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RESUMO

Araujo, EF. & Menezes, D.. Inducdo de resisténcia a doengas foliares em tomateiro por indutores bidtico (Bacillus subtilis) e Abidtico
(Acibenzolar-S-Metil). Summa Phytopathologica, v.35, n.3, p.169-172, 2009

O objetivo deste trabalho foi investigar se doencas foliares do
tomateiro (Lycopersicon esculentum) podem ser afetadas pela indugdo
de resisténcia proporcionada pela aplicacdo de Bacillus subtilis, no solo
e nas folhas e aplicac@o via foliar de acibenzolar-S-metil. A fim de
investigar o modo de acdo envolvido no controle foi avaliada a atividade
de peroxidases nas folhas do tomateiro tratado com os indutores biético
e abidtico. Para se avaliar a severidade das doencas foliares foi avaliado

o nuimero de folhas de tomate com algum sintoma de doenca e
determinado o percentual de folhas doentes em relagdo ao total de folhas
por planta. O aumento significativo da concentracdo de peroxidases nas
plantas tratadas com os indutores, assim como a auséncia de controle das
doengas no tratamento com pulverizacdo direta de B. subtilis nas folhas,
sdo evidéncias que sugerem que o mecanismo de controle das doengas em
questdo estd relacionado a resisténcia induzida.

Palavras-chave adicionais: Controle biolégico, Lycopersicon esculentum, Rizobacteria.

ABSTRACT

Araujo, FF. & Menezes, D.. Induction of resistance in tomato by biotic (Bacillus subtilis) and abiotic (Acibenzolar-S-Metil) inducers. Summa

Phytopathologica, v.35, n.3, p.169-172, 2009

This study was conduced to investigate whether the tomato
(Lycopersicon esculentum) leaf diseases may be affected by the
induction of resistance provided by the application of Bacillus subtilis,
soil and leaf and foliar application of Acibenzolar-S-Methyl. In order
to investigate the mode of action involved in the control was measured
the peroxidases activity in the leaf of tomato treated with inducers
biotic and abiotic. To evaluate the severity of foliar diseases has been

Keywords: Biological control, Lycopersicon esculentum, rhizobacteria.

estimated the number of leaf of tomatoes with symptoms of disease
and determinate the percent of disease leaf in the total of leaf per
plant. The significant increase in levels of peroxidase activity in
plants exposed to treatment with inducers and lack of control of leaf
diseases, in direct spray of B. subtilis in the leaves, are evidence that
suggest that the mechanism of control diseases in question is related
to induction resistance.

Os diferentes mecanismos de defesa de uma planta (estruturais e
bioquimicos) sdo geneticamente controlados e dependem da expressao
dos mesmos no momento e magnitude adequados apds o contato do
patégeno com o hospedeiro (13). A possibilidade de ativacdo desses
genes, em determinadas condi¢des, torna as plantas mais resistentes
aos patégenos, criando-se entdo o fendmeno da indugdo de resisténcia
em plantas. Kuc (11) citou que a ocorréncia da resisténcia pode ser de
cardter especifico atingindo determinadas espécies ou racas de
patégenos ou de cardter ndo especifico quando atinge vdrias doengas
ao mesmo tempo sendo chamado de resisténcia sist€émica. O aumento
do nivel de resisténcia usando agentes externos, sem a modificacdo do
genoma da planta, é conhecido como resisténcia induzida ou adquirida.
A expressdo da resisténcia induzida pode ser local ou ainda, sistémica
quando ela é expressa em locais néo expostos diretamente ao agente
indutor (21). O agente indutor pode ser um ativador quimico, extratos
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de células de microrganismos ou microrganismos vivos (15).

Pode-se definir como resisténcia sistémica induzida (RSI) aquela
que acontece quando plantas, apds a exposi¢do a agentes bidticos
(microrganismos) ou abidticos (fatores quimicos) possam serem
induzidas a defesa contra o patégeno, enquanto permanecem
espacialmente separados do agente indutor (14, 17). Como potenciais
agentes indutores bidticos, tém sido avaliadas as rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCP) que habitam o solo e
com freqiiéncia sdo isoladas da rizosfera de diversas plantas cultivadas
(12). Dentre os mecanismos de acio das rizobactérias no solo a
competicdo por nutrientes, antibiose, produ¢do de enzimas
extracelulares e indugdo de resisténcia sio os mais citados para explicar
o controle de patégenos de solo, como também de doencas foliares
(6). O desenvolvimento mais recente no campo dos indutores abidticos
de resisténcia em plantas estd relacionado com a descoberta de um
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andlogo funcional do 4cido salicilico, o Acibenzolar-S-Metil (ASM).
O 4cido promove nas células vegetais estimulo a produg¢@o de proteinas
especificas relacionadas com a patogénese que sao capazes de degradar
a parede celular dos fungos e bactérias (5).

Os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatégenos
envolvem altera¢des metabdlicas que estdo correlacionadas com
mudangas na atividade de enzimas-chaves nos metabolismos primério
e secunddrio. Neste contexto o grupo de peroxidases representam um
papel importante na defesa das plantas. Harkin & Obst (9)
demonstraram a presenga de peroxidases nas células vegetais
lignificadas. Talvez, elas sejam as tinicas enzimas que polimerizam os
alcoois em lignina. As peroxidases participam também da biossintese
do etileno, e na oxida¢do de 4cido indol acético (AIA) e compostos
fendlicos (3). A lignina, juntamente com a celulose e outros
polissacarideos que ocorrem na parede celular das plantas superiores,
funciona como uma barreira fisica a penetragdo fingica (19). Sobre
isto, diversos trabalhos tém mostrado o envolvimento das peroxidases
com a lignificagdo de papilas (10, 11). O aumento na atividade de
enzimas de defesa induzida por agentes bidticos ou abidticos (4cido
salicilico) permanece no tecido vegetal mesmo ap6s o tratamento com
o patégeno virulento (4).

Dentre os mecanismos de a¢do das rizobactérias no solo a
competi¢cdo por nutrientes, antibiose, produg¢do de enzimas
extracelulares e indugdo de resisténcia sdo os mais citados para
explicar o controle de patégenos de solo, como também de doengas
foliares (6).

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito de
Bacillus subtilis PRBS-1, isolada do solo, como indutor bidtico e
Acibenzolar-S-Metil como indutor abiético no aumento da atividade
de peroxidase e controle de doengas foliares em tomate.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na casa de vegetacdo e laboratério
de Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UNOESTE,
Presidente Prudente, SP. Sementes de tomate, hibrido saladinha, foram
semeadas em substrato comercial, acondicionado em bandejas de isopor
e aos 35 dias transplantadas para solo (2 kg) acondicionado em sacos
plasticos. As plantas foram conduzidas em casa de vegetacio durante
60 dias com reposi¢ao de umidade do solo até a capacidade de campo.

Bacillus subtilis, estirpe PRBS-1, isolada de solo sob cultivo de
soja (2), foi multiplicado, durante sete dias, em 100mL de caldo
nutriente (3g de extrato de levedura, 5g de peptona e 1000mL de dgua
destilada). Decorrido este periodo o meio de cultura foi centrifugado e
o precipitado contendo as células de B. subtilis foi misturado com 100
g de bentonita. O material foi homogeneizado e secado por 48 horas
em estufa (50° C) com ventilagdo forcada durante 24 horas. O produto
final teve a concentracd@o de B. subtilis avaliada pelo método de dilui¢ao
em placas, com meio dgar nutriente, apresentando a concentragdo de
1,0 x 10° células g'.

Para avaliacdo do efeito indutor no produto bioldgico, contendo B.
subtilis, adicionou-se 200 mg do produto contendo B. subtilis em
volta do caule da planta (raio de 2 cm) visando a colonizacido da
rizosfera do tomate. Para avaliagdo do efeito protetor no produto
bioldgico, efetivou-se pulverizacdo foliar semanal de forma preventiva,
na dosagem de 1 g L', utilizando-se pulverizador manual. Foram
conduzidos dois tratamentos com pulverizagdo semanal de indutor
abidtico Acibenzolar-S-Metil (produto comercial BION 500 WG) na

170

dosagem de 0,05g L' e fungicida quimico azoxystrobin (Produto
comercial AMISTAR 500 WG) na dosagem de 0,4 g L!. No controle
foi utilizado dgua na pulverizagdo. Foram efetivadas cinco
pulverizacdes semanais durante a condugdo do experimento.

Para avalia¢do da atividade da peroxidase amostras de 100 mg da
parte aérea das plantas foram macerados em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 3 mL de tampdo fosfato de sédio (Na,HPO,/
NaH,PO,) 0,01 mol L', pH 6,0 e centrifugadas a 20.000 g, por 25 min
a4° C. A atividade da peroxidase de acordo com Araujo et al. (1) foi
medida pela adi¢do de 100 pL de sobrenadante em 2,9 mL de tampado
fosfato contendo guaiacol e peréxido de hidrogénio. A leitura de
absorbancia foi feita em espectrofotometro a 470 nm, durante 10
minutos e a atividade enzimdtica foi expressa em unidade de enzima
(U.E.). Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de
extrato enzimdtico que acusou um aumento na absorbancia de 0,001
unidade por minuto. A avalia¢do enzimadtica foi realizada aos 50 dias
de conducio do experimento, uma semana apés a ultima pulveriza¢ao
dos produtos.

Aos 60 dias de condugdo do experimento as plantas foram avaliadas
quanto a danos provocados por doengas foliares causadas por fungos
fitopatogénicos. Esta foi obtida a partir da quantifica¢do da
porcentagem de folhas com algum sintoma necrético causados por
fungos fitopatogénicos, agentes causais de doengas foliares em tomate
(Phytophthora infestans, Septoria lycopersici, Alternaria solani e
Stemphylium solani). Os fitopatégenos avaliados ocorreram de forma
natural sem inoculag¢@o prévia dos mesmos na cultura.

Para avaliacdo do crescimento das plantas foi medida a altura das
plantas em dois periodos (30 e 60 dias). As plantas foram coletadas
aos 60 dias sendo separadas as raizes da parte derea para secagem em
estufa com aeracdo forgada (65° C) até atingir massa constante. Sendo
entdo determinada a massa seca da parte aérea e raiz

O delineamento experimental empregado foi de blocos casualizados
com quatro repeti¢des. Para andlise dos dados utilizou-se o teste de
comparacio multipla de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliag¢@o do crescimento das plantas demonstra que nao
ocorreram alteragdes significativas no desenvolvimento das plantas
em todos os tratamentos (Tabela 1 e 2). Foi relatado que Bacillus
subtilis, PRBS-1, produz hormdnios vegetais que estimularam o
desenvolvimento de soja (2). Observou-se, neste trabalho com tomate,
que esta mesma estirpe bacteriana nio proporcionou, aos 60 dias de
condugdo das plantas, estimulo ao crescimento do tomate.

As plantas inoculadas com Bacillus subtilis, no solo, apresentaram
concentracdes maiores de peroxidase em seus tecidos quando
comparada com o controle ou plantas pulverizadas com B. subtilis na
parte aérea (Figura 1). O indutor abidtico acibenzolar-S-metil e o
fungicida azoxystrobin também proporcionaram aumentos na atividade
da enzima no tecido foliar. A protecao contra os patdgenos foliares em
tomate, devido a inoculacdo prévia do B. subtilis, no solo, tem a
caracteristica de sistemicidade (Figura 2). Esta caracteristica também
foi proporcionada por Bacillus cereus, isolada de filoplano, contra
fitopatégenos de tomate (8).

O desempenho, quanto ao controle de doengas foliares no tomate,
no tratamento com o indutor abiético (acibenzolar-S-metil) ndo foi
significativo em relacdo a testemunha (Figura 2). Este resultado
demonstra que a aplicagdo deste indutor, sozinho, ndo foi eficiente no
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Tabela 1 Avaliacdo de altura de plantas (cm), aos 30 e 60 dias, em tomate
submetido a tratamento com indutores bidtico, abidtico e fungicida em
casa de vegetacdo.

Altura das plantas

Tratamentos 30 dias 60 dias
Controle 30,5 a' 433 a
B. subtilis (Solo) 30,1 a 45,5 a
B. subtilis (P. aérea) 233 a 38,8 a
Acibenzolar-S-Metil 27,5 a 42,3 a
Azoxystrobin 32,0 a 50,0 a

"Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade

Tabela 2. Avaliacao de massa seca da raiz e parte aérea em tomate submetido
a tratamento com indutores bidtico, abiético e fungicidas em casa de
vegetagao.

Massa seca (g pl'l)

Tratamentos Parte aérea Raiz
Controle 2,00 a 0,68 a
B. subtilis (Solo) 2,38 a 0,87 a
B. subtilis (P. aérea) 1,82 a 0,62 a
Acibenzolar-S-Metil 1,78 a 0,61 a
Azoxystrobin 2,30 a 0,73 a

"Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade

controle das doencas foliares do tomate. Tofoli & Domingues (18)
citaram que a reducdo da severidade em foliolos de tomate bem como
o aumento de producdo foi observada apenas em programas de
aplicagdio onde o uso de acibenzolar-S-metil foi alternado com
difeconazole e azoxystrobin

O controle de doencas, proporcionado pelo B. subtilis, aplicado
no solo, foi semelhante ao encontrado pela aplicacdo do fungicida
quimico nas folhas. Este efeito apresentou-se como ndo especifico
semelhante ao encontrado por Schonbeck et al. (16) que encontrou
efetividade da protecdo sistémica, de filtrado de B. subtilis, contra
oidio, mildio e outras ferrugens em diferentes hospedeiros.

O controle bioldgico relacionado a indugdo de resisténcia ja foi
comprovado com rizobactérias (20, 21). Também j4 foi verificada
inducdo de resisténcia em tomate proporcionado por bactérias
residentes no filoplano (8). Araujo et al. (2) selecionaram o isolado
PRBS-1 de B. subtilis como um promissor produtor de antibidtico,
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Figura 1. Atividade da peroxidase em folhas de tomateiro tratadas com
dgua (controle), Bacillus subtilis (B. s.) no solo e na parte aérea (planta),
Acibenzolar S metil (ASM) e Azoxystrobin. Média seguida da mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (0,05).
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contra fitopatégenos de soja. No tocante ao antagonismo a
fitopatdgenos o isolado mostrou-se ineficiente no controle de doencas
foliares de tomate quando pulverizado preventivamente nas folhas
(Figura 2). Este fato, aliado ao aumento da peroxidase nas folhas e
resisténcia nao especifica, sugere que o controle das doencas foliares
proporcionados pela inoculagdo do isolado na rizosfera pode ter sido
fundamentado na resisténcia induzida.

12 4

10 4

lilia

Azoxystrobin

Severidade (%)
=Y
)

&
1

Controle B. s. (solo) B. 5. (planta)

Figura 2. Severidade de doencas expressa em nimero médios de folhas
com sintomas de doencas em plantas de tomate tratadas com: dgua
(controle), Bacillus subtilis (B. s.) no solo e na parte aérea(planta),
Acibenzolar S metil (ASM) e Azoxystrobin. Média seguida da mesma letra
nao diferem estatisticamente baseado em teste de Tukey (0,05).

De acordo com Van Loon et al. (21) na situacdo de resisténcia
sistémica induzida (RSI), proporcionada por rizobactéria, supde-se
que o microrganismo produza um sinal translocdvel que induz protegao
em tecidos distantes da raiz onde o antagonista foi introduzido. Sobre
as diferencas bdsicas entre resisténcia sistémica induzida e adquirida
(RSA) e as dificuldades para comprovagdo destes eventos foi
proposto recentemente que o termo “resisténcia induzida” seja
utilizado para designar todos os tipos de respostas eliciadas que
levam a prote¢do contra doencas, incluindo resposta locais e
sistémicas (7).

Independente da correta classificagdo da resisténcia sistémica
proporcionado por Bacillus subtilis, PRBS-1, em tomate, pode-se
afirmar que o isolado apresenta grande potencial para uso comercial
como rizobactéria promotora de crescimento de planta. A
comprovagdo do efeito indutor contra patégenos foliares de tomate
neste isolado aumenta o elenco de efeitos benéficos descrito para
este isolado de B. subtilis o que credencia o mesmo para avaliacdes em
condi¢des de campo.
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