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Resumo

SILVA, RICARDO PEREIRA. BIOCONTROLE DA MANCHA BACTERIANA EM
TOMATE PARA PROCESSAMENTO POR Bacillus velezensis GF267. 2019. Trabalho de
concluséo de curso (Curso de Bacharelado em Agronomia). Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia

e Tecnologia Goiano - Campus Morrinhos, Morrinhos, GO, 2019.

Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho de novas alternativas para o controle
da mancha bacteriana do tomateiro, com a utilizacdo de produto bioldgico a base de Bacillus
velezensis GF267 em comparacdo com os produtos ja registrados para este fim. O ensaio foi
conduzido na area experimental do IF Goiano Campus Morrinhos, com cultivo rasteiro do hibrido
Heinz 9553. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com 6 repeticGes e 5
tratamentos, T1-testemunha, T2- Bacillus velezensis GF267 (1x10° UFC/mL, 5L/ha), aplicado via
pulverizacdo foliar, T3- Bacillus velezensis GF267 (1x10° UFC/mL, 5L/ha) aplicado no solo
(drench), T4- hidréxido de cobre (Kocide®, 1,5kg/ha), T5- acibenzolar-S-metil (Bion®, 25g/ha).
A parcela foi constituida de 3 linhas simples com 5m de comprimento. As aplicag¢Ges tiveram inicio
aos 7 dias apds o transplantio (DAT) utilizando pulverizador pressurizado a CO2 com vazdo de
500 L/ha, totalizando 8 aplicagbes com intervalo de 7 dias. As plantas foram inoculadas com
isolado de Xanthomonas perforans na concentragio de 5x10” UFC/mL aos 60 DAT. As avaliacdes
de severidade comecaram 7 dias ap6s a inoculacéo contabilizando no total 8 avalia¢6es. Utilizamos
10 plantas da linha central para as avaliaces de severidade e produtividade. O produto biol6gico
em aplicacOes via foliar e drench, se mostra bastante eficiente no controle da mancha bacteriana
do tomateiro.

Palavras-chaves: controle bioldgico, Solanum lycopersicum, Xanthomonas perforans.



Abstract

SILVA, RICARDO PEREIRA. BACTERIAL SPOT BIOCONTROL IN TOMATO FOR
PROCESSING BY Bacillus velezensis GF267. 2019. Course completion work (Bachelor's
Degree in Agronomy). Federal Institute of Education, Science and Technology Goiano - Campus
Morrinhos, Morrinhos, GO, 20109.

This study aimed to evaluate the performance of new alternatives for the control of tomato
bacterial spot using Bacillus velezensis GF267 biological product compared to products already
registered for this purpose. The experiment was conducted in the experimental area, located in the
Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos, with cultivation of Heinz 9553 hybrid. The
experimental design was a randomized block design with 6 replications and 5 treatments, T1-
control, T2- Bacillus velezensis GF267 (1x10° CFU / mL, 5 L / ha), applied via foliar spray, T3-
Bacillus velezensis GF267 (1x10° CFU / mL, 5 L / ha) drenched, T4-copper hydroxide (Kocide®,
1.5 kg / ha), T5-acibenzolar-S-methyl (Bion®, 25 g / ha). The plot consisted of 3 lines with 5 m
long. Applications started at 7 days after transplantation (DAT) using a pressurized CO; spray with
500 L / ha flow rate, totaling 8 applications with 7 days interval. Plants were inoculated with
Xanthomonas perforans isolate at a concentration of 5x10" CFU / mL at 60 DAT. Severity
assessments began 7 days after inoculation with a total of 8 assessments. We used 10 centerline
plants for severity and productivity assessments. The biological product, in applications via leaf
and drench, is very efficient in controlling tomato bacterial spot.

Keywords: biological control, Solanum lycopersicum, Xanthomonas perforans,



1 Introducéo

A producdo de tomate para processamento industrial é de grande importancia para o estado
de Goias, por ser o maior produtor do Brasil e pela quantidade de industrias processadoras no
estado, gerando empregos e renda a populacdo (FREITAS et al., 2014). A safra brasileira de 2018
possui uma producao de 4,5 milhdo de toneladas atendendo satisfatoriamente ao consumo interno.
Os maiores produtores sdo Goias com 32,4 % da producgdo nacional, seguido por Sdo Paulo com
21,1%, Minas Gerais com 16,7%, Bahia com 4,5% e Santa Catarina com 4,4% de toda a producao
(IBGE, 2018).

Entre varias doencas que atacam a cultura do tomate, podemos destacar a mancha
bacteriana causada por diversas espécies de Xanthomonas spp. (X. perforans, X. gardinere, X.
vesicatoria e X. euvesicatoria) (JONES et al., 2004), sendo essas bactérias causadoras da principal
doenca que afeta a cultura do tomate. A doenca é favorecida por temperaturas em torno de 20 a 30
graus celsius. Estudos realizados em condi¢des de campo nos comprova que a mancha bacteriana,
€ uma das doencas mais importantes para o cultivo do tomate para processamento industrial no
Brasil, utilizando irrigagdo convencional, sendo a mais utilizada é aspersao, via pivo central, onde
obteve uma reducdo de até 50% da producdo de tomate industrial devido a esse método favorecer
0 desenvolvimento de doencas (QUEZADO-DUVAL,; LOPES, 2010).

O manejo da mancha bacteriana tem sido feito através de controle quimico, principalmente
com fungicidas cupricos. Entretanto, sua eficiéncia vem sendo reduzida em funcao do surgimento
de populagbes do patdgeno resistentes ao cobre (Mirik et al., 2007). Moléculas como o
acibenzolar-S-metil e os cloretos de benzalconio, foram registradas para o tomate no Ministério
da Agricultura, visando o controle da mancha bacteriana (NASCIMENTO et al., 2013). Porém,
muitos destes produtos vém apresentando uma baixa eficiéncia ou resultados variaveis, com isso
demonstra-se a necessidade de se encontrar novas op¢des de produtos que tornam substituiveis ou
que possam ser utilizados em conjunto com estes ja existentes (PONTES et al., 2015).

O controle bioldgico de doencas de plantas tem sido uma alternativa viavel e bastante
estudada, principalmente nos casos em que ndo ha grande disponibilidade de produtos para o
manejo. O género Bacillus esta entre os principais grupos de agentes de controle biolégico de
doencgas (Pontes & Fujinawa, 2017). Mates et al. (2017) identificou um isolado de B. velezensis

(GF 267) com capacidade de controlar a mancha bacteriana do tomateiro. Este isolado apresentava



diferentes modos de acdo, desde antagonismo direto a X. perforans, como inducao de resisténcia.
O presente estudo relata uma avaliacdo em condi¢cdes de campo com vistas na avaliacdo do
controle da mancha bacteriana do tomateiro para processamento industrial por B. velezensis (GF
267).

2 Materiais e Métodos

O ensaio foi conduzido na &rea experimental do Instituto Federal Goiano Campus
Morrinhos, Goias, (17°49°28,85”S, 49°12°6,48”W e 892 m), em um Latossolo Vermelho
distrofico tipico, entre os meses de maio a setembro de 2017. Os dados meteoroldgicos foram
coletados no site do IF Goiano - Campus Morrinhos. As variaveis coletadas foram temperatura do
ar, umidade relativa do ar e precipitacdo pluvial. Os dados de Etc (Evapotranspiracdo da cultura)
foram estimados de acordo com a leitura do parafuso micrométrico do tanque classe A.

Para o preparo da area foi realizado gradagem e nivelamento da area, transplantar as mudas,
atividade esta feita manualmente. Apds o preparo do solo, foi realizada a abertura do sulco e linha
de plantio com espacamento de 1m. O adubo usado foi o formulado 05-25-15 na quantidade de
2.200 kg/ha, e os micros nutrientes exigidos B, Ca e Mg foram aplicadas via foliar na fase de maior
exigéncia da cultura. A adubac&o de cobertura, foi realizada em duas aplicagdes, a primeira aos 30
DAT e a segunda aos 60 DAT, usando o formulado 20-00-20 na dose de 100 kg/ha em cada
aplicacao.

O transplantio das mudas de tomateiro foi no dia 12 de maio de 2017, utilizando-se mudas
de tomateiro do hibrido Heinz 9553, com aproximadamente 25 dias ap0s o0 semeio, adquiridas do
viveiro comercial Brambilla de Morrinhos — GO. As mudas foram dispostas em linha simples com
espacamento de 1m entre linhas e 0,33m entre plantas, resultando em uma populacgéo final de 30,3
mil plantas por hectare. A irrigacdo foi realizada pelo sistema de microaspercdo, na qual foi
controlada de acordo com a evapotranspiracdo do tanque classe A, e com o Kc da cultura em cada
fase de desenvolvimento. Para tal, considerou-se a variacdo de 0,55 na fase inicial, 0,65 no inicio
do florescimento e 0,85 na frutificagdo (EMBRAPA HORTALICAS 2003). A irrigacdo foi
realizada até os 90 dias de cultivo, quando foi suspensa para acelerar e uniformizar a maturacédo

dos frutos.



O controle fitossanitario foi realizado semanalmente até 100 DAT, de acordo com o
intervalo de seguranca no final do ciclo da cultura para que a colheita fosse realizada. Dentre os
produtos para o controle fitossanitério utilizados estdo inseticidas para controle de broca do fruto
(Neoleucinodes elegantalis), larva minadora (Lyriomyza sativae), mosca-branca (Bemisia tabaci),
vaquinha (Diabrotica speciosa), tripes (Franklinellia schultzei) transmissor do virus do vira
cabeca do tomateiro Tomato spotted wilt virus (TSWV), e fungicidas para controle de doencas
fangicas, como septoriose (Sepitoria lycopersici) e requeima (Phytophthora infestans). O controle
de plantas daninhas foi realizado com aplicagdes de pré-emergente antes do transplantio (Sencor®,
metribuzim) e quatro semanas ap0s (Fusilade® + metribuzim), visando o controle das principais
plantas daninhas, sendo elas maria-pretinha (Solanum americanum), jua-de-capote (Nicandra

physaloides), tiririca (Cyperus rotundus).

As aplicacBes dos tratamentos se deram 7 dias apds o transplantio das mudas. Utilizou-se
um pulverizador pressurizado de CO2 com bicos tipo cone e vaz&o de 500 litros/ha. Oito aplica¢des
semanais foram realizadas com inicio em 17 de maio de 2017, e término em 04 de julho de 2017.
Utilizou-se uma formulacio comercial do isolado de GF267 B. velezensis (Onix®, 1x10%ufc/mL)
registrada como nematicida microbioldgico. Avaliou-se duas formas de aplicagdo, via
pulverizagéo foliar e via solo (drench), com mesma dose (5L/ha do produto comercial). Estes dois
tratamentos foram comparados com hidroxido de cobre (Kocide®, 1,5 kg p.c./ha), acibenzolar-S-
metil (Bion®, 25 g p.c./ha).

As parcelas experimentais foram constituidas de 3 linhas de plantas de 5 m de
comprimento, sendo cada parcela 15 m?, contendo aproximadamente 15 plantas em cada linha,
totalizando 45 plantas por parcela, sendo desprezada nas avaliagdes as linhas laterais, e mensurada
apenas a linha central. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso (DIC), com cinco
tratamentos e seis repeticdes. Para realizar as avaliagdes utilizamos apenas 10 plantas por parcela,
sendo todas da linha central.

Para inoculacdo nas plantas utilizou-se um isolado de Xanthomonas perforans (EH 2012-
22), pertencente a colecdo de trabalho da Embrapa Hortalicas, em Brasilia, DF. O preparo do
indculo foi realizado no laboratério de microbiologia do IF Goiano Campus Morrinhos, utilizando-
se ambiente asséptico, onde foi repicado de tubo de preservacdo com &gua estéril para placas de

Petri com meio de cultura 4gar-nutriente (NA). As placas foram mantidas em estufa de crescimento



por 72 horas a temperatura de 28 °C. Apos este periodo, as col6nias isoladas de X. perforans foram
repicadas novamente no meio NA e mantidas durante 48 horas a 28 °C. Em seguida foi realizado
0 preparo de suspensdo do patdgeno, sendo feito a coleta das culturas bacterianas com auxilio de
alca de Drigalsky. Suspensdo resultante da rapagem, foi transferida para um béquer com agua
destilada. A concentracio da suspencdo foi ajustada para aproximadamente 5x108 UFC/mL em
espectrofotémetro (O.D 600 nm = 0,3). Em seguida diluiu-se a suspensdo, para uma concentracao
de 5x10” UFC/mL. Inocularam-se as plantas aos 30 DAT, no fim da tarde (17:00hs), com irrigacéo
prévia por 20 minutos para gerar molhamento foliar e favorecer a infec¢do. Houve uma nova
inoculacdo aos 60 DAT, em fungéo da baixa severidade observada apos a primeira inoculagao.

Avaliou-se semanalmente a severidade da mancha bacteriana do tomateiro a partir de 10
dias apds a inoculacdo (DAI), utilizando-se da escala diagramatica elaborada por (Mello et al.,
1997). Foi estimada a area lesionada da terceira folha das 10 plantas centrais de cada parcela. Ap6s
42 DAL, para avaliar a severidade, usou-se uma escala de notas desenvolvida por Quezado-Duval
et al. (2011), que leva em consideracdo toda a parcela. Realizaram-se seis avaliacdes e em seguida
calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

A colheita do experimento foi realizada 120 DAT. A produtividade por parcela foi
estimada pelo peso de frutos em 10 plantas da linha central

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando observado efeito significativo
dos tratamentos (F, P<0,05), realizou-se a comparagdo das médias dos tratamentos pelo teste de
Fisher (LSD) a 5% de probabilidade. Para realizacdo das anélises, utilizou-se procedimento
General Linear Model (GLM) do programa estatistico SAS 9.0 (SAS Institute, Cary, NC).

3 Resultados e Discusséo

Apos a segunda inoculagédo, aos 60 DAT, houve rapido progresso da doenca (Figura 1), o
que ndo havia ocorrido apds a primeira, em funcdo do tempo seco e frio. Na primeira avaliacdo
realizada aos 70 DAT, observou-se diferenca entre os tratamentos (F, P=0,0141), com observagao
de menores valores de severidade (~10% de area foliar lesionada) para os tratamentos com B.
velezensis GF 267 e quimicos em relacdo a testemunha (22,85%). A partir de 77 DAT houve um
rapido desenvolvimento da doenca em todos os tratamentos. A partir de 92 DAT, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos e testemunha (Tabela 1).
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Figura 1. Severidade da mancha bacteriana do tomateiro ao longo do tempo apds a aplicacéo
semanal de Bacillus velezensis GF267 (Onix) via solo e folia; hidroxido de cobre (Kocide) e
acibenzolar-S-metil (Bion). (Severity of tomato bacterial spot over time after weekly application
of Bacillus velezensis GF267 (Onix) via soil and folia; copper hydroxide (Kocide) and
acibenzolar-S-methyl (Bion).

Considerando todas as avaliages, calculou-se a AACPD (Tabela 1), e observou-se efeito
significativo dos tratamentos (F, P=0,0083). Todos os tratamentos diferiram da testemunha (LSD,
P<0,05), a qual teve maior valor de AACPD. Estes resultados vdo de acordo ao observado por
Silva Filho et al. (2016) e Mates et al. (2019), em que B. velezensis GF 267 reduziu a severidade
da mancha bacteriana do tomateiro em condi¢bes controladas quando comparando com a
testemunha. Entre os tratamentos ndo houve diferenca significativa em relacdo a severidade e a
AACPD.

Em relacdo a produtividade, houve uma tendéncia do tratamento com aplicacdo de B.
velezensis GF267 via solo (drench), apresentar uma producdo maior de 65,70 t/ha (Figura 2), com
10 t/ha acima da testemunha. Entretanto, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre
0s tratamentos apds analise de variancia (F, P=0,6452).

Apesar de ndo ter expressado grandes diferencas significativas, foi possivel observar a
campo, que as parcelas tratadas com o produto bioldgico via folha, apresentaram uma area foliar

verde maior que 0s outros tratamentos, isto implica em um controle eficiente garantindo a sanidade



da planta e possibilitando expressar 0 maximo de seu potencial produtivo. A quantidade de folhas
foi superior aos demais tratamentos, isso € muito importante pois no final do ciclo, tem funcdo de
proteger os frutos, evitando escaldadura e proporcionando uma melhor qualidade da matéria prima,
como foi citado por Quezado-Duval et al, (2012).

Tabela 1. Valores de severidade ao longo do ciclo e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) observados em funcdo dos tratamentos com diferentes produtos. (Severity values
throughout the cycle and area under the disease progress curve (AACPD) observed as a function
of different product treatments).

Tratamentos 70DAT 77DAT  84DAT  92DAT 99DAT 106DAT AACPD
T 2285B 2447NS  7041B 76,66N 86,67NS 98,33 31034 A
GF267D 1351A 2425 5650AB 68,33 81,67 96,67 2537,9B
GF267F 1256 A 1951 49,26 A 65,00 78,33 88,33 23349B
HDC 933A 1820 5591 A 65,00 80,00 90,00 2268,6B
ASM 10,96 A 1951  47,75A 61,67 78,33 91,67  2240,2B
CV % 46,25 47,33 20,75 17,61 10,15 8,57 16,35
P>F 0,0141 0,6622  0,0235 0,2706  0,0424  0,1779 0,0083
CV (%) = Coeficiente de Variacdo. Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Fisher (LSD, P<0,05). DAT = dias apds o transplantio. T = Testemunha. GF 267 D = B.
velezensis GF267 aplicado via drench. GF267 F = B. velezensis GF267 aplicado via foliar. HDC

= hidréxido de cobre. ASM = acibenzolar-S-metil. NS = N&o Significativo.

Acibenzolar-S-metil (ASM) é um dos principais produtos quimicos utilizado para o
controle da mancha bacteriana do tomateiro, tem como principal fungéo, induzir a resisténcia
sistémica das plantas, quando absorvido € translocado para todas as partes da planta, com objetivo
de ativar os genes de defesa. Em estudo realizado por Nascimento et al., (2013), utilizando ASM
e hidroxido de Cobre, teve como resultado 6timo controle da mancha bacteriana do tomateiro,
mesmo quando aplicados juntos ou separados, possibilitaram a reducdo da severidade da doenca.

Silva Filho et al., (2016), realizou estudos com produtos bioldgicos a base de Bacillus

subitilis, que tem mostrado grande eficiéncia no controle de doencas de plantas, por apresentar



uma multiplicidade de mecanismos antagdnicos. O bioproduto a base de B. velezensis GF267
utilizado neste trabalho, apresentou resultados semelhantes aos produtos quimicos que ja sdo
empregados para esta finalidade, pois teve uma reducéo significativa na AACPD. Em outros
estudos realizados por Silveira (2016), o qual destaca a eficiéncia dos formulados bioldgicos a
base de B. subtilis e Paenibacillus lentimorbus no controle da mancha bacteriana, quando

comparados com hidrdéxido de cobre, produto registrado para o controle da doenca.

Produtividade (t/ha)

Acibenzolar-S-metil

Hidroxido de cobre

GF 267 via foliar

GF 267 via solo

Testemunha

50 52 54 56 58 60 62 64 66 68

Figura 2. Médias de produtividade obtidas para os diferentes tratamentos. Coeficiente de
Varia¢d0=20,84%. Medias ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (LSD, P<0,05). GF 267 = B.
velezensis GF267.



Concluséao

Com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel observar que o produto
bioldgico obteve e proporcionou um 6timo controle da doenga, quando aplicado via solo ou foliar,
ndo diferindo dos tratamentos com quimicos. Tendo em vista os resultados obtidos neste estudo
podemos observar que se utilizarmos estes produtos bioldgicos e quimicos intercalados, podemos
obter um Gtimo controle desta doenca sem prejudicar o meio ambiente com as aplicacBes

excessivas dos produtos quimicos.
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