42 4,03
Hidréxido de cobre (13) -0,94 -0,18 9,76 1,84

"Valores entre parénteses correspondem ao nimero de aplicacdes de hidréxido de cobre. “Incremento de produtividade em relacio a
testemunha ndo tratada. Os precos de ASM (R$ 1,17 g™), HDC (R$ 0,016 g, tomate (R$ 146,20 t™) e servico de aplicacio (R$ 33,33 ha™)
foram determinados com base na média dos precos praticados nos ultimos oito anos.
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Tabela 5. Efeito temporal do acibenzolar-S-metil com uma e duas aplicacdes na severidade (%) da mancha bacteriana do tomateiro.

Experimento 1 Experimento 2
Intervalo 1 aplicagdo 2 aplicacdes 1 aplicacdo 2 aplicagdes
0 dia 8,87 3,45% 47,93 12,44%%*
1 dia 4,00 3,38% 36,00 10,03**
2 dias 3,33*% 3,31% 28,73%* 8,76%*
3 dias 5,86 2,10%* 45,56 6,90%%*
6 dias 5,93 3,07%* 45,53 12,88%*
9 dias 6,78 4,36 44,08 40,12
Testemunha 6,63 44,94
CV (%)’ 8,25 9,48

—
Dados analisados com base nos valores transformados para |'i—f + 1. Médias seguidas por * e ** diferem da testemunha pelo teste de

Dunnett aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente. 'Coeficiente de variacdo.
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Tabela 6. Comparacgdo entre a aplicacdo do acibenzolar-S-metil (ASM) em relacdo ao tratamento padrao realizado em cultivo comercial de
tomate para processamento para a severidade da mancha bacteriana e alguns componentes de producao.

Tratamentos  Severidade (%)  Produtividade (tha') °Brix Tonelada de polpa/ha4 Altura (cm) Frutos desintegrados (%) Maturacgdo (%)

ASM' 19,71 95,54 4,16 12,56 1,44 0,36 88,42
Padrio’ 24,23 96,37 3,92 11,76 1,44 1,12 86,68
Pr>F 0,04 0,83 0,07 0,68 0,63 0,09 0,51
CV’ (%) 25,05 12,91 7,37 12,23 9,05 17,54 37,98

'Foram realizadas sete aplicacdes semanais, seguida por aplicacdes semanais de hidréxido de cobre. *Aplicacdes semanais de hidréxido de
cobre. *Coeficiente de variacio. “Rendimento industrial determinado pela formula: REND = Produtividade x °Brix x Maturagfo / 28 (*Brix

da polpa processada).
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CONCLUSOES GERAIS

Trabalhos de campo onde se deseje estudar a mancha bacteriana em cultivo
de tomate para processamento industrial podem utilizar o plantio de mudas
infectadas entre as parcelas ou a pulverizacdo direta de suspensdo bacteriana como
métodos de inoculacdo. Entretanto, o método de pulverizacdo de suspensdo de
inéculo proporcionou uma distribui¢cdo mais uniforme da doenca.

Para a avaliacdo da severidade da mancha bacteriana ao longo do ciclo de
cultivo, € recomendada a utilizacdo de diferentes metodologias, sendo cada uma
delas empregada em sincronia com o estdgio de desenvolvimento da cultura, a qual
apresenta arquitetura de plantas heterogénea durante o ciclo. No presente estudo, a
ado¢do de diferentes metodologias de avaliacdo permitiu o acompanhamento da
doenca ao longo de todo o ciclo da cultura, mesmo com as plantas apresentando
modificacdes em sua arquitetura e no volume de drea foliar.

O acibenzolar-S-metil proporcionou um controle adequado da mancha
bacteriana em cultivo rasteiro de tomate. Por ser um produto com agao sistémica, é
eficiente mesmo em uma cultura com densa massa foliar, que dificulta a penetracao
de produtos com acdo de contato. Inclusive, foi observado sua eficiéncia, mesmo
quando aplicado com baixo volume de calda.

Outros fatores como intervalo e nimero de aplicagdes tem influéncia na
eficiéncia do produto. De acordo com os resultados obtidos, o intervalo entre
aplicacdes nao deve ultrapassar a casa dos oito dias. O nimero de aplicacdes também
ndo deve ser exagerado, ndo devendo exceder sete aplicacdes, sob o risco de

comprometimento da produtividade.
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