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RESUMO GERAL

A introducdo e a disseminacdo do cancro bacteriano da videira causado por Xanthomonas
campestris pv. viticola (Xcv) ocorre, dentre outras formas, por meio de mudas, bacelos e
ferramentas de cultivo. Este trabalho teve como objetivos: avaliar a eficiéncia dos tratamentos
de bacelos de videira para erradicagdo de Xcv utilizando termoterapia, bactericidas e
sanitizantes; comprovar a sobrevivéncia de Xcv em tesouras de raleio; e selecionar
sanitizantes eficientes para a desinfestacdo destas ferramentas e da agua utilizada na producao
de mudas. No primeiro trabalho, os isolados de Xcv foram testados quando a patogenicidade e
realizado o teste de sensibilidade “in vitro” a Dbactericidas e sanitizantes
(oxitetraciclina+estreptomicina,  oxitetraciclinat+sulfato de cobre, casugamicina e
oxitetraciclina; cloreto de dodecildimetil aménio, hipoclorito de sddio e cloreto de
benzalconio) em diferentes concentragfes. A erradicacdo de Xcv em bacelos de videira foi
testada em experimentos com termoterapia (50°C por 30 e 40 min; 53°C por 5 e 10 min);
bactericidas [oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2000, 165+2200, 180+2400 e 195+2600
mg L™ de H,0) e oxitetraciclina (600, 700, 800 e 900 mg L™)]; e sanitizantes [cloreto de
dodecildimetil amdnio (600, 1200, 1800, 2400, 3000 uL L™); hipoclorito de sédio (5000,
10000, 20000, 30000, 40000 pL L™) e cloreto de benzalconio (125, 167, 250, 334, 500 pL L~
)]. O bactericida oxitetraciclina e os sanitizantes cloreto de dodecildimetil aménio e
hipoclorito de sédio proporcionaram os maiores halos de inibicdo, in vitro. No entanto, ndo
foi possivel recomendar um tratamento termoterapico, bactericida ou sanitizante, dentre 0s
testados, capaz de erradicar Xcv de bacelos de videira infectados. No segundo trabalho, a
sobrevivéncia foi avaliada de 0 a 42 h apds imersdo das tesouras em suspensdo do patdgeno.
Teste de sensibilidade de Xcv in vitro e selecdo inicial em tesouras foram realizados com o0s
sanitizantes cloreto de dodecildimetil aménio (1200 pl L™, hipoclorito de sédio (20000 pl L
1, cloreto de benzalconio (250 pl LY), dicloroisocianurato de sédio (16,25 mg L™),
hipoclorito de calcio (130 mg L™), oxicloreto de calcio (97,5 mg L™) e diéxido de cloro (25 pl
LY. Para validacdo da eficiéncia dos sanitizantes na desinfestacdo de tesouras, os dois
primeiros produtos foram testados nas mesmas concentragdes, sendo realizados 50 cortes
sequenciais, em folhas de videira. A testemunha com Xcv permitiu verificar a capacidade de
disseminacéo de Xcv a partir da fonte de indculo. A viabilidade dos sanitizantes foi estudada
de 0 a 8 h apds o preparo das solucBes. Para desinfestacdo de dgua contaminada com Xcv
foram testados 2 bactericidas e trés sanitizantes. Xcv sobreviveu 24 h em tesouras de raleio.
Hipoclorito de sédio (20000 pl L™) e cloreto de dodecildimetil amdnio (1200 pl L™)

proporcionaram os maiores halos de inibicao e desinfestaram tesouras contaminadas com Xcv.



As solugdes destes sanitizantes mantiveram-se viaveis por 8 h. Xcv foi disseminada por
tesouras de raleio contaminadas, em média, até o 24° corte. A desinfestacdo da agua
contaminada com Xcv utilizada na producdo de mudas foi obtida pelo uso de cloreto de
dodecildimetil aménio (600 pl L), hipoclorito de sédio (5000 pl L™Y) e cloreto de
benzalconio (250 pl L™).

Palavras-chaves: Vitis sp., antibidticos, cancro bacteriano da videira, controle, sanitizantes,

termoterapia.



GENERAL ABSTRACT

The introduction and spread of grapevine bacterial canker caused by Xanthomonas campestris
pv. viticola (Xcv) occurs, among other ways, through plantlets, grapevine cuttings and
farming tools. This study aimed to: evaluate the effectiveness of treatments of cuttings to
eradicate Xcv using thermotherapy, bactericides and sanitizers; prove the survival of Xcv into
thinning shears; and select efficient sanitizers for disinfection of these tools and water used in
the production of plantlets. In the first study, the Xcv isolates were tested for pathogenicity
and "in vitro" sensitivity to bactericides and sanitizers (streptomycin+oxytetracycline,
oxytetracycline+copper sulfate, kasugamycin and oxytetracycline; dodecyldimethyl
ammonium chloride, sodium hypochlorite and benzalkonium chloride) at different
concentrations. The eradication of Xcv on cuttings was tested in experiments with
thermotherapy (50°C for 30 and 40 min; 53°C for 5 and 10 min); bactericides
[oxytetracycline+copper sulphate (150+2000, 165+2200, 180+2400 and 195+2600 mg L™ of
H,0) and oxytetracycline (600, 700, 800 and 900 mg L™)] and sanitizers [dodecyldimethyl
ammonium chloride (600, 1200, 1800, 2400, 3000 pl L) sodium hypochlorite (5000, 10000,
20000, 30000, 40000 ul L™) and benzalkonium chloride (125, 167, 250, 334, 500 pl L™) ].
The bactericidal oxytetracycline and sanitizers dodecyldimethyl ammonium chloride and
sodium hypochlorite provided the largest zones of inhibition, in vitro. However, it was not
possible to recommend an efficient treatment of temperature/time, and concentrations of
bactericides or sanitizers, among those tested, capable of eradicating Xcv of infected
grapevine cuttings. In the second study, survival was evaluated 0-42 h after dipping the
scissors in pathogen suspension. In vitro susceptibility test and initial selection in scissors
were performed with the sanitizers dodecyldimethyl ammonium chloride (1200 pl L™),
sodium hypochlorite (20000 ul L), benzalkonium chloride (250 pl L™), sodium
dichloroisocyanurate (16.25 mg L™), calcium hypochlorite (130 mg L™), calcium oxychloride
(97.5 mg L™) and chlorine dioxide (25 pl L™). To validate the efficiency of sanitizers for
disinfection of scissors the first two products were tested at the same concentrations, and 50
cuts were sequentially made in vine leaves. The controls only with Xcv allow verifying the
dissemination ability of Xcv from an inoculum source. The viability of the same sanitizers was
studied 0-8 h after solution preparation. Disinfection of water contaminated with Xcv was
tested with two bactericidal and three sanitizers. Xcv survived 24 h in thinning shears. Sodium
hypochlorite (20000 pl L™) and dodecyldimethyl ammonium chloride (1200 pl L™) provided

the greatest inhibition halos and disinfested scissors contaminated with Xcv. Solutions of



Xi

these sanitizers remained viable for 8 h. Xcv was spread by contaminated thinning shears, on
average, until the 24™ cut. Disinfestation of the water contaminated with Xcv utilized in the
plantlets production was obtained by dodecyldimethyl ammonium chloride (600 pl L),
sodium hypochlorite (5000 pl L) and benzalkonium chloride (250 pl L™).

Keywords: Vitis sp., antibiotics, bacterial canker of grapevine, control, sanitizers,
thermotherapy.
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Introducdo Geral



Tratamento de bacelos, sobrevivéncia de Xanthomonas campestris pv. viticola em
tesouras de raleio, desinfestacdo desta ferramenta e de 4gua utilizada na producéo de
mudas de videira

INTRODUCAO GERAL

1. Importéncia da videira no Vale do Submédio Sdo Francisco

A videira pertence a familia Vitaceae que esta dividida em vérias subfamilias
compreendendo um grande nimero de géneros e espécies. No Brasil, dentre as espéecies mais
cultivadas, devido as caracteristicas que apresentam, destacam-se a Vitis vinifera L. e Vitis
labrusca L. (TEIXEIRA; AZEVEDO, 1996). As uvas finas de mesa sdo em sua maioria
variedades de V. vinifera, de origem européia, que apresentam bagas grandes e polpa carnosa,
enguanto as uvas comuns sdo compostas por variedades ou hibridos de V. labrusca, de origem
americana, que apresentam bagas médias a grandes com polpa mucilaginosa.

A viticultura brasileira ocupa atualmente uma area de 80 mil hectares (AGRIANUAL,
2011), que se estende desde o extremo Sul até regides proximas a Linha do Equador. Duas
regibes produtoras se destacam: o Rio Grande do Sul e o Vale do Submédio Sdo Francisco
(MAPA, 2012).

No Vale do Submédio Sdo Francisco essa cultura comecou a se intensificar na década
de 1950, com um aumento significativo de producdo a partir da década de 1990. A expansdo
da viticultura nessa regido deve-se ao clima predominantemente quente e seco durante grande
parte do ano, a infraestrutura de irrigacdo e a médo de obra disponivel (FREIRE; OLIVEIRA,
2001; CAMARGO, 2003). A aceleracdo dos processos fisiologicos e o sucesso do manejo
com 0 uso da irrigacdo garantem rapido crescimento dos vinhedos. O ciclo de producgéo gira
em torno de 120 dias permitindo 2,5 safras por ano com produtividade acima da média
nacional (CORREIA, 2000; SILVA; CORREIA, 2000).

A regido do Vale do Submédio Séo Francisco se destaca como grande produtora e
exportadora de uvas finas de mesa de alta qualidade e, mais recentemente, na producdo de
uvas viniferas. A participacdo da producdo dessa regido responde atualmente por 99% das
exportacOes brasileiras anuais da fruta, tanto em volume quanto em valores de producéo
(VALEXPORT, 2011). O Vale do Submédio S&do Francisco também responde por mais de
15% da producéo brasileira de vinhos, distribuida entre seis vinicolas em 700 hectares de
vinhedos. A cultura da videira ainda desempenha um papel social importante, pois gera em
torno de 30 mil empregos diretos e indiretos na regido (SILVA; CORREIA, 2000).



Apesar do alto potencial para producdo de uvas finas de mesa, existem problemas
fitossanitarios que, se ndo contornados, podem ocasionar sérios prejuizos e diminuir a vida
atil dos parreirais instalados a médio/longo prazo. Varias doencas incitadas por bactérias,
fungos, nematoides e virus comprometem a parte aérea e o sistema radicular das plantas,
causando perdas expressivas na produtividade dessa cultura. No Brasil, ocorrem apenas duas
bacterioses na videira, a galha da coroa e o cancro bacteriano, que é a mais importante.

2. Cancro bacteriano da videira no Brasil

Até 1969, o cancro bacteriano ndo havia ainda sido relatado, porém neste ano na india,
Nayudu observou em plantios de videiras da variedade Anab-e-Shahi manchas foliares
escuras de 1 a 2 mm de didmetro, lesdes nas nervuras, que mesmo depois de secas ndo se
destacavam da haste e cancros alongados de 1 a 2 cm nos ramos e peciolos (NAYUDU,
1972). A partir da observacdo destes sintomas, de testes bioquimicos e de patogenicidade, o
agente causal foi classificado como Pseudomonas viticola sp. nov. Nayudu (1972), sendo
posteriormente reclassificado por Dye (1978) como Xanthomonas campestris pv. viticola
(Nayudu) Dye (Xcv). Os danos causados por este patdégeno no periodo da descoberta foram
poucos e epidemias mais severas foram observadas apenas nos anos 80, em areas plantadas
com uvas sem sementes das variedades Thompson Seedless e Sonaka, entre outras
(NAYUDU, 1972; CHAND; KISHUM, 1990). Kishum e Chand (1987) relataram perdas
entre 60 a 80% de producdo em parreirais severamente infectados na india.

LesBes caracteristicas do cancro bacteriano foram detectadas pela primeira vez no
Brasil, no ano de 1998, na regido do Vale do Submédio Sdo Francisco em plantas de V.
vinifera da variedade Red Globe. O patdgeno foi identificado, através de isolamento, testes
bioquimicos, culturais, fisioldgicos e de patogenicidade como Xcv (MALAVOLTA Jr. et al.,
1998; LIMA et al., 1999).

Provavelmente, essa doenca foi introduzida em material propagativo contaminado
trazido da india (MALAVOLTA Jr. et al., 1999). Segundo Freire e Oliveira (2001),
produtores do Vale do Submédio S&o Francisco foram os responsaveis pela introducéo deste
patogeno, devido ao transporte indevido de bacelos infectados da variedade Red Globe.
Trindade, Lima e Ferreira (2005) estudando a variabilidade geneética de isolados de Xcv
brasileiros e o isolado tipo NCPPB 2475, da india, verificaram que os mesmos possuem perfis

gendmicos semelhantes, 0 que suporta a hipotese para essa via de introducao.



Os primeiros focos da doenca foram observados em plantios novos, de 2 a 3 anos de
idade, com incidéncia de até 100% em plantas de ‘Red Globe’ e em variedades de uvas sem
sementes (LIMA et al.,1999). Durante os anos de 1998 e 1999, um levantamento para
deteccdo de Xcv foi realizado pelo Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Semiarido, no
qual das 358 amostras de videira, 208 eram da ‘Red Globe’. A bactéria foi detectada em 197
(55%) amostras, das quais 127 eram de ‘Red Globe’ (LIMA et al., 2000).

Em 1999, na época chuvosa, observou-se a disseminacdo da doenca para novas areas
de producéo. No inicio de 2004, periodo que foi bastante favoravel para ocorréncia da doenca,
devido as chuvas fortes acompanhadas de vento, Lopes e Nascimento (2004) realizaram um
levantamento e verificaram que em 17 das 18 propriedades visitadas, a incidéncia variou de
10 a 100% e de 92 a 100% nas parcelas com ‘Sugraone’ e ‘Red Globe’, respectivamente. O
cancro bacteriano também foi observado na variedade Italia, mas causando poucos danos e
nao foi detectado em ‘Benitaka’.

Desde o aparecimento do cancro bacteriano no Vale do Submédio Sdo Francisco,
muitos parreirais de ‘Red Globe’ foram destruidos, diminuindo consideravelmente a area
plantada. Devido a alta suscetibilidade dessa variedade, muitos produtores da regido optaram
por erradica-la. Nas areas remanescentes a producdo é concentrada, quase sempre, em apenas
um ciclo, no segundo semestre, quando a auséncia ou ocorréncia esparsa de chuvas
desfavorece a doenca.

Quando presente, essa doenca coloca em risco a competitividade da regido em termos
de produtividade, impede o transito de material vegetal de videira a partir dos estados onde a
bactéria foi detectada (Pernambuco, Bahia, Piaui, Ceara, Roraima, Sdo Paulo, Goias e Parana)
e pode limitar o acesso da uva da regido aos mercados interno e externo, ja que a bactéria é
considerada uma praga quarentenaria presente (A2), nos estados de Pernambuco, Bahia e
Ceara (INSTRUCAO NORMATIVA N° 52/2007), sujeita a controle oficial (BRASIL,
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2008).

2.1 Xanthomonas campestris pv. viticola

Esta bactéria estd classificada dentro do Dominio Bacteria, Classe
Gammaproteobacteria, Ordem Xanthomonadales, Familia Xanthomonadaceae e Género
Xanthomonas Dowson (GARRITY et al., 2001).

Estudos evidenciam que a taxonomia de Xcv, ainda ndo esta bem definida. Espécies do

género Xanthomonas foram estudadas por Vauterin; Kersters e Swings (1995), sugerindo-se



que somente o0s isolados de cruciferas pertenceriam & espécie X. campestris
(Pammell) Dowson. Os demais isolados de outras espécies, incluindo Xcv seriam classificados
temporariamente como Xanthomonas spp. Neste mesmo sentido, Takita et al. (2004)
analisando a regido rpf (Regulacdo de Fatores de Patogenicidade) de 21 isolados pertencentes
a diferentes patovares de X. campestris verificaram que o patovar viticola teve maior
similaridade com X. axonopodis pv. citri (Hasse) Dye, sugerindo que Xcv fosse agrupada na
espécie axonopodis do género Xanthomonas. Estes autores concluiram que Xcv ndo pertence
ao grupo de patovares de X. campestris. Até 0 momento, a nomenclatura X. campestris pv.
viticola permanece em uso, devido a auséncia de estudos taxondmicos com o agente causal do
cancro bacteriano.

A bactéria Xcv apresenta células em forma de bastonete, ndo capsuladas,
uniflageladas, medindo de 1,2 a 2,5 um (NAYUDU, 1972). E Gram negativa, ndo apresenta
pigmento fluorescente em meio King’s B nem atividade de urease e oxidase. Nao utiliza
asparagina como Unica fonte de carbono e nitrogénio, ndo possui inclusdes de poli-p-
hidroxibutirato e ndo tolera concentracGes de 1 a 2% de NaCl. Produz acidos a partir de
glucose, manose, galactose, trehalose, frutose e celobiose (LIMA et al., 1999). Forma col6nias
arredondadas, convexas, brilhantes e bordos lisos, com coloragdo creme-esbranquicada.
Apesar de pertencer ao género Xanthomonas, Xcv ndo produz o pigmento amarelo
xantomonadina, comum a esse género. Tem crescimento 6timo em pH 7,5 e temperatura entre
27 e 29°C, ndo crescendo a 0°C e a 40°C (NASCIMENTO; MARIANO; GAMA, 2005). A
reacdo de hipersensibilidade é geralmente negativa em folhas de fumo (Nicotiana tabacum L.)
cv. White Burley, mas positiva em folhas de tomate (Solanum lycopersicum L.) var. Santa
Clara (MALAVOLTA Jr. et al., 1999). Alguns isolados caracterizados até o momento,
apresentam tolerancia ao cobre até a dosagem de 350 pug mg™ devido & presenca do gene copA
(MARQUES, 2007). Os melhores métodos de preservagdo de culturas de Xcv sdo dessecacdo
em papel de filtro e preservacdo em agua destilada esterilizada (NASCIMENTO; MARIANO;
GAMA, 2005).

2.2 Sintomatologia

Os sintomas do cancro bacteriano nas folhas sdo caracterizados inicialmente por
pequenas lesdes necraticas, escuras e angulares, distribuidas de forma esparsa, que coalescem
causando o crestamento e a destruicdo de extensas areas foliares (Figura 1A). Nas nervuras
(Figura 1B) e peciolos das folhas (Figura 1A), nos ramos (Figura 1C) e raquis (Figura 1D)



dos frutos, formam-se manchas escuras e alongadas, que evoluem para fissuras longitudinais
de coloragdo negra, conhecidas como cancros (NASCIMENTO; MARIANO, 2004). Nos
ramos, nas regides dos cancros, pode-se observar descoloracdo da regido vascular
(MALAVOLTA Jr. et al., 1999). As bagas apresentam tamanho e cor desuniforme, podendo
apresentar lesbes necroticas (Figura 1E) (NAYUDU, 1972).

Figura 1. Sintomas do cancro bacteriano da videira: (A) manchas escuras e angulares

distribuidas de forma esparsa e lesGes escuras e alongadas no peciolo, que evoluem para
fissuras longitudinais de coloracdo negra, conhecidas como cancros; (B) nervuras com lesdes
escuras e alongadas (C) ramos com lesbes escuras, alongadas e cancros (D) raquis dos frutos

com lesBes escuras, alongadas e cancros; (E) bagas com lesdo necrotica.

A intensidade dos sintomas do cancro bacteriano varia de acordo com a variedade
afetada. ‘Red Globe’ e algumas variedades sem semente mostram-Se mais suscetiveis a
doenca. O principal prejuizo verificado nessas variedades é a reducdo na producdo, pois
plantas infectadas produzem cachos com sintomas de cancro no engaco, que prejudicam seu
desenvolvimento, além da inutilizagdo dos frutos para comercializagdo (LIMA; MOREIRA,
2002).

No Vale do Submédio S&o Francisco, a doenca apresenta maior severidade em épocas
de chuvas, alta umidade relativa e temperatura elevada. Estes fatores propiciam a exsudacao
de pus bacteriano a partir dos cancros presentes em ramos, favorecendo a disseminagdo do
patégeno (LOPES; NASCIMENTO, 2004).



2.3 Ecologia e Epidemiologia

A bactéria sobrevive de um ciclo para o outro em plantas infectadas, como epifitica no
limbo de folhas sem sintomas, com maior adesao sobre nervuras e tricomas (ARAUJO, 2001),
hospedeiros alternativos (PEIXOTO et al., 2007) e restos culturais (SILVA et al., 2012).

Além da videira, esse patdgeno infecta naturalmente plantas de neem (Azadirachta
indica A. Juss Phyllanthus maderaspatensis L. (NAYUDU, 1972). Espécies de Alternanthera
tenella Colla, Amaranthus sp., Glycine sp. e Senna obtusifolia L., foram coletadas em
parreirais com sintomas de cancro bacteriano no Vale do Submédio S&o Francisco e
apresentaram infeccdo natural, comportando-se como hospedeiros alternativos de Xcv. As
plantas invasoras Chamaesyce hirta L. Millsp., Dactyloctenium aegyptium L. P. Beauv.,
Eragrostis pilosa P. Beauv. e Pilea sp., inoculadas artificialmente com Xcv, também
desenvolveram sintomas tipicos da doenca (PEIXOTO et al., 2007). Araujo et al. (1999)
também inocularam artificialmente Xcv em plantas da familia Anacardiaceae que ocorrem no
Vale do Submédio S&o Francisco e verificaram sintomas caracteristicos de cancro em
mangueira (Mangifera indica L.), cajueiro (Anacardium occidentale L.), caja-manga
(Spondias dulcis Arruda) e aroeira (Schinus terebenthifoleus Radii), apesar de infecgdes
naturais nao terem sido registradas nessas espécies. Neste mesmo sentido, Braga e Ferreira
(2000) realizaram inoculacdo artificial da bactéria em fumo cebola (Allium cepa L.), tomate
beterraba (Beta vulgaris L.), cenoura (Daucus carota L.), repolho (Brassica oleracea L.),
pepino (Cucumis sativus L.), soja (Glycine max L. Merril), feijao (Phaseolus vulgaris L.) e
alface (Lactuca sativa L.), sem, no entanto, observarem sintomas da doenca.

A disseminacdo de Xcv pode ocorrer a longas distancias, principalmente por material
propagativo infectado. Estes bacelos poderdo ser provenientes de plantas infectadas ou serem
contaminados por ferramentas utilizadas sem desinfestacdo. Dentro de um mesmo talh&o, a
disseminacéo ocorre por respingos de agua de chuva e irrigacdo do tipo sobrecopa. O vento
seco ndo dissemina a bactéria, sendo sempre necessaria a presenca de dgua. Apesar da curta
estacdo chuvosa da regido do Vale do Submédio S&o Francisco, nesse periodo a disseminacgao
de Xcv ocorre mais rapidamente e a doenga pode se apresentar com maior intensidade. A
pequenas distancias, a bactéria pode ser disseminada atraves dos restos culturais espalhados
pelo pomar e por veiculos, roupas, contentores, luvas, canivetes e tesouras, ndo desinfestadas,
durante os tratos culturais como, desbrota, poda, raleio de bagas, colheita, capina, gradagem,
rocagem e pulverizacbes (NASCIMENTO; MARIANO, 2004). A disseminacdo de Xcv



também pode ocorrer durante o preparo das mudas pela agua de imersdo dos bacelos, uma vez
que a bactéria ja foi detectada nesta agua (FERREIRA, 2012)".

A infeccdo de Xcv ocorre por meio de aberturas naturais ou por micro injurias nos
tecidos ainda verdes do filoplano (ROBBS; RODRIGUES NETO, 1999), no entanto todos os
agentes de ferimentos sdo importantes para a penetracdo de bactéria, destacando-se os tratos
culturais e ventos fortes. A bactéria coloniza os espacos intercelulares rapidamente, atingindo
0 parénguima xilematico e vasos condutores do sistema vascular, sendo assim, distribuida a
outros orgdos da planta (ARAUJO et al., 2002).

2.4 Diagnose

A diagnose do cancro bacteriano pode ser realizada pelos métodos tradicionais através
da avaliagdo dos sintomas, isolamento em meio de cultura e testes de patogenicidade.

O isolamento deste patégeno em meio de cultura foi facilitado quando Peixoto,
Mariano e Viana (2006) formularam um meio semi-seletivo NYDAM (NYDA + ampicilina)
que inibe o crescimento de outras bactérias fitopatogénicas e bactérias saprofitas. Porém, os
métodos tradicionais podem ser limitantes em funcdo do tempo gasto e da dificuldade de
diagnose precoce de plantas assintomaticas.

Métodos mais rapidos para o diagnostico precoce do cancro bacteriano da videira em
plantas assintomaticas estdo sendo desenvolvidos e/ou aperfeicoados, a exemplo do método
imunolégico com anticorpos policlonais altamente reativos contra Xcv (ARAUJO et al.,
2005). A partir do sequenciamento parcial do gene hrpB, Trindade et al. (2007)
desenvolveram oligonucleotideos iniciadores (“primers”) para uso em PCR. Apesar do
sucesso da ferramenta na deteccdo de Xcv, pode haver falhas em tecidos infectados,
principalmente assintomaticos.

Em prosseguimento, Freitas et al. (2011) adotaram a BIO-PCR associada a nested-
PCR e os resultados mostraram a presenca da bactéria na superficie de cachos, com limite de
deteccdo variando de 10% a 10° UFC/mL.

'Informacéo fornecida por FERREIRA da Universidade de Brasilia, em maio 2012.



2.5 Controle

O cancro bacteriano da videira tem ocorréncia recente no Brasil, havendo deficiéncia
em pesquisas relacionadas ao controle desta bacteriose.

Além da evasdo, ou seja, poda de produgcdo em periodos de baixa precipitacdo
pluviométrica, o controle mais utilizado pelos produtores ainda é o quimico, embora 0 uso
indiscriminado tenha ocasionado resisténcia do patdgeno. Isolados de Xcv ja se mostraram
resistentes ao cobre, oxitetraciclina, sulfato de gentamicina, kasugamicina e estreptomicina
(CHAND et al., 1994; NASCIMENTO et al., 2000; SILVA et al., 2000; ARAUJO, 2001;
ARAUJO et al., 2004;). A resisténcia a fungicidas e bactericidas tem impacto negativo sobre
0 controle quimico do cancro e enfatiza a necessidade do emprego de outros métodos de
controle.

Outra alternativa de controle para o cancro bacteriano da videira é a resisténcia
genética que varia conforme a variedade utilizada e j4 foi demonstrada em diferentes
trabalhos. Chand (1992), na india, classificou as variedades sem sementes de V. vinifera em
suscetiveis e altamente suscetiveis e as V. labrusca em resistentes e moderadamente
resistentes. No Brasil, Malavolta e Almeida (2003) mostraram que as variedades Niagara
Rosada e Niagara Branca apresentam os menores indices de severidade da doenca, enquanto
gue Red Globe, Italia, Benitaka e Rubi apresentam os maiores indices. Nascimento et al.
(2006) verificaram os menores indices de doenca em ‘Isabel’ e ‘Paulsen1103’ enquanto que
os clones de V. vinifera foram os mais suscetiveis. De acordo com a Instru¢do Normativa n° 9,
de 20 de abril de 2006 (MAPA), ‘Red Globe’ possui alta suscetibilidade; ‘Thompson’,
‘Benitaka’, ‘Sugraone’, ‘Sonaka’, ‘Itdlia’ e ‘Rubi’ possuem grau médio, enquanto ‘Nidgara
Rosada’, ‘Nidgara Branca’ e ‘Princés’ possuem baixa suscetibilidade.

Poucas pesquisas relacionadas ao controle preventivo, através do uso de material
propagativo livre de infec¢do e a praticas de manejo que possam limitar a sobrevivéncia e
disseminacéo de Xcv, foram realizadas no Brasil. Silva (2009) utilizou cultura de tecidos e
obteve plantas micropropagadas livres de Xcv e com boa regeneragdo. Resultados
preliminares envolvendo o tratamento de bacelos com termoterapia, bactericidas e sanitizantes
para erradicacdo do patdgeno foram publicados (LIMA; MASHIMA, 2000).

Sabendo que microrganismos fitopatogénicos podem sobreviver em restos de cultura e
buscando uma alternativa para este problema, Silva et al. (2012) verificaram que Xcv pode

sobreviver em altas populacdes, por pelo menos 80 dias em tecidos infectados de videira na
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superficie do solo e que a compostagem é capaz de eliminar essa bactéria dos tecidos
infectados em 10 dias.

Com base nas informacdes geradas pela pesquisa e na Instrucdo Normativa 9, de 20 de
abril de 2006, as medidas de controle recomendadas sdo: utilizar mudas e materiais
propagativos sadios e com Certificado Fitossanitario de Origem — CFO; restringir o transito
de equipamentos de areas infectadas para areas sem ocorréncia da praga, sem as devidas
medidas profilaticas; desinfestar, ap6s cada utilizacdo, as ferramentas com produtos
sanitizantes; eliminar todo o material resultante das podas, por meio de compostagem, uso de
lanca-chamas ou enterrio, para as variedades suscetiveis e sintomaéticas; realizar inspecéo
visual, periodicamente, de ramos, folhas, inflorescéncias e cachos; retirar e incinerar, todo
material com sintomas; durante o periodo chuvoso, nos talhGes plantados com variedades
suscetiveis, devera ser realizado o controle quimico a partir do inicio das brotacGes; evitar a
realizacdo de podas nos meses de maiores indices pluviométricos, para as variedades
suscetiveis e eliminar as plantas hospedeiras alternativas (MAPA, 2006).

Diante das recomendacfes para o controle do cancro bacteriano, a utilizacdo de
material propagativo livre de Xcv € uma necessidade no manejo da doenca, para que ndo haja
a introducdo e/ou disseminacdo deste patdgeno para novas areas e regides. Atualmente, a
unica forma de se obter plantas livres de Xcv é através da cultura de tecidos (SILVA, 2009),
porém, quando comparado com outras praticas, essa requer mais tempo para a obtencdo do
material pronto para plantio.

O tratamento de bacelos com erradicacdo do patégeno pode ser uma alternativa
eficiente e mais rdpida para a producdo de material propagativo isento da doenca. O
tratamento de érgdos propagativos pela técnica de termoterapia foi utilizado para erradicacédo
de bactérias fitopatogénicas em cana-de-actcar (FERNANDES JUNIOR et al., 2010) e
videira (MAHMOODZADEH et al., 2003); e termoterapia aliada a fungicidas para o
tratamento de estacas de videira, visando o controle de fungos fitopatogénicos (GRAMAIJE et
al., 2009a; GRAMAUJE et al., 2009b). Em videira, tratamento de bacelos para o controle do
cancro  bacteriano utilizando  termoterapia (agua quente  48-50°C/15  min),
bactericidas/fungicidas (oxitetraciclina 250 g, sulfato de cobre 100g, cloranfenicol 100 mL e
cobre liquido 500 mL/100 L de agua) e sanitizantes (amonia quarternaria 100 mL/100 L de
agua) nao foram eficientes, embora os tratamentos com agrimicina e amonia quarternaria
tenham resultado em maiores porcentagens de brotagcdo dos bacelos (LIMA; MASHIMA,
2000).
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O uso de sanitizantes para desinfestacdo de ferramentas contaminadas por patégenos é
uma prética recomendada como medida de controle preventiva para diferentes culturas e tém
apresentado grande valor pratico, tornando-se eficiente (VIDA et al., 2004; YAKABE et al.,
2012), principalmente em doencas transmitidas por contato mecanico (VENTURA; COSTA,
2002; ZAMBOLIM et al., 2002). Apesar da recomendagdo de produtos sanitizantes para
desinfestacdo do material, como medida preventiva na cultura da videira, ainda ndo se tem
dados experimentais de sobrevivéncia e disseminacdo de Xcv nesses materiais e pouco se sabe
sobre a acdo de sanitizantes a serem utilizados nessa pratica (SOUZA et al.; 2010; NAUE et
al., 2011; RODRIGUES et al., 2012), pois a sanitizacdo de ferramentas de cultivo ainda é
pouco praticada pelos produtores de uva.

O uso de sanitizantes vem sendo empregado, para desinfestacdo de agua de irrigacao,
em substituicdo aos fungicidas, pois estes Gltimos podem proporcionar o desenvolvimento de
isolados resistentes, além de acarretarem impacto ao ambiente. Desde que em 2012 Xcv foi
detectada em agua de imersdo de bacelos e também por ndo existirem recomendacdes de
produtos para desinfestacdo de A&gua contaminada com este patdgeno, a avaliacdo dos
sanitizantes com esta finalidade torna-se necessaria. Dentre os quimicos utilizados na
desinfestacdo da agua de irrigacdo, o cloro é empregado em grande escala ha muitos anos,
uma vez que é ativo contra varios patogenos (RAUDALES et al., 2011), tais como bactérias
(THOMPSON, 1965; LACY; LAMBE; BERG, 1981), fungos (HONG et al., 2003) e virus
(ROSNER et al., 2006). No entanto, para cada cultura ha a necessidade de se verificar qual a
dosagem efetiva contra o patégeno e ndo fitotoxica ao hospedeiro, uma vez que, a dosagem
ideal é geralmente fitotoxica a planta (PONCET et al., 2001; HONG et al., 2003).

Devido a importancia da cultura da videira e do cancro bacteriano para regido do Vale
do Submédio Sdo Francisco e a existéncia de poucos estudos sobre o controle desta doenca,
este trabalho teve como objetivos: avaliar a eficiéncia de tratamentos de bacelos de videira
para erradicacdo de Xcv utilizando termoterapia, bactericidas e sanitizantes; verificar a
sobrevivéncia de Xcv em tesouras de raleio; e selecionar sanitizantes eficientes para
desinfestacdo destas ferramentas de cultivo de videira e da agua utilizada na produgédo de

mudas.
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EFEITO DO TRATAMENTO DE BACELOS DE VIDEIRA ‘RED GLOBE’ NO
CONTROLE DO CANCRO BACTERIANO

CARINE ROSA NAUE!, MARIA ANGELICA GUIMARAES BARBOSA?, DIOGENES
DA CRUZ BATISTA®, ELINEIDE BARBOSA DE SOUZA*, ROSA DE LIMA RAMOS
MARIANO®

RESUMO - A disseminagdo do cancro bacteriano da videira causado por Xanthomonas
campestris pv. viticola (Xcv) ocorre, dentre outras formas, por meio de mudas e bacelos
infectados. Foi estudada a obtencdo de material propagativo livre do patdgeno testando a
eficiéncia do tratamento de bacelos com termoterapia, bactericidas e sanitizantes. Os isolados
de Xcv foram obtidos, testados quanto a patogenicidade e realizado o teste de sensibilidade in
vitro a bactericidas e sanitizantes: oxitetraciclina+estreptomicina, oxitetraciclina+sulfato de
cobre, casugamicina e oxitetraciclina; cloreto de dodecildimetil aménio; hipoclorito de sodio
e cloreto de benzalconio, em diferentes concentracdes. A erradicacdo de Xcv em bacelos de
videira foi testada em experimentos com termoterapia (50°C por 30 e 40 min; 53°C por 5 e 10
min); bactericidas [oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2000, 165+2200, 180+2400 e
195+2600 mg L™ de H,0) e oxitetraciclina (600, 700, 800 e 900 mg L™)]; e sanitizantes
[cloreto de dodecildimetil amdnio (600, 1200, 1800, 2400, 3000 pL L™); hipoclorito de sodio
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(5000, 10000, 20000, 30000, 40000 pL L™) e cloreto de benzalconio (125, 167, 250, 334, 500
uL L™Y)]. Foram avaliados periodo de incubacdo, incidéncia e severidade da doenca. O
bactericida oxitetraciclina e os sanitizantes cloreto de dodecildimetil amdnio e hipoclorito de
sodio proporcionaram o0s maiores halos de inibicdo de Xcv in vitro. No entanto nao foi
possivel recomendar tratamento termoterdpico ou produto que erradicasse Xcv de bacelos
infectados.

Termos para Indexacdo: Vitis sp., cancro bacteriano da videira, controle, erradicacao,

Xanthomonas campestris pv. viticola.

EFFECT OF TREATMENT OF ‘RED GLOBE’ VINE CUTTINGS ON THE
CONTROL OF BACTERIAL CANKER

ABSTRACT- The spread of grapevine bacterial canker caused by Xanthomonas campestris
pv. viticola (Xcv) occurs, among other ways, through infected plantlets and grapevine
cuttings. It was studied how to obtain propagation material free of Xcv testing the
effectiveness of treatments of cuttings using thermotherapy, bactericides and sanitizers. The
Xcv isolates were tested for pathogenicity and "in vitro™ sensitivity to bactericides and
sanitizers (streptomycin+oxytetracycline, oxytetracycline+copper sulfate, kasugamycin and
oxytetracycline; dodecyldimethyl ammonium chloride, sodium hypochlorite and
benzalkonium chloride) at different concentrations. The eradication of Xcv on cuttings was
tested in experiments with thermotherapy (50°C for 30 and 40 min; 53°C for 5 and 10 min);
bactericides [oxytetracycline+copper sulphate (150+2000, 165+2200, 180+2400 and
195+2600 mg L™ of H,0) and oxytetracycline (600, 700, 800 and 900 mg L™)] and sanitizers
[dodecyldimethyl ammonium chloride (600, 1200, 1800, 2400, 3000 pl L™) sodium
hypochlorite (5000, 10000, 20000, 30000, 40000 pl L™) and benzalkonium chloride (125,
167, 250, 334, 500 ul L™)]. We evaluated the incubation period, the incidence and severity of
disease. The bactericidal oxytetracycline and sanitizers dodecyldimethyl ammonium chloride
and sodium hypochlorite provided the largest zones of inhibition, in vitro. However, it was
not possible to recommend an efficient condition of temperature/time, and concentrations of
bactericides or sanitizers, among those tested, capable of eradicating Xcv of infected
grapevine cuttings.

Index terms: Vitis sp., grapevine bacterial canker, control, eradication, Xanthomonas

campestris pv. viticola.
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INTRODUCAO

A viticultura brasileira ocupa atualmente uma area de 80 mil hectares, sendo o Brasil 0
15° produtor mundial de uva. Na safra brasileira de 2011, foram produzidas 1,4 milhGes de
toneladas, sendo os estados do Rio Grande do Sul e Pernambuco os maiores produtores, com
aproximadamente 978 e 274 mil toneladas (AGRIANUAL, 2011). O Brasil também é o
quarto maior produtor de uvas de mesa (AGRIANUAL, 2011), sendo o Vale do Submédio
Sdo Francisco (Petrolina-PE/Juazeiro-BA), responsavel por 99% das exportacGes
(VALEXPORT, 2011).

A répida expansdo da viticultura no Vale do Submédio Sdo Francisco originou
problemas fitossanitarios dentre 0s quais o cancro bacteriano da videira, causado por
Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye. (Xcv), que é a bacteriose mais
importante no Brasil para essa cultura. Essa bactéria € uma praga quarentendria presente (A2),
encontrada nos estados da Bahia, Pernambuco e Ceard, mas detectada e erradicada dos
estados do Piaui, Roraima, S&o Paulo, Goids e Parand (FREIRE; OLIVEIRA, 2001,
HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2006; JUNQUEIRA et al., 2006; RODRIGUES NETO et al.,
2011; TOMAZ et al., 2011). Nas folhas, os sintomas do cancro bacteriano iniciam-se por
pequenas lesbes necrdticas, angulares, esparsas, que coalescem causando crestamento e
destruindo amplas areas foliares. Manchas necréticas alongadas, que formam os cancros,
podem aparecer nas nervuras e também nos peciolos. Nos ramos, ocorre externamente o
escurecimento de extensas areas, geralmente acompanhado de necrose, formacao de cancros e
colonizacdo sistémica, que causa descoloracdo na regido vascular. Os sintomas ainda podem
ser observados nas inflorescéncias, causando nas raquis manchas necréticas e cancros; e nas
bagas lesdes escuras arredondadas, com didmetro de 1 a 3 mm (NAYUDU, 1972;
MALAVOLTA etal., 1999).

Essa bactéria sobrevive de um ciclo para o outro em plantas infectadas, como epifitica
em plantas sadias (ARAUJO, 2001), em plantas hospedeiras (PEIXOTO et al., 2007) e em
restos culturais (SILVA et al., 2012). A disseminacdo de Xcv pode ocorrer a longas distancias,
principalmente através de mudas e bacelos contaminados. Dentro de um mesmo talhdo, a
disseminacdo acontece a partir de fontes de inoculo tais como videiras infectadas; videiras
sem sintomas; restos culturais espalhados pelo pomar durante os tratos culturais de desbrota,
poda, raleio de bagas, colheita, capina, gradagem e rogagem. Esta disseminacdo € realizada
por respingos de agua de chuva e irrigagcdo; pulverizacdes; tesouras, luvas, canivetes e
contentores ndo desinfestados; roupas e veiculos (NASCIMENTO; MARIANO, 2004).
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Atualmente, no Vale do Submédio S&o Francisco, a grande maioria dos parreirais de
‘Red Globe’ esta infectada com Xcv. O principio de controle mais utilizado pelos produtores é
a evasdo, ou seja, evitar a poda de producdo durante o periodo chuvoso. No entanto, ha
produtores que podam na época em que o clima é favoravel a ocorréncia da doenca,
incorrendo na utilizacdo de grande quantidade de fungicidas clpricos, sozinhos ou em
combinagdo com ditiocarbamatos, aumentando o custo de produgéo.

Tentando minimizar os prejuizos causados pela doenca e desconhecendo-se um
método Unico eficiente de controle, recomenda-se um conjunto de medidas, incluindo as que
interferem na introducdo e disseminacdo do patdgeno, a exemplo do uso de material
propagativo livre de Xcv. Atualmente, a técnica de cultura de tecidos é muito utilizada para
propagacdo de plantas livre de patdgenos. A micropropagacdo de explantes de videira
possibilita a obtencdo de plantas com boa regeneracéo e livres de Xcv (SILVA, 2009), porém
requer mais tempo, quando comparada a outras praticas. Desta forma, o tratamento de bacelos
pode ser uma alternativa eficiente e mais rapida para a producdo de material propagativo
isento da doenca.

A termoterapia foi utilizada para tratamento de 6rgdos propagativos de cana-de-agucar
(FERNANDES JUNIOR et al., 2010) e videira (MAHMOODZADEH et al., 2003) visando a
erradicacdo de Leifsonia xyli subsp. xyli e Agrobacterium vitis, respectivamente; e a
termoterapia aliada a fungicidas foi testada para o tratamento de estacas de videira, visando o
controle de doencas fungicas (GRAMAIJE et al., 2009a; GRAMAJE et al., 2009b). No caso
do controle do cancro bacteriano, o tratamento de bacelos de videira tem sido raramente
testado, sempre com poucos tratamentos e concentragfes (LIMA; MASHIMA, 2000).

Diante do exposto e sabendo-se da importancia da utilizacdo de material propagativo
sadio no controle do cancro bacteriano, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia
dos tratamentos de bacelos de videira para erradicacdo de Xcv utilizando termoterapia,
bactericidas e sanitizantes.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Semiarido e os in vivo, foram conduzidos em trés locais diferentes: viveiro de mudas

do Laboratério de Biotecnologia; viveiro de mudas da Estacdo Experimental de Bebedouro; e
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casa de vegetacdo do Laboratorio de Fitopatologia, todos da Embrapa Semiérido, Petrolina-
PE, no periodo de janeiro a maio de 2012.

Preparo das suspensdes de Xanthomonas campestris pv. viticola e concentracao do
inoculo

O isolado de Xcv foi reativado e testado quanto a patogenicidade pelo método de
picada na haste e no peciolo, em mudas da variedade Red Globe e as culturas foram mantidas
em meio NYDA (dextrose 10, extrato de carne 3, extrato de levedura 5, peptona 5 e agar 18 g
L. Para o preparo do inéculo, o isolado foi transferido para placas de Petri contendo o
mesmo meio durante 48 h a 28°C. A suspensdo bacteriana foi preparada em agua destilada
esterilizada (ADE), sendo a concentracdao ajustada em fotocolorimetro para As7o = 0,4 que
corresponde a 10° UFC mL™. O isolado utilizado pertence & Colecdo de Bactérias
Fitopatogénicas do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Semiarido.

Sensibilidade in vitro de Xanthomonas campestris pv. viticola a bactericidas e
sanitizantes

Foram testados quatro bactericidas e trés sanitizantes. Para os bactericidas foram
realizados dois ensaios. Primeiramente foram testados os bactericidas em diferentes dosagens:
oxitetraciclina+estreptomicina nas concentracdes (18+180, 30+300, 36+360 e 45+450 mg L™;
oxitetraciclina+sulfato de cobre nas concentragdes (45+600, 90+1200, 120+1600 e 150+2000
mg L™); casugamicina, na concentracdo 60 pL L™ e oxitetraciclina nas concentragdes (400,
480, 600 mg L™, frente a Xcv. Devido & inexisténcia de bactericidas registrados para o
controle do cancro bacteriano da videira, as dosagens utilizadas foram aquelas recomendadas
nos rétulos dos produtos para o controle de outras fitobacterioses. Todas as solucdes dos
produtos foram feitas em agua destilada ou ADE.

Para o segundo ensaio foram testados os dois bactericidas mais eficientes, porém em
dosagens superiores as utilizadas anteriormente: oxitetraciclina+sulfato de cobre nas
concentracdes (150+2000, 165+2200, 180+2400, 195+2600 e 210+2800 mg L™) e
oxitetraciclina nas concentragdes (600, 700, 800, 900 e 1000 mg L™) frente a Xcv.

Para os sanitizantes foram testados trés produtos e cinco diferentes dosagens, a saber:
cloreto de dodecildimetil aménio, nas concentragdes 600, 1200, 1800, 2400, 3000 pL L™,
hipoclorito de sédio nas concentrages, 2500, 5000, 7500, 10000 e 12500 pL L™ e cloreto de
benzalconio nas concentragdes 125, 167, 250, 334, 500 pL L™, frente a Xcv.

A metodologia utilizada foi a do antibiograma descrita por Romeiro (2005)
modificada. Em placas de Petri foi vertida uma camada bésica de agar-agar sélido (1,8% de

agar) com aproximadamente 1 mm de espessura. Posteriormente verteu-se uma sobrecamada
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de meio NYDA semi-sélido (0,9% de &gar), acrescido da suspensdo de Xcv (10 UFC mL™),
na proporcdo de 200 pL 10 mL™. Apés a solidificagdo da sobrecamada, os discos de papel de
filtro foram embebidos nas diferentes concentracdes dos produtos testados e colocados sobre
a superficie do meio. Em cada placa foram colocados quatro discos, com a mesma
concentragéo, dispostos de uma maneira equidistante. A testemunha foi realizada da mesma
forma e consistiu de discos embebidos em ADE. As placas foram incubadas a 28°C e apds 48
h, com o auxilio de uma régua milimetrada mediu-se o diametro do halo de inibicdo, em dois
sentidos opostos, estabelecendo-se a média.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticGes, sendo cada uma constituida de uma placa de Petri contendo quatro discos. A
analise dos dados foi realizada no programa The SAS System version 9.0 (SAS Institute Inc.
Cary, NC, 27513, USA, 2002), cujas médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Tratamento de bacelos de videira com termoterapia, bactericidas e sanitizantes
visando a erradicacdo de Xanthomonas campestris pv. viticola

No més de janeiro de 2012 foram realizadas as coletas de ramos da variedade de uva
de mesa, Red Globe, com sintomas da doenca em &reas produtoras no Projeto de Irrigacdo de
Bebedouro, Petrolina-PE. Imediatamente apds a coleta, os ramos foram reduzidos a bacelos,
com tamanho de 15 a 20 cm de comprimento, contendo trés gemas e um didametro médio de 6
mm. Em seguida, os bacelos foram imersos verticalmente em uma lamina de dgua de torneira
de aproximadamente 10 cm por 48 horas, para facilitar o enraizamento, e ap6s este periodo,
0s mesmos foram submetidos aos tratamentos.

Os tratamentos de termoterapia realizados foram: 50°C por 30 minutos (T1); 50°C por
40 minutos (T2); 53°C por 5 minutos (T3) e 53°C por 10 minutos (T4). Em um aparelho de
banho-maria (Cien Tec 268) com termostato, os bacelos foram imersos de acordo com cada
tratamento. Dois bactericidas foram testados em quatro diferentes concentragdes:
oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2000, 165+2200, 180+2400 e 195+2600 mg L™) e
oxitetraciclina (600, 700, 800 e 900 mg L™). Os trés sanitizantes testados em cinco diferentes
concentracdes foram: cloreto de dodecildimetil aménio (600, 1200, 1800, 2400, 3000 pL L™);
hipoclorito de sédio (2500, 5000, 7500, 10000 e 12500 pL L™) e cloreto de benzalconio (125,
167, 250, 334, 500 pL L™). Em bandejas plasticas (40 x 28 x 10 cm) os bacelos foram imersos
nas suspensdes dos diferentes tratamentos por 60 minutos. A testemunha, para todos 0s

tratamentos, consistiu de bacelos imersos em agua de torneira pelo tempo respectivo.
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Logo apds os tratamentos, os bacelos foram levados para os viveiros e casa de
vegetacdo com temperatura controlada e plantados em sacos de polietileno (10 x 20 cm)
contendo solo. Todos os experimentos foram irrigados com auxilio de mangueira; a
temperatura e a umidade relativa foram registradas, e as médias foram calculadas.

As avaliacBes dos componentes epidemioldgicos tiveram inicio a partir da brotacdo
dos bacelos. A erradicagcdo do patdgeno foi avaliada pela presenga ou auséncia de sintomas
nas plantas. Os componentes epidemioldgicos observados foram: a) periodo de incubacéo,
representado pelo nimero de dias entre a brotagcdo do bacelo e o surgimento dos sintomas da
doenca. Plantas que ndo apresentaram sintomas tiveram o periodo de incubacédo ajustado para
0 periodo de avaliacdo total acrescido de um dia, conforme proposto por lamsupasit et al.
(1993); b) incidéncia da doenca, calculada ao final do experimento, pelo percentual de folhas
com sintomas em relacdo ao numero total de folhas da planta; e ¢) severidade, estimada com o
auxilio de escala diagramatica (Nascimento et al., 2005) para cada folha infectada da planta
ao final do experimento. As avaliagcbes foram realizadas durante 15 semanas, diariamente,
para o periodo de incubacéo e ao final deste periodo foram avaliadas incidéncia e severidade.

Os experimentos com termoterapia, bactericidas e sanitizantes foram realizados em
viveiro e casa de vegetacdo. O experimento com termoterapia foi realizado duas vezes em
casa de vegetacdo e quatro vezes em viveiro; de bactericidas foi realizado duas vezes em casa
de vegetacdo e duas em viveiro; enquanto aquele com sanitizantes foi realizado duas vezes em
viveiro e uma em casa de vegetacao.

O delineamento experimental para todos os experimentos foi inteiramente casualizado.
Os experimentos com termoterapia, antibidticos e sanitizantes foram constituidos por cinco,
nove e dezesseis tratamentos, respectivamente. Todos o0s tratamentos tiveram sete repeticoes,
sendo cada repeticdo representada por um bacelo.

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias (teste de
Levene), submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e quando significativa, comparacao das
médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Quando houve homogeneidade, os
resultados foram analisados em conjunto durante a analise de variancia. Empregou-se o

programa SAS System v. 9.0 em todas as andlises estatisticas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento in vitro, Xcv foi sensivel aos bactericidas oxitetraciclina e
oxitetraciclina+sulfato de cobre (dados ndo apresentados). No segundo experimento,
oxitetraciclina proporcionou os maiores halos de inibicdo de Xcv, sendo que as cinco
concentragdes testadas, inclusive a menor delas (600 mg L™) diferiram estatisticamente da
maior concentracéo de oxitetraciclina+sulfato de cobre (210+2800 mg L™) (Tabela 1). Esses
resultados concordam com os de Nascimento et al. (2000) que relataram a oxitetraciclina
como o terceiro melhor produto dentre diferentes quimicos testados na inibicdo de Xcv sendo
inferior apenas a misturas deste produto com sulfato de gentamicina e bioestimulante. Ja a
mistura oxitetraciclina+sulfato de cobre ndo se destacou na inibicdo de Xcv in vitro quando
testada por Silva et al. (2000).

Os sanitizantes cloreto de dodecildimetil aménio e hipoclorito de sddio apresentaram
maior eficacia na inibicdo de Xcv, a excecdo da concentragdo 2500 pL L™ de hipoclorito de
sodio. O patégeno ndo foi inibido pelas trés menores concentracdes testadas do cloreto de
benzalconio (125, 167 e 250 uL L™) (Tabela 2).

Nos trés locais anteriormente citados onde os experimentos in vivo foram realizados,
as condicBes climaticas durante o periodo de janeiro a maio de 2012 foram adequadas ao
desenvolvimento do cancro bacteriano. As médias das varidveis climaticas desses meses para
os viveiros foram: temperatura média de 27,37°C; temperatura maxima de 33,43°C;
temperatura minima de 21,92; umidade relativa média de 52,72%; umidade relativa maxima
de 76,2%; umidade relativa minima de 31,11%; e precipitacdo de 0,34 mm. Para casa de
vegetacdo, foram: temperatura média de 25,65°C; temperatura maxima de 31,50°C;
temperatura minima de 19,8°C; umidade relativa média de 57%; umidade relativa maxima de
80%; umidade relativa minima de 34%.

Sintomas do cancro bacteriano da videira foram observados em plantas obtidas de
bacelos submetidos a todos os tratamentos dos experimentos com termoterapia, bactericidas e
sanitizantes.

No experimento com termoterapia, tanto no viveiro quanto na casa de vegetacdo, ndo
houve diferenca significativa (P<0,05) entre a testemunha e os tratamentos, 50°C por 30
minutos; 50°C por 40 minutos; 53°C por 5 minutos; e 53°C por 10 minutos, para todas as
variaveis observadas, periodo de incubacéo, incidéncia e severidade (dados ndo apresentados)
(Figura 1). As temperaturas e os tempos testados nédo interferiram no desenvolvimento das

mudas, ou seja, ndo houve fitotoxicidade.
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O tratamento térmico de bacelos de videira tem sido utilizado com eficiéncia para
erradicacdo de diferentes fitopatdgenos. Mahmoodzadeh et al. (2003) testando diferentes
binbmios temperatura/tempo para erradicacdo de Rhizobium vitis de bacelos de videira
variedade. Thompson Seedless e porta-enxerto NAZ3 (Vitis vinifera x Vitis rupestris)
verificaram que 50°C/30min, erradicou ou reduziu o patdgeno a niveis abaixo da deteccéo,
sem prejudicar o desenvolvimento das mudas. No entanto, a sensibilidade de bactérias
fitopatogénicas a elevadas temperaturas varia conforme a bactéria estudada. Hao et al. (2012)
avaliando o crescimento das espécies Agrobacterium tumefaciens (sin. Rhizobium
radiobacter), Erwinia carotovora (sin. Pectobacterium caratovorum), Erwinia amylovora,
Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum e X. campestris frente a
diferentes temperaturas de agua, verificaram que os géneros Ralstonia e Xanthomonas foram
0s mais resistentes, sendo inativados apenas por 48°C durante 24 h.

No presente trabalho, fatores que podem ter interferido na eficiéncia das temperaturas
e tempos testados, para erradicar as células bacterianas do interior dos tecidos dos bacelos sdo
0 diametro e consisténcia lenhosa dos mesmos. O primeiro foi também mencionado por
Mahmoodzadeh et al. (2003), como elevando o tempo que os tecidos internos levam para
atingir as temperaturas testadas. Talvez a eficiéncia desta metodologia possa ser melhorada
testando-se maiores tempos de exposi¢cdo ou usando-se a termoterapia em conjunto com
outras praticas, tais como 0s sanitizantes. Fernandes Junior et al. (2010) avaliando diferentes
tratamentos térmicos no controle do raquitismo das soqueiras em cana-de-agucar verificaram
que a melhor combinacdo foi 52°C/2 h, obtendo-se 100% de controle da bacteriose. No
entanto, a adi¢do de sanitizantes a este tratamento teve um controle significativamente maior,
quando comparado ao tratamento convencional mais utilizado 52°C/30 min, diminuindo o
tempo de exposicdo do material ao tratamento térmico.

Em relagédo ao tratamento de bacelos com bactericidas, em casa de vegetacdo, nao foi
verificada diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos para as variaveis analisadas
(dados ndo apresentados), o que foi observado no viveiro (Tabela 3).

O tratamento dos bacelos com oxitetraciclina nas concentracdes 600 e 700 mg L™ e
oxitetraciclina+sulfato de cobre na concentracdo 150+2000 mg L™ elevaram
significativamente o periodo de incubacdo em relacdo a testemunha (Tabela 3). A incidéncia
da doencga s6 foi significativamente menor que a testemunha, quando os bacelos foram
tratados com oxitetraciclina na dosagem de 700 mg L™. A severidade da doenca no foi

reduzida pelos antibidticos testados; e ainda bacelos tratados com oxitetraciclina+sulfato de
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cobre na concentracdo 165+2200 mg L™ apresentaram aumento significativo da severidade
(Tabela 3).

O periodo de incubacdo de Xcv em mudas de videira ‘Red Globe’, originadas de
bacelos com infeccdo natural tratados com bactericidas, variou entre 83,1 a 102,3 dias. Essa
variavel epidemioldgica tem influéncia no numero de ciclos das relagdes patdgeno-hospedeiro
e consequentemente na severidade. Quanto maior o periodo de incubacdo, menor sera o
numero de ciclos da doenca e menor sera a severidade (PARLEVLIET, 1975). No entanto,
este fato ndo apresentou relevancia estatistica para os tratamentos que apresentaram o periodo
de incubacéo significativamente maior em relacdo a testemunha, mas que nao diferiram desta
quanto a severidade (Tabela 3).

A reducdo significativa da incidéncia da doenca com oxitetraciclina (700 mg L™) ndo
significou a erradicacdo do patdgeno no interior dos bacelos de videira, uma vez que neste
tratamento 20% das mudas expressaram sintomas da doenca. Antibidticos foram muito
utilizados na agricultura para o controle de fitobacterioses. No entanto, pesquisas mais
recentes tém demonstrado a eficiéncia duvidosa destes produtos. Um das explicacOes, além da
existéncia de isolados resistentes, é a rapida colonizacdo da videira pelo patégeno (ARAUJO
et al., 2004), auséncia de absorcdo dos produtos pelos 6rgdos vegetais e lixiviacdo dos
produtos pela dgua de irrigagdo ou chuva, uma vez que, sdo sollveis em agua (ROMEIRO,
2005). Além disso, nem sempre ocorre correlacdo entre os resultados obtidos in vitro e in
vivo, a exemplo do presente trabalho, onde os bactericidas in vitro foram eficientes na
inibicdo de Xcv (Tabela 1) e ndo reduziram a severidade da doenca. Sugere-se ainda que 0s
bactericidas ndo tenham alcancado o parénquima Xxilematico infectado por Xcv, ou que as
dosagens testadas ndo tenham sido suficientes para a erradicacdo das células bacterianas neste
ambiente.

Dos sanitizantes testados, o hipoclorito de sédio a 10000 e 12500 pL L™ causou
fitotoxicidade as mudas de videira. No experimento em casa de vegetagdo as plantas
cultivadas ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis
analisadas (dados ndo apresentados), ao contrario do que foi observado no experimento do
viveiro (Tabela 4). O periodo de incubagdo ndo foi aumentado significativamente pelo
tratamento dos bacelos com os sanitizantes, e, além disso, as plantas originadas de bacelos
tratados com cloreto de benzalcénio em quatro das cinco concentragdes testadas apresentaram
periodos de incubac&o significativamente menores, em comparagdo com a testemunha (Tabela
4). As variaveis incidéncia e severidade da doenca ndo foram reduzidas pelos tratamentos

testados. Em contraposicdo, plantas originadas dos bacelos tratados com cloreto de
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benzalconio (250, 334, 500 pL L™) apresentaram aumento na incidéncia da doenca e na
concentracdo 167 L L™, aumento na severidade da doenca (Tabela 4). Esse produto testado
no controle preventivo da seca dos ponteiros da goiabeira ndo reduziu significativamente nem
tampouco aumentou a porcentagem de ramos infectados por Erwinia psidii (REZENDE et al.,
2008). O Cloreto de Benzalcénio é uma amonia quaternaria que atua internamente na planta
através da inducdo de mecanismos de defesa como o aumento do teor de compostos fendlicos,
além da sintese de B-1,3-glucanase e quitinases no tecido vegetal, conferindo uma protecéo
local, ndo sistémica (MARTINS; SILVEIRA; FURTADO, 2008).

Em campo, a pulverizagdo de sanitizantes como protetores contra o0 cancro bacteriano
da videira ¢ uma estratégia que esta sendo utilizada pelos produtores de uva do Vale do
Submédio Sdo Francisco (RODRIGUES et al., 2012) uma vez que 0 sanitizante clorado
possui amplo espectro biocida contra bactérias, fungos e virus (RIBEIRO et al., 2008).
Contudo, sanitizantes e fungicidas ja foram testados para o controle de outros fitopatégenos
em bacelos de videira. Gramaje et al. (2009b) avaliaram diferentes fungicidas e sanitizantes
para controle da doenca de Petri (Phaeomoniella chlamydospora e Phaeoacremonium spp.)
em estacas durante a fase de hidratacdo, verificando que, consistentemente, o cloreto de
dodecildimetil amonio foi o melhor desinfetante. Alaniz et al. (2011) avaliaram 14 fungicidas
e sanitizantes como protetores de ferimentos na fase de propagacdo para o controle do pé
preto da videira (Cylindrocarpum liriodendri e C. macrodidymum) e relataram que todos os
produtos testados reduziram a severidade da doenca, mas somente quatro, dentre eles o
cloreto de dodecildimetil amonio, reduziram significativamente a porcentagem de
reisolamento dos patdgenos. Desta forma o cloreto de dodecildimetil aménio foi indicado para
ser incluido em programas de manejo integrado para controle das duas doencas flngicas
(ALANIZ et al., 2011). Com relacdo a fitobacterioses, Xanthomonas spp. agentes causais da
mancha bacteriana do tomateiro foram inibidos por cloreto de dodecildimetil amonio in vitro,
no entanto, os resultados ndo se mantiveram in vivo. Este fato foi relacionado a alta
volatilidade, fécil degradacdo ou baixa aderéncia a superficie vegetal, concluindo-se que
quando o produto tem um baixo poder residual na planta, a eficiéncia de controle da doenca
pode ser comprometida (PONTES et al., 2012).

Assim como 0s bactericidas, os sanitizantes testados ndo foram eficientes para a
erradicacdo de Xcv em bacelos de videira, 0 que pode ser explicado por estes produtos néo
terem atuado como sistémicos, ndo conseguindo atingir Xcv que coloniza o xilema da videira,

ou pelas concentragdes nao terem sido suficientemente altas para a erradicacao.
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CONCLUSAO

Né&o é possivel recomendar um tratamento termoterapico, bactericida ou sanitizante,
dentre os testados, capaz de erradicar a bactéria fitopatogénica X. campestris pv. viticola de

bacelos de videira infectados.
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TABELA 1- Efeito de bactericidas no crescimento in vitro de Xanthomonas campestris pv.

viticola.

Bactericida (mg L™ de H,0)

Halo de inibigdo (mm)

1

Oxitetraciclina (1000) 17,35 a
Oxitetraciclina (800) 16,71 ab
Oxitetraciclina (900) 16,64 ab
Oxitetraciclina (700) 16,24 bc
Oxitetraciclina (600) 15,68 c
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (210+2800) 11,65 d
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (195+2600) 11,43 de
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (180+2400) 11,30 de
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (165+2200) 10,74 e
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2000) 10,71 e
CV (%) 2,53

IMédia de cinco repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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TABELA 2- Efeito de sanitizantes no crescimento in vitro de Xanthomonas campestris pv.

viticola.

Sanitizante (uL L™

Halo de inibi¢do (mm)

Cloreto de dodecildimetil aménio (3000) 13,10' a
Cloreto de dodecildimetil aménio (1800) 12,90 ab
Hipoclorito de sédio (7500) 12,90 ab
Cloreto de dodecildimetil aménio (2400) 12,40 ab
Hipoclorito de sddio (12500) 11,70 abc
Cloreto de dodecildimetil aménio (600) 10,60 bcd
Hipoclorito de sédio (10000) 9,90 cde
Cloreto de dodecildimetil aménio (1200) 9,40 cde
Hipoclorito de sdio (5000) 8,40 de
Cloreto de benzalcénio (500) 8,00 e
Cloreto de benzalcénio (334) 550 f
Cloreto de benzalcénio (125) 0,00 g
Cloreto de benzalcénio (167) 0,00 g
Cloreto de benzalcénio (250) 0,00 g
Hipoclorito de sédio (2500) 0,00 g
CV(%) 14,13

!Média de cinco repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

35



36

519 TABELA 3- Efeito do tratamento de bacelos de videira ‘Red Globe’ com bactericidas no
520 controle do cancro bacteriano, avaliado pelos componentes epidemiolégicos da doenca em

521  plantas das 9 as 15 semanas, em condicOes de viveiro, Embrapa Semiarido, Petrolina-PE.

TRATAMENTO Periodo de Incidéncia  Severidade
1 incubacéo

(mgL™) (dias) (%) (%)
Oxitetraciclina (700) 102,3' a 473 d 019° ¢
Oxitetraciclina (600) 1014 a 7,70 cd 0,62 bc
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2000) 101,2 ab 11,87 bed 1,07 bc
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (180+2400) 97,8 abc 21,96 bcd 0,91 bc
Oxitetraciclina (800) 959 abc 20,50 bcd 1,05 bc
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (195+2600) 956 abc 16,84 bcd 1,10 bc
Oxitetraciclina (900) 89,6 bcd 39,29 ab 166 ab
Testemunha 89,5 cd 27,27 abc 1,27  bc
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (165+2200) 831 d 48,13 a 3,71 a

CV (%) 12,58 86,46 48,38

522 'Média de 21 repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo teste de
523  Tukey a 5% de significancia. 2Dados transformados em Vx+0,01.
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TABELA 4- Efeito do tratamento de bacelos de videira ‘Red Globe’ com sanitizantes no
controle do cancro bacteriano, avaliado pelos componentes epidemiologicos da doenca em

plantas das 9 as 15 semanas, em condicGes de viveiro, Embrapa Semiarido, Petrolina-PE.

TRATAMENTO (uL L™ Periodo de Incidéncia Severidade
incubacéo
(%) (%)
(dias)
Cloreto de dodecildimetil aménio (3000)  100,4' a 11,25 f 0,72° €’
Hipoclorito de sodio (7500) 98,0 ab 1590 f 1,02 de

Cloreto de dodecildimetil amonio (1800) 95,2 abc 22,35 ef 1,65 bcde

Hipoclorito de sédio (5000) 94,1 abc 34,59 cdef 2,27 bcde
Testemunha 93,0 abc 25,79  def 2,01  bcde
Hipoclorito de sodio (2500) 93,0 abc 17,45 f 1,23  cde

Cloreto de dodecildimetil amonio (2400) 92,6 abc 2399 ef 1,94  bcde
Cloreto de dodecildimetil amonio (1200) 88,3 abcd 36,00 bcdef 1,91  bcde

Cloreto de dodecildimetil amé6nio (600) 82,7 bcd 47,89 abcde 2,64 abcde

Cloreto de benzalc6nio (250) 78,9 cde 6165 abcd 3,84 abc
Cloreto de benzalconio (334) 74,4 de 67,49 abc 2,86 abcd
Cloreto de benzalc6nio (500) 74,4 de 76,11 ab 4,08 ab
Cloreto de benzalc6nio (125) 74,1 de 53,34 abcd 2,97 abcd
Cloreto de benzalcénio (167) 64,7 e 87,00 a 6,23 a
CV (%) 15,14 53,81 41,90

!Média de 14 repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. “Dados originais transformados em Vx+0,01 para efeito de analise.
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Figura 1 — Sintomas em mudas da variedade Red Globe obtidas de bacelos no experimento
de termoterapia: (A) bacelos ndo tratados — testemunha; (B) tratados a 50°C/30 min; (C)
53°C/5 min e (D) 53C°%/10 min.
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|
SOBREVIVENCIA DE Xanthomonas campestris pv. viticola E DESINFESTACAO DE
FERRAMENTAS DE CULTIVO DA VIDEIRA E DE AGUA CONTAMINADA
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SOBREVIVENCIA DE Xanthomonas campestris pv. viticola E
DESINFESTACAO DE FERRAMENTAS DE VIDEIRA E DE AGUA
CONTAMINADA UTILIZADA NA PRODUCAO DE MUDAS

C.R. Naue', V.S.0. Costa®, M.A.G. Barbosa®, D.C. Batista®, E.B. Souza®, R.L.R.
Mariano®
! Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Agronomia, 52171-900 Recife,
Pernambuco, Brasil
?Embrapa Semiérido, 56302-970, Petrolina-Pernambuco, Brasil
¥ Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Biologia, 52171-900 Recife,

Pernambuco, Brasil

RESUMO - Foi analisada a sobrevivéncia de Xcv2®" em tesouras de raleio e selecionados
sanitizantes para a desinfestacdo desta ferramenta de cultivo da videira, assim como da agua
contaminada na producdo de mudas. A sobrevivéncia foi avaliada de 0 a 42 h apds imersédo
das tesouras em suspensdo do patdgeno. Teste de sensibilidade de Xcv in vitro e selecdo
inicial em tesouras foram realizados com os sanitizantes cloreto de dodecildimetil amonio
(1200 pl 1), cloreto de benzalconio (250 pl 1Y), dicloroisocianurato de sédio (16,25 mg I™)
hipoclorito de sédio (20000 pl I™%), hipoclorito de célcio (130 mg I™Y), oxicloreto de célcio
(97,5 mg I") e di6xido de cloro (25 pl I'). Para validacdo da eficiéncia dos sanitizantes na
desinfestacdo de tesouras foram testados cloreto de dodecildimetil aménio (1200 pl 1) e
hipoclorito de sédio (20000 pl 1) sendo realizados 50 cortes sequenciais, em folhas de
videira. A viabilidade dos sanitizantes foi estudada de 0 a 8 h apds o preparo das solucgdes.
Para desinfestagdo de &gua contaminada com Xcv foram testados dois bactericidas e trés
sanitizantes. Xcv sobreviveu 24 h em tesouras de raleio. Hipoclorito de sédio (20000 ul I'*) e
cloreto de dodecildimetil aménio (1200 ul I'™") proporcionaram os maiores halos de inibicéo e
desinfestaram tesouras contaminadas com Xcv. As solucdes destes sanitizantes mantiveram-se
viaveis por 8 h. Xcv foi disseminada por tesouras de raleio contaminadas, em média, até o 24°
corte. A desinfestacdo da agua foi obtida pelo uso de cloreto de dodecildimetil aménio (600 pl
I, hipoclorito de sédio (5000 pl 1) e
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cloreto de benzalconio (250 pl I™).

Termos de Indexacdo: Vitis sp., cancro bacteriano da videira, disseminacao, ferramentas de cultivo,

manejo, sanitizantes

INTRODUCAO

No Brasil, o Vale do Submédio Sdo Francisco vem se destacando como grande
produtor de uvas de alta qualidade. O manejo de podas, o controle hidrico, a aplicacdo de
defensivos, fertilizantes e agentes quimicos reguladores de eventos fisiol6gicos garantem alta
produtividade e permitem até 2,5 safras por ano. O Vale € responsavel por 99% das
exportacBes anuais brasileiras de uvas finas de mesa (Valexport, 2011).

A intensificacdo do cultivo da videira, o plantio de variedades suscetiveis, as
condigdes climaticas prevalentes no Vale e o intercdmbio de germoplasma propiciaram a
ocorréncia de problemas fitossanitarios, dentre os quais 0 cancro bacteriano da videira,
causado por Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye (Xcv) (Tavares e Menezes,
1991; Tavares, 1995). Essa bactéria € uma praga quarentendria presente (A2), encontrada nos
estados da Bahia, Pernambuco e Ceard, mas detectada e erradicada dos estados do Piaui,
Roraima, Séo Paulo, Goiés e Parana (Freire e Oliveira, 2001; Halfeld-Vieira e Nechet, 2006;
Junqueira et al., 2006; Rodrigues Neto et al., 2011; Tomaz et al., 2011). O cancro bacteriano
coloca em risco a competitividade do Vale em termos de produtividade, impede o transito de
material vegetal de videira a partir dos estados onde a bactéria foi detectada e pode limitar o
acesso da uva do Vale aos mercados interno e externo.

Os sintomas do cancro bacteriano nas folhas iniciam-se por pequenas lesées necraticas
e angulares, esparsas, que coalescem causando crestamento e destruindo extensas areas
foliares. Manchas necréticas alongadas, que formam os cancros, podem aparecer nas nervuras
e também nos peciolos. Nos ramos, ocorre externamente o escurecimento de extensas areas,
geralmente acompanhado de necrose, formacao de cancros e colonizacgdo sistémica, que causa
descoloracdo na regido vascular. Os sintomas ainda podem ser observados nas inflorescéncias,
causando manchas necroticas e cancros nas raquis; e lesbes escuras arredondadas, com
diametro de 1 a 3 mm nas bagas (Nayudu, 1972; Malavolta Jr. et al., 1999). A intensidade dos
sintomas do cancro bacteriano varia conforme as condic¢Ges climaticas e o nivel de tolerancia
da variedade a doenga (Lima, 2000). No Vale do Submédio Séo Francisco, a doenga ocorre

com maior severidade em épocas de chuvas, alta umidade relativa e temperatura elevada.
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A sobrevivéncia de Xcv de um ciclo para o outro ocorre em plantas infectadas, em
plantas sem sintomas como epifitica (Araujo, 2001), em restos culturais (Silva et al., 2012) e
em hospedeiras alternativas (Peixoto et al., 2007). O patégeno € introduzido em parreirais
principalmente através de mudas ou bacelos contaminados (Nascimento e Mariano, 2004).
Uma vez no vinhedo, a disseminacdo pode ocorrer por respingos de agua de chuva ou
irrigacdo e adesdo a veiculos, roupas, contentores, luvas, canivetes e tesouras nao
desinfestados. Estando Xcv presente tanto na superficie quanto no interior dos tecidos e vasos
condutores de 6rgaos de plantas infectadas (Araujo et al., 2002), uma das principais formas de
disseminacdo dentro do parreiral ou entre parreirais € a utilizacdo de tesouras infectadas
utilizadas nos tratos culturais. No Vale do Submédio Sdo Francisco havia a suspeita de que a
agua utilizada para imersdo dos bacelos, com o objetivo de facilitar o enraizamento antes do
plantio, seria mais uma forma de disseminar Xcv, uma vez que em um mesmo recipiente
podiam estar bacelos infectados e ndo infectados. Em 2012, este fato foi comprovado, sendo o
patdgeno detectado nesta agua de imersdo pela técnica de Bio-PCR (Ferreira, 2012)".

Por ndo haver um unico método eficiente para o controle desta bacteriose recomenda-
se um conjunto de medidas de prevencdo, controle e erradicacdo. Dentre as medidas de
prevencdo de doencas de plantas esta a utilizacdo de produtos sanitizantes para desinfestacdo
de ferramentas, varios dos quais estdo comercialmente disponiveis. Entre eles encontram-se
0s compostos clorados, que possuem amplo espectro de atividade biocida contra bactérias,
fungos e virus. Sdo substancias que contém um atomo de cloro em sua composi¢do, podendo
ser de origem inorgéanica ou organica. A fonte de cloro inorganico mais utilizada para
esterilizacdo de superficies, alimentos e agua, é o hipoclorito de sodio, devido ao baixo custo.
Recentemente, fontes de cloro organico, como o dicloro isocianurato de sédio, vém sendo
utilizadas, devido a sua maior estabilidade, alta eficicia e baixa corroséo (Ribeiro et al.,
2008).

A utilizacdo de sanitizantes para desinfestacdo de ferramentas contaminadas por
patdgenos € recomendada como medida de controle preventiva eficiente para diferentes
culturas e tem apresentado grande valor pratico (Vida et al., 2004; Yakabe et al., 2012). Essa
técnica é eficaz para o controle de doencas transmitidas por contato mecénico, tornando-se
medida importante em programas de controle de doencas de plantas (Ventura e Costa, 2002;
Zambolim et al., 2002).

A presenca de Xcv em &gua de imersao de bacelos e a falta de recomendacéo de

YInformacdo fornecida por FERREIRA da Universidade de Brasilia, em maio 2012.
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produtos para desinfestacdo de &gua contaminada com este patdgeno indicam a necessidade
deste estudo em agua utilizada na producdo de mudas de videira. Dentre 0s quimicos
utilizados na desinfestacdo da agua de irrigacdo, o cloro também é empregado em grande
escala ha muitos anos, uma vez que é ativo contra varios patogenos (Hong et al., 2003; Lacy
et al., 1981; Raudales et al., 2011, Rosner et al., 2006; Thompson, 1965). No entanto, para
cada cultura ha a necessidade de se verificar qual a dosagem efetiva contra o patdgeno e nao
fitotoxica ao hospedeiro, uma vez que, a dosagem ideal € geralmente fitotoxica a planta
(Hong et al., 2003; Poncet et al., 2001).

A despeito da importancia da videira para o Vale do Submédio Sdo Francisco, ndo
foram encontrados trabalhos cientificos demonstrando que Xcv sobrevive em ferramentas de
cultivo, que estas ferramentas sdo eficientes agentes de disseminacdo do patdgeno, e quais
produtos podem desinfesta-las ou a agua contaminada com Xcv, além de testes de
concentracgéo, viabilidade do produto em campo, ou outros detalhes de sua acdo. Desta forma,
0s objetivos deste trabalho foram: comprovar a sobrevivéncia de Xcv em tesouras de raleio; e
selecionar sanitizantes eficientes para a desinfestacdo destas ferramentas de cultivo de videira

e da agua utilizada na producdo de mudas.

MATERIAL E METODOS

Isolados, preparo do mutante e da suspensao bacteriana. Para 0s experimentos de
sobrevivéncia de Xcv, desinfestacdo de tesouras de raleio e dgua, bem como de viabilidade
das solugBes sanitizantes, utilizou-se o isolado Xcv2®', mutante espontdneo e estavel
resistente a 100 mg de rifampicina I™. Esse mutante apresenta taxa de crescimento em meio
de cultura liquido NYD e patogenicidade a videira similares ao isolado selvagem (Silva et al.,
2012). A identificagdo molecular do selvagem Xcv2 e do mutante foi realizada através da
técnica de PCR utilizando-se os “primers” especificos Xcv1F/Xcv3R, cujo produto de
amplificacdo foi um fragmento de 243 pb do gene hrpB (Trindade et al., 2005; Trindade et
al., 2007).

Para o experimento de sensibilidade in vitro de Xcv a sanitizantes foram utilizados os
isolados Xcvb, Xcv83 e Xcvl13. Todos os isolados de Xcv séo pertencentes a Colecdo de
Bactérias do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Semiarido. Os isolados encontravam-
se preservados em agua destilada esterilizada (ADE) e foram reativados em meio NYDA

(dextrose 10, extrato de carne 3, extrato de levedura 5, peptona 5 e &gar 18 g 1) para os
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isolados selvagens e NYDAM®" (NYDA + 100 ppm de Ampicilina + 100 ppm de
rifampicina) para o mutante. Para o preparo das suspensdes, os isolados foram cultivados em
meio NYDA ou NYDAMR' a 28°C por 48 h e a suspensdo bacteriana em ADE teve a
concentracdo ajustada em fotocolorimetro (As7o = 0,4) para 10° ufc ml™.

Sobrevivéncia de Xanthomonas campestris pv. viticola em tesouras de raleio.
Levantamento sobre o tipo de material das ferramentas de cultivo utilizadas em parreirais do
Vale do Submeédio S&o Francisco indicou 0 aco inox como prevalente. Visando a extrapolacédo
dos resultados aqui obtidos e pela maior praticidade de manuseio, em todos 0s experimentos
foram utilizadas tesouras de raleio da marca LIMMAT modelo 610, medindo 15 cm de
comprimento, com laminas de aco inox. Todas as tesouras tiveram 2 cm das duas
extremidades das laminas imersas na suspensdo de Xcv2®" durante 30 segundos. Em seguida,
cada tesoura foi suspensa em um suporte e colocada em incubadora a 28°C sendo amostradas
0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 e 42 h apo6s imersdo. Apds cada tempo, a sobrevivéncia da bactéria na
tesoura de raleio foi avaliada pela imersdo das pontas de cada tesoura em recipientes de vidro
contendo 20 ml de ADE, fazendo-se leve agitacdo com movimentos circulares durante 20
segundos. Em seguida foram realizadas diluicdes em série, utilizando tubos de ensaio com 4,5
ml de ADE, até a diluicdo de 10™. Aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram plagueadas em
meio NYDAMR™ com trés repeticies cada. As placas foram incubadas por 72 h a 28°C,
quando foi realizada a contagem do numero de col6nias.

O experimento foi composto por oito tratamentos, representados pelos tempos 0, 6, 12,
18, 24, 30, 36 e 42 h de avaliacdo da sobrevivéncia apos infestacdo. Cada tratamento teve trés
repeticdes, representadas por uma tesoura. O delineamento foi inteiramente casualizado. O
experimento foi realizado duas vezes. Os resultados dos dois experimentos foram submetidos
ao teste de homogeneidade de variancias (teste de Levene), apos transformacdo dos dados
para log (x+1), onde x é a ufc (cm?)™. O valor médio foi definido e analisado estatisticamente
empregando-se a regressdo ndo-linear e 0 modelo exponencial negativo, com auxilio do

programa SAS System version 9.0. (SAS Institute Inc. Cary, NC, 27513, USA, 2002).

Sensibilidade in vitro de Xanthomonas campestris pv. viticola a sanitizantes. Foram
testados sete sanitizantes clorados: cloreto de dodecildimetil aménio (1200 pl 1), cloreto de
benzalconio (250 pl 1), dicloroisocianurato de sédio (16,25 mg I™), hipoclorito de sédio
(20000 pl 1Y), hipoclorito de calcio (130 mg I™), oxicloreto de célcio (97,5 mg 1Y), diéxido de
cloro (25 pl I™). A concentracdo utilizada para cada sanitizante foi aquela recomendada pelo

fabricante. Todas as solucGes dos produtos foram feitas em ADE.
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A metodologia de antibiograma utilizada foi a descrita por Romeiro (2005a)
modificada. Primeiramente, agar-agua foi vertido em placas descartaveis, formando uma
camada bésica de mais ou menos 1 mm de espessura. Posteriormente, verteu-se uma
sobrecamada de meio NYDA semi-sélido, acrescido da suspensdo dos isolados Xcv5, Xcv83 e
Xcv113 (10° ufc ml™), na proporcéo de 200 pl 10 ml™. Apés a solidificacdo da sobrecamada,
discos de papel foram embebidos nas diferentes solu¢es dos sanitizantes a serem testados e
colocados sobre a superficie do meio. Em cada placa foram colocados quatro discos de papel,
com a mesma concentracao, dispostos de uma maneira equidistante e a testemunha no centro
da placa. A testemunha consistiu em discos embebidos em ADE. As placas foram incubadas a
28°C e ap0s 48 h, com o auxilio de uma régua milimetrada, mediu-se o diametro do halo de
inibicdo, em dois sentidos opostos, calculando-se a média. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado, com cinco repeticBes por tratamento. A andlise dos dados foi
realizada no programa The SAS System version 9.0 (SAS Institute Inc. Cary, NC, 27513,

USA, 1999), e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Selecdo de sanitizantes para desinfestacdo de tesouras de raleio contaminadas
com Xanthomonas campestris pv. viticola. Foram testados os sete sanitizantes e dosagens
utilizadas no teste de sensibilidade e as tesouras de raleio da marca LIMMAT ja descritas.
Todas as tesouras tiveram 2 cm das duas extremidades das ldaminas imersas na suspensdo de
Xcv2RT em seguida imersos nas solucdes dos sanitizantes e, posteriormente, em 20 ml de
ADE, fazendo-se leve agitagdo com movimentos circulares durante 20 segundos. A partir
desta suspensdo original foram realizadas diluicBes em série até 10 em ADE. Aliquotas de
100 pl de cada diluicdo foram plagqueadas em meio NYDAMR', com trés repeticdes cada. As
placas foram incubadas por 48 h a 28°C, quando foi realizada a contagem do nimero de
colonias de Xcv2®', O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
com oito tratamentos, representados pelos sanitizantes mais a testemunha e quatro repeticoes,
representadas pelas tesouras. O experimento foi realizado quatro vezes. Os dados foram
submetidos ao teste de homogeneidade de variancias (teste de Levene) e quando homogéneo
analisado em conjunto. Realizou-se a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativa as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. Para
atender os pressupostos da analise de variancia foi realizada a transformacéo em log na base
10 dos dados de ufc (cm?)™. O programa utilizado foi The SAS System version 9.0. O

experimento foi repetido quatro vezes.
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Validacédo da eficiéncia de sanitizantes para desinfestacdo de tesouras de raleio
em mudas de videira. As tesouras tiveram 2 cm das duas extremidades das laminas imersas
em suspensdo do mutante Xcv2R'" (108 ufc mI™?), e em seguida no cloreto de dodecildimetil
amonio (1200 pl I') e hipoclorito de sédio (20000 pl 1Y), os dois sanitizantes mais eficientes
na desinfestacdo de ferramentas de cultivo, selecionados no experimento anterior. No
tratamento testemunha as tesouras foram imersas apenas na suspensdao do mutante.
Imediatamente ap6s a imersdo no indculo, 50 cortes sequenciais foram realizados com cada
tesoura, em folhas de videira ‘Red Globe’, sendo 10 cortes por planta e trés por folha (um na
nervura principal e dois nas nervuras secundarias), ficando o 10° corte na quarta folha
(nervura principal). Todos os cortes foram devidamente enumerados. O tratamento
testemunha permitiu verificar a capacidade de disseminacdo de Xcv a partir da obtencdo do
indculo. As plantas foram mantidas em condi¢cdes de viveiro de mudas e a avaliacdo foi
realizada apo6s 30 dias, comprovando-se a presenca de Xcv no tecido dos cortes através de
isolamentos em meio de cultura NYDAMR™. O experimento teve delineamento inteiramente
casualizado com trés tratamentos, representados pelos dois sanitizantes mais a testemunha e

quatro repeticdes, representadas pelas tesouras.

Manutencédo da eficiéncia de solugbes sanitizantes para desinfestacdo de tesouras
de raleio contaminadas com Xanthomonas campestris pv. viticola. O experimento foi
conduzido sobre bancada em &rea do viveiro de mudas da Embrapa Semiarido. Com o
objetivo de simular as condi¢des de campo em relacdo a incidéncia solar, temperatura,
umidade e fragmentos de poda que caem no interior do recipiente contendo a solucdo
sanitizante. Teve inicio as 8:00 h e término as 16:00 h. Foram testados os sanitizantes cloreto
de dodecildimetil aménio (1200 pl I'*) e hipoclorito de sédio (20000 pl 1Y)

Tesouras de raleio tiveram 2 cm das duas extremidades das laminas flambadas e
imersas na suspensdo de Xcv2R" simulando a obtencédo do indculo a partir de planta infectada,
sendo em seguida imersas nas solugdes dos sanitizantes as 0, 2, 4, 6 e 8 h apds o inicio do
experimento. Posteriormente, as extremidades das laminas dessas tesouras de raleio foram
imersas em 20 ml de ADE, seguindo-se 0s mesmos procedimentos descritos para isolamento e
contagem das coldnias de Xcv2®". A testemunha constou de tesouras infectadas com Xcv2R'
imersas em ADE mantida nas mesmas condi¢des de campo que as solugdes de sanitizantes.

Para obter as solugfes dos sanitizantes contendo fragmentos de poda, ramos de videira
foram cortados com tesouras de poda (marca Tramontina e lamina de aco inox) a intervalos de

4 min (tempo, em média, para podar uma planta), sendo que apds cada corte, as extremidades
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das tesouras eram imersas nas solucGes dos sanitizantes. As soluc¢Bes das 08:00 h (inicio do
experimento) ndo receberam a imersao da tesoura de poda. As solugdes das 10:00 h (2 h apos
inicio) receberam 34 vezes a imersao da tesoura; das 12:00 h (4 h ap0s inicio) receberam 68
vezes a imersdo e assim sucessivamente 14:00 e 16:00 h (6 e 8 h apos inicio do experimento).
O delineamento foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos (hipoclorito de sédio, cloreto
de dodecildimetil amonio e testemunha) com quatro repeticdes, cada uma com uma tesoura. O

experimento foi realizado trés vezes.

Selecdo de bactericidas e sanitizantes para desinfestacdo de agua utilizada na
producdo de mudas de videira. Foram testados dois bactericidas em cinco diferentes
concentragdes: oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2000, 165+2200, 180+2400, 195+2600
e 210+2800 mg L) e oxitetraciclina (600, 700, 800, 900 e 1000 mg L™); e trés sanitizantes
em cinco diferentes concentracdes: cloreto de dodecildimetil amonio (600, 1200, 1800, 2400,
3000 pL L™), hipoclorito de sédio (5000, 10000, 20000, 30000, 40000 pL I™) e cloreto de
benzalconio (125, 167, 250, 334, 500 pL L™). Em tubos de ensaio contendo 9 mL das
solugdes dos produtos testados, foram depositados 1 ml da suspensdo do mutante, obtendo-se
o volume final de 10 ml e concentragdo bacteriana final de 10’ ufc ml™. Apés incubacéo a
28°C por 30 min, os tubos foram agitados em vértex e realizadas diluicdes em série até 10,
com trés repeticbes. Aliquotas de 0,1 ml das suspensbes foram plaqueadas em meio
NYDAMR'. As placas foram incubadas a 28°C por 72 h quando entdo determinou-se a
populacdo bacteriana em ufc ml™ e calculada a reducéo dessa populacéo. O experimento foi
repetido uma vez. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Para
cada produto foram testadas cinco concentragdes com quatro repeticdes, cada uma consistindo
de um tubo de ensaio. Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias
(teste de Levene), submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativa,
comparagdo das médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Quando houve
homogeneidade, os resultados foram analisados em conjunto durante a analise de variancia.

Empregou-se o programa SAS System v. 9.0 em todas as analises estatisticas.
RESULTADOS
Sobrevivéncia de Xanthomonas campestris pv. viticola em tesouras de raleio. O

mutante Xcv2R'™ sobreviveu durante 24 h em tesouras de raleio (Fig. 1). Nas amostragens

realizadas imediatamente ap6s a imersdo da tesoura na suspensdo bacteriana, a populacéo
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observada foi de aproximadamente 10’ ufc (cm?)™ de tesoura. A partir das 6 h, a populagdo foi
reduzida a menos da metade e estacionou entre 12 h e 24 h. Ap6s 30 h a deteccdo de Xcv2®"
ndo foi mais possivel, permanecendo assim até 42 h, quando o experimento foi encerrado.

Sensibilidade in vitro de Xanthomonas campestris pv. viticola a sanitizantes. Os
maiores halos de inibicdo de crescimento de Xcv foram proporcionados pelos sanitizantes
hipoclorito de sodio, cloreto de dodecildimetil amdnio e cloreto de benzalcénio, sendo que 0s
trés diferiram entre si (Tabela 1). Somente houve interacdo entre os isolados, para 0s
sanitizantes cloreto de dodecildimetil amonio e cloreto de benzalconio, sendo o isolado Xcv81
resistente a este ultimo. O patdgeno foi resistente a dicloroisocianurato de sédio, oxicloreto de
calcio, dioxido de cloro e hipoclorito de calcio (Tabela 1).

Selecdo de sanitizantes para desinfestacdo de tesouras de raleio contaminadas
com Xanthomonas campestris pv. viticola. Dos sete sanitizantes testados, cinco reduziram
significativamente a populagdo de Xcv2™" em tesouras de raleio, quando comparados com a
testemunha (Tabela 2). No entanto, apenas o hipoclorito de sddio (20000 pl I™) e o cloreto de
dodecildimetil amdnio (1200 pl I'!) promoveram a total desinfestacdo das tesouras tratadas
(Tabela 2).

Validacéo da eficiéncia de sanitizantes para desinfestacao de tesouras de raleio
em mudas de videira. Tesouras de raleio imersas em suspensao de Xcv2®" foram capazes de
disseminar o patégeno em subsequentes cortes em folhas sadias de videira até o0 maximo de
42 cortes, com média de 24 cortes apds o contato com o indculo. Isto aconteceu de forma
descontinua, ou seja, em certos cortes a bactéria ndo foi isolada, mas em cortes subsequentes a
deteccdo foi possivel. O tratamento da tesoura por imersao Unica nos sanitizantes cloreto de
dodecildimetil aménio (1200 pl I'*) e hipoclorito de s6dio (20000 pl I™") conseguiu desinfestar
esta ferramenta de cultivo, impedindo a disseminagéo do patogeno.

Viabilidade das solugdes sanitizantes para desinfestacdo de tesouras de raleio
contaminadas com Xanthomonas campestris pv. viticola. As solucdes de cloreto de
dodecildimetil améonio (1200 pl 1) e hipoclorito de sédio (20000 pl 1) desinfestaram as
tesouras contaminadas pelo patdgeno desde o tempo zero (sem exposicdo as condicdes de
campo) até o final do experimento (oito horas de exposicdo as condi¢des de campo) (Fig. 02).
Isto foi comprovado pela auséncia de crescimento bacteriano em meio de cultura,
demonstrando que a eficiéncia dos produtos foi mantida nas solugdes por 8 horas mesmo sob
incidéncia solar, temperatura maxima de 35°C e minima 27°C, umidade relativa maxima de

66% e minima de 39% e presenca de fragmentos de poda.
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Selecdo de sanitizantes para desinfestacdo de &gua utilizada na producgdo de
mudas de videira. A populacdo de Xcv2®" em agua foi reduzida em 100% por todas as
concentracdes dos sanitizantes testados, bem como por oxitetraciclina (900 e 1000 mg I™) e
oxitetraciclina+sulfato de cobre (195+2600 e 210+2800 mg I™*) (Tabela 3). Oxitetraciclina
(800 mg I™") foi a Unica concentracio que diferiu significativamente (P<0,05) dos demais
tratamentos testados exceto de oxitetraciclina (700 mg 1), eliminando em 99,84% a

populacio de Xcv2R" (Tabela 3).
DISCUSSAO

Bactérias fitopatogénicas sobrevivem as condi¢cGes adversas como radiacao,
temperatura, dessecamento, antagonismo microbiano, disponibilidade de oxigénio e potencial
hidrogenidnico associadas ou ndo ao hospedeiro. Para isto dispdem de diversos mecanismos
tais como cépsula, enddsporo, laténcia, antagonismo, versatilidade bioquimica e fisioldgica,
abrigo em nichos ecologicos e hospedeiros alternativos (Romeiro, 2005b), cuja presenca e
eficiéncia dependem da interacdo bactéria-habitat-mecanismo. Xcv sobrevive em videiras
sadias ou infectadas, na fase epifitica (Aradjo, 2001) ou endofitica; em hospedeiras
alternativas (Peixoto et al., 2007) e restos culturais (Silva et al., 2012), mas ndo existem
trabalhos cientificos demonstrando sua sobrevivéncia em materiais inertes, principalmente
ferramentas de cultivo. Na presente pesquisa Xcv sobreviveu por pelo menos 24 h em tesouras
de raleio (Fig. 1) sem residuos de matéria organica, sugerindo-se que este curto periodo de
sobrevivéncia pode ter ocorrido devido a indisponibilidade de nutrientes no material testado.
Uma vez que as laminas das tesouras de raleio sdo de aco inox e foram escolhidas para a
pesquisa, por ser 0 material mais comumente encontrado em outras ferramentas de cultivo da
videira, tais como, tesouras de poda e canivetes, sugere-se que Xcv também podera sobreviver
nestes outros tipos de ferramentas. Ndo se conhecem 0s mecanismos de sobrevivéncia deste
patdgeno em ambientes com baixos niveis de nutrientes, mas a camada extrapolisacaridica
protege a célula contra a dessecacdo (Romeiro, 2005b) e ainda pode auxiliar na nutricao
(Sutherland, 1988). A comprovacéo da sobrevivéncia de Xcv em tesouras de raleio indica sua
importancia como fonte de inoculo para introducédo e disseminacdo do cancro bacteriano, uma
vez que, os produtores podem utilizar as mesmas ferramentas, ndo desinfestadas, para 0s
tratos culturais em areas diferentes, dentro do periodo de 24 h. Provavelmente, este foi um dos

motivos para a rapida disseminacdo do cancro bacteriano da videira no Vale do Submédio Séo
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Francisco, logo ap6s a sua introducdo em 1998. Portanto, a desinfestacdo desta ferramenta de
cultivo é importante para 0 manejo da videira visando o controle da doenca.

No teste de sensibilidade in vitro de Xcv a sete sanitizantes, o hipoclorito de sodio
20000 pl I e cloreto de dodecildimetil amonio (1200 pl I'™) apresentaram os maiores halos de
inibicdo (Tabela 1), sendo os unicos produtos que desinfestaram as tesouras contaminadas
com Xcv (Tabela 2). Uma suspensdo de Agrobacterium tumefaciens (sin. Rhizobium
radiobacter) foi exposta a nove produtos por 30 min, nas concentragbes de 100, 1.000 e
10.000 ppm, verificando-se que o cloreto de benzalconio e o brometo de cetiltrimetilamonio
foram os Unicos que reduziram 100% da populagcdo do patégeno nas trés concentracbes
testadas. Em outro experimento esses dois sanitizantes nas concentracdes de 70, 100 e 500
ppm e 30 segundos de exposicao reduziram 100% dessa populacdo (Yakabe et al., 2012).

Neste trabalho foi possivel observar que Xcv € disseminada no tecido de folhas de
videira através de tesouras ndo desinfestadas e que o indculo diminui progressivamente em
cortes subsequentes. Isto pode ser explicado pelo fato do in6culo ir sendo depositado nos
ferimentos realizados até o seu esgotamento. A reducdo da deteccdo também foi verificada
em Datura stramonium e nogueira var. Paradox, em respectivamente 10 e 6 cortes sequenciais
com bisturis contaminados com A. tumefaciens, sendo detectada até o oitavo e sexto cortes,
respectivamente (Yakabe et al., 2012).

A desinfestacdo das tesouras de raleio pelo cloreto de dodecildimetil amonio e
hipoclorito de sodio impediu a disseminacdo de Xcv em mudas de videira. Esses produtos
também mostraram eficiéncia na desinfestacdo de ferramentas de cultivo em outras culturas.
Em D. stramonium a porcentagem de estacas com galhas de A. tumefaciens foi
significativamente reduzida quando as laminas utilizadas para enxertia foram desinfestadas
com cloreto de benzalconio, ndo havendo incidéncia de galhas quando utilizado na
concentragdo de 5000 ppm (Yakabe et al., 2012). Ja em meldo, a desinfestacdo da tesoura de
poda com hipoclorito de sodio a 2%, em geral, reduziu a disseminagédo de Didymella bryoniae
em 72,5% (Vida et al., 2004).

A partir dos resultados obtidos para viabilidade das solucdes de hipoclorito de sédio e
cloreto de dodecildimetil é possivel a recomendacéo destes produtos para desinfestacdo das
ferramentas de cultivo, pois a eficiéncia foi mantida por 8 horas mesmo sob condic¢Ges
similares as de campo incluindo presenca de fragmentos de poda (Fig. 2) A presenca de
matéria organica é um dos fatores que pode interferir na acdo dos compostos clorados, uma
vez que, a presenca deste material consome parte do agente desinfetante, diminuindo a

concentracdo inicial (Ribeiro et al., 2008). Os produtos hipoclorito de sodio (0,02 ppm),
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cloreto de benzalconio (2,5 ppm), brometo de cetiltrimetilamonio (2 ppm) e n-alkil dimetil
benzil cloreto de amonio- n-alkil etil benzil cloreto de amonio (0,80 ppm) tiveram sua eficacia
contra A. tumefaciens reduzida na presenca de 0,7, 1,5, 2 e 3 g/ml de sélidos totais. O
hipoclorito de sodio foi o produto mais influenciado, tendo eficacia reduzida em 64% na
presenca da menor concentracdo e 91% na maior concentragdo de solidos totais. Os demais
produtos, na presenca da maior concentracdo de solidos totais tiveram eficacia reduzida em
21, 28 e 31%, respectivamente (Yakabe et al., 2012).

Trabalhos relatam a importancia dos sanitizantes para substituicdo dos fungicidas na
desinfestacdo de agua de irrigacao, pois estes Ultimos podem proporcionar o desenvolvimento
de isolados resistentes, além de acarretarem impacto ao ambiente (Cayanan et al., 2009). Dos
cinco produtos testados para desinfestacdo da agua contaminada com Xcv, somente 0s
sanitizantes em todas as concentracbes avaliadas, foram eficientes (Tabela 3). As
concentragdes de sanitizantes, utilizados para desinfestacdo de agua, podem variar conforme o
género e espécie do patdgeno (Hong et al., 2003). Erwinia carotovora subsp. zeae (sin.
Dickeya zeae) foi eliminada da 4gua com 1 mg I de cloro ativo (Thompson, 1965), ja
Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi) e E. carotovora subsp. carotovora (sin.
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) foram menos sensiveis, sobrevivendo até
10 mg L™ (Lacy et al., 1981). A concentracdo ideal para eliminacdo de A. tumefaciens
presente na agua reciclada utilizada em culturas de roseira foi 4 mg 1" de cloro ativo (Poncet
et al., 2001). A populacdo de Ralstonia solanacearum foi reduzida em 45%, quando se
utilizou a concentracdo de 2,5 mg I"* de cloreto de dodecildimetil aménio, durante 10 min, ndo
sendo testada uma dosagem que eliminasse totalmente este patdgeno da agua (Bagnall, 2007).

O cloreto de benzalconio, depois do hipoclorito de sédio e cloreto de dodecildimetil
amonio foi o produto que também inibiu o crescimento de Xcv in vitro (Tabela 1), mas n&o foi
eficiente para eliminar completamente o patdgeno das tesouras de raleio (Tabela 2). Para isto,
o cloreto de benzalconio deveria ter acdo imediata na desinfestacdo das tesouras, o que néo foi
observado. No entanto, este sanitizante foi eficiente na eliminacdo total de Xcv da agua
contaminada (Tabela 3), provavelmente porque o tratamento foi mais longo, durando 30 min.
Desde que, hipoclorito de sodio, cloreto de dodecildimetil amonio e cloreto de benzalconio
foram eficientes em todas as concentragdes testadas, podem ser utilizados para desinfestagéo
de 4guas contaminadas com Xcv nas menores concentragdes testadas, ou seja, 5000, 600 e 125
ul 17, respectivamente. Estudos posteriores fazem-se necessarios para avaliar a interferéncia

da matéria orgénica, adquirida durante as 48 h de imersdo dos bacelos, na eficiéncia dos
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produtos, assim como menores tempos de exposicdo e concentracbes dos produtos para
eliminacdo de Xcv da agua.

Este trabalho comprovou que Xcv sobrevive por pelo menos 24 h em tesouras de
raleio, indicando que ferramentas de cultivo sdo fontes de indculo para a introdugdo e
disseminagdo do cancro bacteriano. Portanto, recomenda-se a desinfestacdo destas
ferramentas com hipoclorito de sédio (20000 pl 1) e cloreto de dodecildimetil aménio (1200
ul I'). Este controle preventivo devera ser realizado durante os tratos culturais da videira
entre plantas e ao final do dia de trabalho. As solugbes destes sanitizantes permanecem
viaveis sob condi¢cBes ambientais do parreiral e contendo fragmentos de poda durante, pelo
menos oito horas. Para desinfestacdo de dgua contaminada com Xcv podem ser utilizados 0s
sanitizantes cloreto de dodecildimetil aménio (600 pl I™), hipoclorito de sédio (5000 pl 1Y) e

cloreto de benzalconio (125 pl I'%).
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Tabela 1. Efeito de sanitizantes sobre o crescimento in vitro dos isolados Xcv05, Xcv81 e

Xcv113 de Xanthomonas campestris pv. viticola em meio Agar-agar + NYDA semi-sélido.

Tratamento Halo de inibi¢do (mm)

Xcvo Xcv8l Xcv113
Hipoclorito de sédio (20000 pl 1) 13,40 aA 13,90 aA 14,52 aA
Cloreto de dodecildimetil aménio (1200 pl I 11,33 bA 10,02 bB 11,10 bA
Cloreto de benzalconio (250 pl 1) 83 cA 0,00 cB 865 cA
Dicloroisocianurato de sédio (16,25 mg I™) 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA
Oxicloreto de célcio (97,5 g I™) 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA
Diéxido de cloro (25 pl I 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA
Hipoclorito de calcio (130 mg I™) 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA
Testemunha 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA
CV (%) 14,22

IMédia de cinco repeticdes. Médias nas linhas e nas colunas, seguidas respectivamente por letras
minUsculas e maiasculas iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 2. Efeito de sanitizantes na desinfestacdo de tesouras de raleio contaminadas com

Xanthomonas campestris pv. viticola isolado Xcv2R"

Tratamento Log ufc (cm?)™
Testemunha 13,00" a
Hipoclorito de calcio (130 mg I™) 12,60 a
Di6xido de cloro (25 pl 1) 11,66 ab
Dicloroisocianurato de sédio (16,25 mg I™) 1045 b
Oxicloreto de célcio (97,5 g I™) 787 ¢
Cloreto de benzalconio (250 pl 1™ 6,93 ¢
Cloreto de dodecildimetil aménio (1200 pl 1™ 0,00 d
Hipoclorito de sédio (20000 pl 1) 0,00 d
CV (%) 22,58

'Média de dezesseis repeticdes. Médias na coluna, seguidas por letras mindsculas iguais ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Dados transformados em log (x+1).
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Tabela 3. Efeito de sanitizantes na desinfestagdo de &gua contaminada com Xanthomonas

campestris pv. viticola.

Tratamento Reducéo da
populacéo de Xcv
(%)

Cloreto de dodecildimetil aménio (600 pl I™") 100" a
Cloreto de dodecildimetil aménio (1200 pl 1™ 100 a
Cloreto de dodecildimetil aménio (1800 pl I™) 100 a
Cloreto de dodecildimetil aménio (2400 pl 1™ 100 a
Cloreto de dodecildimetil aménio (3000 pl 1™ 100 a
Hipoclorito de sédio (10000 ul I 100 a
Hipoclorito de sédio (20000 ul I 100 a
Hipoclorito de sédio (30000 pl I 100 a
Hipoclorito de sédio (40000 pl I 100 a
Hipoclorito de sédio (5000 pl I 100 a
Cloreto de benzalconio (125 pl I™Y) 100 a
Cloreto de benzalconio (167 pl I™h) 100 a
Cloreto de benzalconio (250 pl 1™ 100 a
Cloreto de benzalconio (334 ul I'") 100 a
Cloreto de benzalconio (500 ul I™") 100 a
Oxitetraciclina (900 mg I™") 100 a
Oxitetraciclina (1000 mg I™) 100 a
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (195+2600 mg I™) 100 a
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (210+2800 mg I™) 100 a
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (165+2200 mg I™) 99.995 a
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (180+2400 mg I™) 99.995 a
Oxitetraciclina (600 mg I™) 99.990 a
Oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2000 mg I™) 99.988 a
Oxitetraciclina (700 mg I™") 99.933 ab
Oxitetraciclina (800 mg I™) 99.842 b
CV (%) 0,02

'Média de 8 repeticBes. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 5% de significancia. Dados transformados em Vx+0,01.
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Y=6,7632 * exp (- 0,1208*T)

R2= 0,95

Log da sobrevivéncia (populagao/cmz) de Xanthomonas
campestris pv. viticola em tesoura de raleio

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Tempo (horas)

Figura 1. Sobrevivéncia de Xanthomonas campestris pv. viticola em tesouras de raleio de

videiras apds imersdo na suspensao bacteriana e armazenamento a 28°C.
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Figura 2. Manutencdo da eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sédio (20000 pl I e
cloreto de dodecildimetil aménio (1200 pl 1) na desinfestacdo de tesouras de raleio
contaminadas com Xanthomonas campestris pv. viticola,avaliada pela populagdo bacteriana
remanescente na tesoura apds o tratamento, em cada tempo de coleta (Média de trés

experimentos).
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CONCLUSOES GERAIS

e Nao é possivel recomendar um tratamento termoterépico, bactericida ou sanitizante,
dentre os testados, capaz de erradicar a bactéria fitopatogénica Xanthomonas

campestris pv. viticola de bacelos de videira infectados.

e Foi comprovada experimentalmente a sobrevivéncia de Xcv em tesouras de raleio;

e Os sanitizantes hipoclorito de sédio, cloreto de dodecildimetil amonio e cloreto de

benzalcdnio foram os mais eficientes em inibir o crescimento in vitro de Xcv;

e Os sanitizantes, hipoclorito de sodio e o cloreto de dodecildimetil aménio promovem a
total desinfestacdo de tesouras de raleio contaminadas com Xcv e evitam a
disseminacédo do patdgeno;

e As solugdes de cloreto de dodecildimetil aménio e hipoclorito de sédio, ndo perdem a
viabilidade durante oito horas, quando expostas as condi¢bes similares as de campo,

incluindo fragmentos de poda.

e Tesouras de raleio contaminadas com Xcv sdo capazes de disseminar o patdgeno;

e Os sanitizantes cloreto de dodecildimetil aménio, hipoclorito de sodio e cloreto de

benzalconio sdo eficientes na desinfestacdo da agua contaminada com Xcv.



