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RESUMO

Silva, Aminthia Pombo Sudré da. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Dezembro de 2015. Atenuacao de sintomas
da mancha bacteriana (Xanthomonas euvesicatoria) em tomateiro
tratado com biofertilizantes. Orientador: Prof. Luciano Pasqualoto
Canellas.

A mancha bacteriana em tomateiro, causada por Xanthomonas spp., €
uma das principais doengas que atinge esta cultura. Devido a falta de
controle eficiente muitos produtores fazem aplicagdes inadequadas de
agrotoxicos. Os Dbiofertilizantes podem auxiliar na expressdo da
resisténcia sisttmica que pode ser adquirida ou induzida. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a atenuacdo de sintomas da mancha
bacteriana (Xanthomonas euvesicatoria) em tomateiro tratado com
biofertilizantes. Foi utilizada a cultivar ‘Micro-Tom’ plantada em vasos de
3 L em casa de vegetacdo. Os tratamentos foram aplicados no substrato
de crescimento apdés um dia do transplante: acidos humicos (AH),
bactéria promotora de crescimento — Herbaspirillum seropedicae (BAC)
e aplicacdo conjunta de ambos (AH + BAC). O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 4 x 2 que
constituiu nos quatro tratamentos descritos acima com e sem inoculagéo
de X. euvesicatoria na parte aérea, trés repeticbes e uma planta por
parcela, totalizando 24 plantas. Foram analisadas a viruléncia do isolado
X. euvesicatoria e a populacdo bacteriana de H. seropedicae no
substrato de crescimento das plantas. A viruléncia foi avaliada pela
medida da area abaixo da curva de progresso da doenca com base em
notas de severidade e incidéncia da doenca. Além disso, foram
qguantificados os teores dos &cidos oxalico, citrico e succinico em
extratos da parte aérea por CLAE a fim de estudar a relacdo destes
acidos com a possivel inducéo de resisténcia. O isolado do patdgeno
causou sintomas tipicos da mancha bacteriana. A aplicacdo de AH e
BAC isoladamente e em combinagao no solo atenuou significativamente

os sintomas da mancha bacteriana. O tratamento AH se destacou pela



menor area abaixo da curva de progresso da doenca no ultimo dia de
avaliacdo, menor incidéncia e severidade da doenca. As plantas
infectadas por X. euvesicatoria apresentaram maior concentracdo dos
acidos citrico e oxdlico enquanto que o tratamento AH + BAC com X.
euvesicatoria induziu ao aumento da concentracdo de &cido succinico.
Os AH e a bactéria H. seropedicae atenuaram a sintomatologia da

mancha bacteriana causada por X. euvesicatoria.



1. INTRODUCAO

O Brasil esté entre os principais produtores de hortalicas devido a sua
extensdo territorial e a disponibilidade de mio de obra. E o pais que mais
utiliza agrotoxicos no mundo. Dentre as principais hortalicas produzidas no
pais, o tomate (Solanum lycopersicum) vem se destacando ao longo dos anos.
Em 2013 ultrapassou a producdo de quatro milhdes de toneladas com
produtividade média de 67 toneladas/ha e area plantada de 67 mil ha
(FAOSTAT, 2015). Os principais estados produtores sdo: Sdo Paulo,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Bahia, Espirito
Santo, Goiés, Paraiba, Santa Catarina, Parana e Ceara.

A cultura do tomateiro € uma das olericolas mais acometidas por
doencas, demandando uma quantidade elevada de agrotoxicos (tetradifona,
tiabendazol, tiacloprido, tiametoxam, acetamiprido, acibenzolar-S-metilico,
abamectina, azoxistrobina, benalaxil, beta-ciflutrina, beta-cipermetrina,
bifentrina, boscalida, cupricos, entre outros) (ANVISA, 2015). Além dos
produtos registrados para a cultura, também s&o aplicados produtos nao
registrados e em quantidade acima da recomendada. Segundo o relatério da
Anvisa de 2012 para a cultura do tomate, pelo sistema PARA — Programa de
analise de residuos de agrotéxicos em alimentos - 16% das amostras de
tomate foram consideradas insatisfatorias devido a ingredientes ativos nao
autorizados (NA); ingredientes ativos autorizados, mas acima dos limites
maximos autorizados (>LMR); e ambos NA e >LMR (ANVISA, 2015).

O menor namero de principios ativos registrados para controle de
doencas bacterianas é responsavel pela maioria dos agrotéxicos aplicados
indevidamente. Em tomate destaca-se a mancha bacteriana causada por
quatro espécies de Xanthomonas com predominio no Brasil da X.
euvesicatoria. A mancha bacteriana provoca perda na produtividade e
gualidade dos frutos devido ao amarelecimento das folhas, seguida de
desfolha, diminuindo a area fotossintética e expondo os frutos ao sol, podendo
causar escaldadura nos frutos. E uma doenca importante pela dificuldade de
controle, sendo essencial o uso de praticas preventivas, tais como, uso de
sementes sadias, eliminacdo de restos culturais, rotacdo de culturas, entre
outras. Segundo a pagina eletrdnica do Agrofit (Sistema de agrotdxicos

fitossanitarios do MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento)
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sdo recomendados para o controle desta doenca agrotoxicos de formulacéo
cuprica, famoxadona, mancozebe, cimoxanil e cloreto de benzalcénio. No
entanto, muitos isolados séo resistentes a esses produtos (HIBBERD et al.,
1988; QUEZADO-DUVAL, 2003) dificultando o controle desta doenca. Além
destes principios ativos também é recomendado o uso do bioestimulante
acilbenzolar-S-metilico (AGROFIT, 2015) que ndo age diretamente sobre o
patbgeno, mas ativa 0s mecanismos de defesa natural das plantas,
aumentando sua resisténcia de acordo com o fabricante (ADAPAR, 2015).

Existem dois tipos de resisténcia sistémica: a induzida (RSI) e a
adquirida (RSA). Estas diferem quanto ao mecanismo de inducao, no entanto a
expressao da resisténcia € semelhante, pois ndo é restrita ao sitio de inducao,
podendo ser ativada na raiz e expressada na folha, por exemplo. A RSA
considera o acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) como
mecanismo induzido de defesa da planta. Fenotipicamente, a RSA pode alterar
visualmente a planta com necroses, manchas, entre outros. Além disso, as
rotas de sinalizacdo sdo dependentes do salicilato. Ja& a RSI geralmente nao
esta envolvida com o acumulo de PRPs, apresenta outras rotas de sinalizacéo
gue podem ser dos jasmonatos e etileno, e ndo apresenta alteracdes na planta
(VAN LOON et al., 1997; PIETERSE et al.,, 1998; VAN LOON et al. 1998). A
RSA é ativada por microrganismos nao patogénicos, patdgenos virulentos e
avirulentos, e indutores quimicos. Ja o elicitor da RSI, segundo Kloepper et al.
(1992), € especifico, sendo somente microrganismos ndo patogénicos. No
entanto, Métraux (2001) associa o termo induzido quando emprega-se agentes
benéficos, simbiontes ou abidtico.

O tempo de resisténcia por ambos mecanismos, RSA e RSI, é variavel.
Schons et al. (2011) estudando a durabilidade da resisténcia induzida por
ulvana, algas marinhas do género Ulva, a antracnose em feijoeiro, concluiu que
duas aplicacbes foram suficientes e que a resisténcia durou nove dias apos
aplicacdo do tratamento. Teixeira et al. (2005) avaliaram a resisténcia sistémica
induzida mediada por 10 rizobactérias promotoras de enraizamento em
eucalipto quanto a resisténcia a ferrugem e observaram que o tratamento do
substrato no preparo das mudas (80 dias) foi mais eficiente que mudas tratadas

uma semana antes da inoculacdo do patégeno.
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Quanto aos fatores bidticos que induzem resisténcia, um exemplo
classico é a utilizacdo de bactérias fluorescentes (Pseudomonas spp.) que
atuam tanto como bactérias promotoras do crescimento, antagonistas de
patdgenos do solo e ativadoras de RSI reduzindo a severidade de doencas na
parte aérea para varias espécies de plantas e também na inibicdo do
crescimento desses sintomas (PIETERSE et al., 2005) e diversos patégenos.
(RAAIJMAKERS e WELLER, 1998).

Os biofertilizantes liquidos também sé&o indutores, com grande potencial
para atuar como elicitores de RSI. Devido a grande biodiversidade de
microrganismos nos biofertilizantes, alguns podem apresentar bioatividade
elevada e levar a inducdo de mecanismos de RSA e RSI, mediado pelos
estimulos ou sinais quimicos presentes nos biofertilizantes e recebidos pelos
sitios fitoreceptores, induzindo reacdes de defesa em tecidos vegetais distantes
em relacao ao local de aplicagcdo (BARBOSA e MEDEIROS, 2007).

1.1. Mancha bacteriana

A mancha bacteriana € uma doenca causada por espécies do género
Xanthomonas. Bactérias deste género se caracterizam por serem gram
negativas e apresentarem colonias bacterianas de coloragdo amarelada (RYAN
et al., 2011). Jones et al. (2004) reclassificaram por meio da hibridizac&o
DNA:DNA a X. axonopodis pv. vesicatoria para X. euvesicatoria. Esta espécie
causa pustulas seguidas de manchas amareladas nas folhas, principalmente
nos bordos, devido a presenca de hidatédios que sdo aberturas permanentes
responsaveis pela exsudacdo de solutos organicos, enzimas, vitaminas,
agentes redutores e oxidantes, substancias promotoras do crescimento como
auxina, giberelina, citocinina, &cido abscisico e estdo localizados nas
extremidades das folhas (SINGH, 2014).

A bactéria X. euvesicatoria causa a mancha bacteriana em plantas
hospedeiras de pimenta (Capsicum spp.) e tomate (RYAN et al.,, 2011),
proporcionando muitos danos a essas culturas com perda da qualidade de
frutos e de produtividade, principalmente em regides Umidas (JUHASZ et al.,
2006).
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1.2. Biofertilizantes

Segundo o Decreto n° 4954 de 2004, referente ao regulamento da Lei
n°6894, o termo biofertilizante significa “produto que contém principio ativo ou
agente organico, isento de substancias agrotdxicas, capaz de atuar, direta ou
indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando a sua
produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante”
(BRASIL, 2004). A EBIC (European Biostimulants Industry Council), o Conselho
Europeu da Industria de Bioestimulantes também considera bioestimulantes:
biofertilizantes e promotores de crescimento de rizobactérias, além de extratos
de algas, inoculantes microbianos, aminoacidos, acidos hamicos e fulvicos e
compostos baseados em glucosamina.

Os biofertilizantes a base de substancias humicas (SH) e bactérias
promotoras do crescimento vegetal podem ser usados como bioestimulantes
do crescimento. Patten & Glick (2002) consideram que rotas biossintéticas
distintas de AIA (Acido indol acético) sdo produzidas por bactérias benéficas e
patogénicas. As SH induzem a atividade da fenilalanina amoénia liase
aumentando a concentracdo de compostos fendlicos nos tecidos (SCHIAVON
et al., 2010 & ERTANI et al., 2011). Foi observado previamente que 0 uUso em
conjunto de SH e Herbaspirillum seropedicae diminuiu o nivel de infestacdo de
Phytophtora infestans em tomateiro (OLIVARES et al., 2015). Demir et al.
(2015) estudaram os efeitos de fungo micorrizico, acidos humicos (500 ppm) e
soro de leite em plantas de tomate, pimentdo e berinjela inoculadas com
Verticillium dahliae Kleb. (V.d.), agente causal da murcha por verticilio. Os
autores observam em tomate que os tratamentos que continham AH resultaram
em menor incidéncia de murcha (cerca de 13% menor) e menor porcentagem
de escurecimento vascular (34%).

Além disso, SH aumentaram a exsudacao de alguns acidos organicos
(CANELLAS et al.,, 2008; PUGLISI et al.,, 2008; 2009; 2013). Tanto os
compostos fendlicos como os acidos organicos podem estar envolvidos na
reducdo da severidade de sintomas da Xanthomonas. Cavalcanti et al. (2006)
estudaram a acdo do acilbenzolar-S-metil e Ecolife®. Este, segundo o
fabricante, corresponde a uma “biomassa citrica’. mistura de bioflavanoides,

fitoalexinas, polifendis, glicerina vegetal, acidos ascoérbico, latico e citrico.
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Ambos foram eficientes na reducdo em 49 % e 31 %, respectivamente, da

severidade da mancha bacteriana em tomateiro.

1.3. Acidos organicos — AO

As plantas contém muitos acidos organicos, como os acidos oxalico,
succinico, fumérico, malico, citrico, entre outros. Estes variam de acordo com a
cadeia carbbnica (JONES, 1998). O teor de &cido organico em plantas é
governado pelo tipo de fixacdo de carbono, idade e status nutricional. O grau
de desbalanceamento de cargas determina os niveis de acidos organicos nas
raizes e quando ha uma absorcdo excessiva de cations sédo requeridas cargas
negativas, geralmente fornecidas por &cidos organicos, como o malato e citrato
(CHANG; ROBERTS, 1991).

Alguns destes &cidos organicos estdo envolvidos na producdo de
energia como intermediarios do ciclo do acido citrico (ex.: citrato, malato,
succinato), outros estdo primariamente na célula para a manutencdo do
potencial osmoético ou balanceamento de cargas catidbnicas como o malato e o
oxalato (JONES, 1998), alguns estdo envolvidos na sinalizagdo, como o acido
malico (RUDRAPPA et al., 2008), e também ha acidos organicos ou seus
derivados envolvidos na resisténcia a estresses abidticos (MA et al., 2001) e
biéticos (KIM et al., 2008). A associacdo entre acidos organicos e seus
derivados e a protecao e/ou resisténcia a certos fitopatdégenos ja foi estudada
para alguns patossistemas.

Em 1980, Noyes e Hancock estudando o patossistema girassol X
Sclerotinia sclerotiorum detectaram teores de até 15 vezes mais acido oxalico
em folhas murchas de plantas infectadas. E ao inocularem acido oxalico no
hipocotilo, demonstraram que o acido se move sistemicamente até a folha,
acumulando a um nivel critico que leva a murcha, seguida de morte. Sintomas
estes similares aos de plantas infectadas pelo fungo. Assim, os autores
concluem que o acido oxalico age como uma toxina movel causando a
sindrome da murcha. E as cultivares de girassol mais resistentes tiveram maior
tolerancia ao acido oxalico.

A degradacédo do acido oxalico em plantas cultivadas pode reduzir o
estresse nutricional e conferir resisténcia a fungos. O acido oxalico € catalisado

por duas rotas principais, a descarboxilagéo e oxidagao. A primeira ocorre pela
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acao da oxalil-CoA descarboxilase ou pela enzima oxalato descarboxilase que
vai ativar para CO; e &cido férmico. J4 a oxidagdo tem sido detectada em
plantas onde o acido é quebrado para CO, e H,O,. Com base nessas
informacbes Kesarwani et al. (2000) clonaram o gene da oxalato
descarboxilase e obtiveram plantas transgénicas de tabaco e tomate que ao
serem confrontadas com S. sclerotiorum expressaram elevada resisténcia a
este patdgeno.

Kim et al. (2008) relatam que o acido oxalico induz a morte celular
programada, esta pode ser benéfica a fungos necrotréficos, ou seja, que
dependem de tecidos mortos para sobreviver, como S. sclerotiorum.
Entretanto, este evento também pode ser benéfico a planta, quando se trata de
patdgenos ndo necrotroficos, como no caso da reacao de hipersensibilidade.

A morte celular programada estd normalmente relacionada a
reproducao, germinagcdo de sementes, formacéo de aerénquima, diferenciacao
celular e senescéncia (KIM et al., 2008). Além da morte celular programada, ha
interferéncia do acido oxalico no funcionamento das células guardas, nas quais
0 oxalato age via acumulo de moléculas ativa osmoticamente induzindo a
abertura dos estbmatos e inibindo o fechamento dos estdmatos estimulado
pelo 4cido abscisico (GUIMARAES; STOTZ, 2004).

Zhu et al. (2016) citam trabalhos com a aplicacdo pés-colheita do acido
oxalico como elicitor da resisténcia sistémica induzida contra doencas
causadas por fungos, bactérias e virus durante o armazenamento. Estes
autores testaram a aplicacdo pré-colheita em kiwi (5 mmol/L &cido oxalico) em
trés épocas apdés a floracdo, na época adequada colheram os frutos na
maturidade comercial (10 % de sélidos soluveis totais) e detectaram que 0s
tratamentos com acido oxalico tiveram frutos com maior teor de &cido
ascorbico, abrandou a diminuicdo da firmeza dos frutos e do acido citrico,
aumentou o teor de sdlidos soluveis e causou um decréscimo de doencas
naturais. Ao inocular Penicillium expansum pos-colheita em frutos tratados
houve uma reducédo da doenca e da toxina patulina produzida por este fungo.

Cohen (1993) estudou o efeito da aplicacdo exdgena de trés isbmeros do
acido beta aminobutirico, um aminoacido derivado da descarboxilacdo do
glutamato, em tomateiro inoculado com Phytophthora infestans. O autor

concluiu que o acido DL-3-aminobutirico controlou 84% a murcha por fitéftora
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em relacdo aos demais isbmeros, por resisténcia sistémica induzida, esta foi
comprovada pela protecédo de 75-95% nas folhas tratadas e de 60 a 100% em
folhas superiores néo tratadas.

Montoyama et al. (2003) tiveram como objetivo estudar o potencial de um
extrato citrico (produto comercial Ecolife 40) na atividade antibacteriana. O
produto foi testado nas concentra¢des de 1, 10, 100, 1000 e 5000 ppm sobre
as bactérias Ralstonia solanacearum e X. axonopodis pv. manihotis avaliando-
se halo de inibicdo, densidade Optica e niumero de unidades formadoras de
colonias. Atravésdos resultados obtidos verificou-se que o extrato citrico
apresentou atividade antibacterianasendo dose-dependente. A concentracéo
de 5000 ppm foi a mais eficiente. Dessa forma, pode sugerir que substancias
como flavonoides, acidos ascorbico, citrico e latico, encontrados no extrato
citrico podem influenciar no desenvolvimento das bactérias.

Garcia et al. (2014) avaliaram o efeito dos &cidos ascorbico, citrico e
latico e a mistura estavel dos mesmos sobre a murcha bacteriana (Ralstonia
solanacearum) e detectaram que os acidos organicos isolados aplicados na
forma direta, imergindo as raizes nas solug¢des, controlaram 100% da doenca
em pimentao e a Unica diferenca com ao mistura dos acidos foi o periodo de
incubagéo que neste foi maior. E quando pulverizados nas folhas reduziram a
AACPD - Area abaixo da curva de progresso da doenca em 46% e
aumentaram o periodo de incubacdo, indicando a resisténcia sistémica

induzida, pois a Ralstonia € uma bactéria de solo.

2. OBJETIVO
Avaliar o efeito de acidos humicos e bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV) sobre a diminui¢cdo da severidade dos sintomas da

mancha bacteriana em folhas de tomateiro.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo das plantas

A semeadura do tomate ‘Micro-Tom’ (Solanum lycopersicum Mill.) foi

realizada em bandejas de isopor (poliestireno) de 128 células com substrato
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comercial Vivatto®, sendo irrigadas uma vez ao dia. Esta cultivar foi escolhida
por ter um ciclo rapido + 2,5 meses e ter porte ando. Foram mantidas em
camara de crescimento a 28°C e 80 % UR com fotoperiodo de 16 h para o dia
e 8 h para a noite. Depois de 35 dias as plantulas foram transplantadas para
vasos de 3L em casa de vegetacdo contendo areia : vermiculita na proporcao

de 2 : 1, essa mistura foi autoclavada trés vezes a 121°C, 1 atm por uma hora.

3.2. Obtencao dos in6culos bacterianos

3.2.1. Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54

O in6culo da bactéria H. seropedicae, estirpe HRC 54, foi obtido no
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT/UENF). As bactérias foram
crescidas em meio liquido DYGS (Dextrose Yeast Glucose Sucrose) sob
rotacdo de 120 rpm a 30°C por 24 h. A suspensao bacteriana foi ajustada para
10° células por mL (DOBEREINER et al., 1995).

Para avaliar a sobrevivéncia da populacdo bacteriana (H. seropedicae)
no substrato foram amostradas em duas épocas (cinco e 16 dias) apds a
aplicacao dos tratamentos. Coletou-se amostras do substrato de dois vasos por
tratamento. A contagem bacteriana foi realizada por meio de diluicdo seriada
em solucdo salina de 10" a 107, onde colocou-se 10 pL de cada diluicdo na
placa, para observar as colénias e conta-las. Para cada diluicdo foram
inoculadas duas placas com meio DYGS e colocadas em BOD a 28°C. A

contagem foi realizada 24 h apds a inoculagao.

3.2.2. Xanthomonas euvesicatoria T1P3

A suspensao de X. euvesicatoria foi preparada a partir do isolado ENA
4135, cedido pelo Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Este isolado foi selecionado pela sua patogenicidade, que foi
previamente testada (JUHASZ, 2002; RIVA, 2002) e por ser resistente a
defensivos a base de cobre (AGUIAR et al., 2000). O isolado foi cultivado em
meio liquido DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986), por aproximadamente
36 h, sob agitacdo (100 rpm) a 28°C. Em seguida, as bactérias foram

cultivadas em placas de Petri contendo o meio DYGS sélido. Apés um periodo
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de 36 h de crescimento, a 28 °C (CARMO et al., 1996), as colbnias bacterianas
foram suspensas em agua estéril e a concentracdo de células foi ajustada para
10® UFC/mL, em espectrofotdmetro marca Biospectro SP 220, utilizando-se
absorbancia de 0,300 e comprimento de onda de 600 nm (COSTA, 2000).

3.3. Obtencdo do acidos humicos

3.3.1. Extracéo dos acidos humicos

As substancias humicas (SH) foram extraidas de vermicomposto
produzido a partir de torta de filtro proveniente da usina de cana-de-agucar
(Coagro, Campos dos Goytacazes). A extracdo das SH sollveis do
vermicomposto foi realizada com NaOH 0,1 mol.L | na proporcdo: 1 g de
vermicomposto : 10 mL de solucdo extratora em atmosfera inerte de N,. Este
procedimento foi repetido até que a coloracdo do extrato ficasse transparente,
em meédia, apés cinco extracdes. Os acidos humicos (AH) foram obtidos com a
acidificacdo da solucdo até aproximadamente pH 1,5 com HCI 6 mol L™ . A
redissolucdo (com NaOH 0,1 mol.L™") e precipitacdo (com HCI 6 mol.L™) foi
repetida trés vezes. Em seguida, foram adicionados 200 mL de solucdo aquosa
diluida de HF e HCI (preparada com 5 mL de HCI 12 mol.L™* e 5 mL de HF 48%
v/v, sendo o volume da solu¢cdo completado para 1 L com agua deionizada). A
amostra ficou sob agitacdo durante oito horas e os AH separados por
centrifugagdo (15 min. a 5000 g). Os AH foram lavados com agua deionizada
até teste negativo contra cloreto utilizando-se AgNOs;, seguido por didlise
contra 4gua deionizada, utilizando uma membrana de 1000 Da. Antes da
liofilizacdo o pH foi ajustado a 7,00 com KOH 0,01 mol.L? (CANELLAS e
SANTOS, 2005).

3.3.2. Determinacgéo de C e N nos acidos humicos

O teor de C e N dos acidos humicos foi determinado em triplicata pelo
método da combustdo seca utilizando o analisador elementar Euro EA3000
(Eurovector 3000, Mildo, Italia).
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3.4. Avaliacédo daresisténcia a mancha bacteriana

O experimento de avaliagdo da resisténcia a mancha bacteriana foi
conduzido em casa de vegetagdo na UAP/CCTA/UENF, no periodo de junho
de 2015 a agosto de 2015. O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, em esquema fatorial 4 x 2 utilizando quatro tratamentos no substrato
(CaCl, 2 mmol/L— Controle; H. seropedicae 10° UFC/mL — BAC; Acidos
hamicos 4,5 mmol C/L (solucdo de CaCl, 2 mmol/L) — AH; H. seropedicae +
Acidos humicos — AH + BAC), e dois tratamentos na parte aérea (sem e com
inoculagcdo de X. euvesicatoria), trés repeticbes e uma planta por parcela,
totalizando 24 plantas.

Um dia apés o transplante, foram aplicados os tratamentos do substrato
(Controle; AH; BAC; AH + BAC). Neste Ultimo os acidos humicos e a
suspensdo bacteriana foram preparados como descrito anteriormente
separados, porém colocados na proporcdo de 4 AH : 1 BAC. Cada vaso
recebeu 250 mL de tratamento (seis vasos por tratamento). As plantas foram
irrigadas com agua, porém dois dias ha semana eram irrigadas com solucao
nutritiva de Clark, na qual na primeira semana foi com ¥4 da forga idnica (Fl), na
segunda semana com %z de FI, na terceira ¥ de Fl, e a partir da quarta semana
1FI

A inoculacdo da suspensao bacteriana de X. euvesicatoria ocorreu apés
21 dias da aplicacdo dos tratamentos (15/07/15 - 56 dias apds a semeadura).
Aplicando em metade dos vasos de cada tratamento (trés vasos) por
pulverizacdo nas folhas e os outros cinco vasos do tratamento também foram
aplicados agua por pulverizacdo nas folhas, funcionando como um controle.
Logo apds a inoculacdo desta bactéria, realizou-se camara umida > 90% de
UR com auxilio de sacos plasticos como demonstrado na Figura 1.

ApGs 72 horas de camara umida, os sacos foram retirados e comegaram
as observacfes dos sintomas da doenca (severidade e numero de foliolos
infectados). As avaliagOes foram realizadas em dias alternados num total de
sete avaliacdes de resisténcia a mancha bacteriana (X. euvesicatoria - Xe) com
base em escala de severidade por meio de notas adaptada de Mello et al.
(1997) (Figura 1).
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1 dia apdés

[ transplante

Germinagao Transplante para
vaso

21 dias
apos
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Camara dmida Inoculagédo do patdgeno por -
com sacos plasticos pulverizagéo (X, Aplicagdo dos tratamentos
euvesicatoria T1P3) C aC|2. AH,BAC e AH+BAC)

Figura 1. Etapas da aplicacdo dos tratamentos (Controle, Acidos hiimicos - AH,
Herbaspirillum seropedicae - BAC, AH + BAC), inoculacdo com Xanthomonas
euvesicatoria e camara Umida feita com sacos plasticos envolvendo toda a
planta de tomate (Solanum lycopersicum) em casa de vegetacdo na
UAP/CCTA/UENF.

A partir das notas de severidade e incidéncia (numero de foliolos), foi
calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), na qual os
dados obtidos foram integralizados e calculados por meio da férmula: AACPD =
> [(y1+y2)/2]*(t2-t11), onde yl e y2 que refere-se a duas avaliagcdes sucessivas
da intensidade da doenca realizadas nos tempos tl e t2, respectivamente
(Campbell; Madden, 1990).
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Figura 2. Escala de notas de severidade da mancha bacteriana em folhas de
tomateiro ‘Micro-Tom’. Campos dos Goytacazes, 2015.

A coleta das plantas ocorreu 21 dias apoés a inoculacdo do patégeno (X.
euvesicatoria). As plantas foram divididas em duas partes, aérea e radicular. As
raizes coletadas foram lavadas até a retirada total do substrato e depois
lavadas por mais uma vez em agua destilada. Posteriormente determinou-se a
massa fresca utilizando balanca analitica e a massa seca foi obtida apds
secagem das amostras em estufa de circulacédo forcada até massa constante,
também pesadas em balanca analitica e em seguida armazenadas em sacos
de papel, em temperatura ambiente, para posteriormente serem utilizadas para
extracao de acidos organicos analisados em HPLC.

Os dados de AACPD das plantas inoculadas com X. euvesicatoria e 0s
dados de massa foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
comparacao de médias DMSt (Diferenca minima significativa de Tukey) em
nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa estatistico SAEG.

3.5. Identificacéo e quantificacdo dos acidos organicos em CLAE

A analise de acidos organicos foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE ou HPLC em inglés) para a parte aérea das plantas de
tomate ‘Micro-Tom, previamente seca em estufa, a aproximadamente 60°C até
massa constante.

Para a extracdo de acidos organicos foi utilizado 0,250 + 0,001 g com
3,5 mL da solucéo extratora (metanol : acido acético 10% v/v, na propor¢ao de
85:15 v/v), este material foi macerado no almofariz de porcelana até adquirir
consisténcia liqguida, o mais homogénea possivel. O extrato obtido foi

transferido para um copo de Becker permanecendo no ultrassom por 30
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minutos. O volume final foi ajustado para 5 mL de solugdo com agua ultra pura.
Centrifugou-se esse extrato ja diluido a 100 rpm a 25°C por seis minutos, essa
metodologia foi adaptada da descrita por Ross et al. (2009).

Os acidos organicos foram identificados e quantificados por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), com uso de um cromatégrafo
Younglin Instrument (Seul, Coréia do Sul), com detector UV no comprimento de
onda de 210 nm, utilizando coluna REZEX ROA — Organic acid H* (300 x 7,8
mm). O volume injetado da amostra foi de 20 pL. Utilizou-se como fase movel
agua com 280 uL de &cido sulfarico/L (2,4 mmol acido sulfarico/L), com fluxo de
0,6 mL/min, realizado em temperatura ambiente. Os picos correspondentes a
cada &cido foram identificados pelo tempo de retencdo, utilizando-se como
comparacdo os tempos de retencdo dos padrbes. Essa metodologia foi
desenvolvida pelo NUDIBA/UENF (Nucleo de Desenvolvimento de Insumos
Biol6gicos para a Agricultura) em projetos paralelos. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e as diferencas estatisticas foram
determinadas por meio do teste de comparacdo de médias DMSt em nivel de
significancia de 5%. A concentracdo obtida foi expressa em mg L™ de &cido

organico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teor de C e N nos &cidos humicos utilizados

O AH obtido de vermicomposto utilizado neste estudo apresentou 41 %
de carbono e 4,7 % de N. O valor de carbono esta dentro da faixa normalmente
encontrada para SH isoladas de vermicomposto e o de N um pouco acima ja
gue normalmente o teor de N em AH de vermicomposto se encontra ao redor
de 3%.

4.2. Avaliacdo da presenca de Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54
no substrato inoculado

Ap6s a inoculacdo dos substratos relativos aos tratamentos contendo H.
seropedicae (BAC e AH + BAC) foram realizadas duas contagens de bactérias
amostradas em épocas distintas. A primeira, aos cinco dias, teve em média 1,3
x 10° UFC/mL, e aos 16 dias apés a inoculacéo foi de 2,0 x 10* UFC/mL. Ou
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seja, quando inoculou-se a X. euvesicatoria aos 21 dias apés a inoculagdo com
H. seropedicae, provavelmente esta Ultima encontrava-se no substrato. Além
disso, o efeito de resisténcia sistémica pode ser induzida no preparo da muda e
expressa meses depois. Teixeira et al. (2005) observaram resisténcia até 80
dias apds inoculacdo. O experimento em questdo teve inicio em 20 de maio,
sendo que o transplante foi feito em 23 de junho e a aplicagao dos tratamentos
foi em 24 de junho e as folhas foram coletadas em 04 de agosto de 2015.

Assim, o periodo entre a aplicacéo da bactéria e a colheita foi de 35 dias.

4.3. Inoculagdo com Xanthomonas euvesicatoria T1P3

O patogeno utilizado para inocular o tomateiro estava virulento, pois
foram observados sintomas caracteristicos da mancha bacteriana nos
tratamentos inoculados com X. euvesicatoria T;P3, tais como, manchas
necrosadas com halos amarelos principalmente das extremidades para o
interior da folha, além da presenca de senescéncia antecipada de folhas mais

velhas com maior area sintomatica (Figura 3).

Figura 3. Sintomas da mancha bacteriana em foliolos de tomate ‘Micro-Tom’:
manchas necroticas com bordo amarelado e amarelecimento generalizado
indicando pré-senescéncia.

4.4. Biomassa de tomate ‘Micro-Tom’

A Tabela 1 apresenta os resultados da analise de variancia para massas
fresca (MF) e seca (MS) da parte aérea (PA) e da planta (raiz + parte aérea) do
tomateiro ‘Micro-Tom’ utilizado neste experimento. Houve diferenca altamente
significativa para massa fresca da parte aérea e massa total da planta (parte
aérea + raiz). Nao foi detectada diferenca entre as plantas inoculadas e nao
inoculadas com X. euvesicatoria, contudo houve interacédo entre os tratamentos

e a inoculacdo com X.euvesicatoria para a variavel massa seca total de planta.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis massa fresca e
massa seca da parte aérea e da planta (raiz + parte aérea) de tomate ‘Micro-
Tom’ tratados com acidos humicos e H. seropedicae e inoculados ou ndo com
X. euvesicatoria.

Quadrados médios

FV GL MF PA MF Planta MS PA MS Planta
Tratamento — T 3 61,26 84,55** 2,31™ 2,52
X. euvesicatoria—Xe 1 24,26™ 45,83 4,28™ 5,49
T x Xe 3 15,6 25,43" 0,82"™ 0,84*
Residuo 16 10,7 16,11 1,22 1,25
Total 23
CV% 12,77 12,89 30,97 27,55

* ** significativo a 0,05 e 0,01, respectivamente e ™ no significativo pelo teste F. MF = Massa
fresca; MS= massa seca; e PA= parte aérea.

As médias da variavel MFPA ao serem submetidas ao teste de
comparacdo de médias DMSt (<0,05) diferiram tanto para tratamentos quanto
para inoculacdo com Xanthomonas, isto ocorreu devido aos critérios distintos
dos testes de significAncia. Sem Xanthomonas apenas o tratamento AH + BAC
foi estatisticamente maior que o controle, enquanto com Xanthomonas o0s
tratamentos BAC e AH + BAC responderam diferentemente do controle. Pelo
DMSt apenas o AH diferiu reduzindo a MF quando inoculado com
Xanthomonas similar a média geral dos tratamentos sem e com inoculacao
com esta bactéria. Na média geral dos tratamentos BAC e AH + BAC foram
maiores, ou seja, estes tratamentos incrementam a massa fresca da planta
(Tabela 2).
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Tabela 2. Médias da variavel massa fresca da parte aérea em grama (g) de
tomateiro ‘Micro-Tom’ e seus respectivos desvios padrdes (DP) nos diferentes
tratamentos utilizados: 1- Controle; 2- Inoculacdo da bactéria Herbaspirillum
seropedicae (BAC); 3- Aplicacdo de acidos humicos (AH); e 4- Aplicacdo de
acidos humicos com H. seropedicae (AH + BAC). Todos sem e com
Xanthomonas euvesicatoria

Sem _ _ o
) ) Com X. euvesicatoria Média total
Tratamentos X. euvesicatoria

MF (média £ DP) g MF (média+DP)g MF (média £ DP) g

Controle 2379 (+0,60)Ba  20,22(+1,99)Ba  22,01(+2,36)B

AH 26,34 (+1,95)ABa 21,30 (+2,18)Bb 23,82(+x3,32)B

BAC 27,03 (+1,44)ABa 29,44 (+6,37)Aa 28,23 (+ 4,30) A
AH+BAC 2928 (+3,99)Aa 27,44 (+3,86)Aa 28,36 (£ 3,65) A
Méedia total 26 610 (+ 2,87) a 24,60 (+ 5,32) b

Médias seguidas pelas mesmas letras mailisculas na coluna e mindsculas na linha nédo
diferem entre si pelo teste DMSt em nivel de 5% de probabilidade.

Na Tabela 3, os tratamentos BAC e AH + BAC tiveram médias
superiores ao do controle em relacdo a massa fresca total da planta (raiz +
parte aérea) quanto ao teste DMSt, e diferiram quanto a média dos tratamentos

sem e com inoculacdo de X. euvesicatoria.

Tabela 3. Médias da variavel massa fresca total da planta (raiz + parte aérea)
em grama (g) de tomateiro Micro-Tom e seus respectivos desvios padrbes (DP)
nos diferentes tratamentos utilizados: 1- Controle; 2- Inoculagdo da bactéria
Herbaspirillum seropedicae (BAC); 3- Aplicacdo de acidos humicos (AH); e 4-
Aplicacao de acidos humicos com H. seropedicae (AH + BAC). Todos sem e
com X. euvesicatoria

Sem
_ _ Com X. euvesicatoria Média total
Tratamentos  X. euvesicatoria

MF (média £ DP) g MF (média+DP)g MF (média £ DP) g

Controle 2937 (+2,23)Ba  23,63(x234)Bb 26,50 (+3,75) B

AH 32,79 (+3,60)ABa 26,54 (+2,41)Bb 29,66 (+ 4,38) B

BAC 33,21 (+2,05) ABa 35,80 (+ 7,04) A a 34,51 (+ 4,85) A
AH+BAC  3465(+4,83)Aa 33,00 (4,75 Aa 33,83 (+ 4,38) A
Médiatotal 3251 (+3,52)a 29,74 (£ 6,41) b

YMédias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna e minisculas na linha nao
diferem entre si pelo teste DMSt em nivel de 5% de probabilidade.
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Em relacdo a massa seca apenas a variavel massa seca total da planta
foi significativa. Ao comparar as meédias pelo teste DMSt, houve semelhanca
entre os tratamentos AH + BAC e BAC que diferiram do controle (Tabela 4).

Tabela 4. Médias da varidvel massa seca total da planta (raiz + parte aérea)
em grama (g) de tomateiro Micro-Tom e seus respectivos desvios padrdes (DP)
nos diferentes tratamentos utilizados: 1- Controle; 2- Inoculacdo da bactéria
Herbaspirillum seropedicae (BAC); 3- Aplicacdo de acidos humicos (AH); e 4-
Aplicacéo de acidos humicos com H. seropedicae (AH + BAC). Todos sem e
com X. euvesicatoria

Sem ' . -
, , Com X. euvesicatoria Média total
Tratamentos X. euvesicatoria

MS (média=DP)g MS (média+DP)g MS (média+DP)g

Controle 4,01 (+0,33)Ba 2,82 (£0,26)Ba 3,42 (+0,70) C
AH 4,19 (+ 0,65) B a 3,03 (+0,30) B a 3,61 (+ 0,78) BC
BAC 4,36 (£ 0,11) AB a 4,48 (£1,47)Aa 4,42 (+ 0,93) AB

AH+BAC 558 (+255)Aa 3,97 (+ 0,80) AB b 4,77 (+ 1,90) A
Média total 4,53 (+ 1,30) a 3,58 (+1,02) b

YMédias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna e minGsculas na linha néo
diferem entre si pelo teste DMSt em nivel de 5% de probabilidade.

Houve um incremento de massa seca total quando se inoculou AH +
BAC em relacdo ao controle sem e com X. euvesicatoria (39% e 41%),
respectivamente (Figura 4a,b). Estes resultados estdo de acordo com Canellas
et al. (2015), que ao avaliarem a biomassa de milho tratado com acidos
hamicos mais H. seropedicae (AH + BAC) estirpe Z67, obtiveram valores
superiores para todos os tratamentos com AH + BAC. Esse sinergismo pode
ser explicado pela capacidade do AH em reter e proteger as bactérias
promotoras de crescimento, além de protegerem contra a mancha bacteriana.
Ja os tratamentos AH e BAC de modo isolado tiveram um incremento de 4 e 9

%, respectivamente (Figura 4a).
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Figura 4. Porcentagem de incremento de massa seca em plantas de tomate
‘Micro-Tom’ tratados com acidos humicos- AH e H. seropedicae — BAC em
relacdo ao controle, a) ndo inoculadas com Xanthomonas euvesicatoria e b)
inoculadas com X. euvesicatoria. Campos dos Goytacazes, 2015.
4.5. Avaliacdo da resisténcia a mancha bacteriana

A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para
incidéncia (numero de foliolos) ndo variou com os tratamentos (Tabela 5,
Figura 6 b). Como a Xanthomonas € uma bactéria ndo sistémica, a inoculacéo
foi realizada por aspersédo e a incidéncia ocorreu quando nos foliolos foram
detectados trés pontos de mancha, ndo importando o tamanho destas.
Percebeu-se que em alguns tratamentos os sintomas iniciavam nos bordos,
com pequenas manchas, ndo progrediam, mas entravam na contagem de
foliolos sintomaticos. Resulta dai a diferenca estatistica apenas na AACPD

para severidade (Tabela 5). Todos os tratamentos diferiram do controle (Figura
5).

Figura 5. a) Controle com Xanthomonas euvesicatoria/BAC com X.
euvesicatoria b) Controle com X. euvesicatorialAH + BAC com X. euvesicatoria.

A severidade da mancha bacteriana foi reduzida a mais de 44,5%
qguando inoculada com AH + BAC (Figura 6 a). Este fato leva a suposicédo que
tanto o H. seropedicae como o AH podem atuar como elicitores de resisténcia

sistémica induzida ja que estes foram aplicados no substrato.
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Estudos com rizobactérias do género Bacillus, com destaque para B.
subtilis e B. circulans concluiram que estas se destacaram na supressao da
murcha por fusario (Carrer Filho et al., 2015). Essas rizobactérias podem atuar
por diferentes mecanismos de acgdo, tais como antibiose por metabdlitos
volateis e ndo volateis, e, inclusive, pela possibilidade de ocorréncia de efeitos
sinergisticos entre os lipopeptideos produzidos, o que amplia as possibilidades
de sobrevivéncia, adaptacéo e controle de uma ampla gama de fitopatégenos.

Em relacdo a nota de severidade, pode-se observar na Figura 6 que o
controle recebeu maior nota de severidade no ultimo dia de avaliacdo seguido
de AH + BAC, depois BAC e por fim AH. O tratamento com apenas AH teve
como tendéncia a estabilizacdo nas duas AACPDs e obteve o menor valor no
altimo dia de avaliacéao.

Tabela 5. Area abaixo da curva de progresso da doenca para severidade
da mancha bacteriana em tomate ‘Micro-Tom’

Tratamento YAACPD - Severidade AACPD - Incidéncia

Controle 56 a 326 a
AH 34b 314 a
BAC 33b 338 a

AH + BAC 31b 337 a

YAACPD = Area Abaixo da curva de progresso da doenca; AH= acidos himicos; BAC=

H. seropedicae;
Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical ndo diferem entre si pelo teste DMSt

em nivel de 5% de probabilidade.

a) AACPD - Nota de severidade b) AACPD - Incidéncia

25 ~ 80 -
3 g
~g 20 A \5 60 - m Controle
g 15 - o
= o 40 B AH
2 10 a

O BAC

< < 20 -
< < B AH+BAC

0 0

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Avaliacoes Avaliagées

Figura 6. a) Notas da area abaixo da curva de progresso da doenca — AACPD
obtida a partir das notas de severidade e b) AACPD obtida por incidéncia da
doenca (numero de foliolos infectados) avaliada por 14 dias em dias
alternados, equivalendo a sete avaliacbes. Campos dos Goytacazes, 2015.
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O periodo de incubacdo da Xanthomonas foi em média de oito dias para
o controle e o AH, 10 e 11 dias para BAC e AH + BAC, respectivamente.
Quanto maior o tempo para surgimento dos sintomas (manchas necréticas
seguidas de desfolha, que comprometem todo o aparato fotossintético) menor
€ a agressividade da doenca. Além disso, aumenta o intervalo de reinoculacao,

diminuindo assim os danos causados pela doenga ao longo do ciclo da planta.

4.6. Identificac&o e quantificacdo dos acidos organicos em CLAE

A Figura 7 apresenta os padrdes dos acidos organicos identificados e
analisados no extrato da parte aérea de tomate ‘Micro-Tom’, e seus respectivos
tempos de retencdo. Foram determinadas as concentracbes de trés acidos
organicos que estao relacionados a resisténcia sistémica neste ou em outros
patossistemas, sendo estes o0 acido oxalico, o acido citrico e o acido succinico.

Para a quantificacdo desses &cidos, primeiramente fez-se uma calibragao
externa com os padrbes de acido oxalico (Fluka), &cido citrico (Sigma), &cido
maleico (Sigma), acido tartarico (Sigma), acido malico (Sigma), acido succinico
(Sigma), acido férmico (Sigma) e acido fumarico (Sigma), obtiveram-se as
equacdes que possibilitaram calcular as concentracdes destes &cidos nos
extratos (Figura 8) com base nos cromatogramas (Figura 9).

Acidos organicos
580,00 - 2
480,00 -
380,00 - g
$ 280,00 3
T ’ / 4
180,00 | . A
80,00 - I\ mS 6 7
A AN
20,00 - T T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Tempo de reteng¢do (minutos)

Figura 7. Cromatograma com os padrfes dos acidos organicos identificados: 1-
Acido oxalico (7,5 min); 2- Acido citrico (9,4 min); 3- Acido maleico (9,5 min); 4-
Acido tartarico (10,0 min.) 5- Acido malico (11,1 min); 6- Acido succinico (14,0
min); 7- Acido férmico (15,35 min.); e 8- Acido fumérico (18,2 min.).
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Figura 8. Curvas de calibracdo dos acidos orgéanicos analisados: oxalico, citrico

e succinico e suas respectivas estruturas moleculares.

A faixa de concentracéo avaliada foi de 10 a 350 mg L™ para o &cido
oxalico com cinco pontos na curva analitica; de 500 a 2000 mg L™ para o &cido
citrico com quatro pontos na curva analitica e para o acido succinico a faixa de
concentracdo analisada foi de 50 a 3000 mg L™ com cinco pontos na curva
analitica.

Os dados de concentragdo nao seguiram distribuicdo normal, pois
existem dados nulos, que mesmo transformados para raiz quadrada de x+0,5
s6 foram significativos pelo teste F a 10%, apesar de darem significativos pelo
teste DMSt a 5%. Assim, optou-se por fazer apenas a analise descritiva
(Tabela 6).
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Figura 9. Cromatogramas de extratos de parte aérea de tomate ‘Micro-Tom’
tratados com Cloreto de célcio 2 mmol L™ = Controle, Aplicacdo de &cido
hamico = AH, Inoculacdo de H. seropedicae = BAC e a aplicacdo de acido
hdmico com a inoculagédo H. seropedicae = AH + BAC.

Ao analisar as concentracdes dos acidos organicos nos tratamentos com

e sem X. euvesicatoria todos os tratamentos com X. euvesicatoria produziram

mais acido oxalico que os tratamentos sem X. euvesicatoria.

Todos os tratamentos com X. euvesicatoria apresentaram maiores

concentracbes de acidos organicos em relacdo aos tratamentos sem X.

euvesicatoria na parte aérea. Esta observacao esta de acordo com Jones et al.
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(1998) que verificaram aumentono teor de acidos organicos proporcionalmente
ao estresse sofrido pela introducdo de um patégeno na planta.

Tabela 6. Médias da variavel concentracdo de acido oxalico em mg L™ dos
extratos de parte aérea de tomateiro ‘Micro-Tom’ e seus respectivos desvios
padrées (DP) nos diferentes tratamentos utilizados: 1- Controle; 2- Inoculacéo
da bactéria H. seropedicae (BAC); 3- Aplicacdo de acidos hamicos (AH); e 4:
Aplicagcdo de acidos humicos com H. seropedicae (AH + BAC). Todos sem e
com X. euvesicatoria

Sem X. euvesicatoria Com X. euvesicatoria Média total
Tratamentos  [oxalico] (média + DP) [oxalico] (média £ DP) [oxdlico] (média + DP)
mg L™ mg L™ mg L™
Controle 73,75 (£ 0,07) A b 220,53 (+ 129,29) A a 161,82 (+ 121,75) A
AH 79,13 (+ 10,69) A a 131,60 (+ 2,40) B a 100,12 (+ 29,74) B
BAC 84,35 (+27,93) A a 75,40 (+ 49,56) B a 78,98 (+ 38,04) B
AH + BAC 92,75 (+1,63) A a 120,35 (+ 50,56) B a 106,55 (+ 33,27) AB
Média total 82,12 (+ 13,30) b 139,17 (+ 90,55) a

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna e mindsculas na linha nao

diferem entre si pelo teste DMSt em nivel de 5% de probabilidade.

O acido oxalico esta ligado a senescéncia e morte celular programada.
(KIM et al. 2008), a senescéncia foi observada no controle com X. euvesicatoria
e também o amarelecimento das folhas indicando maior severidade da doenca
por ter maior area foliar infectada (maior area necrética), podendo estar
relacionadas ou ndo com a morte celular programada. A concentracdo do
patégeno aplicada 10® UFC/mL é considerada elevada, podendo influenciar
nesse sintoma observado.

Na Tabela 7 sé@o apresentadas as concentracbes de acido citrico. O
tratamento controle com X. euvesicatoria também apresentou maior
concentracdo de &cido citrico. A aplicacdo do acido citrico associado aos
acidos latico e ascorbico resultou no controle da murcha bacteriana sendo essa
mistura de &cidos imergidas na raiz, j4 na aplicacdo foliar houve reducgéo de
46% na AACPD (Garcia et al., 2014). E Cavalcanti et al. (2006) também relatou
reducdo da severidade da mancha bacteriana em tomateiro com a aplicagdo do
acibenzolar-S-metil e do Ecolife® (“Biomassa citrica” que contém polifendis,
acido ascorbico, acido latico e &cido citrico, entre outros componentes). Foi

observado que na quantificacdo de acido citrico, houve discordancia da
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literatura, pois o tratamento que teve maior concentracdo deste acido foi o que

apresentou maior severidade da doencga.

Tabela 7. Médias da variavel concentracdo de &cido citrico em mg L™ dos
extratos de parte aérea de tomateiro ‘Micro-Tom’ e seus respectivos desvios
padrées (DP) nos diferentes tratamentos utilizados: 1- Controle; 2- Inoculacéo
da bactéria H. seropedicae (BAC); 3- Aplicacdo de &cidos huamicos (AH); e 4-
Aplicacéo de acidos humicos com H. seropedicae (AH + BAC). Todos sem e
com X. euvesicatoria

Sem X. euvesicatoria Com X. euvesicatoria Média total
Tratamentos [citrico] (média = DP) [citrico] (média + DP) [citrico] (média + DP)
mg L* mg L* mg L*

Controle 776,35 (£ 102,74) Aa  1426,43 (+ 1382,12) Aa  1166,40 (+ 1041,42) A
AH 0,00 (+ 0,00) A a 944,20 (+ 207,89) Aa 377,68 (£ 527,50) AB

BAC 458,00 (+ 647,71) Aa 563,30 (+ 539,78) A a 350,08 (+ 700,15) B

AH + BAC 0,00 (+ 0,00) A a 700,15 (+ 990,16) A a 521,18 (+ 503,88) B

Média total 274,30 (+ 415,01) b 925,79 (+ 861,23) a

YMédias seguidas pelas mesmas letras maitisculas na coluna e mintsculas na linha néo
diferem entre si pelo teste DMSt em nivel de 5% de probabilidade.

A Tabela 8 apresenta as concentracdes do acido succinico. O
tratamento AH + BAC com X. euvesicatoria apresenta maior concentracao
deste &cidoseguido de AH com X. euvesicatoria. Este acido esta relacionado
com a tolerdncia a estresses abibticos, tais como tolerdncia a aluminio em
cultivares de soja (Menosso et al., 2001) e a seca em feijoeiro (Suzuki et al.,
1987). Kamilova et al. (2006) estudaram &cidos organicos de exsudatos de
raizes de tomateiros inoculados com Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici confrontados com  biocontrole  bacteriano  (Pseudomonas
fluorescens). Os autores observaram que a quantidade total de acidos
organicos nao diferiu entre o controle e o tratamento ndo inoculado com P.
fluorescens, contudo teve um decréscimo de &cido citrico e um aumento de
acido succinico. Ja nos tratamentos com Pseudomonas aumentou o total de
acidos organicos, diminuiu drasticamente o succinico e aumentou o citrico. Ou
seja, estes resultados estdo de acordo com o0s observados apesar de ser
endogeno. Pois nos tratamentos inoculados com H. seropedicae com X.
euvesicatoria o teor de acido succinico foi o0 menor, jA sem H. seropedicae foi 0
segundo maior.
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Tabela 8. Médias da variavel concentracéo de Acido succinico em mg.L™ dos
extratos de parte aérea de tomateiro ‘Micro-Tom’ e seus respectivos desvios
padrées (DP) nos diferentes tratamentos utilizados: 1- Controle; 2- Inoculacéo
da bactéria Herbaspirillum seropedicae (BAC); 3- Aplicacdo de acidos humicos
(AH); e 4. Aplicacdo de acidos humicos com H. seropedicae (AH + BAC).
Todos sem e com Xanthomonas euvesicatoria

Sem X. euvesicatoria Com X. euvesicatoria Média total

Tratamentos  [succinico] (média + DP) [succinico] (média + DP) [succinico] (média +

mg L* mg L* DP) mg L*
Controle 455,80 (+ 188,51) A a 1168,87 (+ 318,87) BC a 883,64 (+460,71) A
AH 748,00 (+ 258,11) Aa  1593,45 (+ 1375,53) ABa  1086,18 (+848,98) AB
BAC 547,50 (+ 92,35) Aa 720,27 (+398,52) ABa 651,16 (+300,82) AB
AH + BAC 611,85 (+ 326,61) A b 2244,10 (+ 111553) Ca  1427,98 (+1156,91) B
Média total 668,26 (+ 222,62) b 1334,25 (+ 860,26) A a

Médias seguidas pelas mesmas letras mailisculas na coluna e mindsculas na linha néo
diferem entre si pelo teste DMSt em nivel de 5% de probabilidade.

N&o foi observada nenhuma relagdo entre a atenuacédo do sintoma da
mancha bacteriana e a producéo de acidos organicos nos tratamentos com AH
e BAC.

5. Conclusdes

Os acidos humicos e a bactéria Herbaspirillum seropedicae aplicados
isoladamente ou em conjunto atenuaram a sintomatologia da mancha

bacteriana causada por Xanthomonas euvesicatoria.

Os AH induziram o aumento de concentracdo de acido succinico, pois
tanto no tratamento AH quanto no AH + BAC, foram as maiores concentracées
com e sem inoculacdo de X. euvesicatoria. E este acido apresentou maior
concentracdo nos tratamentos com X. euvesicatoria, destacando-se o
tratamento AH + BAC com praticamente a soma das concentracdes
observadas para AH e BAC. Para o acido oxdlico, a maior concentracéo foi no

controle com a inoculagéo do patogeno, sendo coerente com a literatura.
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