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RESUMO GERAL 

 

A mancha-bacteriana causada por Xanthomonas perforans tem causado 

prejuízo econômico para a cultura do tomateiro no Brasil. O uso de indutores de 

defesas das plantas é uma alternativa que atende aos requisitos do manejo 

integrado de doenças. Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o efeito de 

formulações de fosfitos e extratos vegetais na proteção do tomateiro à mancha-

bacteriana e seus componentes de resistência, como a expressão de genes e a 

atividade de enzimas envolvidas no processo de defesa das plantas. Mudas de 

tomateiro foram pulverizadas com Kasumin
®
, Kocide

®
, Fulland

®
, Reforce Cu

®
, 

Reforce K
®
, Green Fós

®
, Reforce Zn

®
, Green Force Cuca

®
,Green Force S

®
, ET 

64
®
, Big Red

®
, Green Force KP

® 
nas suas respectivas doses indicadas para 

campo e inoculadas quatro dias depois com Xanthomonas perforans. O efeito 

tóxico direto dos produtos in vitro, foi testado nas mesmas concentrações 

utilizadas no experimento in vivo, além de 50 e 25% das doses de cada produto 

utilizado. Os produtos foram adicionados ao meio de cultura Kado 523 e após a 

solidificação dos meios, foram inseridos 10 µL de suspensão bacteriana, sendo 

verificado o efeito tóxico pela inibição do crescimento da bactéria. Para a 

avaliação dos componentes de defesa da planta, foram determinadas as 

atividades das enzimas peroxidases (POX), catalases (CAT), ascorbato 

peroxidases (APX), superóxido dismutases (SOD) e fenilalanina amônia-liases 

(PAL). Realizou-se também a análise do efeito do Fulland
®
 e do Green Force 

CuCa
®
 sobre o perfil da expressão gênica dos genes CAT, SOD, PAL e POX. 

Os tratamentos Green Force Cuca
®
, Fulland

®
 e Reforce Zn

® 
proporcionaram a 

maior proteção do tomateiro contra a mancha-bacteriana. Com relação ao 

experimento in vitro, Xanthomonas perforans demonstrou resistência ao 

antibiótico casugamicina em todas as concentrações testadas e sensibilidade aos 

produtos com formulações à base de nutrientes, de subprodutos da indústria 

cafeeira, hidróxido de cobre e estreptomicina. Observou-se também que os 

produtos Green Force CuCa
®
 e Fulland

®
 induziram as respostas de defesa das 

plantas de tomateiro contra mancha-bacteriana, pois a atividade das enzimas 

POX, CAT, APX foi maior antes e após a inoculação. Já a enzima superóxido 

dismutase teve sua atividade aumentada somente após a inoculação. A atividade 

da PAL não foi aumentada nas plantas de tomateiro em momento algum. Esses 

resultados demostraram o efeito aditivo da expressão gênica dos genes que 

codificam para as enzimas da CAT, SOD, PAL e POX, na presença de indutores 

Green Force CuCa
®
 e Fulland

®
 e inoculados com a fitobactéria em mudas de 

tomateiro.  

 

Palavras-chave: Xanthomonas perforans. Solanum Lycopersicum. Respostas de 

defesa. Green Force CuCa
®
. Fulland

®
. Genes. Enzimas. 



GENERAL ABSTRACT 

 

The bacterial spot caused by Xanthomonas perforans has caused 

economic loss for tomato culture in Brazil. The use of plant defense inductors is 

an alternative that meets the requisites of the integrated disease management. In 

this work, we aimed at evaluating the effect of phosphite formulations and plant 

extracts, in the production of tomato, over the bacterial spot and its resistance 

components, such as gene expression and the activity of enzymes involved in the 

plant defense process. Tomato seedlings were pulverized with Kasumin
®
, 

Kocide
®
, Fulland

®
, Reforce Cu

®
, Reforce K

®
, Green Fós

®
, Reforce Zn

®
, Green 

Force CuCa
®
, Green Force S

®
, ET 64

®
, Big Red

®
 and Green Force KP

®
 in their 

respective doses indicated for field and inoculated for days later with 

Xanthomonas perforans. The direct toxic effect of the products in vitro was 

tested with the same concentrations used in the in vivo experiment, in addition to 

50 and 25% of the doses applied of each product used. The products were added 

to the Kado 523 culture medium and, after the solidification of the medium, 10 

µM of the bacterial suspension were transferred, verifying the toxic effect by 

inhibiting bacterial growth. For the evaluation of the plant defense components, 

the activity of enzymes peroxidase (POX), catalase (CAT), ascorbate peroxidase 

(APX), superoxide dismutase (SOD) and phenylalanine ammonia-lyase (PAL) 

was determined. The analyses of the effects of the Fulland
®
 and of the Green 

Force CuCa
®
 over the genic expression profile of genes CAT, SOD, PAL and 

POX were performed. The Green Force CuCa
®
, Fulland

®
 and Reforce Zn

®
 

provided higher protection to the tomato plant against bacterial spot. Regarding 

the in vitro experiment, Xanthomonas perforans demonstrated resistance to the 

kasugamycin antibiotic in all tested concentrations and sensibility to the 

products with nutrient, coffee industry byproduct, copper hydroxide and 

streptomycin-based formulations. We also observed that the Green Force CuCa
®
 

and Fulland
®
 products induced defense response against bacterial spot from the 

tomato plants, because the activity of enzymes POX, CAT and APX was higher 

after inoculation. The superoxide dismutase enzyme had its activity increased 

only after inoculation. The activity of the PAL was not increased in tomato 

plants at any time. These results show the additive effect of the genic expression 

of the genes that coded for the Cat, SOD, PAL and POX enzymes in the 

presence of the Green Force CuCa
®
 and Fulland

®
 inductors and inoculated with 

the phyto-bacteria in tomato seedlings. 

 

Keywords: Xanthomonas perforans. Solanum lycopersicum. Defense responses. 

Green Force CuCa
®
. Fulland

®
. Genes. Enzymes. 
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CAPÍTULO 1 Introdução Geral 

1 INTRODUÇÃO 

As espécies de bactéria Xanthomonas perforans, X. vesicatoria, X. 

euvesicatoria e X. gardneri são causadoras da mancha-bacteriana (JONES et al., 

2004), uma das principais doenças do tomateiro, não somente no Brasil, mas 

também em todas as regiões produtoras no mundo. Quezado-Soares et al. (1998) 

relataram, em condições experimentais de campo, que esse complexo bacteriano 

pode causar perdas de até 52% na produção.  

O principal método de controle da mancha bacteriana é o químico, com 

a utilização de produtos cúpricos e antibióticos, que, muitas vezes, não 

apresentam boa eficácia para o manejo de doenças bacterianas, devido à 

resistência destas bactérias a antibióticos e produtos a base de cobre. A baixa 

eficiência desses produtos a doenças bacterianas tem estimulado esforços para 

desenvolver estratégias alternativas de manejo de doenças causadas por este tipo 

de patógeno na cultura do tomateiro (GORE; O’GARRO, 1999). Dentre as 

estratégias mais estudadas, destaca-se a indução de resistência, que é 

caracterizada pela ativação dos mecanismos de defesa latentes da planta em 

resposta a eliciadores abióticos e bióticos, apresentando baixa toxidez ao homem 

e ao ambiente (STICHER; MAUCH-MANI; MÉTRAUX, 1997). 

Dentre os princípios ativos registrados no Brasil para o controle da 

mancha-bacteriana do tomateiro, está o indutor de resistência acibenzolar-S-

metil (ASM), conhecido comercialmente como Bion
®
 (BRASIL, 2014). 

Produtos à base de nutrientes, como formulações de fosfitos, vem ganhando 

destaque no manejo de doenças em plantas, cujo modo de ação pode ocorrer pela 

ativação do sistema de defesa natural das plantas e pela toxidez direta sobre os 

patógenos (JACKSON et al., 2000; NOJOSA et al., 2009). Formulações à base 
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de extratos vegetais também têm despertado o interesse dos pesquisadores, pois 

são capazes de atuar como indutores de resistência em plantas contra patógenos 

(TOYOTA, 2008). 

Os indutores de resistência atuam como moléculas que estimulam as 

respostas de defesa da planta, fazendo com que as células das plantas 

reconheçam e percebam esses estímulos, ocorrendo a transdução de sinais dentro 

da célula, ativação de mensageiros secundários, fatores de transcrição e 

expressão de genes de defesa específicos que codificam a síntese de compostos 

de resistência, que impedem ou dificultam o desenvolvimento do patógeno 

(LEITE et al., 1997; MÉTRAUX, 2001; SCHENK et al., 2000). 

Dessa forma, teve-se como objetivos neste trabalho: avaliar o efeito de 

formulações de fosfito e de formulações à base de subprodutos da indústria 

cafeeira na proteção do tomateiro contra a mancha-bacteriana e avaliar o efeito 

destas formulações na toxidez direta sob Xanthomonas perforans e na indução 

de respostas de defesa bioquímicas e moleculares em tomateiro contra X. 

perforans. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Importância da cultura do tomateiro 

O tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.) tem como centro primário de 

origem um território limitado ao norte pelo Equador, ao sul pelo Chile, a oeste 

pelo Oceano Pacífico e a leste pela Cordilheira dos Andes. Antes da colonização 

espanhola, o tomateiro foi levado para o México (centro secundário), onde 

passou a ser cultivado e melhorado. No Brasil, foi introduzido por imigrantes 

europeus no final do século XIX (FILGUEIRA, 2003, 2008). 

O tomateiro pertence à família botânica das Solanáceas e é uma 

olerícola cultivada no mundo inteiro, sendo a segunda olerícola mais produzida 

no Brasil, superada apenas pela cultura da batata (ALVES; FERNANDES; 

MARIN, 2008; CANÇADO JÚNIOR et al., 2003). 

O fruto do tomateiro é amplamente utilizado na culinária em diversos 

países (ALVES; FERNANDES; MARIN, 2008). É uma cultura anual, herbácea 

de porte arbustivo, podendo desenvolver-se em dois tipos de segmentos, o de 

mesa e o industrial. Os destinados ao consumo in natura ou de mesa têm 

crescimento indeterminado, podendo chegar a 10 m em um ano, necessitando de 

tratos culturais como estaqueamento e tutoramento. Em geral, os destinados ao 

processamento industrial têm crescimento limitado, porte rasteiro e são 

utilizados para preparos de extratos, sucos e polpas (ALVARENGA, 2004). 

No Brasil, a cadeia produtiva do tomate passou por transformações na 

última década, principalmente, com relação à modernização e aumento da 

produtividade. A produção brasileira de tomate até abril de 2013 atingiu 4,2 

milhões de toneladas (t), representando um acréscimo de 14,2% na produção em 

relação à safra de 2012 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E 

ESTATÍSTICA- IBGE, 2013). O estado de Goiás destaca-se como o maior 
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produtor de tomate industrial, sendo a produção aproximada de 1,4 milhões de t, 

seguido dos estados de São Paulo e Minas Gerais que são os maiores produtores 

e consumidores do fruto in natura (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA 

AGROPECUÁRIA- EMBRAPA, 2013). 

Para o consumo in natura, o tomate apresenta elevado custo devido à 

demanda de mão de obra e pela grande quantidade de agrotóxicos aplicada que é 

justificada devido à grande incidência de doenças causadas por fungos, vírus, 

nematoides e bactérias sobre essa cultura (FARIA; OLIVEIRA, 2005, 2011). 

Dentre esses patógenos que ocorrem na cultura do tomateiro, destacam-

se as bactérias: Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum, 

Clavibacter michiganenses subsp. michiganensis, Pectobacterium spp., 

Pseudomonas corrugata e o complexo de Xanthomonas spp. (X. euvesicatoria, 

X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri).  

2.2 A mancha-bacteriana 

Dentre as bacterioses do tomateiro, destaca-se a mancha-bacteriana, 

causada por espécies do gênero Xanthomonas (JONES et al., 2004). É uma 

doença de ocorrência mundial, de importância não somente na cultura do 

tomateiro, mas também na cultura do pimentão (JONES; STALL, 1998). Essa 

importância deve-se ao fato de ser uma doença de difícil controle, devido à 

ausência de agrotóxicos eficientes, inexistência de cultivares resistentes e 

ocorrência de uma rápida disseminação na lavoura (JONES et al., 1997; LOPES; 

QUEZADO-SOARES, 2000). 

No Brasil, a doença foi observada pela primeira vez em 1959, em 

plantios de tomateiro no estado de São Paulo (RODRIGUES NETO; 

SUGIMORI; MALAVOLTA JÚNIOR, 1984). Os sintomas da doença são 

observados nas folhas, frutos, flores e caules (JONES et al., 1991). Nos frutos, 
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os sintomas aparecem em lesões circulares amareladas de textura áspera com 

bordos que podem se tornar levemente elevados com centro deprimido e lesões 

que passam da cor amarela para marrom acinzentado (JONES et al., 1997). Nas 

folhas, as lesões iniciais aparecem como manchas circulares e em condições de 

alta umidade do ar pode ocorrer acúmulo generalizado de líquido entre os 

tecidos (anasarca) ou, em ataques severos, pode ocasionar coalescimento das 

lesões provocando amarelecimento, destruição por necrose das folhas, queda de 

flores e frutos em formação, comprometendo a qualidade e a produtividade tanto 

de tomate para indústria, quanto para consumo in natura (JONES et al., 1991; 

LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2005). 

A bactéria é disseminada por chuvas associadas a ventos fortes, 

respingos de água, irrigação por aspersão e pivô central, podendo sobreviver em 

sementes infectadas, restos de culturas e plantas infestantes (LOPES; 

QUEZADO-SOARES, 1997; QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010; ROMEIRO, 

1995). A mesma pode penetrar na planta por meio dos estômatos ou por meio de 

ferimentos ocasionado pelo amarrio e desbrota (VAKILI, 1967). No Brasil, a 

mancha-bacteriana causa sérios danos às lavouras que produzem tomates para 

consumo in natura, porém não há relatos de estudos em campo que demonstrem 

quantitativamente estas perdas. Em condições experimentais, Quezado-Soares et 

al. (1998) relataram perdas de até 52 % causadas pela doença em tomateiro 

rasteiro cultivado sob irrigação por aspersão convencional. A mancha-bacteriana 

do tomateiro tem como condições favoráveis, alta umidade relativa do ar 

associada ao molhamento foliar e temperaturas entre 20 e 30ºC (LOPES; 

QUEZADO-DUVAL, 2005; LOPES; SANTOS 1994; MORTON, 1965). 

Estudos comprovaram a existência de diversidade genética e fenotípica 

dentro da espécie Xanthomonas campestres pv. vesicatoria. Jones et al. (2004) 

propuseram que a mancha-bacteriana pode ser causada por um complexo de 

quatro espécies: Xanthomonas euvesicatoria (grupo A), X. vesicatoria (grupo 
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B), X. perforans (grupo C) e X. gardneri (grupo D). No Brasil, atualmente 

prevalecem as espécies X. perforans e X. gardneri, sendo a primeira de maior 

predominância (ARAÚJO et al., 2011). 

Xanthomonas perforans é a única espécie que pode apresentar 

diferenciação quanto a sua sintomatologia nas plantas, pois pode causar 

perfurações no interior da área necrosada das folhas (QUEZADO-DUVAL; 

LOPES, 2010). 

Araújo et al. (2011) relataram que a virulência de cada espécie é variável 

de acordo com as temperaturas estudadas, 20, 25 e 30ºC. Xanthomonas 

perforans mostrou-se mais agressiva sob temperaturas mais elevadas, enquanto 

que X. gardneri foi favorecida por temperaturas amenas, a X. euvesicatoria foi 

menos agressiva para todas as temperaturas avaliadas e a X. vesicatoria 

apresentou sintomas em todas as temperaturas avaliadas. 

Para o manejo da mancha-bacteriana, recomenda-se a limpeza do local 

de semeio, utilização de variedades comerciais com algum nível de resistência 

ao patógeno, utilização de sementes e mudas sadias, rotação de cultura e 

controle químico por meio de produtos à base de cobre e antibióticos 

(QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010; SILVA-LOBO; GIORDANO; LOPES, 

2005). Além dos cúpricos, estão registrados no Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) o indutor de resistência acibenzolar-S-metil 

(Bion
®
) e cloretos de benzalcônio (Fegatex

®
) (BRASIL, 2014). Em condições 

climáticas muito propícias à doença, os produtos cúpricos, muitas vezes, não são 

eficientes, o que pode também estar relacionado à predominância de isolados 

resistentes da população bacteriana nos locais de cultivo (COSTA et al., 2012). 

A agricultura sustentável enfrenta vários problemas, destacando-se o 

controle de doenças em plantas. A conscientização acerca dos problemas 

ambientais causados pelos pesticidas utilizados no controle dessas doenças tem 

levado a muitas pesquisas que visam à obtenção de tecnologias eficazes e 
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produtos pouco tóxicos à natureza, em substituição ou redução do uso destes 

produtos (SILVA et al., 2010). Dentre as tecnologias promissoras estudadas, 

destaca-se a indução de resistência em plantas, que consiste na ativação das 

respostas de defesa da planta contra patógenos em resposta a um eliciador 

biótico ou abiótico. 

2.3 Indução de resistência de plantas a patógenos 

As plantas, quando eliciadas por patógenos, apresentam mecanismos de 

resistência naturais que são utilizados como barreiras para impedir a agressão 

causada pelos mesmos, essas barreiras são denominadas de defesas estruturais 

ou constitutivas. Dentre estas barreiras estão a cutícula, estômatos, tricomas, e 

substâncias bioquímicas pré-formadas, como os compostos fenólicos. Portanto, 

quando o patógeno consegue passar por essas barreiras constitutivas da planta, 

se reconhecido pode desencadear a formação demais uma série de mecanismos 

de resistência. Estes mecanismos denominados de defesas induzidas podem ser 

estruturais, como tiloses, camada de cortiça, lignificação, ou bioquímicos, como 

o acúmulo de fitoalexinas, espécies reativas de oxigênio e proteínas relacionadas 

à patogênese (AGRIOS, 2005; PASCHOLATI; LEITE, 1995). 

A indução de resistência em plantas contra patógenos representa um 

método alternativo no controle de doenças, a qual ativa os mecanismos de defesa 

latentes na planta. A resistência induzida pode ser ativada por diversas 

substâncias, evitando ou atrasando a entrada do patógeno nos tecidos das 

plantas, por meio de mecanismos de defesa. Cavalcanti, Brunelli e Stangarlin 

(2005) e Resende et al. (2004) relatam que a resistência induzida em plantas 

pode ocorrer por meio do tratamento com agentes bióticos (extratos vegetais, 

microrganismos ou parte desses) ou abióticos (substâncias químicas).  
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A utilização dos produtos ASM e ácido salicílico induzem a resistência 

sistêmica em várias espécies de plantas contra uma ampla gama de patógenos, 

dentre eles fungos, vírus e bactérias (GÖRLACH et al., 1996; STICHER; 

MAUCH-MANI; MÉTRAUX, 1997). Em plantas de tomateiro, a aplicação de 

ASM reduziu em 69% a severidade da mancha-bacteriana causada por X. 

vesicatoria (MEDEIROS et al., 2009). Itako et al. (2012) relataram que plantas 

pulverizadas com estes produtos reduziram em 87,22% a área abaixo da curva 

de progresso da mancha-bacteriana causada por X. perforans e que essa redução 

pode estar correlacionada com a indução dos mecanismos bioquímicos de defesa 

do tomateiro. Ibrahim (2012) também observou que pulverizações de plantas de 

tomateiro com o ácido salicílico na concentração de 10 mM, reduziu 

significativamente o número de lesões em plantas inoculadas com X. vesicatoria. 

Formulações de fosfitos também têm demonstrado ser promissoras no 

controle de doenças de plantas, proporcionando uma melhor qualidade das 

culturas, pois podem atuar na nutrição da planta, ativar a defesa natural da 

mesma e agir diretamente sobre o patógeno (DATNOFF; SEEBOLD; CORREA, 

2001; JACKSON et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2008; NOJOSA et al., 

2009). Os fosfitos são compostos provenientes da neutralização do ácido 

fosforoso (H3PO3), principalmente, por uma base (hidróxido de sódio, hidróxido 

de potássio ou hidróxido de amônio). A base mais utilizada é o hidróxido de 

potássio, formando o fosfito de potássio (REUVENI, 1997). Os fosfitos 

originaram-se do fungicida etil fosfonato (Fosetyl-Al), o qual comprovadamente 

induz a síntese de fitoalexinas em citros (AFEK; STZEJNBERG, 1989) e têm 

sido formulados como sais de manganês, cobre ou zinco, e utilizados no controle 

de oomicetos e de fungos causadores de podridões do colo, raiz, troncos e frutos 

(RESENDE et al., 2008). 

Diversos trabalhos na literatura têm apresentado os fosfitos como 

possíveis indutores de resistência contra doenças em plantas. Em mudas de 
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cafeeiro, produtos contendo fosfitos foram eficazes no controle de Phoma 

costarricensis, reduzindo a severidade da mancha de Phoma, sem diferir em 

relação aos fungicidas tebuconazole e fosetyl-Al (NOJOSA, 2003; NOJOSA et 

al., 2009). 

Segundo Nojosa (2003), a aplicação de fosfitos nas mudas proporcionou 

acúmulo de lignina e de fenóis solúveis. Ribeiro Júnior (2008) observou que 

pulverizações de fosfitos de potássio, manganês e zinco em cafeeiros adultos 

durante dois anos consecutivos (de dezembro a julho) proporcionaram, em ano 

de alta produção, reduções de 30% e 25%, respectivamente, na severidade da 

ferrugem e cercosporiose do cafeeiro. Em tomateiro, a severidade da mancha-

bacteriana causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi reduzida em 

plantas pulverizadas com fosfito de potássio (NASCIMENTO et al., 2008). Em 

tubérculos de batata, Lobato et al. (2011) observaram que aplicações foliares de 

fosfito resultaram em efeito protetor contra Pectobacterium carotovorum subp. 

carotovorum e, além disso, a área lesionada em tubérculos foi reduzida em 

aproximadamente 50%. 

Eliciadores presentes nas formulações indutoras de resistência fazem 

com que ocorram respostas de defesa nas plantas, gerando alterações 

bioquímicas, e ativando o sistema de defesa (SOARES; MACHADO, 2007). 

Assim, produtos naturais como extratos de folhas ou de casca de frutos de 

cafeeiro também têm despertado o interesse de pesquisadores (TOYOTA, 2008). 

Resende et al. (2006, 2007) solicitaram o depósito de patente para formulação de 

produtos à base de extratos de folhas de cafeeiro e cascas de frutos de cafeeiro. 

Tais formulações têm como principal matéria prima folhas de cafeeiro que caem 

no solo (devido a doenças, colheita de frutos, podas e outros estresses) e 

subprodutos do beneficiamento dos grãos (endocarpo, mesocarpo e exocarpo). 

Estas podem ser utilizadas com ou sem espalhantes adesivos ou outros 

adjuvantes para o controle de doenças no cafeeiro, cacaueiro, algodoeiro e 
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tomateiro (AMARAL, 2005; BARGUIL et al., 2005; MEDEIROS et al., 2009; 

RESENDE et al., 2004). 

Resende et al. (2004) observaram redução significativa na porcentagem 

da mancha de phoma de 20 e 38% em plantas de café pulverizadas com extrato 

de casca de café e extrato de folhas de cafeeiro infectadas ou não com ferrugem, 

respectivamente. Amaral (2005) observou reduções na percentagem da 

Cercosporiose de 40% e 37%, respectivamente, em plantas pulverizadas com 

formulações à base de extrato de casca de cafeeiro e extrato de folhas de cafeeiro 

com ferrugem e inoculadas com Cercospora coffeicola. Santos et al. (2007) 

também relataram que plantas pulverizadas com formulações à base de extrato 

de folhas de cafeeiro tiveram redução na área abaixo da curva de progresso da 

mancha de phoma em 61% quando comparadas às plantas pulverizadas com 

água e, em 30%, em relação às plantas pulverizadas com o fertilizante foliar 

Viça-Café Plus
®
. Toyota (2011) avaliou o efeito da aplicação de extratos 

vegetais sobre a ferrugem do cafeeiro, e observou que o NEFID (extrato à base 

de folhas de cafeeiro) reduziu 30 a 40% a severidade da doença, quando 

comparados à testemunha, em pesquisas realizadas nos anos de 2009 e 2010, 

respectivamente. A utilização desses agentes eliciadores e ou indutores das 

defesas das plantas é uma alternativa que atende aos requisitos do manejo 

integrado de doenças devido, principalmente, ao menor impacto ambiental 

causado (WALTERS; FONTAINE, 2009). 

2.4 Respostas de defesa de plantas induzidas por formulações de fosfitos e 

extratos vegetais 

O reconhecimento de agentes bióticos ou abióticos é realizado por 

receptores específicos ou inespecíficos para que haja a posterior ativação dos 

mecanismos de defesa latentes da planta. A transdução de sinal incide para 
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transmitir o sinal para dentro da célula, realizada por mensageiros secundários, 

proteínas G e alterações nas fosforilações de proteínas. Em seguida, ocorre então 

a ativação de genes envolvidos em diversas respostas de defesa da planta, tais 

como explosão oxidativa, reação de hipersensibilidade, síntese de proteínas 

relacionadas à patogênese (proteínas PR), como β-1,3-glucanases, quitinases, 

peroxidases, além de enzimas que codificam para a produção de fitoalexinas, 

acúmulo de lignina nos tecidos, aumento na formação de calose e fortalecimento 

da parede celular, levando à resistência sistêmica adquirida (SAR) e/ou à 

resistência sistêmica induzida (ISR) (CAMPOS; RESENDE; SILVA, 2011; 

GRANT; LAMB, 2006). 

As espécies ativas de oxigênio (EAO) são geradas durante um estresse e 

são umas das primeiras respostas de defesa das plantas, ocorrendo geralmente no 

metabolismo celular, mas, quando em excesso, tornam-se tóxicas às células 

(MOLLER, 2001). A interação planta-patógeno pode ser compatível ou 

incompatível, ambas geram EAO. A reação de hipersensibilidade é um exemplo 

de interação incompatível, pois durante a resposta da planta com gene de 

resistência ao patógeno avirulento há a produção EAO, gerando o acúmulo 

dessas espécies que resulta em um colapso celular localizado. Esse processo é 

denominado como explosão oxidativa, na qual o oxigênio molecular (O2) sofre 

redução parcial por meio de uma sucessiva adição de elétrons, gerando o ânion 

superóxido (O
2-

), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila livre (OH
-
) 

(LAMB et al., 1989; RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). 

A presença de eliciadores aciona o sistema antioxidante enzimático, 

composto por catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superóxido 

dismutase (SOD) e peroxidase (POX) que atuam, principalmente, protegendo as 

células e compartimentos subcelulares das EAO geradas a partir da ocorrência 

de estresse nas células vegetais (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003; 

SOARES; MACHADO, 2007). 
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A SOD é a primeira enzima que atua como parte do sistema antioxidante 

das plantas, promovendo a dismutação do ânion O2
-
 para H2O2, o qual é 

posteriormente detoxificado pelas enzimas CAT e APX. A APX, na primeira 

reação de catalisação, utiliza o ascorbato como agente redutor, gerando H2O e 

monodehidroascorbato redutase (MDA) (APEL; HIRT, 2004). Vários estudos 

relatam a atividade da SOD em plantas expostas ao estresse biótico e abiótico 

(BADAWI et al., 2004;FERNÁNDEZ-OCAÑA et al., 2011; TANG et al., 

2006). 

As POX são proteínas relacionadas à patogênese, pertencentes à família 

das PR-proteínas, induzidas por ferimentos e infecção por patógenos. Têm como 

principal função reforçar a parede celular através dos metabolismos ligados aos 

processos de lignificação de células vegetais hospedeiras, oxidação de fenóis, 

deposição de suberina nos tecidos danificados durante a reação de defesa contra 

agentes externos bióticos ou abióticos (DATTA; MUTHUKRISHNAN, 1999; 

LOON; STRIEN, 1999). Em tomateiros, acredita-se que essa enzima esteja 

envolvida na última etapa de lignificação da parede celular (NICHOLSON; 

HAMMERSCHMIDT, 1992). Cavalcanti et al. (2006a) verificaram maior 

atividade da POX em plantas de tomateiros pulverizadas com ASM e inoculadas 

com X. vesicatoria. Baysal, Soylu e Soylu (2003) também verificaram que 

plantas de tomateiro pulverizadas com ASM apresentaram maior atividade da 

POX quando infectadas por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. 

Outra enzima chave na defesa de plantas é a fenilalanina amônia-liase (PAL). 

Esta catalisa a reação de desaminação do aminoácido L-fenilalanina em ácido 

trans-cinâmico, a qual é a primeira etapa envolvida na rota dos fenilpropanoides 

que é de grande importância para a produção de compostos fenólicos, com 

potencial antimicrobiano, além de compostos secundários de defesa como 

algumas fitoalexinas (SCHUSTER; RETEY, 1995; TSUGE et al., 2004). 
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Ibrahim (2012) relatou que plantas de tomateiro inoculadas com 

Xhanthomonas vesicatoria e pulverizadas com ácido salicílico (SA) tiveram um 

aumento progressivo nas atividades da POX, CAT e Polifenol oxidases em 

comparação com plantas inoculadas com X. vesicatoria e pulverizadas com 

água, após um dia de aplicação de SA. 

Entre os produtos comercializados como fertilizantes foliares, os fosfitos 

vêm se destacando por atuarem diretamente sobre o patógeno, além de atuarem 

indiretamente, induzindo respostas de defesa na planta. Mudas de cafeeiro 

pulverizadas com fosfitos de potássio, de manganês e de cobre e inoculadas com 

Cercospora coffeicola, apresentaram maiores atividades das enzimas de defesa 

peroxidases, quitinases e β-1,3-glucanases e aumento no teor de fenóis solúveis 

totais (RIBEIRO JÚNIOR, 2008; TOYOTA, 2008). 

A regulação da expressão gênica é outra forma das plantas responderem 

a estresses bióticos ou abióticos (ROOK; BEVAN, 2003). O DNA 

complementar (cDNA) sintetizado a partir da transcrição reversa do molde de 

um mRNA codificante combinado à amplificação de genes específicos via 

reação em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se uma técnica de grande 

importância em estudos sobre expressão gênica, pois é um método bastante 

preciso, rápido, sensível e específico que detecta RNA mensageiro de baixa 

abundância, tendo capacidade de quantificação relativa da expressão gênica em 

larga escala (BUSTIN, 2000; BUSTIN et al., 2005; HEIDE et al., 1996). 

A PCR em tempo real realiza a quantificação dos fragmentos de DNA e 

RNA de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, pois determina valores 

durante a fase exponencial da reação e o ponto que permite a quantificação exata 

e reprodutível é o denominado Cycle Thresbold, pois é baseado na fluorescência, 

representando a quantidade de produto amplificado durante cada ciclo 

(NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). 
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A quantificação do RNA mensageiro alvo pode ser normalizada por 

diferenças na quantidade de RNA total adicionada a cada reação, portanto para 

realizar essa quantificação, são utilizados genes expressos em todos os tecidos e 

em todas as fases de desenvolvimento do organismo a ser estudado cuja 

expressão não pode variar. Estes genes são denominados controles endógenos ou 

constitutivos, utilizados em todas as reações de PCR em tempo real 

(VANDESOMPELE et al., 2002). Em trabalho realizado por Guzzo, Harakava e 

Tsai (2009) foi observado, por meio da técnica de qRT-PCR, a expressão 

temporal do gene que codifica para a enzima β-1,3-glucanase e constataram que 

o aumento da expressão ocorre a partir das 12 horas e o pico máximo ocorreu às 

72 horas após pulverização de ASM em plantas de cafeeiro, demonstrando o 

efeito do ASM na ativação dos mecanismos de defesa. Medeiros et al. (2009) 

demonstraram, por meio da técnica de microarranjo, que plantas de tomateiro 

pulverizadas com formulação NEFID (produto à base de folhas de cafeeiro) e 

infectadas com Xanthomonas vesicatoria expressaram genes relacionados à 

explosão oxidativa, como a glutationa S-transferase e a superóxido dismutase. 
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CAPÍTULO 2 Produtos alternativos na proteção do tomateiro contra a 

mancha-bacteriana 

RESUMO 

Estudos com a resistência induzida no manejo de doenças de plantas por 

meio de produtos alternativos como extratos vegetais e fosfitos apresentam 

resultados promissores, sendo, no entanto, pouco estudado no patossistema 

tomateiro Xanthomonas perforans. Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de 

formulações à base de nutrientes e de subprodutos da indústria cafeeira na 

proteção do tomateiro contra a mancha-bacteriana e verificar o efeito tóxico 

dessas formulações em colônias de X. perforans. No experimento in vivo, foram 

aplicados em mudas de tomateiro, quinze dias após a semeadura, os produtos: 

Kasumin
®
, Kocide

®
, Fulland

®
, Reforce Cu

®
, Reforce K

®
, Green Fós

®
, Reforce 

Zn
®
, Green Force Cuca

®
,Green Force S

®
, ET 64

®
, Big Red

®
 e Green Force KP

® 

sendo inoculadas quatro dias após com Xanthomonas perforans. Foi realizada 

câmara úmida 24 horas antes e após a inoculação, foram utilizadas uma 

testemunha absoluta e uma inoculada. No experimento in vitro, foram testados 

os produtos Kocide nas dosagens de 3,0; 1,5 e 0,75 g L
-1

, Kasumin nas dosagens 

de 3,0; 1,5 e 0,75 mL. L
-1

, Fulland nas dosagens de 3,0; 1,5 e 0,75 mL. L
-1

 e 

Green Force CuCa nas dosagens de 10,0; 5,0 e 2,5 mL. L
-1

, água destilada estéril 

como testemunha e, como tratamento padrão, o antibiótico sulfato de 

estreptomicina nas dosagens de 0,2; 0,1 e 0,05 g. L
-1

, foram adicionados ao meio 

de cultura Kado 523 mantido em banho-maria à temperatura de 45ºC e a seguir 

foram vertidos em placas de petri. Após a solidificação dos meios, foram 

transferidos 10 µL de suspensão bacteriana e verificado o efeito tóxico a 

Xanthomonas perforans pelo não crescimento das colônias. Os tratamentos 

Greenphós Cuca
®
, Fulland

®
 e Reforce Zn

®
 proporcionaram maior proteção do 

tomateiro contra a mancha-bacteriana. A Xanthomonas perforans demonstrou 

resistência in vitro a Kasumin
®
 em todas as concentrações testadas. Os produtos 

Green Force CuCa
®
, Fulland

®
, Kocide

®
e Sulfato de Estreptomicina

®
, também 

tiveram ação direta sobre o crescimento da bactéria. 

 

Palavras-chave: Xanthomonas perforans. Solanum Lycopersicum. Formulações à 

base de nutrientes. Subprodutos da indústria cafeeira.  
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ABSTRACT 

 

Studies with induced resistance in the management of plant diseases by 

means of alternative products such as plant extracts and phosphites present 

promising results being, however, little studied in tomato plant pathosystem 

Xanthomonas perforans. In this way, we aimed at evaluating the effect of 

nutrient and coffee industry byproduct-based formulations in the protection of 

the tomato plant against bacterial spot and verifying the toxic effect of these 

formulations in X. perforans colonies. In the in vivo experiment, the products 

Kasumin
®
, Kocide

®
, Fulland

®
, Reforce Cu

®
, Reforce K

®
, Green Fós

®
, Reforce 

Zn
®
, Green Force CuCa

®
, Green Force S

®
, ET 64

®
, Big Red

®
 and Green Force 

KP
®
 were applied on tomato seedlings, fifteen days after sowing, inoculated four 

days later with Xanthomonas perforans. Humid chamber was performed 24 

hours before and after the inoculation, using an absolute witness and one 

inoculated. In the in vitro experiment, we tested doses of Kocide, in doses of 3.0, 

1.5 and 0.75 g L
-1

, Kasumin, in doses of 3.0, 1.5 and 0.75 mL L
-1

, Fulland, in 

doses of 3.0, 1.5 and 0.75 mL L
-1

 and Green Force CuCa, in doses of 10.0, 5.0 

and 2.5 mL L
-1

, sterile distilled water as witness and, as standard treatment, the 

streptomycin sulfate antibiotic in the doses of 0.2, 0.1 and 0.05 g L
-1

, were added 

to the Kado 523 culture, maintained in water bath at a temperature of 45 
o
C and, 

subsequently, were poured in petri dish. After the solidification of the mediums, 

10 µL of bacterial suspension were transferred and verified the toxic effects to 

Xanthomonas perforans by the non-growth of the colonies. The Green Force 

CuCa
®
, Fulland

®
 and Reforce Zn

®
 treatments provided higher protection of the 

tomato plant against bacterial spot. The Xanthomonas perforans demonstrated in 

vitro resistance to Kasumin
®
 in all tested concentrations. The products Green 

Force CuCa
®
, Fulland

®
, Kocide

®
 and streptomycin sulfate, had direct action 

over bacterial growth. 

 

Keywords: Xanthomonas perforans. Solanum lycopersicum. Nutrient-based 

formulations. Coffee industry byproducts. 
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1 INTRODUÇÃO 

O tomateiro (Solanum lycopersicum Mill) é a segunda olerícola mais 

cultivada no Brasil, ficando atrás apenas da cultura da batata 

(CANÇADOJÚNIOR et al., 2003; INSTITUTO BRASILEIRO DE 

GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA - IBGE 2013). Entretanto, alguns fatores 

contribuem para a diminuição da produção dessa cultura e as doenças causadas 

por fitobactérias estão entre os mais importantes (MALAVOLTA JÚNIOR; 

RODRIGUES NETO, 1991). Dentre as fitobactérias destaca-se a Xanthomonas 

perforans, causadora da mancha-bacteriana do tomateiro, uma doença de difícil 

controle (JONES et al., 2004; LOPES; QUEZADO-SOARES, 2000). 

A principal forma de controle dessa bacteriose é realizada pela aplicação 

de cúpricos e antibióticos, porém, além de apresentar baixa eficiência, gera 

contaminação ambiental, humana e seleção de bactérias resistentes a esses 

produtos. Como alternativa ao seu uso, está a utilização de novos produtos 

comerciais que apresentam eficácia, estabilidade e menor impacto ao ambiente, 

como os indutores de resistência de plantas. 

A utilização de fertilizantes comerciais como as formulações de fosfitos 

vem ganhando destaque no controle de algumas doenças em plantas, e vários 

trabalhos demonstram que fosfitos induzem a resistência de plantas contra 

patógenos (DATNOFF; SEEBOLD; CORREA, 2001; JACKSON et al., 2000; 

LOBATO et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2008; NOJOSA et al., 2009). 

Outra forma de controle de doenças que tem despertado o interesse dos 

pesquisadores é a utilização de produtos naturais como extratos à base de 

subprodutos da cadeia produtiva do cafeeiro, como extratos de folhas ou de 

casca de frutos de café (TOYOTA, 2008). 

Estudos com a resistência induzida no manejo de doenças de plantas por 

meio de produtos alternativos como extratos vegetais e fosfitos apresentam 
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resultados promissores. Entretanto, pouco se conhece sobre os mecanismos 

envolvidos no controle de Xanthomonas perforans em tomateiro pela aplicação 

dessas formulações, bem como o efeito destes na ativação de genes relacionados 

à defesa. 

Dessa forma objetivou-se com a realização deste trabalho, avaliar o 

efeito de formulações à base de nutrientes e de subprodutos da indústria cafeeira 

na proteção do tomateiro contra a mancha-bacteriana e avaliar o efeito tóxico 

direto dessas formulações à Xanthomonas perforans. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Obtenção dos isolados de Xanthomonas perforans e inoculação 

Para a realização dos experimentos, foi utilizado o isolado 2010-92 de X. 

perforans da Coleção de Bactérias Fitopatogênicas do Laboratório de 

Fitopatologia do Centro Nacional de Pesquisa de Hortaliças (CNPH) - Embrapa 

Hortaliças, em Brasília, DF, armazenado à temperatura ambiente em tampão 

fosfato de potássio (0,22 g/150 mL de K2HPO4 anidro e 0,15 g/150 mL de 

KH2PO4 anidro). Esse isolado foi obtido de plantas de tomateiro infectadas na 

região de Paracatu, MG, em 2010. 

Para o preparo da suspensão bacteriana utilizada na inoculação, a 

bactéria foi repicada para meio de cultura Kado 523 (KADO; HESKETT, 1970), 

pelo método de estrias paralelas (MARIANO; SILVEIRA, 2005) e incubada por 

24 horas a 28°C. Após este período, adicionou-se água destilada estéril na placa 

de Petri contendo o crescimento bacteriano e, com uma espátula, as colônias 

foram cuidadosamente raspadas. A concentração da suspensão foi ajustada para 

a leitura de 0,3 em espectrofotômetro a 600 nm de absorbância, que corresponde 

a 5,0 × 10
8 

UFC mL
-1

. A inoculação foi realizada por meio da pulverização da 

suspensão nas folhas das plantas com um pulverizador manual. Para facilitar a 

infecção, foi realizada câmara úmida 24 horas antes e após a inoculação 

utilizando sacos plásticos. 
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2.2 Efeito de formulações à base de nutrientes e de subprodutos da 

indústria cafeeira na proteção do tomateiro contra a mancha-

bacteriana 

Para a realização dos experimentos, foram utilizadas mudas de tomateiro 

cultivar Santa Clara, suscetível à mancha-bacteriana. Cinco sementes foram 

semeadas em vasos de 3 kg contendo substrato comercial Multiplant
®
. Após a 

emergência das plântulas, foi realizado desbaste deixando apenas duas plantas 

por vaso. Quinze dias após a semeadura, foi fornecida às plantas de tomateiro 50 

mL de solução nutritiva por vaso, contendo, em mg L
-1

, 192 de KCl, 104,42 de 

K2SO4, 150,35 de MgSO4. 7H2O, 61 de ureia, 0,27 de NH4MO7O24. 4H2O, 1,61 

de H3BO3, 6,67 de ZnSO4, 1,74 de CuSO4. 5H2O e 4,10 de MnCl2. 4H2O, 4,08 

de FeSO4. 7H2O e 5,58 de EDTA dissódico. Esta solução também foi aplicada a 

cada sete dias durante todo o experimento. As plantas foram mantidas em casa 

de vegetação, onde a temperatura variou de 20 a 27°C, sendo irrigadas 

diariamente. Aos 20 dias após a semeadura, as plantas receberam pulverização 

com os tratamentos (Tabela 1), em torno de 25 mL de calda por planta, quatro 

dias antes da inoculação com X. perforans. 
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Tabela 1 Formulações, doses e fabricantes dos produtos utilizados na proteção de tomateiro contra Xanthomonas 

perforans 

Tratamentos 
Dose 

g ou mL L
-1

 
Formulação 

1. Testemunha absoluta --- --- 

2. Testemunha inoculada --- --- 

3. Kocide
®
 3,0  DuPont do Brasil S. A. (Hidróxido de Cobre 53,8%) 

4. Kasumin
®
 3,0  

Arysta Lifescience.  

(Antibiótico Casugamicina 2%) 

5. Fulland
®
 3,0  

SATIS IND. E COM. LTDA. 

(Fosfito de cobre 20% de P2O5, 1,75 Enxofre, 3,5 % Cu) 

6. Reforce Cu
®
 3,0  AGRICHEM do Brasil. (Fosfito de potássio + cobre) 

7. Reforce K
®
 3,0  

AGRICHEM do Brasil. 

(Fosfito de potássio) 

8. Green Fós
®
 3,0  

AGROFITINESS Tecnologia Agrícola. 

(Fosfito de potássio) 

9. Reforce Zn
®
 2,0  

AGRICHEM do Brasil. 

(Fosfito de potássio) 
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“Tabela 1, conclusão” 

Tratamentos 
Dose 

g ou mL L
-1

 
Formulação 

10. Green Force CuCa
®
 10  

AGROFITINESS Tecnologia Agrícola. 

(Formulação à base de subproduto da indústria cafeeira e 

nutrientes) 

11. Green Force S
®
 17,54  

AGROFITINESS Tecnologia Agrícola. 

(Formulação à base de subprodutos da indústria cafeeira 

e nutrientes) 

12. ET 64
®
 17,54  

AGROFITINESS Tecnologia Agrícola. 

(Formulação à base de subproduto da indústria cafeeira)  

13. Big Red
®
 1,64  

AGRICHEM do Brasil. 

(Óxido cuproso 50%) 

14. Green Force KP
®
 17,54  

AGROFITINESS Tecnologia Agrícola. 

(Formulação à base de subproduto da indústria cafeeira e 

nutrientes) 
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A partir do surgimento dos primeiros sintomas da mancha-bacteriana, 

foram realizadas quatro avaliações da severidade da doença a cada dois dias, de 

acordo com a escala diagramática proposta por Mello, Takatsu e Lopes (1997). 

Foram avaliados cinco folíolos de duas folhas totalmente expandidas de cada 

planta. Com os dados da severidade calculou-se a área abaixo da curva de 

progresso da severidade da doença (AACPSD). O experimento foi realizado em 

delineamento de blocos casualizados com quatro repetições e parcela 

experimental composta por três plantas. Este experimento foi realizado duas 

vezes. 

Os dados da AACPSD obtidos nos dois primeiros experimentos para 

avaliação da severidade da doença foram combinados após determinação da 

homogeneidade de variância pelo teste de Cochran e Bartlett (GOMEZ; 

GOMEZ, 1994). Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 

as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 

probabilidade. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o software SAS 

(STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 

1989). 

2.3 Efeito de formulações à base de nutrientes e de subprodutos da 

indústria cafeeira no crescimento de Xanthomonas perforans in vitro 

Para a avaliação do efeito tóxico direto dos produtos à Xanthomonas 

perforans, foram utilizados os produtos padrão no experimento in vivo (Kocide
®
 

nas doses de 3,0; 1,5 e 0,75 g L
-1

 e Kasumin
®
 nas doses de 3,0; 1,5 e 

0,75 mL L
-1

) e os produtos que proporcionaram a menor AACPSD no 

experimento in vivo (Fulland
® 

nas doses de 3,0; 1,5 e 0,75 mL L
-1

 e Green Force 

CuCa
® 

nas doses de 10,0; 5,0 e 2,5 mL L
-1

), além da testemunha (água destilada 

estéril) e o antibiótico sulfato de estreptomicina nas doses de 0,2; 0,1 e  
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0,05 g L
-1

. Todos os tratamentos foram adicionados ao meio de cultura Kado 

523, mantido em banho-maria à temperatura de 45ºC, a seguir transferiu- se o 

meio para as placas de Petri e, após a solidificação dos mesmos, foram 

transferidos 10 µL de suspensão bacteriana depositada em gotas (5,0 × 10
8 

UFC 

mL
-1

), obtida conforme descrito anteriormente. As placas foram incubadas a 

25°C em câmara de crescimento e, após 48 horas de incubação das placas, foi 

verificado o efeito tóxico a Xanthomonas perforans pelo não crescimento da 

mesma. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado 

com três repetições e parcela experimental composta por uma placa cada. O 

experimento foi realizado duas vezes. 
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3 RESULTADO E DISCUSSÃO 

3.1 Efeito de formulações à base de nutrientes e de subprodutos da 

indústria cafeeira na proteção do tomateiro contra a mancha-

bacteriana 

Nos dois experimentos realizados, a severidade da mancha-bacteriana 

nas mudas de tomateiro apresentou aumento ao longo do tempo em todos os 

tratamentos avaliados, com exceção da testemunha absoluta, que não houve 

incidência da doença. A testemunha inoculada manteve severidade superior aos 

demais tratamentos em todas as avaliações. 

Em ambos os experimentos, plantas pulverizadas com Green Force 

Cuca
®
, Fulland

®
 e Reforce Zn

®
 apresentaram menor AACPSD, se diferindo dos 

demais tratamentos, inclusive dos tratamentos padrão Kasumin
®
 e Kocide

®
. Os 

produtos Reforce Cu
®
, Reforce K

®
, Green Fós

®
, Green Force S

®
, ET 64

®
, Big 

Red
®
 e Green Force KP

®
 reduziram a severidade da mancha-bacteriana, porém 

foram semelhantes estatisticamente aos tratamentos padrão, Kasumin
®
 e 

Kocide
®
, os quais se diferiram da testemunha inoculada. Os tratamentos Green 

Force Cuca
®
, Fulland

®
 e Reforce Zn

® 
proporcionaram de 70 a 77% de controle 

da mancha-bacteriana em tomateiro (Tabela 2). 
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Tabela 2 Efeito dos tratamentos na área abaixo da curva de progresso da 

severidade da mancha-bacteriana (AACPSD) do tomateiro 

Tratamentos 
Dose 

g ou mL L
-1

 
AACPSD  Controle (%) 

1. Testemunha absoluta --- 0.00 a 0 

2. Testemunha inoculada --- 89.29 d 0,00 

3. Kocide
®
 3,0 31.80 c 64,38 

4. Kasumin
®
 3,0 44.63 c 50,01 

5. Fulland
®
 3,0 26.41 b 70,42 

6. Reforce Cu
®
 3,0 40.43 c 54,72 

7. Reforce K
®
 3,0 37.74 c 57,73 

8. Green Fós
®
 3,0 48.64 c 45,52 

9. Reforce Zn
®
 2,0 26.76 b 70,03 

10. Green Force CuCa
®
 10 20.09 b 77,50 

11. Green Force S
®
 17,54 39.19 c 56,10 

12. ET 64
®
 17,54 38.25 c 57,16 

13. Big Red
®
 1,64 50.27 c 43,70 

14.Green Force KP
®
 17,54 51.61 c 42,19 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste Scott-Knot a 

5% de probabilidade. 

 

No presente estudo, o produto que proporcionou menor AACPSD foi o 

Green Force CuCa
®
, o qual não diferiu do Fulland e Reforce Zn. Segundo 

Resende et al. (2004) e Toyota (2008), a utilização de produtos naturais como os 

extratos de subprodutos da cafeicultura estão sendo promissores no controle de 

doenças de plantas. A eficiência desses extratos no controle de doenças de 

plantas vem sendo confirmada através de vários trabalhos. Medeiros et al. 

(2009) observaram que a pulverização de extrato de folhas de cafeeiro 

proporcionou a redução de 65% na severidade da mancha-bacteriana do 
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tomateiro. Cavalcanti et al. (2006a) relataram que a pulverização foliar de 

tomateiro com acibenzolar-S-metil
®
(ASM) e Ecolife

®
 (formulação proveniente 

de biomassa cítrica) proporcionaram 47,7% e 39,2% de proteção contra X. 

vesicatoria, respectivamente. Já em cafeeiro, Santos et al. (2007) observaram em 

testes de campo, que o tratamento com extrato de folhas de café reduziu a área 

abaixo da curva de progresso da mancha-de-phoma em 61%, comparada à 

testemunha. 

Outros extratos vegetais também foram utilizados para o controle de 

doenças de plantas. Cavalcanti et al. (2006b) investigou as respostas de defesa 

induzidas em tomateiro contra X. vesicatoria por extrato aquoso de ramos de 

lobeira infectados com Crinipellis perniciosa, o qual proporcionou redução das 

lesões da mancha-bacteriana de 31,4%. Xavier (2011) observou que a 

pulverização de extratos à base de casca de maracujá e de laranja reduziram a 

severidade da mancha-bacteriana do tomateiro em 81%. Costa, Zambolim e 

Rodrigues (2007) verificaram redução de mais de 77% na infecção causada por 

Hemileia vastatrix em mudas de cafeeiro pulverizadas com extratos aquosos de 

folhas de café, suspensões de conídios fúngicos, Bacillus subtilis e Pseudomonas 

putida. 

No presente estudo, foi observado que o fosfito de cobre (Fulland
®
) e 

fosfito de zinco (Reforce Zn
®
) também reduziram significativamente a 

AACPSD, provavelmente devido à ativação de respostas de defesa do tomateiro. 

Os fosfitos são absorvidos mais rapidamente pelas plantas, portanto não exigem 

destas muita energia e favorece a absorção de potássio, cálcio, zinco e outros 

nutrientes (VITTI et al., 2005). Nascimento et al. (2008) observaram que plantas 

de tomateiro pulverizadas com fosfito de potássio apresentaram redução na 

severidade da mancha-bacteriana. Em outras culturas como videira, Pereira et al. 

(2012) verificaram que duas formulações de fosfito de potássio reduziram a 

severidade do míldio em 60,5% e 57,7%. Também Pereira et al. (2010) 
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observaram que a aplicação de fosfitos de potássio e de cobre reduziram a 

severidade do míldio da videira. 

3.2 Efeito de formulações à base de nutrientes e de subprodutos da 

indústria cafeeira no crescimento de Xanthomonas perforans in vitro 

No experimento in vitro, foi observado que as mesmas concentrações 

utilizadas no experimento in vivo de Green Force CuCa
®
 e de Kocide

®
 

proporcionaram toxidez direta a X. perforans, assim como a estreptomicina, 

quando comparada à testemunha, enquanto que o Fulland
®
 e Kasumin

®
 não 

tiveram efeito tóxico à bactéria em nenhuma das doses testadas (Tabela 3 e 

Figura 1). 

 

Tabela 3 Efeito de diferentes doses de produtos alternativos na toxidez direta a 

Xanthomonas perforans 

Tratamentos 
Concentrações 

mL ou g. L
-1

 

Crescimento Bacteriano 

1. Água  

3,0 

1,5 

0,75 

+ 

+ 

+ 

2. Kasumin
®

 

3 

1,5 

0,75 

+ 

+ 

+ 

3. Kocide
®
 

3 

1,5 

0,75 

- 

+ 

+ 

4. Fulland
®

 

3 

1,5 

0,75 

- 

+ 

+ 

5. Green Force CuCa
®

 

10 

5 

2,5 

- 

+ 

+ 

6. Streptomicina
®

 

0,2 

0,1 

0,05 

- 

+ 

+ 

(+) Quando houve crescimento de colônias bacterianas e (–) quando não houve 

crescimento de colônias bacterianas. 
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Figura 1 Efeito tóxico de formulações à base de nutrientes, de subprodutos da 

indústria cafeeira e cúpricos no crescimento de Xanthomonas 

perforans comparados com o antibiótico sulfato de estreptomicina e 

água 
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O fosfito de cobre Fulland
®
, o produto à base de subprodutos da 

indústria cafeeira Green Force CuCa
®
, o hidróxido de cobre Kocide

®
 e o 

antibiótico estreptomicina (controle positivo) tiveram ação direta inibindo o 

crescimento da bactéria conforme as doses foram aumentadas. Os tratamentos 

nas doses recomendadas para campo apresentaram uma maior toxidez à bactéria. 

Este efeito inibitório de Fulland
®
 e Green Force CuCa

®
 pode ter contribuído 

para a proteção das plantas de tomateiro contra a mancha-bacteriana, porém 

além de demonstrar esse efeito tóxico direto à bactéria, esses produtos 

demonstram um possível efeito de indução de resistência das plantas de 

tomateiro, pois os produtos foram aplicados quatro dias antes da inoculação, por 

isso é possível dizer que houve a absorção pela planta dos princípios ativos dos 

produtos que agiram como moléculas eliciadoras e promoveram a ativação dos 

mecanismos de defesa da mesma, o que acarretou na redução da severidade da 

doença. 

O antibiótico casugamicina (Kasumin
®
) não teve efeito direto sobre essa 

bactéria, apresentando um crescimento semelhante ao controle (água), 

demonstrando uma baixa eficiência sobre esse isolado de Xanthomonas 

perforans. Em trabalho realizado por Cavalvanti et al. (2006a), o produto 

Ecolife
®
 mostrou tanto efeito de indução de resistência do tomateiro inoculado 

com X. vesicatoria quanto efeito antimicrobiano. Enquanto que, em outro 

trabalho, Cavalcanti et al. (2006b) observaram que em ensaio in vitro realizado 

com VLA (extrato aquoso tratado termicamente a partir de tecido necrosado 

seco de “Lobeira” e ramos infectados com o fungo Crinipellis perniciosa) e 

ASM, estes não proporcionaram inibição do crescimento de X. vesicatoria. 

Neste trabalho, os produtos Kocide
®
, que é um produto à base de hidróxido de 

cobre, e Fulland
®
, fosfito de cobre, mostraram ter efeito antimicrobiano, porém, 

Nascimento, Fernandes e Quezado-Duval (2010) relataram em seu estudo que 
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fosfito de potássio em concentrações elevadas não apresentam toxidez direta a X. 

perforans e X. gardneri. 

Corroborando com o presente trabalho, Nascimento, Fernandes e 

Quezado-Duval (2010) relataram que produtos à base de hidróxido de cobre só 

apresentaram toxidez direta a essas espécies de bactérias apenas nas 

concentrações mais elevadas do produto, demonstrando uma baixa sensibilidade 

a este princípio ativo. Esses autores também observaram que X. perforans é 

aparentemente menos sensível às moléculas estudas, se comparadas ao isolado 

de X. gardneri. A resistência in vitro de X. perforans a produtos com princípio 

ativo sulfato de cobre e antibiótico estreptomicina já era esperada (STALL, 

1983; STALL; THAYNER, 1962). Essa resistência in vitro a teores baixos de 

cobre, estreptomicina e oxitetraciclina foi verificada também em isolados de 

Xanthomonas spp. causadores da mancha-bacteriana do tomateiro (QUEZADO-

DUVAL, 2003). E mais recentemente também foi verificado por Costa et al. 

(2012), a resistência in vitro de isolados de X. perforans e outras espécies como, 

X. gardneri e X. vesicatoria patogênicas ao tomateiro, a teores mais altos de 

cobre. Essa resistência a concentrações maiores de cobre podem demonstrar uma 

possível adaptação genética da bactéria ao produto devido à quantidade de 

aplicações desse princípio ativo em campo, tendo grande importância em 

estudos sobre a aplicação preventiva destas moléculas em campos de tomateiros 

para que sejam induzidos mecanismos de resistência da planta a essa bactéria.  
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4 CONCLUSÃO 

Os tratamentos Green Force Cuca
®
, Fulland

®
 e Reforce Zn

®
 

proporcionaram maior proteção do tomateiro contra a mancha-bacteriana quando 

comparados aos demais tratamentos do presente estudo.  

X. perforans demonstrou resistência in vitro ao antibiótico casugamicina 

em todas as concentrações, já os produtos com formulação à base de fosfito, 

subprodutos da indústria cafeeira, hidróxido de cobre e estreptomicina, tiveram 

ação direta sobre essa bactéria principalmente na concentração recomendada 

para campo. 
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CAPÍTULO 3 Produtos alternativos na resposta de defesa induzida do 

tomateiro contra mancha-bacteriana 

RESUMO 

 

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de produtos à base de 

formulações de fosfito e de uma formulação à base de subprodutos da 

cafeicultura na atividade enzimática e na expressão de genes que codificam 

enzimas do processo antioxidadante do tomateiro em resposta à X. perforans. 

Foram avaliados os dois tratamentos mais eficientes na proteção do tomateiro 

contra a mancha-bacteriana (Fulland
®
 e Green Force Cuca

®
). A atividade de 

enzimas relacionadas à defesa: peroxidases (POX), fenilalanina amônia-liases 

(PAL), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e superóxido dismutases 

(SOD) foi quantificada nos tratamentos citados sendo utilizado como tratamento 

controle plantas pulverizadas com água destilada (testemunha absoluta) e uma 

testemunha inoculada, todos os ensaios foram realizados em triplicata e a 

concentração de proteínas foi determinada de acordo com o método descrito por 

Bradford (1976). Realizou-se também a análise do efeito do Fulland e do Green 

Force CuCa sobre o perfil da expressão gênica dos genes CAT, SOD, PAL e 

POX. Para o desenho dos primers, foi utilizado o software Integrated DNA 

Technologies (IDT). Foi escolhido o gene α-Tubulina como gene de referência. 

Para a extração do RNA total, foi utilizado o kit SV Total RNA Isolation 

System, protocolo para tecidos de plantas (Promega
®
). Para síntese de cDNA, 

foi utilizada uma alíquota contendo 650 ng de RNA total utilizando “High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems
®
) Para cada 

gene, foram realizadas três repetições biológicas, com três repetições técnicas e 

também foi utilizado o controle negativo (água). Observou-se indução das 

respostas de defesa da planta pela aplicação dos produtos Green Force CuCa
®
 e 

Fulland
®
, pois a atividade das enzimas peroxidases, catalases, ascorbato 

peroxidase foi maior depois que as plantas foram pulverizadas com os mesmos e 

também após a inoculação com a bactéria. Entretanto, para a enzima superóxido 

dismutase, a atividade só foi aumentada apenas após a inoculação. A atividade 

da PAL não foi aumentada em plantas de tomateiro independentemente dos 

produtos e da bactéria. Observou-se o efeito aditivo da expressão gênica dos 

genes que codificam para as enzimas da CAT, SOD, PAL e POX, na presença 

dos indutores Green Force CuCa
®
 e Fulland

®
 e também após a inoculação do 

patógeno em mudas de tomateiro suscetíveis à mancha-bacteriana.  

 

Palavras-chave: Bactéria. Green Force CuCa
®
. Fulland

®
. Resistência. Defesa. 

Genes. Enzimas. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this work was to evaluate the effect of phosphite-based 

formulation products and coffee culture byproduct-based formulations over 

enzyme activity and the expression of genes, which codify enzymes of the 

antioxidant process of the tomato plant in response to X. perforans. We 

evaluated the two treatments most efficient in the protection of the tomato plant 

against bacterial spot (Fulland
®
 and Green Force CuCa

®
). The enzyme activity 

related to defense – peroxidase (POX), phenylalanine ammonium-lyase (PAL), 

ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) – 

was quantified in the cited treatments, being used as control treatment plants 

pulverized with distilled water (absolute witness) and a inoculated witness, all 

trials were performed in triplicate and the protein concentration was determined 

according to the method described by Bradford (1976). Analysis of the effect of 

the Fulland
®
 and of the Green Force CuCa

®
 over the genic expression profile of 

genes CAT, SOD, PAL and POX was performed. For the design of the primers, 

we used the Integrated DNA Technologies (IDT) software. The gene α-Tubulin 

was used as reference. For the extraction of total RNA, we used the SV Total 

RNA Isolation System kit, protocol for plant tissue (Promega
®
). For the cDNA 

synthesis, we used an aliquot containing 650 ng of total RNA using “High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems
®
). For each 

gene, three biological replicates were performed, along with three technical 

replicates and a negative control (water). We observed induction of the plant 

defense responses with the application of the Fulland
®
 and Green Force CuCa

®
 

products, since the activity of enzymes peroxidase, catalase, ascorbate 

peroxidase was higher after the pulverization of the plants with the same and 

also after inoculation with the bacteria. However, for the superoxide dismutase 

enzyme, the activity was only increased after inoculation. The activity of the 

PAL was not increased in tomato plants regardless of the products and the 

bacteria. We observed the adding effect of the gene expression of the genes that 

codify for enzymes CAT, SOD, PAL and POX, in the presence of the Green 

Force CuCa
®
 and Fulland 

®
 inductors as well as after the inoculation of the 

pathogen in tomato seedlings susceptible to bacterial spot.  

 

Keywords: Bacteria. Green Force CuCa
®
. Fulland

®
. Resistance. Defense. Genes. 

Enzymes. 
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1 INTRODUÇÃO 

O tomateiro é a segunda olerícola mais cultivada no Brasil, entretanto é 

a hortaliça que lidera em termos de produção, com aproximadamente 3,9 

milhões de toneladas no ano de 2013 (CANÇADO JÚNIOR et al., 2003; 

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA- IBGE, 2013). 

Entretanto esta cultura é acometida por diversas doenças, entre elas a mancha-

bacteriana, causada por um complexo de bactérias do gênero Xanthomonas 

(JONES et al., 2004). Dentro desse complexo, a espécie Xanthomonas perforans 

é a de maior predominância no Brasil, sendo mais agressiva em temperaturas 

mais elevadas, de 25 a 30ºC (ARAÚJO et al., 2011) e a única espécie que 

apresenta diferenciação quanto a sua sintomatologia, por causar perfurações na 

área necrosada (QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010). 

Quezado-Soares et al. (1998) relataram que em condições experimentais 

de campo a mancha-bacteriana pode causar perdas de até 52% na produção, 

sendo a aplicação de produtos à base de cobre e antibióticos a principal forma de 

controle da mancha-bacteriana do tomateiro. Entretanto esta medida de controle 

eleva o custo de produção e, muitas vezes, não apresenta boa eficácia. Por esse 

motivo, a indução de resistência da planta por meio de produtos comerciais, 

como formulações de fosfito e extratos vegetais, pode apresentar maior eficácia 

e menor impacto ao ambiente (JACKSON et al., 2000; TOYOTA, 2008; 

WALTERS; FONTAINE, 2009). 

Os indutores de resistência atuam como moléculas que podem estimular 

as respostas de defesa da planta por meio da ativação dos seus mecanismos de 

defesa. Assim as células vegetais desenvolveram um processo de sinalização 

para reconhecer e perceber estímulos, com posterior transdução de sinais dentro 

da célula, ativação de mensageiros secundários e expressão de genes de defesa 

(LEITE et al., 1997). 
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Outra forma de resposta das plantas a estresses bióticos e ou abióticos é 

a regulação da expressão gênica. A análise desta possibilita estudos com relação 

às vias metabólicas e de sinalização, as quais podem estar correlacionadas com 

processos celulares, sendo a regulação transcricional a melhor forma para 

regular essa expressão (BUSTIN et al., 2005; ROOK; BEVAN, 2003). 

A explosão oxidativa é caracterizada pela geração de espécies reativas 

de oxigênio (EAO), que quando em excesso são tóxicas às células (MOLLER, 

2001). As EAO são uma das primeiras respostas de defesa da planta, que ocorre 

no início do processo de infecção, logo após o reconhecimento do patógeno 

(APOSTOL; HEINSTEIN; LOW, 1989). A presença de eliciadores e a infecção 

por patógenos levam a uma alteração nos eventos bioquímicos nas plantas, que 

ativam um sistema antioxidante enzimático, composto por catalase (CAT), 

ascorbato peroxidase (APX), superóxido dismutase (SOD) e peroxidase (POX) 

(RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). 

Na literatura, existem poucos relatos sobre a atividade enzimática em 

plantas infectadas por bactérias do gênero Xanthomonas em tomateiro. Os 

estudos existentes relacionando patógenos bacterianos com EAO envolvem, em 

sua maioria, bactérias da espécie de X. vesicatoria. Portanto, este seria o 

primeiro estudo a relatar alterações bioquímicas e moleculares relacionadas à 

resposta de defesa induzidos por fosfitos e formulações à base de extratos 

vegetais (subprodutos da cadeia produtiva do café) em plantas de tomateiro 

infectadas com X. perforans. 

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de formulação 

de fosfito e de uma formulação à base de subprodutos da cafeicultura na 

atividade enzimática e na expressão de genes que codificam enzimas do 

processo antioxidadante do tomateiro em resposta à X. perforans. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

Para a realização dos experimentos, foram utilizadas plantas de 

tomateiro cultivar Santa Clara. A obtenção dos isolados de Xanthomonas 

perforans e a inoculação foram realizadas de acordo com a metodologia descrita 

anteriormente (Itens 2.1 e 2.2 do Capítulo 2). 

2.1 Produtos alternativos na resposta de defesa induzida do tomateiro 

contra mancha-bacteriana 

Os dois tratamentos que apresentaram maior eficiência no controle da 

mancha-bacteriana do tomateiro (Capítulo 2) foram selecionados para a 

realização deste experimento. A verificação do seu efeito indutor ocorreu por 

meio da análise da expressão de genes e por meio da atividade de enzimas de 

defesa. Os tratamentos selecionados foram o Fulland
® 

(fosfito de cobre) na dose 

de 3 mL. L
-1

 e o Green Force CuCa
® 

(formulação à base de subprodutos da 

indústria cafeeira) na dose de 10 mL. L
-1

, além de uma testemunha (água). 

Neste ensaio há dois grupos de tratamentos, um corresponde às plantas 

de tomateiro pulverizadas com Fulland
®
, com Green Force CuCa

® 
e com água, 

sem inoculação de X. perforans, e o outro grupo corresponde às plantas 

pulverizadas com Fulland
®
, Green Force CuCa

® 
e água, com inoculação da 

bactéria. 

O experimento foi realizado em delineamento de blocos casualizados 

com três repetições e duas plantas por parcela por época de coleta. Os 

tratamentos foram pulverizados nas plantas de tomateiro com 20 dias depois da 

emergência das plantas, com a utilização de um pulverizador manual. A 

inoculação da X. perforans foi realizada quatro dias após a pulverização como 

descrito anteriormente. Amostras de duas folhas de tomateiro de cada tratamento 
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foram coletadas aos 0, 1, 2, 4, 5, 6 e 7 dias após pulverização dos produtos (dap). 

As mesmas foram armazenadas individualmente em papel alumínio, 

rapidamente congeladas em nitrogênio líquido e, em seguida, armazenadas em 

ultrafreezer a -80°C para posteriores análises. 

2.2 Desenho dos primers para RT-qPCR 

Para o desenho dos primers, foi utilizado o software Integrated DNA 

Technologies (IDT) (http://www.idtdna.com/site). Foram desenhados primers 

específicos para genes de sinalização e defesa na interação tomateiro-patógeno 

(Tabela 1). Cerca de 100-200 pb foram amplificados por cada gene estudado, 40 

a 60% de citosina e guanina, com temperatura de anelamento de 58
o
C a 62

o
C. 

Com base na literatura, além desses foram escolhidos os genes GAPDH e α-

Tubulina como genes de referência, potencialmente ideais para a normalização 

da expressão gênica em tomateiro de diversos tecidos (CHALUPOWICS et al., 

2010; GHAREEB et al., 2011a). 
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Tabela 1 Sequência dos primers utilizados para análise de RT-PCR 

Nome Sequência N° de acesso 

GAPDH 
F: GTTGGTGACAGCAGGTCAAGC 

U97257 
R: CCAGCAGCATCAATCAAGCCTTAGC 

Chitinase classe 

II 

F: GCAGCAGGGAGTGCAATAGGTGT 
U30465 

R: GTGCTGTCATCCAGAACCACAACG 

Inibidor de 

poligalacturona

se 

F: CAACCGGATAAATGCTCTCACCGT 

L26529 
R: CGCAATTGCAGGTGGAATTGTTCC 

PR-5 
F: GATTGTGGTGGAGTCCTGGATTGC 

AJ277064 
R: GTGAACCAGGGCATTCACCGT 

Peroxidase 
F: CGGTTCCATCCTCATTTCTGGTACTG 

X94943 
R:CAGCTTCAATTTGCTGCTTAGCATCG 

phenylalanine 

ammonia lyase 

F: CGGGTGAAAAAGTTCGATCACCTGGT 
M83314 

R: GATTGGAAGAGGAGCACCATTCCAGC 

Catalase 
F: GCAGGGGAGAGGTACAGATCATGG SGN-

U578839 R: GGCTTCACAGTGAGACGAGAAGCG 

Superoxido 

dismutase 

F: CGGTGAGGTGAAGATTCAGCAACTAG SGN-

U581590 R: ATGGTTCAACCCCAATTCAAAAGGCG 

α-Tubulina 
F: CCTGGTGGTGACCTTGCTAAG 

TC170178 
R: CTCACCGACATACCAATGCAC 

Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH); sequêcia de primer reverse (R); 

sequência de primer foward (F). 

2.3 Extração de RNA de tomateiro e síntese de cDNA 

As amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e trituradas em 

almofariz. Aproximadamente 100 mg de cada amostra macerada foi utilizada 

para a extração de RNA total. Para essa extração, foi utilizado o kit SV Total 

RNA Isolation System (Promega
®
) seguindo o protocolo para tecidos de plantas. 

O RNA foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop TM 

Espectrophotometer ND-100 (NanoDrop Technologies 
TM

). Apenas amostras de 
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RNA com relação 260/280 de 1,9 e 2,1 e 260/230 maior do que 2,0 foram 

utilizadas para as análises subsequentes. A integridade das amostras de RNA 

também foi avaliada em eletroforese com gel de agarose a 1,5%. 

2.4 Síntese de cDNA e análise dos primers por RT-PCR 

Uma alíquota contendo 650 ng de RNA total foi utilizada para a síntese 

do cDNA utilizando “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied 

Biosystems
®
) seguindo as instruções do fabricante. Os cDNA foram 

armazenados a -20°C até a utilização posterior na RT-PCR. 

Para certificar a identidade de amplificação dos primers confeccionados 

para as análises de expressão gênica por RT-qPCR, foi conduzida a reação de 

amplificação, utilizando 1 μL do cDNA na diluição 1:5 (v:v); 0,2 µL de primer 

forward e 0,2 µL de primer reverse, 7,5 µL enzima Go Taq DNA polimerase 

Master Mix Colorless (Promega
®
) e água Mili-Q estéril, num volume final de 15 

μL. Utilizou-se o termociclador Applied Biosystems, cujo ciclo de reação foi: 

desnaturação a 95°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos a 95ºC por 40 

segundos, anelamento a 58°C por 35 segundos e extensão a 72°C por 20 

segundos e, por último, 72ºC por 5 minutos. Os produtos de PCR foram 

analisados em gel de agarose (1,5%) em tampão TBE 1 X, por eletroforese 

conduzida a 50 V durante 2 horas. 

2.5 Amplificação quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR) 

Para cada gene, foram realizadas três repetições biológicas, com três 

repetições técnicas e também foi utilizado o controle negativo (água). As 

análises de RT-qPCR foram conduzidas em software 7.500 Sequence Detector 

System (Applied Biosystems), do Laboratório Central de Biologia Molecular da 
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UFLA. Utilizou-se 1 μL de cDNA na diluição 1:5 (v:v); 0,2 μL de cada um dos 

primers a 10 μM; 1X de SYBR
®
 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). A 

amplificação conduzida em incubações iniciais a 50°C por 2 min, 95°C por 10 

min e seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min e 

finalizando com 95
o
C por 15 segundos, com detecção do sinal da fluorescência 

ao final de cada etapa de extensão. A curva de melting foi determinada após o 

término dos ciclos de reações de cada produto amplificado entre 72 e 95°C. 

Ct (Cycle Thereshold) foi utilizado para determinar a diferença da 

expressão gênica entre os tratamentos e seu controle para os diferentes tempos 

de coletas. Os valores de expressão para cada uma das amostras foram 

normalizados pelos genes de referência GAPDH e α-Tubulinae calculou-se a 

variação quantitativa de expressão dos genes, de acordo com Livak e Schmittgen 

(2001). 

2.6 Análises bioquímicas 

Avaliou-se a atividade das enzimas peroxidases (POX, EC 1.11.1.7), 

fenilalanina amônia-liases (PAL, EC 4.3.1.5), ascorbato peroxidase (APX, EC 

1.11.1.11), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e superóxido dismutase (SOD, EC 

1.15.1.1). 

2.6.1 Determinação da atividade de guaiacol peroxidases, fenilalanina 

amônia-liases e das proteínas totais 

Para obtenção dos extratos enzimáticos que foram utilizados na 

determinação da atividade das enzimas POX e PAL, amostras de 0,2 g de tecido 

foliar fresco foram maceradas com N2 líquido em almofariz com adição de 

polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v) até obtenção de um pó fino. O pó obtido foi 
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homogeneizado em 1,3 mL de tampão fosfato de sódio 50 mM (pH 6,5) 

contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfônico (PMSF). O homogeneizado 

foi centrifugado a 12.000 g por 25 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para 

as determinações enzimáticas.  

A reação das PAL foi iniciada após a adição de 5 µL do extrato a uma 

mistura contendo 145 µL de tampão Tris-HCl 25 mM (pH 8,8) e 50 µL 50 mM 

de L-fenilalanina. A mistura da reação foi incubada a 37°C durante 10 minutos. 

A absorbância dos derivados do ácido trans-cinâmico foi medida em 

espectrofotômetro a 290 nm e o coeficiente de extinção molar de 5.000 mM
-1

 

cm
-1 

(ZUCKER, 1965) foi utilizado para calcular a atividade das PAL, a qual foi 

expressa em µM min
-1

 mg
-1

 de proteína. 

A atividade das POX foi determinada pela oxidação do guaiacol de 

acordo com a metodologia de Kar e Mishra (1976). Uma mistura de 115 µL de 

tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 6,8), 40 µL de guaiacol 50 Mm e 40 µL 

de peróxido de hidrogênio 125 mM foi adicionada a 5 µL do extrato. A 

absorbância foi medida a 420 nm em espectrofotômetro a cada 10 segundos 

durante 2 minutos após adição do extrato a mistura. O coeficiente de extinção 

molar de 2,47 mM
-1

 cm
-1 

foi utilizado para calcular a atividade da POX 

(CHANCE; MAEHLEY, 1955), a qual foi expressa em mM de tetraguaiacol 

produzido por min
-1

 mg
-1

 de proteína. Durante todo o processo, os microtubos 

foram cobertos com papel alumínio para proteger a mistura da oxidação pela luz. 

A concentração de proteínas em cada amostra foi determinada de acordo 

com o método colorimétrico descrito por Bradford (1976). 
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2.6.2 Determinação da atividade da ascorbato peroxidase, catalase e 

superóxido dismutase 

Para a obtenção do extrato foliar para determinar a atividade das 

enzimas APX, CAT e SOD, 0,2 g de tecido foliar foram macerados em 

nitrogênio líquido em almofariz com adição de polivinilpirrolidona (PVP) 1% 

(p/v) até a obtenção de um pó fino. O pó obtido foi homogeneizado em 1,5 mL 

de tampão fosfato de potássio 400 Mm (pH 7,8), contendo 10 mM de EDTA, 

200 mM de ácido ascórbico e água. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 

g por 25 min a 4°C e o sobrenadante foi dividido em alíquotas que foram 

utilizadas como extrato para as determinações enzimáticas. 

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada 

(1981). A mistura de reação foi constituída com 100 µL do tampão fosfato de 

potássio 200 mM (pH 7,0), 10 µL de ácido ascórbico 10 mM, 10 µL peróxido de 

hidrogênio 2 mM e 60 µL de água destilada. A reação foi iniciada pela adição de 

20 μL do extrato foliar e a atividade foi medida pela oxidação do ascorbato a 

290 nm, durante 3 min a 25ºC. O coeficiente de extinção molar foi de 2,8 mM
-1

 

cm
-1

 foi utilizado para calcular a atividade da APX, a qual foi expressa em mM 

min
-1

 mg
-1

 de proteína. 

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Cakmak e 

Marschner (1991). A mistura de reação foi constituída de 100 µL de tampão 

fosfato de potássio 200 mM (pH 7,0), 80 µL de água destilada e 10 µL de 

peróxido de hidrogênio 250 mM. A reação foi iniciada pela adição de 10 µL do 

extrato foliar e a atividade foi determinada pelo consumo de H2O2 a 240 nm 

durante 3 min a 25ºC. O coeficiente de extinção molar de 36 M
-1 

cm
-1

 

(ANDERSON; PRASAD; STEWART, 1995) foi utilizado para determinar a 

atividade da CAT, a qual foi expressa em mM min
-1

 mg
-1

 de proteína. 
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A atividade da SOD foi determinada pela adição de 30 μL do extrato 

foliar em 170 µL de mistura de reação constituída de 100 µL de tampão fosfato 

de potássio 100 mM (pH 7,8), 40 µL de metionina 70 mM, 15 µL de azul de p-

nitro-tetrazólio (NBT) 1 mM, 2 µL de EDTA 10 µm e 2 µL de riboflavina 0,2 

mM (DEL LONGO et al., 1993). A reação ocorreu a 25°C sob iluminação de 

lâmpadas de 15 W. Após 10 min de exposição à luz, a iluminação foi 

interrompida e ocorreu a formação da cor azul, produzida pela fotorredução do 

NBT, foi efetuada a leitura a 560 nm (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Uma 

unidade da SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 

a fotorredução do NBT em 50% (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). Todos 

os ensaios foram realizados em triplicata. 

A concentração de proteínas em cada amostra foi determinada de acordo 

com o método colorimétrico descrito por Bradford (1976). 

2.7 Análises estatísticas 

O experimento foi realizado em fatorial, consistindo em sete épocas de 

coleta (1, 2, 4, 5, 6, 7 e 8 dias) após a pulverização dos produtos (Fulland, Green 

Force CuCa e Testemunha) e inoculação com Xanthomonas perforans. Os dados 

da atividade das enzimas POX, CAT, SOD, APX e PAL foram submetidos à 

ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nível de 

5% de probabilidade. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o 

software SISVAR (FERREIRA, 1998). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Análise da expressão de genes de defesa por RT-PCR 

Os produtos amplificados nos géis através da RT-PCR possibilitaram a 

confirmação de que os primers dos genes Peroxidase, Superóxido dismutase, 

Fenilalanina amônia-liase, Catalase e os genes endógenos, Alfa tubulina e 

GAPDH não formaram dímeros e mostraram-se adequados para o estudo de 

expressão gênica através da técnica de PCR em tempo real. Os primers dos 

genes Inibidor de poligalacturonase, PR-5 e Chitinase classe II, mostraram-se 

inadequados para o estudo de expressão gênica, pois formaram dímeros, sendo 

estes impróprios para estudo (Figura 1). 

 

Figura 1 Amplificação das bandas a partir do pool das amostras das três 

repetições biológicas, por meio da RT-PCR. N: controle negativo 

(Água + primer), M: marcador de peso molecular 100 pb Ladder 

(Invitrogen) 
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3.2 Análise da expressão de genes de defesa por RT-qPCR 

O estudo da expressão dos genes relacionados à defesa, por meio da 

técnica de RT-qPCR, demonstrou que plantas pulverizadas com os indutores de 

resistência Fulland
®
 e Green Force CuCa

®
, inoculadas ou não com Xanthomonas 

perforans (Xp), apresentaram maior expressão dos genes Catalase (CAT), 

Fenilalanina amônia-liase (PAL), Peroxidase (POX) e Superóxido 

dismutase(SOD). 

Há vários estudos que utilizam análises da expressão gênica para a 

compreensão das interações planta-patógeno. Dentre estes estudos, estão 

inclusos os de comparação de cDNAs específicos presentes em amostras 

distintas de plantas pulverizadas ou não pulverizadas com substâncias 

eliciadoras de plantas e infectadas por patógenos. 

A ativação dos mecanismos de defesa induzidos é altamente complexa, 

pois diferentes tipos de genes e proteínas são diferencialmente expressos 

podendo ter um acréscimo ou decréscimo dos níveis de transcrição desses genes. 

Portanto, esses genes diferencialmente expressos podem ser identificados e 

consequentemente, terem suas funções metabólicas inferidas (VALENTE, 

2012). Na análise da expressão do gene CAT, observou-se que a pulverização de 

Fulland
®
 e Green Force CuCa

® 
em tomateiro induziu a expressão do gene CAT 

aos 1 e 2 dias após pulverização (dap). Aos 4 dap, os níveis de transcritos em 

plantas pulverizadas com os indutores foram inferiores à testemunha pulverizada 

com água. Entretanto, plantas pulverizadas com Fulland
®
 e Green Force CuCa

® 

e inoculadas com Xp, apresentaram maior expressão do gene CAT aos 5 dap. 

Porém, este nível de expressão foi mantido apenas em plantas tratadas com 

Green Force CuCa
®
 e inoculadas com a bactéria aos 7 dap (Figura 1a). 

Para os níveis de transcritos do gene PAL, aos 1, 2 e 4 dap, não foi 

observado aumento na transcrição deste gene em plantas pulverizadas com os 
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indutores, em relação à testemunha. Entretanto, aos 5 dap, os níveis de expressão 

do gene PAL foram superiores em plantas pulverizadas com Fulland
®
 e Green 

Force CuCa
®
 e inoculadas com Xp. Aos 6 dap, houve expressão significativa em 

plantas pulverizadas com Green Force CuCa
®
 sem inoculação, e aos 7 dap, a 

expressão do gene PAL foi maior em plantas pulverizadas com Fulland
®
 e Green 

Force CuCa
®
, sem inoculação. Aos 8 dap, não foi observada diferença entre os 

níveis de transcritos do gene PAL em plantas pulverizadas com os indutores, 

inoculadas ou não com Xp, em relação às testemunhas com e sem inoculação 

(Figura 1b). 

A PAL atua nas respostas de defesa das plantas por reforçar as paredes 

celulares através da precursão da formação de lignina que atua contra invasão 

dos patógenos, catalisando a desaminação da fenilalanina a ácido trans- 

cinâmico, que é o precursor de todos os derivados de fenólicos (RAES et al., 

2003). 
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Figura 2 Perfil da expressão quantitativa relativa por RT-qPCR dos genes 

Catalase (CAT) (a) e Fenilalanina amônia-liase (PAL) (b) aos 1,2, 4, 

5, 6, 7 e 8 dias após a pulverização dos tratamentos (dap). A 

inoculação da bactéria Xanthomonas perforans ocorreu aos 4 dap. A 

abundância de transcritos gênicos foi normalizada pela expressão do 

gene Alfa tubulina 
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Para o gene da POX, em todos os períodos avaliados, observou-se que 

os níveis de transcritos em plantas pulverizadas com Fulland
®
 e Green Force 

CuCa
®
, sem inoculação de Xp, foram semelhantes ou inferiores às plantas 

pulverizadas com água. Entretanto, aos 6 dap observou-se maior expressão do 

gene POX em plantas pulveridas com Fulland
®
 seguido por Green Force CuCa e 

aos 7 e 8 dap, observou-se aumento dos níveis de expressão do gene POX em 

plantas pulverizadas com Green Force CuCa
® 

seguido pelo aumento em plantas 

pulverizadas com Fulland
®
 ambos inoculadas com a bactéria (Figura 2a). 

As peroxidases atuam nas respostas de defesas de plantas, por 

contribuírem no processo de suberização, biossíntese de ligninas e na deposição 

de lignina ligada a glicoproteínas da parede celular (GASPAR et al., 1991) e 

participam também do sistema antioxidante na detoxificação de células 

(STICHER;MAUCH-MANI; MÉTRAUX, 1997). 

Na análise dos níveis de transcritos do gene SOD, observou-se aumento 

da expressão deste gene em plantas pulverizadas com Fulland
®
 e Green Force 

CuCa
®
, aos 2 e 4 dap. Aos 5 e 6 dap a expressão do gene SOD mostrou-se 

superior em plantas pulverizadas com Green Force CuCa
®
e inoculadas com Xp. 

Entretanto, aos 7 dap, os níveis de expressão deste gene foram superiores em 

plantas pulverizadas com Fulland
®
 e Green Force CuCa

®
, ambos não 

inoculados. Porém, aos 8 dap, a expressão do gene SOD foi superior em plantas 

pulverizadas com os dois indutores em estudo, seguidos ou não de inoculação da 

bactéria, em relação às suas respectivas testemunhas (Figura 2b). 

De acordo com Soares e Machado (2007), as enzimas CAT e SOD 

podem atuar como detoxificadoras eliminando os efeitos nocivos causados pelas 

EAO. A explosão oxidativa em princípio pode resultar do aumento da produção 

de EAO, que em excesso podem causar peroxidação lipídica e levar a perda da 

integridade da membrana do órgão da planta. 
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Figura 3 Perfil da expressão quantitativa relativa por qRT-PCR dos genes 

Peroxidase (POX) (a) e Superóxido dismutase (SOD) (b) aos 1,2, 4, 

5, 6, 7 e 8 dias após a pulverização dos tratamentos (dap). A 

inoculação da bactéria Xanthomonas perforans ocorreu aos 4 dap. A 

abundância de transcritos gênicos foi normalizada pela expressão do 

gene Alfa tubulina 
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Os resultados deste trabalho comprovaram que os produtos Fulland
®
 e 

Green Force CuCa
®
 conduzem à ativação dos genes que codificam para as 

enzimas CAT, SOD, PAL e POX e que após a inoculação com Xanthomonas 

perforans a ativação desses mecanismos de defesa tornam-se mais intensas. O 

produto Green Force CuCa
®
, produzido a partir de subprodutos da indústria 

cafeeira, e o fosfito de cobre (Fulland
®
) mostraram-se eficientes na ativação dos 

genes CAT, POX, PAL e SOD. Foi observado também que plantas tratadas com 

estes indutores têm a ativação desses genes maior em plantas também 

inoculadas. E esse aumento na expressão dos genes que atuam nas respostas de 

defesa da planta pode demonstrar uma proteção contra o ataque da bactéria. 

Em estudos sobre expressão da PAL e sua atividade em resposta a 

eliciadores, Shadle et al. (2003) observaram que quando o gene que codifica 

para a expressão da PAL está superexpresso em plantas de tabaco, ocorre 

também maior produção de ácido clorogênico e uma redução na sensibilidade à 

infecção pelo fungo Cercospora nicotianae. Gayoso et al. (2010) verificaram a 

expressão de genes da PAL em duas linhagens de tomateiro quase isogênicas 

após a inoculação com Verticillium dahliae e observaram que a linhagem que 

possuia o gene de resistência à V. dahliae apresentava resposta de defesa mais 

rápida ao patógeno. 

Há relatos na literatura que demonstraram que a aplicação de eliciadores 

em plantas suscetíveis pode induzir de forma rápida as respostas de defesa a 

patógenos (RYALS et al., 1996). Conforme já demonstrado no trabalho de 

Medeiros et al. (2009), plantas de tomateiro pulverizadas com formulação 

NEFID e infectadas com Xanthomonas vesicatoria apresentaram maior 

expressão de genes relacionados a explosão oxidativa, como glutationa-S-

transferase e superóxido dismutase.  

Os produtos Fulland
®
 e Green Force CuCa

®
 possivelmente aumentaram 

a expressão dos genes CAT, SOD, PAL e POX por possuírem eliciadores que 
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transcrevem o ataque de um patógeno. A análise do efeito destes produtos sobre 

o perfil da expressão gênica dos genes em estudo, na ausência e presença do 

patógeno, indica que estes ativaram a expressão gênica de modo distinto para 

cada um dos genes. Foi demonstrado aumento de transcritos com a pulverização 

dos indutores sendo este potencializado após a inoculação. Esses resultados 

assemelham-se ao trabalho de Cardoso (2009) no qual observou que plantas de 

cafeeiro pulverizadas com ASM e extrato vegetal, induzem a ativação dos genes 

peroxidase e quitinase quando inoculados com Hemileiavastatrix.  

Nardi et al. (2006), através das técnicas de PCR quantitativo em tempo 

real e de microarranjo, observaram que a pulverização com ASM em cafeeiro 

induziu a expressão de genes de defesa relacionados à explosão oxidativa e ao 

aumento de barreiras físicas e químicas (glutationa-S-transferase, superóxido 

dismutase, peroxidase, quitinase e lipoxigenase). A rapidez nessas mudanças 

transcricionais após a inoculação pode estar ligada ao reconhecimento de 

padrões moleculares ligados ao patógeno, pois na planta após a inoculação há a 

ativação dos mecanismos iniciais de percepção e transdução de sinais fazendo 

com que as proteínas receptoras das células da planta hospedeira induzam a 

expressão de genes de defesa e compostos de defesa (GUZZO, 2004). 

De acordo com Ghareeb et al. (2011b), estudando a murcha bacteriana 

do tomateiro, verificaram a possibilidade do silício apresentar um papel ativo na 

potencialização e pré-condiconamento (priming) da expressão de genes que 

codificam enzimas de defesa em plantas inoculadas com R. solanacearum, 

demonstrando o papel deste elemento em realizar essa defesa da planta em nível 

transcricional. 

Esses resultados demonstraram o efeito aditivo da expressão dos genes 

que codificam para as enzimas da CAT, SOD, PAL e POX, na presença de 

indutores e posteriormente de patógeno em mudas de tomateiro suscetíveis à 
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mancha-bacteriana, tendo os perfis de expressão variados em relação ao indutor 

utilizado e ao gene analisado. 

3.3 Determinação da atividade das enzimas peroxidases, catalases, 

ascorbato peroxidase, superóxido dismutase e fenilalanina amônia-liases 

Houve interação entre as plantas pulverizadas com os produtos e as 

épocas de coleta para as enzimas POX, CAT, APX e PAL (ANEXO A - Tabela 

1). 

Para a atividade da POX, plantas do tratamento Green Force CuCa
® 

apresentaram maior atividade do que as plantas do tratamento Fulland
®
 quando 

comparados à testemunha aplicadas com água destilada ao 1 dap. Entretanto, aos 

2 dap, os tratamentos Fulland
®
 e Green Force CuCa

® 
 não diferiram entre si, 

porém, apresentaram maior atividade em relação à testemunha. Aos 4 dap, o 

Fulland
® 

 foi maior na atividade da POX que o Green Force CuCa
®
 e estes 

tiveram uma maior atividade do que a testemunha (ANEXO A – Tabela 2). 

Com as análises da enzima POX antes da inoculação, é possível concluir 

que os produtos Fulland
®
 e Green Force CuCa

®
 começaram a induzir a ativação 

dessa enzima desde o 1dap, agindo como eliciadores da planta. Entretanto, esses 

produtos agem de forma diferente na atividade da mesma em relação aos tempos 

analisados. De acordo com Resende et al. (2006), quando os receptores das 

plantas reconhecem os eliciadores da mesma, canais de íons são ativados, 

gerando a movimentação de íons principalmente do H
+
, esta contribui para a 

alcalinização da matriz extracelular a qual ativa a atividade da POX. 

Na indução de resistência de plantas, a enzima POX é uma das enzimas 

que participa do sistema antioxidante de plantas atuando como detoxificadora 

das células, pois catalisa a redução de componentes celulares como o peróxido 

de hidrogênio, atua no processo de reforço da parede celular, a partir do aumento 
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da biossíntese de lignina e da suberização, para tentar inibir a entrada de 

patógenos (SILVA et al., 2008). 

Itako et al. (2012) verificaram maior atividade das enzimas POX, 

polifenoloxidase (PPO) e β-1,3-glucanase em plantas de tomateiro pulverizadas 

com piraclostrobina e ASM e essa atividade foi maior quando as plantas eram 

infectadas por X. perforans. Cavalcanti et al. (2006a) relataram que a resistência 

induzida em plantas pulverizadas com ASM e Ecolife
®
 foi evidenciada pelo 

aumento da atividade de POX e PPO. 

Segundo Medeiros et al. (2009), extratos de folhas de cafeeiro além de 

induzir a expressão de genes de defesa em tomateiro, proporcionam maior 

atividade das enzimas de defesa como a peroxidase, fato observado no presente 

trabalho. 

Já para a atividade da catalase, o tratamento Fulland
®
 foi maior 

significativamente na ativação da mesma em relação ao Green Force CuCa
®
 e 

ambos maiores que a testemunha ao 1 dap. Nos outros períodos de coleta, as 

plantas pulverizadas com os produtos não diferiram significativamente da 

testemunha (ANEXO A - Tabela 2). 

Pode-se dizer que o aumento da enzima CAT também ocorreu após a 

pulverização dos produtos, provavelmente devido ao aumento de espécies ativas 

de oxigênio, uma vez que a enzima CAT faz parte do sistema de detoxificação 

das EAO na planta (RESENDE et al., 2006). 

As EAO ocorrem normalmente na célula vegetal, mas quando em 

excesso são tóxicas e podem causar o estresse oxidativo. Estas atuam também 

como sinalizadoras de respostas de defesa, ativando nas plantas um conjunto de 

enzimas antioxidantes, que agem protegendo e impedindo a ação tóxica das 

EAO às células da planta, tais como POX, APX, SOD e CAT (RESENDE; 

SALGADO; CHAVES, 2003). 
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Para a atividade da APX, só houve diferença significativa entre os 

tratamentos aos 2 dap, em que plantas pulverizadas com Green Force CuCa
® 

tiveram maior atividade desta enzima em relação ao Fulland
®
 e à testemunha os 

quais foram iguais entre si (ANEXO A - Tabela 2). 

A enzima APX é uma das enzimas que removem o excesso de H2O2, 

utilizando o ascorbato como agente redutor, gerando MDA (APEL; HIRT, 

2004). A remoção do excesso de H2O2 pode ser uma explicação para o aumento 

significativo dessa enzima aos 2 dap. 

Os produtos Green Force CuCa
®
 e Fulland

®
 não promoveram a 

atividade da enzima PAL e SOD em relação à testemunha (ANEXO A - Tabela 

2). A PAL atua na desaminação de L-fenilalanina, formando ácido 

transcinâmico e amônia e é de grande importância por participar da biossíntese 

de compostos fenólicos (KUHN et al., 2006). 

Analisando as plantas pulverizadas com os produtos em estudo, 

inoculadas com a bactéria, ao longo do tempo, houve interação tripla 

(tratamentos x épocas de coleta x inoculação). Entretanto, para todas as coletas 

analisadas, foi significativa a atividade das seguintes enzimas: POX, CAT, APX 

e SOD (ANEXO A - Tabela 3).  

Plantas pulverizadas com Fulland
® 

+ bactéria apresentaram maior 

atividade da POX em relação a plantas pulverizadas com Fulland somente aos 5 

e 6 dap. Já para as plantas tratadas com Green Force CuCa
®
, as plantas 

pulverizadas com Green Force CuCa
®
 e inoculadas com a bactéria, apresentaram 

maior atividade da POX do que plantas apenas pulverizadas com Green Force 

CuCa
®
 aos 6 e 7 dap. Entre as plantas testemunha inoculada e testemunha 

absoluta só houve diferença significativa aos 5 dap, no qual a primeira teve 

maior atividade que a segunda (ANEXO A - Tabela 4).  

Quando comparados os produtos pulverizados e inoculados com a 

presença da bactéria, a atividade da enzima POX foi maior em plantas 
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pulverizadas com o Fulland
® 

+ bactéria aos 5 e 8 dap quando comparadas com 

as plantas pulverizadas com Green Force CuCa
® 

+ bactéria. Enquanto que aos 6 

e 7 dap, a atividade dessa enzima foi maior em plantas pulverizadas com Green 

Force CuCa
® 

+ bactéria se comparadas às pulverizadas com Fulland
®
+ bactéria 

(ANEXO A - Tabela 5). 

Observa-se que após a inoculação por X. perforans houve alterações no 

metabolismo da planta pelo aumento da atividade enzimática da POX, 

independente do produto eliciador, pois Fulland
® 

+ bactéria ativou mais essa 

enzima aos 5 e 8 dap, e Green Force CuCa
® 

+ bactéria induziu a ativação da 

POX nas plantas de tomateiro aos 6 e 7 DAP. Esses resultados demonstram que 

os produtos agem de forma protetora e as mesmas tornam-se mais capacitadas 

para responder à presença do patógeno. Portanto, sugere-se que há a indução de 

resistência associada à bactéria dentro da interação planta-patógeno deste estudo, 

pois sugere-se que o aumento significativo dessa enzima nos primeiros dias após 

a pulverização e após a inoculação está relacionado com a redução da severidade 

da doença, verificada pelo menor valor da AACPD.  

Cavalcanti (2006c) observou proteção do tomateiro contra a mancha-

bacteriana, promovendo a redução da severidade da doença pela indução de 

resistência associada a VLA (extrato aquoso tratado termicamente a partir de 

tecido necrosado seco de “Lobeira” e ramos infectados com o fungo Crinipellis 

perniciosa). Foi sugerido que provavelmente essa proteção está associada 

principalmente ao aumento das atividades de POX e PAL, e ao aumento na 

deposição de lignina nos tecidos foliares. 

Quando analisados de forma isolada, plantas pulverizadas com o produto 

Fulland
® 

+ bactéria apresentaram uma maior atividade da CAT que em plantas 

pulverizadas com Fulland
®
 sem inoculação. Plantas pulverizadas com o Green 

Force CuCa
® 

+ bactéria foram maiores para a atividade dessa enzima que plantas 

apenas com Green Force CuCa
® 

aos 6 dap (ANEXO A - Tabela 4). Entretanto, 
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quando comparados os dois tratamentos Green Force CuCa
® 

+ bactéria e 

Fulland
® 

+ bactéria não houve diferença entre estes ao longo do tempo (ANEXO 

A - Tabela 5). 

Ibrahim (2012) relatou que plantas de tomateiro inoculadas com X. 

vesicatoria e pulverizadas com ácido salicílico apresentaram maior atividade das 

enzimas POX, PPO a partir do primeiro dia após a pulverização em comparação 

com a testemunha e que a atividade dessas enzimas POX, PPO e CAT foram 

aumentadas quando inoculadas com Xanthomonas vesicatoria em comparação 

com as plantas só pulverizadas. 

A inoculação da bactéria não influenciou a atividade da SOD em plantas 

pulverizadas com Fulland
®
 aos 7e 8 dap, pois a enzima teve maior atividade nos 

tratamentos apenas pulverizados com Fulland
®
 e não inoculado com a bactéria. 

Plantas pulverizadas com Green Force CuCa
®
 + bactéria apresentaram maior 

atividade da SOD que plantas apenas pulverizadas com Green Force CuCa
®
, aos 

5 dap, sendo este o único dia que houve diferença significativa entre os 

tratamentos. Entre as plantas testemunhas, o tratamento testemunha inoculada 

apresentou maior atividade dessa enzima quando comparado à testemunha 

absoluta aos 5 dap, sendo este também o único dia que diferiram 

significativamente (ANEXO A - Tabela 4). 

Quando comparadas as plantas pulverizadas com Green Force CuCa
®
+ 

bactéria e Fulland
® 

+ bactéria, só houve diferença entre os mesmos e a 

testemunha inoculada para a atividade da SOD aos 6 dap em que o segundo 

apresentou maior atividade dessa enzima que os demais (ANEXO A - Tabela 5). 

Os níveis de produção da enzima SOD em plantas são dependentes 

diretamente da concentração do ânion superóxido, pois essa atua dismutando 

este ânion a H2O2 e o aumento significativo da atividade da SOD somente após a 

inoculação, pode ser considerado uma evidência da produção de ânion 

superóxido O2
-
 como resultante da infecção por X. perforans, pois a enzima 
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SOD são dependentes diretamente da concentração deste composto (WANG; 

LÜTTGE; RATAJCZAK, 2004). 

Cavalcanti et al. (2006b) relatam que as atividades da POX foram 

ativadas desde o primeiro dia pelo indutor VLA e que as atividades da SOD e 

CAT foram maiores apenas no final do processo infeccioso da doençaEsses 

resultados foram explicados pelos autores como sendo uma resposta típica em 

interações planta- patógeno compatíveis, e que esses aumentos da atividade nos 

últimos dias pode ser explicado pelo fato de que essas enzimas antioxidantes 

podem desempenhar um papel na redução do estresse oxidativo para restaurar o 

desequilíbrio imposto pela expansão das lesões bacterianas, enquanto que, no 

trabalho realizado por Kuzniak e Skalodowska (2005), a infecção de folhas de 

tomateiro por Botrytis cinerea resultou em decréscimo da atividade da SOD com 

o processo infeccioso da doença, o mesmo ocorreu para a atividade da CAT que 

foi elevada nas plantas inoculadas somente nos primeiros dias após a infecção 

acompanhada de uma queda significativa. 

A atividade da enzima APX em plantas pulverizadas com Fulland
®
 só 

diferiu aos 6 dap, sendo que nas pulverizadas com Fulland
®
 foi maior que nas 

pulverizadas com Fulland e inoculadas com a bactéria. Enquanto que em plantas 

pulverizadas com Green Force CuCa
®
 + bactéria a atividade da APX foi maior 

que em plantas apenas com Green Force CuCa
®
 aos 7 dap (ANEXO A - Tabela 

4). 

Entre os tratamentos Green Force CuCa
® 

+ bactéria e Fulland
® 

+ 

bactéria, o primeiro apresentou maior atividade da enzima APX, do que o 

segundo e em comparação à testemunha inoculada aos 7 e 8 dap (ANEXO A - 

Tabela 5). 

No presente estudo, foi possível observar a tentativa de remoção do 

H2O2 através das atividades das enzimas antioxidantes CAT, POX, APX e SOD 

que acompanharam a elevação da concentração desse composto. 
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Para a atividade da PAL, antes da inoculação, não houve diferença 

significativa entre os tratamentos em cada época de coleta, independente se as 

plantas foram ou não inoculadas (Tabela 3). 

Itako et al. (2012) observaram em relação à atividade enzimática da 

PAL, que nenhum dos genótipos de tomateiro dos ensaios respondeu à produção 

das enzimas PAL e protease, tanto com o indutor ASM como a aplicação dos 

outros fungicidas e antibiótico. Resultado similar foi encontrado no trabalho de 

Cavalcanti et al. (2006a), no qual relataram também uma tendência de queda nas 

atividades da PAL a partir de 3 dap. 

A importância em se preparar as plantas antes de receber o patógeno está 

relatada no trabalho de Kavitha e Umesha (2008). Estes autores mostraram que 

há uma correlação siginificativa entre o grau de resistência do hospedeiro e os 

níveis de enzimas, pois as atividades da PAL e PPO aumentaram em cultivares 

resistentes mais do que nas cultivares suscetíveis e altamente suscetíveis após a 

inoculação com Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria.  

Isso pode indicar que quando as plantas deste estudo foram incitadas 

com um elicitor, estas se tornaram mais resistentes, por isso essa pode ser uma 

explicação de plantas inoculadas, pulverizadas antes com um elicitor terem 

maior atividade de enzimas relacionadas à defesa do que nas plantas só 

pulverizadas ou só inoculadas. 

No presente estudo, pode-se concluir que os tratamentos Green Force 

CuCa
®
 e Fulland

®
 induziram as respostas de defesa da planta, pois houve maior 

atividade das enzimas peroxidases, catalases, ascorbato peroxidase após a 

pulverização, a inoculação também influenciou no aumento da atividade das 

mesmas incluindo à Superóxido dismutase, porém a atividade de cada enzima 

após a pulverização e após a inoculação ao longo do tempo ocorreu de forma 

diferente. A atividade da PAL não foi aumentada nas plantas de tomateiro, nem 
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os produtos nem a inoculação influenciaram no aumento da atividade dessa 

enzima. 
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4 CONCLUSÃO 

Os tratamentos Fulland
®
 e Green Force CuCa

® 
induzem a expressão dos 

genes CAT, SOD, PAL e POX, além disso, aumentam a atividade das enzimas 

de defesa CAT, SOD, APX e POX em plantas de tomateiro suscetíveis a 

mancha-bacteriana. 
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ANEXOS 

ANEXO A - Tabelas 

 

Tabela 1  Resumo da análise fatorial da atividade das enzimas peroxidas (POX) 

(mM min
-1

 mg
-1

 proteína), catalase (CAT) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), 

ascorbato peroxidase (APX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), superóxido 

dismutase (SOD) (Unid mg
-1

 proteína) e fenilalanina amônia liase 

(PAL) (µM min
-1

 mg
-1

 proteína) em plantas de tomateiro pulverizadas 

com Fulland
®
, Green Force CuCa

®
 e água destilada aos 1, 2 e 4 dias 

após a pulverização 

  P valor 

    Tratamentos (Trat) Época de coleta (EC) Trat*EC 

POX 
 

0,0000 0,0139 0,0392
*
 

CAT 
 

0,0017 0,007 0,0000
**

 

APX 
 

0,0000 0,0003 0,0002
**

 

SOD 
 

0,0053 0,0001 0,1574
ns

 

PAL 
 

0,7982 0,0000 0,0011
**

 

Teste Scott Knott: 
*
significativo ao nível de 5% de probabilidade, 

**
significativo ao nível 

de 1% de probabilidade. 
ns 

= não significativo. n = 3. 
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Tabela 2 Análises das interações entre os fatores tratamentos e época de coleta 

para as atividades das enzimas peroxidase (POX) (mM min
-1

 mg
-1

 

proteína), catalase (CAT) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), ascorbato 

peroxidase (APX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), superóxido dismutase 

(SOD) (Unid mg
-1

 proteína) e fenilalanina amônia liase (PAL) (µM 

min
-1

 mg
-1

 proteína) em plantas de tomateiro pulverizadas com 

Fulland
®
 (T4), Green Force CuCa (T5) e água destilada (T6) 

Tratamentos 

POX 
 

CAT 

Dias após pulverização 
 

Dias após pulverização 

1 2 4 
 

1 2 4 

Fulland 23,78 B 18,09 A 29,70 A 
 

0,58 A 0,42 B 0,19 C 

Green Force CuCa 30,70 A 22,08 A 22,40 B 
 

0,46 B 0,49 A 0,31 B 

Água 8,51 C 6,47 B 10,08 C 
 

0,17 C 0,49 A 0,76 A 

 

APX 
 

PAL 

Dias após pulverização 
 

Dias após pulverização 

1 2 4 
 

1 2 4 

Fulland 0,35 A 0,56 B 0,35 A 
 

0,13 A 0,07 A 0,10 A 

Green Force CuCa 0,53 A 2,00 A 0,34 A 
 

0,13 A 0,07 A 0,20 B 

Água 0,09 A 0,16 B 0,28 A 
 

0,10 A 0,05 A 0,20 B 

Médias seguidas pela mesma letra, em cada linha, não diferem estatisticamente (P≤ 0,05 

e P≤ 0,01) pelo teste Scott Knott 
ns 

= não significativo. n = 3. 
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Tabela 3 Resumo da análise fatorial da atividade das enzimas peroxidase 

(POX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), catalase (CAT) (mM min
-1

 mg
-1

 

proteína), ascorbato peroxidase (APX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), 

superóxido dismutase (SOD) (Unid mg
-1

 proteína) e fenilalanina 

amônia liase (PAL) (µM min
-1

 mg
-1

proteína) em plantas de tomateiro 

pulverizadas com Fulland
®
 (T4), Green Force CuCa (T5) e água 

destilada (T6) em quatro épocas de coleta (EC) na presença ou 

ausência da mancha-bacteriana (Xanthomonas perforans) (bact). 

  P valor 

  Trat EC Bact Trat*EC Trat*bact EC*bact Trat*EC*Bact 

POX 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
**

 

CAT 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
**

 

APX 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02 0,00 0,00
**

 

SOD 0,00 0,00 0,35 0,00 0,17 0,00 0,00
**

 

PAL 0,74
ns

 0,30
ns

 0,09
ns

 0,69
ns

 0,65
ns

 0,53
ns

 0,72
ns
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Tabela 4  Análises das interações entre os fatores tratamentos, época de coleta e presença ou ausência da bactéria para as 

atividades das enzimas peroxidase (POX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), catalase (CAT) (mM min
-1

 mg
-1

 

proteína), ascorbato peroxidase (APX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), superóxido dismutase (SOD) (Unid mg
-1

 

proteína) e fenilalanina amônia liase (PAL) (µM min
-1

 mg
-1

 proteína) em plantas de tomateiro pulverizadas 

com Fulland
®
, Green Force CuCa e água destilada em quatro épocas de coleta (EC) na presença ou ausência 

da mancha-bacteriana (Xanthomonas perforans)  

    POX CAT SOD APX 

Trat EC bact sem bact bact sem bact bact sem bact bact sem bact 

Fulland 120 31,43 A 22,91 B 0,03 B 0,41 A 0,14 A 0,19 A 0,08 A 0,12 A 

Fulland 144 33,02 A 25,51 B 0,47 A 0,19 B 0,51 A 0,17 A 0,13 B 0,51 A 

Fulland 168 40,33 B 65,36 A 0,04 A 0,06 A 0,04 B  0,16 A 0,04 A 0,18 A 

Fulland 192 42,12 A 43,36 A 0,15 B 0,83 A 0,04 B 0,24 A 0,35 A 0,39 A 

Green Force CuCa 120 21,82 A 17,25 A 0,61 B 0,90 A 0,21 A 0,07 B 0,01 A 0,14 A 

Green Force CuCa 144 43,76 A 22,16 B 0,78 A 0,03 B 0,11 A 0,13 A 0,33 A 0,44 A 

Green Force CuCa 168 50,05 A 36,83 B 0,04 B 0,37 A 0,05 A 0,12 A 0,57 A 0,19 B 

Green Force CuCa 192 33,61 B 44,62 A 0,19 B 1,57 A 0,08 A 0,17 A 0,48 B 0,78 A 

Água destilada 120 17,53 A 11,25 B 0,54 A 0,32 B 0,27 A 0,14 B 0,10 A 0,04 A 

Água destilada 144 22,19 A 19,62 A 1,01 A 0,05 B 0,12 A 0,05 A 0,28 A  0,19 A 

Água destilada 168 24,76 A  20,15 A 0,06 B 0,74 A 0,07 A 0,09 A 0,20 A 0,15 A 

Água destilada 192 26,00 A 21,57 A 0,34 A 0,17 B 0,20 A 0,15 A 0,24 B 0,42 A 

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente (P≤ 0,05) pelo teste Skott Knott. 
ns 

= não significativo. n = 

3. 

 

 



 

 

1
0

0
 

Tabela 5  Análises das interações entre os fatores tratamentos, época de coleta e presença ou ausência da bactéria para as 

atividades das enzimas peroxidase (POX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), catalase (CAT) (mM min
-1

 mg
-1

 

proteína), ascorbato peroxidase (APX) (mM min
-1

 mg
-1

 proteína), superóxido dismutase (SOD) (Unid mg
-1

 

proteína) e fenilalanina amônia liase (PAL) (µM min
-1

 mg
-1

 proteína) em plantas de tomateiro pulverizadas 

com Fulland
®
, Green Force CuCa e água destilada em quatro épocas de coleta (EC) na presença ou ausência 

da mancha-bacteriana (Xanthomonas perforans) (bact) 

    POX CAT SOD APX 

Trat EC Fulland GF ADE Fulland GF ADE Fulland GF ADE Fulland GF ADE 

Bact 5 31,43 A 21,82 B 17,53 B 0,03 B 0,61 A 0,54 A 0,14 A 0,21 A 0,26 A 0,079 A 0,01 A 0,10 A 

sem bact 5 22,91 A 17,25 A 11,25 B 0,41 B 0,89 A 0,31 B 0,18 A 0,06 A 0,14 A 0,12 A 0,01 A 0,03 A 

Bact 6 33,01 B 43,76 A 11,25 C 0,47 C 0,78 B 1,01 A  0,51 A 0,11 B 0,12 B 0,12 B 0,01 A 0,28 A 

sem bact 6 25,50 A 22,15 A 11,25 A 0,18 A  0,02 A 0,04 A 0,16 A 0,12 A 0,05 A 0,51 A 0,01 A 0,18 B 

Bact 7 40,33 B 50,05 A 11,25 C 0,042 A 0,042 A 0,057 A 0,03 A 0,052 A 0,072 A 0,041 C 0,01 A 0,20 B 

sem bact 7 65,36 A 36,82 B 11,25 C 0,062 C 0,37 B 0,74 A 0,15 A 0,12 A 0,072 A 0,17 A 0,01 A 0,15 A 

Bact 8 42,11 A 33,61 B 11,25 C 0,14 B 0,18 B 0,33 A 0,03 B 0,078 B 0,072 A 0,35 B 0,01 A 0,23 B 

sem bact 8 43,36 A 44,62 A 11,25 B 0,82 B 1,57 A 0,16 C 0,23 A 0,17 A 0,072 A 0,39 B 0,01 A 0,42 B 

Médias seguidas pela mesma letra, em cada linha, não diferem estatisticamente (P≤ 0,05 e P≤ 0,01) pelo teste Scott Knott. 
ns 

= não 

significativo. n = 3. 

 


