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RESUMO

Rosa, Luiz Gustavo De Oliveira. Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos. Julho de
2016 neonicotinoides como Indutores de Resisténcia em Tomateiro contra a Mancha
Bacteriana. Orientador: Nadson de Carvalho Pontes. Coorientadora: Miriam Fumiko
Fujinawa

A mancha bacteriana do tomateiro ¢ uma das mais importantes doengas da cultura, pois
causa reducdo na produtividade devido a destruicdo da area foliar diminuindo a taxa
fotossintética da planta e, consequentemente, causa queda de flores e frutos em
formacao. O uso de indutores de resisténcia tem sido uma das maneiras de manejo da
doenca em areas comerciais. O presente trabalho objetivou avaliar a inducdo de
resisténcia de plantas de tomateiro (cv. AP 533) por meio do uso de inseticidas
neonicotinoides. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no Instituto Federal
Goiano Campus Morrinhos. Foram avaliados os inseticidas imidacloprid (IMD) e
tiamethoxan (TMT), os quais foram comparados com acibenzolar-s-metil (ASM), um
indutor de resisténcia registrado para o manejo da mancha bacteriana do tomateiro, e
com um tratamento controle onde foi aplicado apenas agua. Foram realizados 2 ensaios,
sendo no primeiro avaliadas as concentragdes 40, 217,5 e 200 g/L para ASM, IMD e
TMT, e bem como a reducao destas em 10 e 1%. Neste ensaio, houve fitotoxidez pelo
uso de IMD, nas concentragdes 217,5 e 21,7 g/L, e de TMT na concentragdo de 200 e
g/L. Nas demais concentracdes houve redugao da severidade da doenga em relacdo ao
tratamento controle, similar ao observado com o uso do ASM. No segundo ensaio
eliminou-se a maior concentracdo de cada produto, sendo avaliada a diluicdo desta em
1:0, 1:100 e 1:1000. Observou-se reducdo da severidade da doenca em todas as
concentragdes avaliadas dos principios ativos em relagdo a testemunha. Foi avaliado o
efeito direto dos inseticidas sobre o patéogeno (Xanthomonas perforans) por meio de
teste de disco de difusao. Em nenhuma das concentragdes avaliadas observou-se
inibicao do crescimento bacteriano pelos principios ativos IMD ou TMT. Este resultado
corrobora a hipotese de que estes produtos possam induzir resisténcia em plantas contra
bactérias fitopatogénicas.

PALAVRAS-CHAVE: Imidacloprid,  Solanum  lycopersicum,  tiametoxam,
Xanthomonas perforans.



ABSTRACT

Rosa, Luiz Gustavo De Oliveira. Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos. Julho de
2016 Neonicotinoids as Inducers of Resistance in Tomatoes against Bacterial Spot.
Orientador: Nadson de Carvalho Pontes. Coorientadora: Miriam Fumiko Fujinawa

The tomato bacterial spot is one of the most important diseases at the crop because it
may cause the reduction in productivity due to the destruction of leaf area, this way
reducing the photosynthetic rate of the plant and therefore causing loss of flowers and
fruits in development. The use of inductors of resistance has been one of the ways of
disease management in the commercial areas. This study aimed to measure the tomato
plant resistance induction (cv. AP 533) through the use of neonicotinoid insecticides.
The experiment was conducted in a vegetation house at the Instituto Federal Goiano
Campus Morrinhos. We evaluated the insecticide imidacloprid (IMD) and tiamethoxan
(TMT), which were compared with acibenzolar-s-methyl (ASM), a resistance inductor
registered on the management of tomato bacterial spot, and with a control treatment
where was applied water. A number of two tests were conducted, the first being
evaluated the concentrations of 40, 217.5 and 200 g/ L ASM, IMD e TMT and as well
as the reduction of these at 10 and 1%. In this assay, there was phytotoxicity by using
IMD concentrations 217.5 and 21.7 g / L and the concentration of TMT and 200 g/ L.
In other concentrations it were observed a reduction of disease severity compared to the
control treatment, similar to that were observed with the use of ASM. In the second trial
were removed the higher concentration of each product, and It were evaluated in a
dilution of 1: 0, 1: 100 and 1: 1000. There was a reduction of disease severity in all
concentrations evaluated the active ingredients compared to control. It evaluated the
direct effect of insecticides on the pathogen (Xanthomonas perforans) by diffusion disc
test. At all of the concentrations tested, it was observed bacterial growth inhibition by
the active principles IMD or TMT. This result supports the hypothesis that these
products can induce the resistance in plants against a plant pathogenic bacteria.

KEY-WORDS: Imidacloprid, Solanum lycopersicum, tiametox, Xanthomonas

perforans



INTRODUCAO GERAL

O tomateiro ¢ uma planta nativa da regido andina que abrange parte do Chile,
Colombia, Equador, Bolivia e Peru, embora sua ampla domesticagdo tenha ocorrido no
México (PERALTA et al., 2006). Os espanhois introduziram o tomate no continente
europeu no inicio do século XVI. Porém, sua utilizagdo e expansdo ficaram restritas a
regido e nao houve expansdo da cultura por quase dois séculos (HARVEY et al., 2002).
Inicialmente acreditava-se que os frutos do tomate eram venenosos, devido a sua
coloragdo avermelhada que, na época, era associada como perigo de morte e por isso a
planta era utilizada apenas com finalidade ornamental (FILGUEIRA, 2000).

No Brasil, o habito de consumo foi trazido por imigrantes europeus no final do
século XIX. Atualmente, o tomateiro ¢ amplamente cultivado no pais, ocupando a
sétima colocagdo entre os maiores produtores mundiais (FAOSTAT, 2013). O cultivo ¢
realizado em praticamente todos os estados, mas sua produ¢do destaca-se nas regides
Sudeste e Centro-Oeste. O periodo de plantio ¢ peculiar para cada regido geografica, em
funcdo das condi¢des climaticas (FILGUEIRA, 2000).

Segundo dados do IBGE (2013), a area colhida no Brasil foi de 58.051 hectares
com producdo total 3.665.891 de toneladas. Os estados com maior producdo foram
Goias, Sao Paulo e Minas Gerais, com 14.028, 10.160 e 6.886 hectares plantados, e
producao de 1.145.878, 656.055 e 444.693 toneladas, respectivamente.

Dentre as condigdes criticas que limitam uma maior produtividade da cultura
estdo os problemas fitossanitarios. O tomateiro ¢ hospedeiro de inimeros fitopatogenos,
os quais podem inviabilizar o plantio em determinadas areas, reduzir sua produtividade
ou aumentar os custos de producdo pela necessidade de aplicagdo de defensivos
agricolas. Dentre as doengas que acometem a cultura, a mancha bacteriana do tomateiro
tem grande importancia pelo potencial de dano tanto no segmento de producdo para
consumo in natura, quanto ao destinado ao processamento industrial, além de sua ampla

disseminagdo em todas as regides produtoras.



Os danos associados a mancha bacteriana do tomateiro se dao pela reducdo na
produtividade devido a destruicdo da area foliar, que resultarda em reducdo da
capacidade fotossintética da planta, ou pela queda de flores e frutos em formagdo. Em
cultivos rasteiros, cuja producdo seja destinada ao processamento industrial, a desfolha
podera expor os frutos aos raios solares e, consequentemente, causar queda na qualidade
da matéria-prima, em funcdo da escaldadura (LOPES & QUEZADO-DUVAL, 2005).
Em condi¢des experimentais de campo, sob irrigacdo por aspersdo, registrou-se uma
reducdo de até 52% da produgdo de tomate para industria devido a mancha-bacteriana
(QUEZADO-DUVAL et al., 1998.)

De acordo com Jones et al. (2004), a doenga esta associada as bactérias
Xanthomonas vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans e X. gardneri. A espécie X.
perforans tem sido a de maior prevaléncia nas lavouras de tomate para processamento
industrial, tendo sido responsavel por 98,90% dos casos da doenca em dareas de
produgdo para este fim (QUEZADO-DUVAL et al., 2013.)

As condi¢des favoraveis para desenvolvimento da doenca sdo temperaturas
mais altas, entre 20°C e 30°C, e alta umidade. Cultivos conduzidos em épocas
chuvosas, sujeitas a chuvas de granizo, ou conduzidos com irrigagdo por aspersao
convencional ou pivo central, favorecem a ocorréncia da mancha bacteriana. Ela
também pode ocorrer em viveiros de produ¢ao de mudas que possuam irrigagdo por
aspersao.

Os sintomas da mancha bacteriana ocorrem na parte aérea da planta em sua
totalidade, podendo se manifestar desde o inicio do desenvolvimento da cultura se
estendendo até a fase final. Nas folhas, os sintomas iniciais surgem na forma de
pequenas areas encharcadas de formato irregular, com bordas definidas. Podem também
iniciar-se pelas bordas das folhas em decorréncia do escorrimento da dgua de orvalho,
chuva ou irrigagdo que se acumulou na superficie da folha.

Para o controle da mancha bacteriana do tomateiro sdo comumente utilizados
produtos a base de cobre. Porém, o uso indiscriminado destes pode trazer problemas,
como a selecdo de populagdes do patdgeno com resisténcia a este principio ativo.
Segundo Louws et al. (2001) foram identificados em pomares de citros da Argentina
estirpes de Xanthomonas resistentes a produtos a base de cobre. Nascimento et al.
(2013) verificaram baixa eficiéncia de produtos 6xido cuproso e hidréxido de cobre no

controle da mancha bacteriana quando utilizados em tomateiro industrial em relacdo a



testemunha nao tratada. Maringoni et al. (1986) também relatam eficiéncia reduzida de
tais produtos para o controle da doenca.

Dentro do plano de controle racional de doengas em plantas, o manejo
integrado simboliza estratégia mais efetiva de se reduzir as perdas nas culturas, por
meio da combinagdo de diferentes medidas de controle, agindo de maneira mais
duradoura e sustentavel. Dentre as medidas de controle de doencgas de plantas, podem-se
citar alguns: adubacdo equilibrada, alqueive, controle bioldgico, controle quimico,
irrigacao adequada, controle legislativo, uso de variedades resistentes e indugdo de
resisténcia.

Como o uso continuo do controle quimico aumenta a pressao de selecdo e
induz as populagdes de patdgenos a aquisicdo de resisténcia aos principios ativos
utilizados, o manejo integrado de doencas mostra-se essencial dentro de qualquer
sistema produtivo. Segundo Vida et al. (2007), estratégias de manejo integrado de
doencas de plantas podem ser agrupadas em medidas que visam a redugdo do indculo
inicial e aquelas que visam a redugdo da taxa de progresso da mancha bacteriana. Em
relagdo a este segundo grupo, podemos destacar a indugdo de resisténcia.

A inducdo de resisténcia em plantas a patogenos ¢ conhecida ha mais de 50
anos (CHESTER, 1933: GAUMANN, 1946; MULLER & BORGER, 1940). Entretanto,
apenas muito tempo depois, o fendmeno comegou a ser investigado de forma mais
direcionada para uma aplicagdo pratica, buscando aumento de produtividade de culturas
através do controle de enfermidades de plantas. O tratamento prévio das plantas com
agentes biodticos ou abioticos, antes da exposi¢do aos patdogenos, pode protegé-las contra
fungos, bactérias e virus. Essa protecdo local ou sistémica ¢ devida a ativacdo de
diferentes mecanismos latentes de resisténcia existentes nos vegetais, os quais podem
entdo ser estudados mais detalhadamente.

O acibenzolar-S-metil (S-methyl benzo[1,2,3]thiadiazole-7-carbotioico, ASM)
¢ classificado como um indutor de resisténcia de plantas. Ele ¢ um anédlogo do acido
salicilico e, por consequente, ¢ capaz de ativar os mecanismos de defesa pré-existentes,
nao possuindo toxicidade direta ao patdogeno. Produtos com este modo de acdo devem
ser aplicados de maneira preventiva, antes do surgimento da doenga.

No Brasil, este principio ativo estd registrado comercialmente pelo nome de
Bion® (Syngenta Prote¢ao de Cultivos Ltda., Sdo Paulo). Recomenda-se sua aplicagdo
via foliar, sendo este posteriormente absorvido pela planta. O produto apresenta acao

sistémica, a qual permite ao principio ativo deslocar-se pelas folhas e pelas raizes. Esta



acdo sistémica tem grande importancia no manejo de fitobacterioses, visto a localizagao
protegida do patdgeno no interior dos tecidos vegetais e auséncia de outros produtos que
possam chegar a estes locais, sendo os cupricos produtos de contato.

O ASM ¢ recomendado para o controle da mancha bacteriana do tomateiro e
constitui-se em uma importante ferramenta dentro do manejo integrado de doengas.
Entretanto, em experimentos a campo realizados por Pontes et al. (2016) foi observada
redugdo na produtividade quando realizadas as dez aplica¢des recomendadas na bula do
produto comercial. No referido trabalho verificou-se maiores niveis de controle da
doenca em fun¢do do maior nimero de aplicacdes de ASM. Porém, quando o numero
de aplicagdes foi superior a oito estes tratamentos tiveram suas produtividades
reduzidas, o que pode ser explicado pelo custo energético da indugdo de resisténcia das
plantas tratadas.

Outras moléculas tém sido avaliadas quanto a capacidade de induzir resisténcia
em plantas. Uma das linhas de pesquisa estudadas neste sentido ¢ a utilizacdo de
inseticidas do grupo dos neonicotinoides como indutores de resisténcia em plantas
contra fitopatdgenos. Os principios ativos que fazem parte deste grupo quimico sdo
inseticidas comumente utilizados no controle de insetos com aparelho bucal sugador.
Possuem seletividade a determinados insetos e controle eficiente de outras espécies, o
que possibilita aplicagdes em concentragdes menores € em maiores intervalos de tempo.
Os neonicotinoides sdo derivados da molécula de nicotina descobertos por volta de
1970.

O primeiro composto desta classe com atividade inseticida foi a nitiazina, este
composto nunca foi comercializado, mas serviu de protétipo para sintese de outros que
foram langados no mercado por volta dos anos 1990. Os neonicotinoides de 1* geracao,
como o IMD e ACT apresentam um grupamento cloropiridinil (CP) heterociclico,
enquanto que os de 2* possuem um grupo clorotiazolidil (CT) heterociclico, como o
tiamethoxam.

Esses inseticidas ndo sdo degradados pelas acetilcolinesterases. Assim, agem
como agonistas dos receptores de acetilcolina, na membrana das células pos-sindpticas,
promovendo a abertura dos canais de s6dio, com consequente hiperatividade nervosa.
Isto leva ao colapso do sistema nervoso, acarretando na morte dos insetos. A vantagem
desses compostos € que eles sdo altamente seletivos para os receptores nicotinicos de

insetos quando comparados aos de mamiferos (TOMIZAWA & CASIDA, 2003).



Silva et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar inseticidas
do grupo dos neonicotinoides como indutores de resisténcia em citros contra uma
importante doenga da cultura, o cancro citrico causado por Xanthomonas citri subsp.
citri. Neste estudo avaliou-se o imidaclopride (IMD) em comparagdo ao ASM, quanto a
capacidade de induzir resisténcia em laranja doce contra o cancro. Os produtos foram
aplicados via “drench” na dose 0,75, 1,5 e 3 gramas de ingrediente ativo por planta. Foi
realizado também o teste de crescimento bacteriano “in vitro”, onde foram utilizados os
ingredientes ativos IMD, acetamiprida (ACT) e tiametoxan (TMT) nas doses de 0, 1,5,
12,5, 25, 50, 100 e 200 pg mL™" de ingrediente ativo. Depois foi repetido para IMD nas
doses 0, 750, 1000, 1500 e 3000 pg mL". Ndo houve efeito direto de nenhum dos
produtos sobre o crescimento bacteriano “in vitro”. Porém, plantas tratadas com IMD
apresentaram menor severidade da doencga.

Em outro trabalho, Francis et al. (2009) avaliaram o efeito da aplicagdo foliar e
via solo de duas doses de IMD comparadas ao indutor de resisténcia ASM e o acido
isonicotinico sobre o cancro citrico em plantas jovens de citros. Observou-se uma maior
redu¢do da doenga nos tratamentos realizados via “drench” em relagdo aqueles
realizados via foliar tanto para IMD quanto para ASM. Entretanto, o IMD em doses
elevadas resultou em sintomas de fitointoxicagao nas folhas das plantas.

Os neonicotinoides sdo inseticidas comumente utilizados no controle de insetos
com aparelho bucal sugador, possuem seletividade a determinados insetos e controle
eficiente de outras espécies o que possibilita aplicagdes em concentragdes menores em
maiores intervalos de tempo. Os neonicotinoides sdo uma classe, derivados da molécula
de nicotina, que foi descoberta por volta de 1970. O primeiro composto desta classe
com atividade inseticida foi a nitiazina, este composto nunca foi comercializado, mas
serviu de protdtipo para sintese de outros que foram langados no mercado em torno de
1990. Os neonicotinoides de 1% geracdo, como o imidacloripride e acetamipride
apresentam um grupamento cloropiridinil (CP) heterociclico, enquanto, os de 2°

possuem um grupo clorotiazolidil (CT) heterociclico, como o tiamethoxam



Sabendo-se do efeito do uso de neonicotinoides na indugdo de resisténcia a
bacterioses em citros, e devido a importancia da mancha bacteriana na cultura do tomate
industrial, objetivou-se avaliar o uso da diferentes tipos de neonicotioides na inducao de

resisténcia a este patogeno para esta cultura.
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CAPITULOT

INDUCAO DE RESISTENCIA A MANCHA BACTERIANA EM
TOMATEIRO POR NEONICOTINOIDES

(Normas de acordo com a revista Bioscience Journal)

RESUMO

O presente trabalho avaliou o efeito dos principios ativos imidacloprido (IMD) e
tiametoxan (TMT) sobre severidade da mancha bacteriana do tomateiro em diferentes
doses. Foram realizados 2 ensaios, em que IMD (1500 a 1,5 mg i.a./planta) e TMT (250
a 0,25 mg i.a./planta) foram comparados ao acibenzolar-S-metil (=ASM, 200 a 0,2 mg
1.a./planta) e a testemunha tratada apenas com agua. Mudas de tomate com 2 folhas
verdadeiras foram transplantadas para vasos de 1L. Os produtos foram aplicados via
solugdo aquosa no solo aos 0, 7 e 14 dias apds o transplantio (DAT). Aos 8 DAT,
realizou-se a inoculagio com um isolado de X. perforans (5 x 10® ufc/mL). Realizou-se
a avaliacdo da severidade da doenga aos 16 dias apds a inoculacdo, por meio da
estimativa do percentual de area foliar lesionada na terceira e quarta folhas mais velhas.
Os tratamentos com IMD (1500 e 150 mg i.a./planta) e TMT (500 mg i.a./planta)
ocasionaram a morte das plantas por fitointoxicagdo. Em todas as demais concentragdes,
os neonicotinoides apresentaram niveis de controle similares ao ASM, com reducgdo
significativa da severidade da doenga. Em testes in vitro nao se observou inibi¢ao de X.
peforans pelos neonicotinoides, ndo havendo efeito direto destes sobre o patdogeno. Com
base nesses resultados, acredita-se que estes inseticidas possam atuar como indutores de

resisténcia contra a mancha bacteriana do tomateiro.



Palavras-chave: imidacloprido, Solanum Ilycopersicum L., tiametoxan, Xanthomonas

perforans.



CHAPTER I

INDUCED RESISTANCE TO BACTERIAL SPOT ON TOMATO BY
NEONICOTINOIDS

(Normas de acordo com Bioscience Journal)

ABSTRACT

The present work valued the effect of the active beginnings imidacloprido (IMD) and
tiametoxan (TMT) on severity of the bacterial stain of the tomato plant in different
doses. There were carried out 2 tests, in which IMD (1500 to 1,5 mg i.a./planta) and
TMT (250 to 0,25 mg i.a./planta) was compared to an acibenzolar-S-metil (=ASM, 200
to 0,2 mg i.a./planta) and to the witness treated only with water. Tomato seedlings with
2 true leaves were transplanted for pots of 1L. The products were applied road aqueous
solution in the ground to 0, 7 and 14 days after the transplantio (DAT). To the 8 DAT,
the inoculation happened with the isolated one of X. perforans (5 x 108 ufc/mL). There
happened the evaluation of the severity of the disease to 16 days after the inoculation,
through the estimate of the percentage of foliaceous area injured in the third one and
fourth one you leaf out older. The treatments with IMD (1500 and 150 mg i.a./planta)
and TMT (500 mg i.a./planta) caused the death of the plants for fitointoxicagdo. In all
too many concentrations, the neonicotinoides presented levels of control similar to the
ASM, with significant reduction of the severity of the disease. In tests in vitro there was
not observed inhibition of X. peforans by the neonicotinoides, when straight effect is
not you gave on the patdégeno. On basis of these results, it is believed that these
insecticides could act like resistance inductors against the bacterial stain of the tomato

plant.



Keywords: Imidacloprido, Solanum lycopersicum L., Tiametoxan, Xanthomonas

perforans.



1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) ¢ uma importante hortalica, consumida e
produzida em todo o mundo. Em 2015, a area plantada da cultura do tomateiro no Brasil
correspondeu a 57.711 ha, com produgdo de 3.681.641 toneladas, cuja produtividade
média corresponde a 63,8 t/ha (IBGE, 2015). O estado de Goias tem grande importancia
no cendrio nacional, sendo o maior produtor do pais, com destaque para a producao
destinada ao abastecimento das agroindustrias e chegando a 16% da produgdo nacional
(VILELA et al., 2012).

Os problemas fitossanitarios sdo fatores que limitam ganhos em produtividade e
aumentam os custos de producdo. No caso especifico da cultura do tomateiro, epidemias
de mancha bacteriana tém sido frequentemente observadas em areas de cultivo no
Brasil. A doenca pode ser causada pelas espécies Xanthomonas euvesicatoria, X.
vesicatoria, X. gardneri e X. perforans (JONES et al., 2004). Entretanto, as duas ultimas
tém sido encontradas em maior frequéncia nas lavouras brasileiras (QUEZADO-
DUVAL & LOPES, 2010). A espécie X. perforans tem sido encontrada em
aproximadamente 50,5% dos campos de cultivo de tomate para consumo in natura e
98,9% dos campos de tomate para processamento industrial, em levantamento realizado
por Quezado-Duval et al. (2013).

A doenga pode acometer qualquer 6rgao da parte aérea da planta (folhas, ramos,
inflorescéncias e frutos), caracterizando-se inicialmente por pequenas areas de tecido
encharcado, de formato irregular, com bordas definidas, que evoluem para areas
necroticas, com halos amarelados. As lesdes nas folhas podem coalescer, levando a
desfolha, o que expde os frutos ao sol e causando a escaldadura. (QUEZADO-DUVAL
& LOPES, 2010). Em funcao disso, podem-se observar reducdes em relagdo a

produtividade na ordem de até 50%.
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O controle quimico tem sido pautado na utilizagdo de fungicidas cupricos, em
funcdo da indisponibilidade de cultivares com resisténcia apropriada, ndo ado¢do de
determinadas praticas culturais, que poderiam reduzir a fonte de inoculo inicial da
doencga, e auséncia de outros principios ativos com eficacia (QUEZADO-DUVAL &
LOPES, 2010). Entretanto, produtos a base de cobre, seja pelo uso continuo ou pela
tendéncia de redu¢do do volume de calda aplicado, vém perdendo sua eficiéncia. O
excesso de aplicagdes de fungicidas cupricos pode levar ao aparecimento de populacdes
do patogeno resistentes ao cobre (MIRIK et al., 2007).

Nascimento et al. (2013) avaliaram diferentes principios ativos, com vistas a
identificar novas opgdes para o controle quimico da mancha bacteriana do tomateiro. De
acordo com os resultados obtidos neste estudo, o acibenzolar-S-metil (ASM) apresentou
grande potencial de controle da doenca, corroborando com outros estudos a campo
realizados fora do Brasil (LOUWS et al., 2001).

O ASM ¢ um andlogo do 4cido salicilico, capaz de induzir resisténcia em
plantas, pela ativacdo dos mecanismos de defesa pré-existentes na planta, ndo tendo
nenhum efeito direto sobre o patogeno. Entretanto, Pontes et al. (2016) observaram
redu¢do da produtividade quando utilizadas as dez aplicagdes do ASM no ciclo de
cultivo, conforme recomendado na bula do produto comercial (Bion®, Syngenta
Protecdo de Cultivos LTDA.). Desta forma, estes autores recomendam um maximo de
sete aplicagdes para que nao haja um gasto de energia excessivo com a inducao de
resisténcia.

Nesta mesma linha de agdo, os neonicotinoides, inseticidas comumente
utilizados no manejo de pragas na cultura do tomateiro, tém cito citados com indutores
de resisténcia. Em diferentes trabalhos, os principios ativos imidacloprido (IMD) e
tiametoxan (TMT) reduziram a severidade do cancro citrico, causado por Xanthomonas
citri subsp. citri, por meio da indugdo de resisténcia (FRANCIS et al., 2009; GRAHAM
& MYERS, 2011; SILVA et al., 2012). Desta forma, o presente estudo teve por objetivo
avaliar a eficiéncia destes neonicotinoides na inducdo de resisténcia em tomate contra a

mancha bacteriana do tomateiro, causada por X. perforans.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Controle da mancha bacteriana em casa-de-vegetacio por meio da aplicacdo de

neonicotinoides via solo

Foram realizados dois ensaios em casa-de-vegetacdo para determinar o efeito
dos neonicotinoides sobre a redugao da severidade da mancha bacteriana do tomateiro.
Foram utilizadas mudas do hibrido AP 533 da empresa Seminis. Estas foram produzidas
em bandejas de polipropileno com 200 células cada contendo substrato comercial
(Bioplant®). Aos 25 dias ap6s a semeadura, quando apresentavam duas folhas
verdadeiras, cada muda foi transplantada para um vaso de 0,5 L contendo mistura de
areia, terra de subsolo e esterco de aves (propor¢ao 1:2:1). Aos 10 e 20 dias apds o
transplantio (DAT), todas as plantas receberam 30 mL de solugdo nutritiva de um adubo
comercial (Ouro Verde®, 2 g/L). Durante todo o periodo de realizagdo dos
experimentos, as plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo com irrigagdo por
microaspersao, sendo aplicadas laminas didrias de aproximadamente 3,8 mm.

Os tratamentos consistiram da aplicacdo dos neonicotinoides IMD (Evidence®,
Bayer S.A.), TMT (Actara®, Syngenta Protecdo de Cultivos LTDA.), sendo
comparados com o ASM (Bion®, Syngenta Protecdo de Cultivos LTDA.) e com a
testemunha onde houve aplicacdo apenas de dgua. Em relacdo a dose dos produtos,
foram tomadas por base as quantidades aplicadas por Graham & Myers (2011) para
inducdo de resisténcia em toranja (Citrus x paradis) conta o cancro citrico (ASM 0,2 g
1.a./planta, IMD 1,48 gi.a./planta e TMT 0,25 gi.a./planta).

No primeiro ensaio, para cada produto, avaliou-se 100, 10 e 1% da dose
utilizada para toranja por Graham e Myers (2011). No segundo ensaio, em func¢ao da
fitotoxidez ocasionada pelos tratamentos com as maiores doses de neonicotinoides,
avaliou-se a aplicacdo dos produtos em doses correspondentes a 10, 1 e 0,1% da dose
recomendada por Graham e Myers (2011). Em cada ensaio, foram realizadas trés
aplicacdes dos tratamentos. No primeiro, estas foram realizadas aos 0, 7 ¢ 14 DAT.
Enquanto que, no segundo, as aplica¢des foram realizadas aos 7, 14 ¢ 21 DAT.

As plantas foram inoculadas aos 8 DAT. Para tal, foi realizada a pulverizagao
das plantas com suspensdo bacteriana (5 x 10’ ufc/mL) de um isolado de Xanthomonas

perforans (EH 2012-22) com auxilio de um pulverizador manual. As avaliagdes foram
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realizadas até os 16 dias apds a inoculagdo, tendo por base o percentual de area foliar
lesionada na terceira e quarta folha mais velha de cada planta (folhas completamente
expandidas). Essa estimativa foi realizada com o auxilio da escala diagramatica
desenvolvida por Mello et al. (1997) para avaliagao da mancha bacteriana do tomateiro.
A parcela experimental foi constituida de duas plantas, sendo quatro repeticdes para
cada tratamento. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema
fatorial, com quatro formulag¢des (ASM, IMD, TMT e H,O) e trés diluigdes (100, 10 e

1% - primeiro ensaio - € 10, 1 e 0,1% - segundo ensaio).

2.2 Efeito dos neonicotinoides sobre o crescimento in vitro de Xanthomonas

perforans.

Avaliou-se o efeito dos produtos sobre crescimento bacteriano in vitro do
isolado EH 2012-22 de Xanthomonas perforans por meio do teste de disco-difusdo em
agar, conforme descrito por Bauer e Kirby (1966). Em placas de Petri com 9cm de
diametro foram adicionados 10 mL de meio de cultura Agar Nutriente previamente
autoclavado. Apos a solidificagdo, foram semeados 100 uL. de suspensdo bacteriana (X.
perforans, 5 x 10® ufc/mL), espalhadas na superficie do meio com o auxilio de uma alga
de Drigalski. Apds o semeio, foram distribuidos sobre o meio de cultura discos de papel
filtro previamente autoclavados com 1 cm de didmetro. Em cada disco foi depositada
uma aliquota de 50 puL de suspensdo dos produtos. Foram avaliadas as concentragdes
mais elevadas (20 mg de ASM, 148 mg de IMD e 25 mg de TMT por mL) e as mais
baixas (0,02 mg de ASM, 0,148 mg de IMD ¢ 0,025 mg de TMT por mL) utilizadas nos
ensaios de casa-de-vegetacdo. Utilizou-se o hidroxido de cobre (Kocide®, 1,6 ¢ 0,0016
mg i.a. /mL) e dgua destilada como controles positivo e negativo, respectivamente.
Ap6s a deposi¢do dos produtos, as culturas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
temperatura de 28°C por 48 horas. Decorrido este periodo, avaliou-se o tamanho do halo
de inibi¢dao do crescimento bacteriano em fun¢do da possivel acdo antimicrobiana dos
produtos avaliados. Este experimento foi conduzido em esquema fatorial (4 produtos x
2 concentragdes + 1 testemunha), seguindo delineamento experimental inteiramente

casualizado com 5 repeti¢des para cada tratamento.
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2.3. Analises estatisticas.

Atendido os pressupostos de homogeneidade de variancias e normalidade do
residuo, os dados obtidos em ambos os experimentos foram submetidos a analise de
variancia, a fim de se observar os efeitos dos produtos e de suas doses sobre as varidveis
avaliadas. Observadas diferengas significativas entre os tratamentos (F, P<0,05), estes
foram comparados pelo t de Student ao nivel de 5% de probabilidade. Todas as andlises

foram realizadas utilizando o programa R.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

No primeiro ensaio, realizado em casa-de-vegetacdo, observou-se interacao entre
os fatores ‘produto’ e ‘doses’ (F, P<0,0001). Nao houve diferenca entre as doses de
ASM (F, P=0,25) e entre os tratamentos apenas com agua (F, P=0,66). Entretanto,
houve diferengas entre os tratamentos com diferentes doses de IMD e TMT (F,
P<0,0001). Nas plantas tratadas com as maiores doses de neonicotinoides (1,48 e 0,148
g de IMD/planta e 0,25 g de TMT/planta) observaram-se sintomas de fitointoxicagdo
logo apds a aplicagdo. A continuidade destes tratamentos levou a morte das plantas
(Figura 1). A fitotoxidez proporcionada por estes tratamentos € compreensivel, em
funcdo destas doses terem por base a aplicacdo em toranja utilizadas em campo por
Graham & Myers (2011).

As doses de IMD e TMT recomendadas para o tomateiro estdo em torno de 3,5 a
7 mg i.a./planta, considerando a densidade de 20 a 40 mil plantas por hectare. Estes
valores sdo inferiores aos valores utilizados como referéncia, o que pode explicar a
fitotoxidez. Entretanto, estdo dentro do intervalo entre as doses de IMD ¢ TMT
avaliadas no presente estudo. Como nao ha relatos de indugdo de resisténcia a doenca
por neonicotinoides em outras culturas, optou-se por ter como referéncia as doses
descritas por Graham e Myers (2011), uma vez que a indugdo de resisténcia pode sofrer
interferéncia da concentra¢ao do indutor (HUANG et al., 2012).

Os tratamentos no primeiro ensaio com IMD (1,48 g/planta) e TMT (0,25 e
0,025 g/planta) reduziram a severidade final em relacdo a testemunha tratada apenas
com agua (Figura 2). Os tratamentos com ASM, em todas as doses avaliadas, foram

superiores aos demais (t, P=0,05). Estes resultados corroboram a hipotese de que estes
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neonicotinoides tém a capacidade de induzir resisténcia em plantas contra
fitopatdogenos, como observado para o cancro citrico (FRANCIS et al, 2009;
GRAHAM & MYERS, 2011; SILVA et al., 2012).

No segundo ensaio, apds a analise de variancia, observou-se efeito apenas dos
produtos (F, P<0,0001) em relacdo a severidade final. Nao houve efeito da dose (F,
P=0,65) e nem da intera¢dao deste fator com os produtos (F, P=0,69). Os tratamentos
com ASM, IMD e TMT diferiram da testemunha tratada apenas com agua (t, P=0,05).
Entretanto, apenas o IMD conseguiu obter resultados similares ao ASM em relagdo a
reducdo da severidade da mancha bacteriana do tomateiro (Figura 3).

Em relagdo a avaliacdo do efeito antimicrobiano do IMD e TMT em relagdo a X.
peforans nao houve efeito das concentragdes (F, P=0,12) e nem da interagdo entre
concentracgdes e produtos (F, P=0,07) para a variavel halo de inibi¢ao. Entretanto, houve
diferenga entre os produtos (F, P<0,0001). Observou-se a formagdo de halo de inibi¢do
apenas nos discos com aplicacdo de hidroxido de cobre (Figura 4). Desta forma, ndo ha
efeito direto do IMD e TMT sobre X. perforans, assim como para ASM. Silva et al.
(2012) também nao observaram atividade antimicrobiana de ASM, IMD e TMT sobre
isolados de X. citri subsp. citri. Estes resultados corroboram com a hipotese de que os
neonicotinoides ndo tém feito direto sobre o patdgeno, e sim na ativacdo dos
mecanismos de defesa da planta contra fitopatogenos.

O efeito do ASM sobre a reducdo da severidade da mancha bacteriana esta
diretamente relacionado ao aumento da intensidade de enzimas que atuam nas rotas de
defesa da planta contra fitopatogenos, como a peroxidase (aumenta a deposicdo de
lignina nos tecidos das folhas) e a polifenoloxidase (realiza a degradacao oxidativa de
compostos fenolicos) (CAVALCANTI et al., 2006). Segundo Silva et al. (2012), alguns
inseticidas podem ocasionar modificacdes fisiologicas e morfologicas nas plantas.

Em trabalho realizado por Francis et al. (2009), foi possivel observar maior
expressdo do gene PR-2 em resposta a aplicacdo de neonicotinoides. Este gene ¢
responsavel pela sintese da enzima [B-1,3 glucanase que atua como elicitor para as
respostas de defesa, através da liberacdo de fragmentos glicosidicos do patogeno e da
parede celular da planta. Em plantas de tomateiro tem apresentado um aumento dos
niveis de B-1,3-glucanase em resposta a ocorréncia da mancha bacteriana, o que
demonstra papel importante desta enzima nas respostas de defesa a doenca (Ciardi et al.,

(2000).
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O IMD, quando absorvido pelas plantas, ¢ transformado em inimeros
metabolitos, cujo principal ¢ o 6-CNA (4cido 6-cloro-nicotinico). Este subproduto esta
diretamente associado a ativagdo de resisténcia das plantas. Porém, ele estd propenso a
se aglomerar nos elementos crivados do floema, facilitando que aconteca clorose
internerval nas folhas mais velhas, principalmente em doses mais altas (SUR &
STORK, 2003). Isto pode justificar os sintomas de fitointoxicagdo ocasionados por
doses mais elevadas do IMD.

A aplicag@o do IMD via solo tem-se demonstrado mais efetiva na indugao de resisténcia
contra o cancro citrico em relagdo a via foliar (Francis, et al., 2009). A libera¢ao e absor¢ao
gradual dos neonicotinoides nas raizes, bem como o crescimento continuo das mesmas,
possibilita uma maior translocacdo e absor¢ao continua do produto (SUR & STORK,
2003). Porém, os neonicotinoides sdao praticamente insoluveis e tém lenta
movimentagdo no solo, ndo sendo recomendada sua utilizagao por sistemas de irrigagao
via aspersdao (GRAHAM & MYERS, 2013). Tais fatores sugerem a necessidade de se
estudar melhor o efeito do modo de aplicacdo dos neonicotinoides sobre a indugdo de
resisténcia a mancha bacteriana do tomateiro.

Em contraste com a reduc@o da produtividade, observada por Pontes et al. (2016) em
tomateiro pela aplicacdo de ASM, em ensaios de campo com laranjas e toranja com aplicagdes
no solo de IMD, TMT e ASM realizados por Graham ¢ Myers (2011), ndo se observou efeitos
negativos destes produtos sobre o crescimento (GRAHAM & MYERS, 2011). Apesar disso,
estudos a campo sdo necessarios para determinar o efeito destes produtos sobre o
controle da mancha bacteriana e em relagao a produtividade do tomateiro.

Segundo Graham e Myers (2013), a principal vantagem da incorporacdo dos
neonicotinoides no manejo do cancro citrico ¢ a reducdo das aplicagdes sucessivas de
produtos a base de cobre. Neste patossistema, onde ja existem diversos relatos de
ocorréncia de populagdes do patdgeno com resisténcia ao cobre, tal modificagdo no
manejo da doenga € importante por adicionar mais uma opg¢ao de controle. No caso do
manejo da mancha bacteriana do tomateiro, além disso, ha a possibilidade de garantir a
eficiéncia dos fungicidas cupricos ao longo dos anos, visto que ainda ndo se identificou
isolados do patdégeno com resisténcia ao cobre no Brasil.

Com base no presente estudo, fica claro o efeito dos neonicotinoides, com
destaque para o IMD, no controle da mancha bacteriana do tomateiro. Entretanto, novos
trabalhos devem ser realizados, para melhor entender o efeito dos neonicotinoides como

indutores de resisténcia em plantas de tomateiro industrial. Além disso, ajustes em
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relagdo as doses e trabalhos a nivel de campo devem ser realizados, tendo por fim a
possibilidade de incorporar estes principios ativos nos programas de manejo da doenga.
Sendo assim, pode-ses concluir que o uso de IMD e TMT tiveram efeito na inducdo de

resisténcia em plantas de tomateiro industrial.

4. CONCLUSAO

Como conclusdo deste trabalho pode-se afirmar que os produtos TMT e IMD
tiveram efeito semelhante a0 ASM no que se diz a inducdo de resisténcia a Mancha
Bacteriana na cultura do tomateiro industrial. Para os testes de disco de difusao nao
ocorreu formacao de halo de inibigdo para TMT, IMD e ASM, refor¢ando o conceito de

inducdo de resisténcia pelo uso destes neonicotinoides.
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TABELAS E FIGURAS

T™MT

IMD

ASM

Figura 1. Sintomas de fitointoxicagdo das plantas tratadas com as maiores doses de

imidacloprido (IMD) e tiametoxan (TMT).
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Tiametoxan Acibenzolar-S-metil Imidacloprido Testemunha

Figura 2. Severidade da mancha bacteriana do tomateiro aos 16 dias apds a inoculagdo
no primeiro ensaio. DR= dose de referéncia (0,2 g acibenzolar-S-metil, 1,48 g
imidacloprido e 0,25 g timaetoxan por planta). As barras verticais correspondem ao

intervalo de confianca do teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tiametoxan Acibenzolar-S-metil Imidacloprido Testemunha

Figura 3. Severidade da mancha bacteriana do tomateiro aos 16 dias apds a inoculagdo
no segundo ensaio. DR= dose de referéncia (0,2 g acibenzolar-S-metil, 1,48 g
imidacloprido e 0,25 g timaetoxan por planta). As barras verticais correspondem ao

intervalo de confianca do teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 4. Efeito do acibenzolar-S-metil (ASM), hidréxido de cobre (Cu(OH),),

imidacloprido (IMD) e tiametoxan (TMT) sobre o crescimento in vitro de
Xanthomonas perforans nas concentracdes mais elevadas (A, 20 mg de ASM, 148 mg
de IMD e 25 mg de TMT por mL) e as mais baixas (B, 0,02 mg de ASM, 0,148 mg de
IMD e 0,025 mg de TMT por mL) utilizadas nos ensaios de casa-de-vegetagdo. Os
tratamentos controle foram o hidroxido de cobre (Kocide®, 1,6 ¢ 0,0016 mg i.a. /mL) e

agua destilada.



