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RESUMO GERAL

O cancro bacteriano, causado por Xanthomonas campestris pv. viticola, tem sido
responsavel por significativos prejuizos econdmicos na cultura da videira no Submédio
do Vale do S&o Francisco, estados de Pernambuco e Bahia, Brasil. Este trabalho avaliou
o efeito da termoterapia em bacelos de videira das cultivares Isabel e Red Globe na
viabilidade de mudas e na erradicacdo de X. campestris pv. viticola, e também a
combinacdo de agentes de controle bioldgico (ACB) e termoterapia na erradicacdo do
patégeno e na reducdo da severidade da doenca. Os bacelos foram tratados a 50, 52 e
54°C nos tempos de 30, 45 e 60 min, plantados, e o crescimento das mudas avaliado
apos 45 dias. A erradicacdo de X. campestris pv. viticola foi determinada nas
temperaturas 50 e 52°C e tempos de 45, 50 e 60 min, quantificando-se a populacéo
bacteriana nos bacelos antes do plantio e componentes epidemiolégicos do cancro
bacteriano, 120 dias ap6s o plantio. Apenas a temperatura de 54°C, principalmente
durante 45 e 60 min, interferiu negativamente no numero de folhas, altura da planta,
comprimento e volume do sistema radicular. A populagdo bacteriana foi reduzida nos
bacelos de ambas cultivares. Nenhum bindmio temperatura/tempo foi capaz de erradicar
X. campestris pv. viticola, mas os sintomas de cancros nos ramos foram reduzidos de
65,5 a 95,9% nos tratamentos a 50 e 52°C durante 45 e 60 min. No estudo do efeito
combinado de biocontrole e termoterapia, 23 isolados de ACB foram pulverizados nas
folhas de ‘Red Globe’, com inoculagdo do patogeno apds 24 h. Apos 40 dias, o periodo
de incubacédo e a severidade da doenca foram avaliados. Foi determinada a atividade
antibacteriana dos ACB ao patdgeno, detectando-se a producdo de antibioticos,
substancias volateis, proteases e amonia. Apesar de ndo serem capazes de erradicar o
patdgeno, cinco isolados de bactérias LCB 6, LCB 30, LCB 33, UNEB 27 e RAB 9 (108
UFC/mL), e trés isolados de leveduras L7, L8 e LF (10" cel/mL) se destacaram na
reducdo do cancro bacteriano, exibindo pelo menos um tipo de atividade antibacteriana.
Dois isolados de ACB (LCB 6 — Bacillus subtilis e LF — Saccharomyces cerevisiae)
foram combinados a termoterapia (50 e 52°C for 45, 50 e 60 min). Os bacelos
submetidos aos tratamentos termoterapicos, foram imersos posteriormente, durante 2 h,
na suspensdo de LCB 6 e LF e as mudas foram pulverizadas semanalmente, por 15
semanas. As plantulas foram avaliadas 120 dias ap6s o plantio. Nenhuma combinagéo
foi capaz de erradicar X. campestris pv. viticola, mas reducdes na severidade da doenca

nas folhas e ramos foram observadas, sendo os melhores resultados obtidos com o uso



combinado do isolado da bactéria LCB 6 — Bacillus subtilis e termoterapia de 52°C

durante 45 min, o qual é indicado para 0 manejo do cancro bacteriano.

Palavras-chaves: Vitis vinifera - Xanthomonas campestris pv. viticola - Controle -
Bacteéria - Levedura
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GENERAL ABSTRACT

Bacterial canker, caused by Xanthomonas campestris pv. viticola, has been
responsible for significant economic losses on the grapevine crop in Brazilian states of
Pernambuco and Bahia, located in the Sdo Francisco river Valley. This work evaluated
the effect of thermotherapy on cuttings of cultivars Isabel and Red Globe on the
viability of plantlets and eradication of X. campestris pv. viticola, and the effect of
combination of biological control agents (BCA) and thermotherapy on the pathogen
eradication and disease severity reduction. The cuttings were treated at 50, 52 and 54°C
during 30, 45 and 60 min, planted, and after 45 days the plantlets were analyzed for
growth. The eradication of X. campestris pv. viticola was evaluated at 50 to 52°C and
45, 50 and 60 min by quantifying bacterial populations on cuttings before planting and
epidemiological components of bacterial canker, 120 days after planting. Only the
temperature of 54°C, mainly during 45 and 60 minutes, affected negatively leaf number,
plant height, and length and volume of root system. The bacterial population was
reduced in cuttings of both cultivars. No binomial temperature/time was able to
eradicate X. campestris pv. viticola, but at 50 and 52°C during 45 to 60 min, canker
symptoms on the branches were reduced from 65.5 to 95.9%. To evaluate the combined
effect of BCA and thermotherapy, 23 BCA were sprayed on the leaves of 'Red Globe'
and 24 h later the pathogen was inoculated. After 40 days, the incubation period and
disease severity were evaluated. It was also determined the antibacterial activity of BCA
to the pathogen, by testing for antibiotic production, detection of volatile substances,
proteases and ammonia. Although not able to eradicate the pathogen, bacterial strains
LCB 6, LCB 30, LCB 33, UNEB 27 and RAB 9 (10® CFU/mL), and yeast strains L7,
L8 and LF (107 cel/mL) reduced bacterial canker, exhibiting at least one type of
antibacterial activity. Two BCA (LCB 6 — Bacillus subtilis and LF - Saccharomyces
cerevisiae) were combined with thermotherapy (50 and 52°C for 45, 50 and 60 min).
The cuttings were subjected to thermotherapy, followed by immersion during two hours
in the suspension of LCB 6 and LF, and the plantlets were sprayed weekly, through 15
weeks. The plantlets were evaluated 120 days after planting. No combination was able
to eradicate X. campestris pv. viticola, but some of them reduced the disease severity on

leaves and branches. The best results were obtained by combined use of LCB 6 —
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Bacillus subtilis and thermotherapy at 52°C during 45 min, which is recommended for

the integrated management of bacterial canker of grapevine.

Keywords: Vitis vinifera - Xanthomonas campestris pv. viticola - Control - Bacteria -

Yeast
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TERMOTERAPIA E CONTROLE BIOLOGICO PARA MANEJO DO CANCRO
BACTERIANO EM VIDEIRA

INTRODUCAO GERAL

1. Historico e importancia socioecondémica da videira no Vale do S&o Francisco

Pertencente a familia Vitaceae (Vitis spp.), a videira é representada por mais de
mil espécies, sendo o género Vitis o unico de importancia econémica. Esse género
apresenta 108 espécies adaptadas a diferentes tipos de solo e clima, sendo cultivada em
todas as partes do mundo, exceto em locais com temperatura muito baixa, sujeita a
frequentes geadas (INGLEZ DE SOUZA; MARTINS, 2002).

Por se tratar de uma planta frutifera cultivada ha séculos, com mercados
consolidados tanto para o consumo in natura quanto para 0 processamento, 0 Seu
cultivo encontra-se espalhado por todos os continentes da Terra. Na producéo de uva é
observada uma ampla superioridade dos paises europeus como ltalia, Espanha e Franga,
além de China, Estados Unidos e Turquia que completam o ranking dos seis maiores
produtores da fruta no cenario mundial, restando o 12° lugar para o Brasil (FAO, 2013).
No ano de 2015, a producdo de uvas no Brasil foi de 1.453.889 toneladas e, deste
montante, 876.286 toneladas foram produzidas pelo Rio Grande do Sul, principal estado
produtor, e 319.084 toneladas foram produzidas no Nordeste. Na regido Nordeste, a
producdo de uva se concentra no polo agricola Petrolina (Pernambuco)/Juazeiro
(Bahia), situado no Submédio do Vale do Sdo Francisco. E importante ressaltar que
devido a expansdo da producdo, o estado de Pernambuco situa-se como o0 segundo
maior produtor nacional, tendo sido responsavel pela producdo de 228.727 toneladas de
uva (IBGE, 2015).

A videira foi introduzida no Brasil pelos portugueses, por volta do ano de
1532, sendo o estado de Sao Paulo o pioneiro em seu cultivo. Posteriormente, a cultura
se espalhou para as demais regides, no entanto, sem ser considerada uma frutifera de
grande importancia econémica, devido a falta de adaptacdo das variedades europeias as
nossas condi¢cdes edafocliméaticas. Quase trés séculos mais tarde, as primeiras

variedades americanas de videira foram trazidas para o Brasil. Essas eram mais
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resistentes aos problemas fitossanitarios e adaptadas as condi¢fes brasileiras, o que
contribuiu para sua expansdao (POMMER; MAIA, 2003). Atualmente, a uva € cultivada
desde o sul até o nordeste, ocupando uma area de aproximadamente 80 mil hectares
(IBGE, 2016), merecendo destaque como 0s maiores produtores as regibes do Rio
Grande do Sul e do Submédio do Vale do S8o Francisco. Essa cultura ocupa a 18°
posicdo no que se refere ao valor da producdo agropecuéria brasileira entre todos os
produtos e 4°. lugar entre as frutas, ficando atras somente da laranja (Citrus sinensis (L.)
Osbeck), banana (Musa spp.) e mamao (Carica papaya L.) (IBGE, 2016).

No Brasil é capaz de se produzir dois grupos de uva de mesa: a) uvas finas de
mesa, em sua maioria sdo variedades da espécie V. vinifera L. (europeia), que
apresentam bagas grandes e polpa carnosa, representado principalmente por cultivares
como a ‘Itdlia’ e suas mutagdes (‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Brasil’), ‘Red Globe’, ‘Red
Meire’, ‘Patricia’ e as sem sementes (‘Centennial Seedless’, ‘Superior Seedless’ ou
‘Festival’, ‘Thompson Seedless’, ‘Perlette’, ‘Catalunha’ e ‘Crimson Seedless’; € b) uvas
comuns de mesa, na sua maioria variedades ou hibridos da espécie V. labrusca L.
(americana), que apresentam bagas médias a grandes, com polpa mucilaginosa, cujas
representantes principais sao as cultivares Isabel e Niagara Rosada (NACHTIGAL,
2003). Segundo Ledo e Possidio (2000), as uvas finas de mesa séo cultivares suscetiveis
as doencas flngicas e altamente exigentes em tratos culturais, enquanto que as uvas
comuns de mesa apresentam maior rusticidade, consequentemente, uma maior
resisténcia aos problemas fitossanitarios e maior facilidade em alguns tratos culturais,
facilitando sua utilizagdo tanto no processamento quanto no consumo in natura.

Apesar de haver registros do cultivo da videira ja no século XVI, nos estados da
Bahia e Pernambuco, por ocasido da colonizacdo dos europeus (FALCADE, 2005) no
Submédio do Vale do S&o Francisco, a vitivinicultura foi introduzida somente nos anos
50, gracas a iniciativa da Comissdo do Vale do Sao Francisco, hoje conhecida como
Companhia do Desenvolvimento do Vale do Séo Francisco (CODEVASF), sendo
necessaria a utilizagdo das técnicas de irrigacdo em virtude da precipitacdo pluvial
insuficiente, além de praticas inovadoras como a poda racional, o desbaste dos cachos, o
uso de fertilizantes e o controle de doencas para garantir o desenvolvimento das plantas
e a producdo das uvas. A regido caracteriza-se por apresentar clima do tipo tropical
semiarido, com um periodo seco e um periodo subumido ao longo de todo o ano. A

temperatura média anual é de 26°C, com pluviosidade em torno de 500 mm,
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concentrada entre os meses de janeiro a abril (TONIETTO; TEIXEIRA, 2004). Os
processos fisiologicos, aliados ao sucesso do manejo das podas e do controle hidrico,
com o uso da irrigacdo, além da aplicacdo de defensivos, fertilizantes e agentes
quimicos reguladores de eventos fisioldgicos garantem um crescimento rapido dos
vinhedos. Nesta regido, o ciclo de producdo gira em torno de 120 dias, propiciando 2,5
safras por ano com produtividade acima da média nacional (LIMA; FERREIRA;
CHRISTOFIDIS, 1999; SILVA; COELHO, 2000). Entretanto, estas mesmas condicdes
podem induzir condi¢bes de estresse, propiciando o aparecimento de problemas
fitossanitarios que, se ndo contornados, podem trazer sérios prejuizos econémicos e, a
médio/longo prazo diminuir a vida util dos parreirais instalados.

A regido do Submédio do Vale do Sdo Francisco se destaca como grande
produtora e exportadora de uvas finas de mesa com alta qualidade e, mais recentemente,
na producdo de uvas viniferas. A regido responde por 99% das exportacdes brasileiras
anuais da fruta, tanto em volume quanto em valores de produgdo (VALEXPORT,
2011). O Submédio do Vale do S&o Francisco também responde por mais de 15% da
producdo brasileira de vinhos, distribuida entre seis vinicolas de um total de 700
hectares de vinhedos. A cultura da videira desempenha um papel social importante, pois
gera em torno de 30 mil empregos diretos e indiretos na regido (SILVA; COELHO,
2000), sendo uma das culturas que mais absorve mao-de-obra, empregando de trés a
quatro pessoas/hectare ao ano (ARAUJO, 2001; LIMA; FERREIRA; CHRISTOFIDIS,
1999). 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 util dos parreirais instalados a meédio/longo prazo. Vérias doencas
incitadas por bactérias, fungos, nematoides e virus comprometem a parte aérea e 0
sistema radicular das plantas, causando perdas expressivas na produtividade dessa
cultura. Dentre essas doencas se destaca o cancro bacteriano da videira, causado pela
bactéria Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye.

2. Cancro Bacteriano da Videira (Xanthomonas campestris pv. viticola)
O cancro bacteriano da videira foi detectado inicialmente na India por Nayudu

no ano de 1969 em plantios de videiras da variedade Anab-e-Shahi. Foram observados

sintomas na forma de manchas foliares escuras de 1 a 2 mm de diametro, lesdes nas
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nervuras, que mesmo depois de secas ndo se destacavam da haste e cancros alongados
de 1 a2 cm nos ramos e peciolos. Com base em testes bioquimicos e de patogenicidade,
Nayudu em 1972 classificou o agente causal como Pseudomonas viticola Nayudu sp.
nov., sendo posteriormente reclassificado como X. campestris pv. viticola por Dye em
1978 (TRINDADE et al., 2007).

No Brasil, apenas duas fitobacterioses haviam sido relatadas na cultura da
vidceira: Rhizobium sp. (Agrobacterium sp.), registrada no Rio Grande do Norte e Séo
Paulo e R. radiobacter (Beijerinck and van Delden) Young et al. [sin. A. tumefacians
(Smith and Townsend) Conn], no estado de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 1994).
Entretanto, no inicio de 1998, o cancro bacteriano foi detectado no Submédio do Vale
do S&o Francisco (Pernambuco e Bahia), com a observacdo de sintomas na forma de
cancro em plantas de V. vinifera da variedade Red Globe. Posteriormente ao isolamento,
testes bioquimicos e de patogenicidade, o patégeno foi identificado como X. campestris
pv. viticola (MALAVOLTA JUNIOR et al., 1998; LIMA et al., 1998). Um segundo
relato desta doenca no Brasil foi feito no estado do Piaui em ramos e folhas infectadas
das variedades Red Globe, Italia e Ribier (MALAVOLTA JUNIOR et al.,1999). No
Brasil, este patdgeno é considerado Praga Quarentenaria Presente (A2) de acordo com a
Instrucdo Normativa DAS n° 59 de 18 de dezembro de 2013 (BRASIL, 2013),
ocorrendo nos estados da Bahia, Pernambuco, Ceara e Roraima, sendo um dos
principais problemas fitossanitarios da cultura da videira (RODRIGUES NETO et al.,
2011; TOMAZ et al., 2011).

Conforme Lima et al. (1998), a enfermidade foi inicialmente observada em
plantios com dois a trés anos de idade ap6s a enxertia, com incidéncia de até 100% em
plantas de ‘Red Globe’ e em cultivares de uva sem sementes. Sintomas da doenca
também foram observados em plantas de ‘Itdlia’, ‘Festival’, ‘Brasil’, ‘Piratininga’,
‘Patricia’, ‘Benitaka’, ‘Ribier’ e ‘Catalunha’, com incidéncia bastante variavel,
principalmente, em ‘Itdlia’ e ‘Benitaka’, que mostraram uma certa tolerancia a doenca.

Xanthomonas campestres pv. viticola € classificada dentro do dominio Bacteria,
filo Proteobacteria, classe Gamaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e familia
Xanthomonadaceae (HOLT et al., 1994). Em 1995, Vauterin et al. (1995) a partir de
estudos de hibridizacio DNA-DNA, sugeriram que apenas isolados de brassicas
deveriam estar inclusos dentro da espécie Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson,

por apresentarem maior homologia entre si (VAUTERIN et al., 1995). Mais
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recentemente, Takita et al. (2004) analisaram a regido rpf, responsavel pela codificacdo
de fatores envolvidos com a regulagéo e expresséo de genes envolvidos na producdo de
enzimas extracelulares e de polissacarideos, de diferentes espécies e patovares de
Xanthomonas, e verificaram que o patovar viticola ndo apresentava padrao igual ao do
patovar campestris. O sequenciamento de outras regifes, ndo especificadas pelos
autores, mostrou maior similaridade de X. campestris pv. viticola a X. axonopodis pv.
citri do que X. campestris pv. campestris. Apesar disso, auséncias de estudos
taxonémicos conclusivos que envolvem o patdgeno da videira justifica a utilizacdo do
nome X. campestris pv. viticola.

Apesar de pertencer ao género Xanthomonas, essa bactéria ndo produz o
pigmento xantomonadina, apresentando colénias apigmentadas. Possui células em
forma de bastonetes, monocapsuladas, uniflageladas, medindo de 1,2 a 2,5 pm
(NAYUDU, 1972). E Gram-negativa, ndo apresenta pigmento fluorescente em meio
King B, nem atividade de urease e oxidase. N&o utiliza asparagina como Unica fonte de
carbono e nitrogénio, ndo possui inclusdes de poli-pB-hidroxibutirato e ndo tolera
concentracdes de 1 a 2% de NaCl. Produz &cidos a partir de glucose, manose, galactose,
trehalose, frutose e celobiose (LIMA et al., 1999b). Forma colonias arredondadas,
convexas, brilhantes e bordos lisos, com coloragdo creme-esbranquicada. Tem
crescimento 6timo em pH 7,5 e entre 27 e 29°C, ndo crescendo a 0°C e a 40°C
(NASCIMENTO et al., 2005). Quanto a reacdo de hipersensibilidade € geralmente
negativa em folhas de fumo (Nicotiana tabacum L.), mas positiva em folhas de tomate
da variedade Santa Clara (MALAVOLTA JUNIOR et al., 1999).

Os sintomas do cancro bacteriano da videira no Submédio do Vale do S&o
Francisco ocorrem preferencialmente no primeiro semestre do ano, época mais chuvosa
e que apresentam altos registros de umidade relativa do ar e temperaturas (ARAUJO et
al., 1999). Estes fatores favorecem o aparecimento de sinais do patdgeno, como a
exsudacdo de pus bacteriano a partir dos cancros presentes em ramos, favorecendo a
disseminacdo do mesmo (LOPES; NASCIMENTO, 2004).

Em plantas de videira infectadas, 0s sintomas podem se manifestar em varias
partes da planta. Nas folhas surgem como pontos necroticos de 1 a 2 mm de didmetro,
com ou sem halos amarelados, algumas vezes coalescendo e causando a morte de
extensas areas do limbo foliar. Pode-se observar ainda nas folhas a formacdo de

manchas maiores e sua persisténcia na planta mesmo depois de secas (Figura 1A). Nos



18

peciolos podem-se observar manchas necroticas e alongadas, formando cancros. Nos
ramos (Figura 1B) e na raquis (Figura 1C), ocorre a formacdo de manchas necrdticas
alongadas que evoluem para fissuras longitudinais de coloracdo negra, denominadas de
cancro. A planta, além de baixa produtividade, pode apresentar sintomas nas bagas
caracterizados por manchas clordticas e necroticas circulares além de variagdes na cor e
tamanho (Figura 1D) (LIMA et al., 1999b; MALAVOLTA JUNIOR et al.,1999).

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

Figura 1. Sintomas do cancro bacteriano da videira causado por Xanthomonas
campestris pv. viticola. A- Manchas nas nervuras e nos bordos das folhas; B- Cancro

nos ramos; C- Cancro na raquis; D- Bagas com varia¢des na cor e tamanho.
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3. Ciclo de vida de Xanthomonas campestris pv. viticola e aspectos epidemioldgicos

do cancro bacteriano

Superficie de hastes e folhas com sintomas do cancro bacteriano da videira e
também de folhas assintomaticas, provenientes de plantas infectadas, revelaram intensa
colonizagdo por X. campestris pv. viticola. Estudos através de microscopia eletronica
mostram que as células bacterianas sdo capazes de sobreviver no filoplano de videiras
de forma epifitica, sugerindo que a aderéncia ocorre de forma randémica nas superficies
vegetais, principalmente no limbo foliar, sobre as nervuras e tricomas, por meio de
fixacdo apolar em monocamadas, raramente formando agregados (ARAUJO, 2001). A
manutencdo da fonte de inoculo por parte dessas populacfes se deve, em parte, pela
formacdo de exsudacdo da bactéria sobre os cancros, bem como pela presenca da
bactéria sobre os ramos podados ou partes vegetais, que permanecem aderidas ao arame
da latada (ARAUJO; ROBBS; RIBEIRO, 2004). Assim, pressupde-se que, uma vez as
bactérias atingindo um sitio favoravel, sua habilidade de resistir a remocéao constitui
vantagem seletiva, sendo responsavel pelo aumento e estabilidade da populagédo
residente (ARAUJO, 2001). Além disso, Guerra (2015) detectou a formagc&o de biofilme
por X. campestris pv. viticola in vitro, com niveis varidveis em funcéo do isolado, a qual
foi confirmada através de microscopia eletrénica de varredura e microscopia confocal
laser. Biofilmes em bactérias fitopatogénicas podem atuar como um fator de viruléncia
em estadios iniciais de colonizacdo e infeccdo (FLEMMING; WINGENDER, 2010;
GUTTENPLAN; KEARNS, 2013).

Xanthomonas campestris pv. viticola pode ser introduzida em parreirais, onde a
doenca ainda ndo ocorre, veiculada em mudas ou bacelos infectados, os quais irdo
originar plantas doentes. A disseminacdo da bactéria pode ocorrer através de restos de
cultura infectados espalhados pelo pomar ou aderidos em roupas, veiculos, mas
principalmente em contentores, tesouras, canivetes e luvas ndo desinfestadas utilizadas
na colheita de frutas de plantas doentes, capina, gradagem, rocagem, pulverizacdes e até
a aplicacdo de herbicidas por barra favorecem a disseminacéo da bactéria no parreiral. A
bactéria pode ser transportada por respingos de agua de chuva ou irrigagdo, que a
disseminam a longas distancias (CHAND; PATIL; KISHUM, 1991). Irrigacdo do tipo
sobre-copa, tanto a aspersdo convencional quanto o pivd central favorecem a

distribuicdo da doenga. No Submédio do Vale do Sdo Francisco, a estacdo chuvosa é
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curta, mas durante esse periodo a disseminagdo da bactéria ocorre mais rapidamente e a
intensidade da doenca é elevada (NASCIMENTO et al., 2000). Lima et al. (1999) e
Naydu (1972) observaram que o periodo mais favoravel ao desenvolvimento da
infeccdo era apos as chuvas. Portanto, operacdes que ocasionam ferimentos nas plantas,
como desbrota e poda, realizadas neste periodo em variedades suscetiveis podem
propiciar a ocorréncia de infeccdo nas plantas. Apenas 0 vento ndo dissemina a bactéria,
sendo necessaria a presenca de agua. A transmissdo do cancro bacteriano dentro do
pomar pode ocorrer mais rapidamente que entre pomares. Portanto, é importante que o
viticultor esteja atento ao surgimento de sintomas da doenga no parreiral, realizando
inspecdes periddicas que permitam a deteccdo de focos iniciais de infeccdo, retardando
ou evitando a disseminacdo do patdgeno o que favorece o manejo da doenga.

A infeccdo de X. campestris pv. viticola ocorre por meio de aberturas naturais ou
por injdrias nos tecidos ainda verdes do filoplano (ROBBS; RODRIGUES NETO,
1999). No entanto todos os agentes de ferimentos sdo importantes para a penetragéo,
destacando-se os tratos culturais e ventos fortes. A bactéria coloniza os espacos
intercelulares rapidamente, atingindo o parénquima Xxilematico e vasos condutores do
sistema vascular, sendo assim, distribuida a outros 6rgdos da planta (ARAUJO et al.,
2002).

Em éareas de producdo de uva do Submédio do Vale do Sdo Francisco, X.
campestris pv. viticola sobrevive de um ciclo para o outro em plantas infectadas, na
parte aérea de plantas sadias como epifitica (ARAUJO, 2001) e em restos culturais
(NASCIMENTO et al., 2000). Silva et al. (2012) verificaram que em tecidos infectados
de videira a bactéria sobrevive na superficie do solo por, pelo menos 80 dias mas se
utilizada a pratica de compostagem, sua presenca no solo é eliminada em até 10 dias.

Xanthomonas campestris pv. viticola sobrevive por pelo menos 24 h em tesouras
de colheita, indicando que as ferramentas de corte sdo fontes de indculo e pode
introduzir e difundir o cancro bacteriano da videira. Desinfestacdo das ferramentas com
hipoclorito de s6dio (20000 ppm) e de cloreto de dodecil dimetil e amonio (1.140 ppm)
é, portanto, recomendada. As solucbes destes agentes de higienizacdo permanecem
eficazes quando mantidos sob as condi¢cdes ambientais dos vinhedos situadas no
Submédio do Vale do S&o Francisco e quando solucBes contém fragmentos de plantas

por pelo menos 8 h. Para a desinfestacdo de &gua contaminada, cloreto de dodecil
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dimetil e aménio (570 ppm), hipoclorito de sddio (5000 ppm) e cloreto de benzalconio
(122,5 ppm) podem ser usados (NAUE et al., 2014b).

Em inoculages artificiais com este patdgeno, observou-se infeccdo em plantas
de mangueira (Mangifera indica L.), cajueiro (Anacardium occidental L.), umbuzeiro
(Spondias tuberosa Arruda), cajd-manga (Spondias dulcis Forst.), aroeira (Schinus
terebenthifolius Radii) (ARAUJO; ROBBS; MACIEL, 1999) e nim (Azadirachta indica
A. Juss) (MALAVOLTA JUNIOR; ALMEIDA, 2000; NASCIMENTO et al., 2001). Na
india, Desai et al. (1966) também observaram que o nim, planta utilizada como quebra-
vento e inseticida natural, é hospedeira dessa bactéria, apresentando manchas foliares e
cancros em ramos e peciolos, sintomas semelhantes aos observados em videira. O
patdgeno também pode sobreviver em Phyllanthus maderaspatensis L. (CHAND;
KISHUN, 1990). X. campestris pv. viticola foi detectada em plantas assintomaticas de
videira IAC 572 e sintométicas de IAC 766, ambas enxertadas na cultivar suscetivel
Red Globe (LIMA; FERREIRA, 2000; NASCIMENTO et al., 2000).

4. Manejo do Cancro Bacteriano da Videira

Apesar de o cancro bacteriano da videira ser um problema relativamente recente
no Brasil, as perdas devido a essa doenca foram estimadas em 1999 em mais de trés
milhdes de reais em 120 hectares (ARAUJO, 2001). Lima et al. (1999) relataram a
erradicacdo de 100 hectares de videiras em producdo na regido do Submédio do Vale do
Séo Francisco, sendo 85% dessa &rea cultivada com a variedade Red Globe e os outros
15% com a variedade Perlette. Considerando-se a natureza da infeccdo do patégeno,
além da evasdo, ou seja, poda de producdo em periodos de baixa precipitacdo, as
recomendacdes de manejo se baseiam na Instrucdo Normativa n° 2 de 06 de fevereiro de
2014 (MAPA, 2014), onde produtor, importador, comerciante ou detentor de plantas e
partes de plantas de espécies do género Vitis, devem adotar algumas medidas
preventivas e de erradicagdo: I- Desinfestacdo de veiculos, maquinas, implementos,
equipamentos e material de colheita, com produtos sanitizantes recomendados pela
pesquisa; 1l- Destruicdo de material contaminado; controle quimico com produtos
recomendados pela pesquisa; IllI- Eliminacdo de hospedeiras alternativas de X.
campestris pv. viticola; VI- Eliminacdo de todo o material resultante das podas, por

meio de enterrio ou queima, para as variedades mais suscetiveis e sintomaticas; V-
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Fazer inspecOes visuais em todo o viveiro semanalmente, concentrando-se nas
variedades mais suscetiveis e nos periodos de condigdes ambientais favoraveis a
ocorréncia da doenca e VI- Comunicar imediatamente ao 6rgdo oficial de defesa
agropecuaria (Agéncia de Defesa e Fiscalizacdo Agropecuaria de Pernambuco—
ADAGRO) sobre qualquer suspeita de ocorréncia do cancro bacteriano da videira, em
areas livres da doenca.

Como controle quimico recomenda-se a pulverizacao das plantas com produtos a
base de cobre logo apos a poda, brotagdes e ferimentos. Segundo Leite Junior (2000),
diversos produtos cupricos tém sido utilizados no controle de doengas bacterianas,
como oxicloreto de cobre, sulfato de cobre, hidréxido de cobre e 6xido cuproso. O
cobre atua na protecdo do tecido vegetal contra infec¢do por bactérias e na reducédo da
populacdo bacteriana na superficie foliar, necessitando varias aplicacGes de produtos
para alcancgar controle adequado de doencas bacterianas. Entretanto, tem sido relatada a
resisténcia de isolados de X. campestris pv. viticola ao cobre, oxitetraciclina, sulfato de
gentamicina, kasugamicina e estrepomicina (ARAUJO, 2001; ARAUJO; ROBBS;
RIBEIRO, 2004; CHAND et al., 1994; NASCIMENTO et al., 2000;), demonstrando a
ocorréncia natural de resisténcia nas regides produtoras, onde a aplicacdo desses
produtos é frequente. Silva et al. (2015) trabalhando com 70 isolados de X. campestris
pv. viticola e dois produtos comerciais a base de cobre (hidroxido de cobre [Cu(OH)2] e
oxicloreto de cobre [Cu2(CI(OH))3], verificaram diversidade acentuada quanto a
sensibilidade ao cobre. Entretanto, como conclusdo importante, foi percebido que
isolados obtidos em periodos mais recentes foram mais tolerantes que os isolados
obtidos em periodos mais antigos.

Somado a isso, outra desvantagem relativa a aplicacdo de produtos quimicos ¢ a
modificacdo do ambiente que estes podem provocar, tanto pela contaminacdo das
comunidades de seres vivos que o0 compde, quanto pela sua acumulagdo nos segmentos
bidticos e abidticos do ecossistema (RIBAS; MATSUMURA, 2009).

N&o existem, até 0 momento, cultivares de videira com resisténcia genética ao
cancro bacteriano disponiveis no mercado. No entanto, estudos preliminares que
testaram as espeécies V. vinicola e V. labrusca, mostraram que a primeira espécie varia
quanto a suscetibilidade ao cancro bacteriano, sendo as variedades sem sementes
classificadas como suscetiveis a muito suscetiveis, enquanto que a segunda espécie se

mostra menos suscetivel, variando entre resistentes a moderadamente resistentes
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(CHAND, 1992). Trabalhos posteriores indicam que além das variedades V. vinicola
serem suscetiveis, os hibridos de videira também podem ser. Malavolta Janior e
Almeida (2003), sugeriram que a resisténcia observada nos hibridos V. labrusca x V.
vinicola, Niagara rosa e Niagara branca é oriunda de V. labrusca, responsavel pelo gene
de resisténcia. De acordo com Lima et al. (1999b), as variedades de porta-enxertos IAC
572, 766 e 420, usados na regido do Submédio do Vale do S&o Francisco, ndo
mostraram sintomas quando enxertadas com variedades altamente suscetiveis.
Entretanto, Lima (2000) e Nascimento et al. (2000) detectaram a presenca de X.
campestris pv. viticola em porta-enxerto das variedades Tropical 576 e Tropical 572,
respectivamente. Nascimento et al. (2006) avaliando a reacdo de clones de videira a
doenga, verificaram que os menores indices foram observados em ‘Isabel’ e ‘Paulsen
1103’ enquanto que os clones de V. vinifera foram os mais suscetiveis. De acordo com a
Instrucdo Normativa n° 9, de 20 de abril de 2006 (MAPA, 2006), ‘Red Globe’ possui
alta suscetibilidade; ‘Thompson’, ‘Benitaka’, ‘Festival’ (Superior), ‘Sonaka’, ‘Italia’ e
‘Rubi’ possuem grau médio, € ‘Niagara Rosada’, ‘Niagara Branca’ e ‘Princés’ possuem
baixa suscetibilidade.

O controle alternativo de doencas inclui as medidas que ndo englobam o
controle quimico classico e o melhoramento genético de plantas para resisténcia as
doencas. Dentro desse contexto, diversas op¢des podem se mostrar promissoras, Como a
termoterapia de bacelos de videira infectados e o controle bioldégico com o uso de
bactérias e leveduras.

Diante das recomendacGes para o controle do cancro bacteriano, a utilizacdo de
material propagativo livre de X. campestris pv. viticola é uma necessidade no manejo da
doenca, para que nao haja a introducdo e/ou disseminacdo deste patdgeno para novas
areas e regides. Poucas pesquisas relacionadas ao controle preventivo, através do uso de
material propagativo livre de infeccdo e a praticas de manejo que possam limitar a
sobrevivéncia e disseminacdo dessa bacteria, foram realizadas no Brasil. Silva et al.
(2013) utilizou cultura de tecidos e obteve plantas micropropagadas livres de X.
campestris pv. viticola e com boa regeneracdo. No entanto, quando comparado com
outras praticas, essa requer mais tempo para a obtencao do material pronto para plantio.

O tratamento de bacelos com erradicacdo do patdgeno pode ser uma alternativa
eficiente e mais rdpida para a producdo de material propagativo isento da doenga. O

tratamento de Orgdos propagativos pela técnica de termoterapia foi utilizado para
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erradicacdo de bactérias fitopatogénicas em cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.)
(FERNANDES JUNIOR et al., 2010) e videira (MAHMOODZADEH et al., 2003),
contra os patogenos Leifsonia xyli subsp. xyli (Davis) Evtshenko et al. e Rhizobium vitis
(Ophel and Kerr) Young et al. (sin. Agrobacterium vitis Ophel and Kerr),
respectivamente, e termoterapia aliada a fungicidas para o tratamento de estacas de
videira, visando o controle de fungos fitopatogénicos (GRAMAJE et al., 2009a;
GRAMAUJE et al., 2009b).

Apesar de ser recomendado como uma das prioridades de pesquisa com o cancro
desde 2004, apds discussdo por técnicos de instituicbes do pais (LOPES;
NASCIMENTO, 2004), o tratamento de bacelos tem sido pouco pesquisado. Lima e
Mashida (2000) testando a termoterapia de bacelos (agua quente, 48-50°C/15min.),
além do efeito de produtos quimicos (oxitetraciclina, sulfato de cobre, amoénia
quaternéria, chloranphenicol e cobre liquido), verificaram sintomas da doenca em
peciolos e folhas, para todos os tratamentos testados, em porcentagens variaveis. A
erradicacdo de X. campestris pv viticola em bacelos de videira também foi testada por
Naue et al. (2014a), em experimentos com termoterapia (50°C durante 30 e 40 min;
53°C durante 5 e 10 min); bactericidas [oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2.000;
165+2.200; 180+2.400 e 195+2.600 mg L*de H.0) e oxitetraciclina (600; 700; 800 e
900 mg L™)]; e sanitizantes [cloreto de dodecildimetil aménio (600; 1.200; 1.800; 2.400
e 3.000 pL LY); hipoclorito de sédio (5.000; 10.000; 20.000; 30.000 e 40.000 puL L) e
cloreto de benzalconio (125; 167;250; 334 e 500 puL L1)]. No entanto, nenhum
tratamento termoterapico ou produto foi capaz de erradicar X. campestris pv. viticola de
bacelos infectados. Esses resultados indicam que novos bindmios temperatura/tempo
precisam ser testados visando obter resultados eficientes.

A utilizacdo de leveduras e bactérias antagonistas como agentes de biocontrole
no manejo de bactérias fitopatogénicas tem sido estudada por varios pesquisadores
(CONCEICAO et al., 2014; CUNHA et al., 2006; MELO et al; 2015; OLIVEIRA et al.,
2006). Segundo Baker e Cook (1974), o biocontrole pode ser definido como a reducéo
da densidade de inéculo ou atividades determinantes da doenca causada por um
patdgeno, por um ou mais organismos, realizado naturalmente ou através da
manipulacdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista ou pela introducdo em massa de
um ou mais antagonistas. Os mecanismos envolvidos s&o: parasitismo direto; predacéo;

competicdo por nutrientes e nichos ecologicos; producdo de antibidticos, bacteriocinas,
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metabdlitos 4&cidos ou toxicos; competicdo trofica de elementos essenciais ao
desenvolvimento do patégeno; e estimulo das defesas do hospedeiro, ativando
mecanismos de resisténcia (ROMEIRO, 1995). A introducédo de antagonistas adaptados
ao microhabitat do patdgeno € um aspecto relevante para muitos sistemas planta-
patdégeno, mas o sucesso do biocontrole dependerd da natureza das propriedades e
mecanismos de acdo do antagonista (MELO, 1998). Dentre os diversos agentes de
biocontrole, bactérias benéficas que existem na natureza, como as endofiticas,
rizobactérias e as residentes de filoplano podem vir a ser utilizadas (HALFELD-
VIEIRA, 2002), além das leveduras. Leveduras sdo fungos unicelulares, amplamente
distribuidos nos solos e na superficie de folhas, ramos, pétalas de flores, frutos e
sementes de plantas, podendo agir como “tampao bioldgico”, impedindo a ocorréncia de
infecgdes (WILSON; WISNIEWSKI, 1989).

Apesar da maioria dos produtos comerciais possuirem como alvo fungos
fitopatogénicos, como € o caso do Aspire® e Bio-save 110®, a base da levedura Candida
oleophila Montrocher 1-182 e da bactéria Pseudomonas syringae van Hall,
respectivamente, alguns produtos com acdo contra bactérias fitopatogénicas estdo
bastante consolidados no mercado, como ¢ o caso do Dygall®, contra R. radiobacter.
Trabalhos envolvendo o biocontrole do género Xanthomonas spp. sdo raros e muitas
vezes inconstantes. Silva (2013) realizando selecdo de 224 isolados de bactérias obtidas
do filoplano, através de testes in vitro e in vivo, verificou que dois isolados se
mostraram efetivos contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye,
agente causal da mancha bacteriana do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims).
Especificamente com X. campestris pv viticola, até o momento nenhum trabalho
envolvendo controle bioldgico foi realizado, e este surge como uma alternativa para
auxiliar no manejo do cancro bacteriano da videira.

Considerando a importancia socioecondmica da videira para 0 Submédio do
Vale do Séo Francisco, a potencial ameaca do cancro bacteriano para outras regioes
produtoras de uva e a existéncia de poucos estudos sobre 0 manejo dessa doenca, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da termoterapia de bacelos de videira das
cultivares Isabel e Red Globe na viabilidade de mudas e na erradicagdo de X. campestris
pv viticola, e a combinacdo de agentes de controle biologico e termoterapia na

erradicacdo do patdgeno e na reducdo da severidade da doenca
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Termoterapia em bacelos de videira para manejo do cancro bacteriano
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Resumo - O cancro bacteriano, causado por Xanthomonas campestris pv. viticola, € uma
doenca de grande importancia para a cultura da videira no Brasil. Este trabalho avaliou o
efeito da termoterapia de bacelos de videira das cultivares Isabel e Red Globe na viabilidade
de mudas e na erradicacdo de X. campestris pv. viticola. Os bacelos foram tratados a 50, 52 e
54°C nos tempos de 30, 45 e 60 min, plantados, e o crescimento das mudas avaliado apds 45
dias. A erradicacdo de X. campestris pv. viticola foi determinada nas temperaturas 50 e 52°C
e tempos de 45, 50 e 60 min, quantificando-se a populacdo bacteriana nos bacelos antes do
plantio e componentes epidemioldgicos do cancro bacteriano, 120 dias ap0s o plantio. Apenas
a temperatura de 54°C, principalmente durante 45 e 60 min, interferiu negativamente no
namero de folhas, altura da planta, comprimento e volume do sistema radicular. A populacédo
bacteriana foi reduzida nos bacelos de ambas cultivares. Nenhum bindmio temperatura/tempo
foi capaz de erradicar X. campestris pv. viticola, mas os sintomas de cancros nos ramos foram
reduzidos de 65,5 a 95,9% nos tratamentos a 50 e 52°C durante 45 e 60 min. Considerando as
duas cultivares, a viabilidade de mudas e controle da doenca, é recomendado o tratamento dos
bacelos de videira a termoterapia de 52°C durante 45 min para 0 manejo do cancro bacteriano.
Termos para indexacdo: Vitis vinifera, Xanthomonas campestris pv. viticola, controle,

material propagativo.
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Thermotherapy on cuttings of grapevine for the management of bacterial canker
Abstract — Bacterial canker, caused by Xanthomonas campestris pv. viticola, is a very
important disease for the grapevine crop in Brazil. This work evaluated the effect of
thermotherapy on cuttings of cultivars Isabel and Red Globe on the viability of plantlets and
eradication of X. campestris pv. viticola. The cuttings were treated at 50, 52 and 54°C during
30, 45 and 60 min, planted, and after 45 days the plantlets were analyzed for growth. The
eradication of X. campestris pv. viticola was evaluated at 50 to 52°C and 45, 50 and 60 min
by quantifying bacterial populations on cuttings before planting and epidemiological
components of bacterial canker, 120 days after planting. Only the temperature of 54°C,
mainly during 45 and 60 minutes, affected negatively leaf number, plant height, and length
and volume of root system. The bacterial population was reduced in cuttings of both cultivars.
No binomial temperature/time was able to eradicate X. campestris pv. viticola, but at 50 and
52°C during 45 to 60 min, canker symptoms on the branches were reduced from 65.5 to
95.9%. Considering the two cultivars, the viability of plantlets and the disease control, the
treatment of grapevine cuttings at 52°C during 45 min is recommended for the management
of bacterial canker.

Index terms: Vitis vinifera, Xanthomonas campestris pv. viticola, control, propagation

material.

Introducéo

O cancro bacteriano é uma doenca destrutiva que tem sido responsavel por
significativos prejuizos econdmicos na cultura da videira no Brasil, em &reas produtoras dos
estados de Pernambuco e Bahia, localizadas na regido do Submédio do Vale do Sao Francisco

(Malavolta Junior et al., 1999). Essa regido é responsavel por 99% das exportacOes brasileiras
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anuais da fruta, tanto em volume quanto em valores de producdo (Valexport, 2011). O cancro
bacteriano da videira € causado por Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye,
bactéria classificada como praga quarentenaria presente (A2) no Brasil (Tostes et al., 2014).

As epidemias do cancro bacteriano da videira tém sido atribuidas ao plantio de mudas
ou bacelos infectados (Lima & Moreira, 2002), que ocasionam significativa reducdo na
producdo, principalmente na variedade Red Globe. Plantas infectadas produzem cachos com
sintomas de cancro no engaco, que prejudicam seu desenvolvimento, além da inutilizacdo dos
frutos para comercializacdo (Lima & Moreira, 2002).

Os sintomas do cancro bacteriano da videira no Submedio do Vale do S&o Francisco
ocorrem preferencialmente no primeiro semestre do ano, época mais chuvosa e que apresenta
altos registros de umidade relativa do ar e temperaturas (Lima et al., 1999). X. campestris pv.
viticola pode afetar diferentes 6rgaos da videira, em diferentes estadios de desenvolvimento.
Nas folhas surgem como pontos necroticos de 1 a 2 mm de didmetro, com ou sem halos
amarelados, algumas vezes coalescendo e causando a morte de extensas areas do limbo foliar.
Nos peciolos, ramos e raquis ocorre a formacdo de manchas necréticas alongadas que
evoluem para fissuras longitudinais de coloracdo negra, denominadas de cancro. A planta,
além de baixa produtividade, pode apresentar sintomas nas bagas caracterizados por manchas
cloréticas e necroticas circulares, além de deformidade no tamanho e variagdes de coloracédo
(Lima et al., 1999; Malavolta Junior et al., 1999).

Considerando-se a natureza da infeccdo do patégeno, além da evasao, ou seja, poda de
producdo em periodos de baixa precipitacdo pluviométrica, as recomendacdes de manejo do
cancro bacteriano no Brasil se baseiam na Instrugdo Normativa n°® 2 de 06 de fevereiro de
2014 (MAPA, 2014), onde produtor, importador, comerciante ou detentor de plantas e partes
de plantas de espécies do género Vitis, devem adotar algumas medidas preventivas e de

erradicacgéo, incluindo as que interferem na introdugéo e na disseminagéo do patdgeno. Dentro
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desse contexto, a utilizacdo de material propagativo livre de X. campestris pv. viticola € uma
necessidade no manejo da doenca, para que ndo haja a introducdo e/ou disseminacdo deste
patdgeno para novas areas e regides. O tratamento de bacelos com erradicacdo do patdgeno
pode ser uma alternativa eficiente e mais rapida para a producdo de material propagativo
isento da doenca.

O tratamento de orgdos propagativos pela técnica de termoterapia foi utilizado para
erradicacdo de bactérias fitopatogénicas em videira (Mahmoodzadeh et al., 2003) e cana-de-
acucar (Fernandes Janior et al., 2010), contra os patdgenos Rhizobium vitis (Ophel and Kerr)
Young et al. (sin. Agrobacterium vitis Ophel and Kerr) e Leifsonia xyli subsp. xyli (Davis)
Evtshenko et al., respectivamente, e de fungos fitopatogénicos pela termoterapia aliada a
fungicidas para o tratamento de estacas de videira (Gramaje et al., 2009a; Gramaje et al.,
2009b). No entanto, o tratamento de bacelos para o controle do cancro bacteriano tem sido
pouco pesquisado. Naue et al. (2014a) testaram a erradicacdo de X. campestris pv. viticola em
bacelos de videira em experimentos com termoterapia (50°C durante 30 e 40 min; 53°C
durante 5 e 10 min); bactericidas [oxitetraciclina+sulfato de cobre (150+2.000; 165+2.200;
180+2.400 e 195+2.600 mg Lde H.0) e oxitetraciclina (600; 700; 800 e 900 mg L?)]; e
sanitizantes [cloreto de dodecildimetil amo6nio (600; 1.200; 1.800; 2.400 e 3.000 pL L™);
hipoclorito de sédio (5.000; 10.000; 20.000; 30.000 e 40.000 pL L) e cloreto de benzalconio
(125; 167;250; 334 e 500 pL L1)], verificando que nenhum tratamento termoterapico ou
produto foi capaz de erradicar X. campestris pv. viticola de bacelos infectados. Esses
resultados indicam que novos bindmios temperatura/tempo precisam ser testados visando
obter resultados eficientes.

Portanto, o objetivo da pesquisa foi avaliar a eficiéncia da termoterapia de bacelos de
videira das cultivares Isabel e Red Globe na viabilidade de mudas e na erradicacdo de X.

campestris pv. viticola.
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Material e Métodos

O isolado Xcv2"" de X. campestris pv. viticola, um mutante espontaneo e estavel a 100
ppm de rifampicina, pertencente a Colecdo de Bactérias do Laboratdrio de Fitopatologia da
Embrapa Semiérido, Petrolina/PE, Brasil, foi utilizado nos experimentos. Esse mutante teve
taxa de crescimento em meio liquido NYD (deextrose 10 g, extrato de carne 3 g, extrato de
levedura 5 g, peptona 5 g e 4gua destilada 1000 mL) e patogenicidade em videira similar ao
isolado selvagem Xcv2 (Silva et al., 2012), e foi identificado por PCR (Naue et al., 2014b).

O mutante foi cultivado em meio NYDAM" (NYD acrescido de 18 g agar, e 100 ppm
ampicillin + 100 ppm rifampicin) a 28°C por 48 h. A concentracdo da suspensdo bacteriana
em agua destilada e esterilizada (ADE) foi ajustada a As7o = 0,4 (108 UFC/mL) usando um
espectrofotobmetro (Analyser 500M, Brazil). No momento das inoculagdes Tween 20
(0,005%) foi adicionado a suspensdo bacteriana.

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas a cultivar Isabel e Red Globe. Os
bacelos da cultivar Isabel foram obtidos em S&o Vicente Férrer/regido Agreste de
Pernambuco e se encontravam livres de X. campestris pv. viticola, enquanto que os da a
cultivar Red Globe, foram oriundos de Petrolina/regido do Submédio do Vale do S&o
Francisco em Pernambuco e estavam naturalmente infectados com a bactéria.

Quatro métodos de inoculacdo de X. campestris pv. viticola foram testados em bacelos
de videira da cultivar Isabel, com o objetivo de selecionar o0 melhor método para os demais
experimentos: (1) Imersdo — imersdo dos bacelos em suspenséo bacteriana por periodos de 30,
40 e 45 min; (2) Infiltracdo a vacuo — bacelos submetidos a pressdo de vacuo (500 mmHg)
por 20 min (Frenkel et al., 1969); (3) Injecdo — injecdo de 6 YL de suspensdo bacteriana no
xilema dos bacelos, com auxilio de uma seringa; (4) Picada — duas picadas realizadas com

alfinete entomoldgico nos bacelos, seguindo-se a deposicéo de células bacterianas no local do
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ferimento. Apos esse processo, uma cobertura com algoddo umedecido em ADE e envolvido
por papel laminado foi colocado em cada um dos pontos de inoculacdo (Nascimento et al.,
1998).

Antes do plantio, para determinar a quantificacdo da populacdo de Xcv2R cinco
bacelos de cada tratamento foram pesados em balanca analitica e fragmentados/triturados em
liquidificador, contendo 200 mL de ADE. Posteriormente, diluicbes em ADE foram
realizadas e aliquotas de 100 mL foram plaqueadas em meio NYDAM"'. As placas foram
incubadas por 72 h a 28°C, quando foi realizada a contagem do numero de coldnias,
determinando-se a populacéo bacteriana por grama de tecido.

Logo apos os tratamentos, os bacelos foram plantados em sacos de polietileno (10 x 20
cm) contendo solo em condi¢cbes de casa de vegetacdo, e durante 120 dias foi realizada a
avaliacdo da erradicacdo da doenca pela detec¢do da presenca ou auséncia de sintomas nas
plantas, determinando-se: a) periodo de incubacdo da doenca, representado pelo nimero de
dias entre a brotacdo do bacelo e o surgimento dos sintomas da doenca. Plantas que nao
apresentaram sintomas tiveram o periodo de incubacao ajustado para o periodo de avaliacdo
total, acrescido de um dia; b) incidéncia da doenca, calculada ao final do experimento, pelo
percentual de folhas e ramos com sintomas em relacdo ao numero total de folhas e ramos da
planta; e c) severidade da doenca, nas folhas e ramos. Nas folhas a severidade foi determinada
com auxilio de escala diagramatica variando de 2 a 91% de éarea foliar com sintomas
(Nascimento et al., 2005) e nos ramos, pelo nimero de cancros. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com cinco repetices por tratamento, sendo a unidade
experimental constituida por quatro plantas.

Para avaliar o efeito da termoterapia na viabilidade de mudas de videira, bacelos das
cultivares Isabel e Red Globe, com comprimento de 30 cm, contendo duas gemas, foram

imersos em banho-maria (Cien Tec 268). Os bindbmios temperatura/tempo testados foram os
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seguintes: 50, 52 e 54°C nos tempos de 30, 45 e 60 min, selecionados a partir do trabalho de
Gramaje et al. (2009a). Os bacelos da testemunha foram imersos em agua com temperatura
ambiente (25 £ 2°C). Em viveiro, os bacelos foram plantados em tubetes (JKS industrial
LTDA®), contendo substrato a base de fibra de coco (Bioplant®). As médias de temperatura e
umidade relativa do ar foram de 33,4°C e 56,4%, respectivamente. Apds 45 dias do plantio,
foram analisadas as seguintes variaveis: numero de folhas (unidade) — contagem do total de
folhas formadas por planta; altura da planta (cm) — medicdo do colo a folha mais alta da
planta; comprimento do sistema radicular (cm) — medicdo do colo ao final do sistema
radicular da planta; volume do sistema radicular (cm®) — quantidade de agua deslocada em
uma proveta ao se colocar o sistema radicular da planta. Para cada cultivar o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4 x 3 (temperaturas x tempos de
imersdo), com quatro repeti¢bes por tratamento, sendo a unidade experimental constituida por
cinco bacelos.

A termoterapia de bacelos de videira nas temperaturas de 50 e 52°C e tempos de 45, 50
e 60 min foi testada com a finalidade de erradicar X. campestris pv. viticola. Bacelos de da
cultivar Isabel com comprimento de 30 cm foram inoculados com Xcv2R' pelo método de
imersdo em suspensdo bacteriana por 30 min, enquanto que os bacelos da cultivar Red Globe
com 30 cm de comprimento foram testados sob infec¢do natural, sem a necessidade de
inoculagdo do patégeno. Apo6s 48 h em clmara Umida, estes foram submetidos aos
tratamentos termoterdpicos. Os bacelos da testemunha foram imersos em agua com
temperatura ambiente (25 + 2°C). A erradicacao da bactéria foi avaliada em testes in vitro e in
vivo, seguindo a mesma metodologia do experimento de selecdo de métodos de inoculacgéo.
As médias de temperatura e umidade relativa do ar da casa de vegetacdo foram de 29,1°C e
68,3%, respectivamente. Para cada cultivar o delineamento experimental foi inteiramente

casualizado, em arranjo fatorial 3 x 3 (temperaturas x tempos de imersdo), com quatro
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repeticdbes por tratamento, sendo a unidade experimental constituida por cinco
bacelos/plantas.

Todos os experimentos foram conduzidos duas vezes. Os dados foram transformados
em raiz quadrada (\x +0,5) e submetidos a testes de comparagio de média (Tukey) ao nivel
de 5% de probabilidade, com o auxilio do programa STATISTIX® (versdo 9.0, Analytical
Software, Tallahassee). N&o existiu diferenca significativa (P<0,05) na variancia dos
experimentos. Entdo, os dados foram analisados como repeticdo no tempo. Para facilitar a
comparacdo entre os tratamentos do efeito da termoterapia na viabilidade de mudas de
videira, a testemunha foi considerada como padrdo comum, sendo fixado 100% em todas as

variaveis de crescimento da planta.

Resultados e Discussao

Atualmente, um dos problemas gue mais ameacam a estabilidade fitossanitaria da
videira na regido do Submédio do Vale do Séo Francisco é o cancro bacteriano. Por se tratar
de uma praga quarentenaria presente (A2) no Brasil (Tostes et al., 2014), justifica-se o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo o principio da erradicacdo de Xcv através da
termoterapia, uma vez que as epidemias tém inicio a partir do plantio de mudas e bacelos
infectados (Lima & Moreira, 2002).

Para o presente estudo, as cultivares Isabel e Red Globe foram utilizadas como graus
de resisténcia e suscetibilidade ao cancro bacteriano, respectivamente (Nascimento et al.,
2006) e uma vez que ‘Isabel’ estava livre de X. campestris pv. viticola, quatro métodos de
inoculacdo do patdgeno foram testados. A populacdo de Xcv2R/g de tecido detectada nos
bacelos ap6s a inoculacdo foi significativamente (P<0,05) maior no método de imersdo,

independente do tempo de inoculacdo, em relagdo aos métodos de infiltragdo a vacuo e
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injecdo, mas sem se diferenciar do método de picada (Tabela 1). Contudo, ndo houve
diferenca significativa (P<0,05) entre os métodos de inoculagdo quanto ao periodo de
incubacdo, incidéncia e severidade da doenca, em folhas e ramos (Dados ndo apresentados).
Devido a facilidade operacional e de tempo, o método de imersdo durante 30 min em
suspensdo bacteriana foi selecionado para uso nos experimentos posteriores. Apesar de ja ser
utilizado em varios trabalhos (Nascimento et al., 1998; Peixoto et al., 2007; Silva et al., 2012),
a eficiéncia do método da picada se restringe a sintomas bem localizados e somente deve ser
utilizado em testes de patogenicidade. A metodologia de infiltracdo a vacuo tem origem no
trabalho de Frenkel et al. (1969) em frutas com sementes, 0 que pode ter contribuido para o
resultado negativo, uma vez que bacelos sdo materiais muito lignificados e de dificil
penetracdo. Por essa mesma razdo, o método de injecdo também obteve resultados
insatisfatorios.

A viabilidade das mudas de videira das cultivares Isabel e Red Globe néo foi afetada
pela termoterapia dos bacelos a 50°C, independentemente do tempo de duragdo, indicando
gue os binbmios temperatura/tempo testados ndo prejudicaram a qualidade das mudas
(Figuras 1 e 2). Resultados semelhantes foram obtidos por Gramaje et al. (2009a), ao testarem
temperaturas acima de 50°C nos mesmos tempos utilizados no presente experimento em
bacelos de videira no controle da doenca de Petri. Temperaturas de 50°C durante 30 e 40 min
foram utilizadas na erradicacdo de X. campestris pv. viticola em bacelos de videira e néo
provocaram o subdesenvolvimento das plantas, tampouco fitotoxidade das mesmas (Naue et
al., 2014a). Nesse mesmo contexto, o binbmio 50°C durante 30 min ndo prejudicou o
desenvolvimento de mudas de videira da cultivar Thompson Seedless e porta enxerto NAZ3
(Mahmoodzadeh et al., 2003) (Figuras 1 e 2).

O tratamento dos bacelos da cultivar Isabel na temperatura de 52°C, na maioria dos

tempos, afetou a viabilidade das mudas em relacdo ao numero de folhas e altura da planta,
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mas ndo em relacdo ao comprimento e volume do sistema radicular (Figura 1). Efeito
negativo dessa temperatura também foi detectado em ‘Red Globe’ no tempo de 60 min e
temperatura de 52°C, em todas as variaveis analisadas (Figura 2). Apesar de ter afetado
algumas caracteristicas agronémicas da videira, a temperatura de 52°C teve suas perdas
compensadas pela reducdo na severidade do cancro bacteriano, como evidenciado no
experimento de erradicacdo de X. campestris pv viticola dos bacelos. A temperatura de 54°C,
por sua vez, apresentou resultados negativos para as mudas das duas cultivares (Figuras 1 e 2)
em praticamente todas as variaveis testadas, principalmente nos tempos de duracdo de 45 e 60
min, ndo sendo indicada, portanto, para uso como tratamento termoterapico de bacelos de
videira. Nas variaveis numero de folhas, comprimento e volume do sistema radicular,
reduces de até trés vezes podem ser observadas, quando comparada com a testemunha,
enguanto que na altura da planta essa reducédo foi menos drastica.

A cultivar Isabel se mostrou mais sensivel a termoterapia do que a cultivar Red Globe,
e isso é devido a caracteristicas préprias do cultivo de cada regido de origem dessas
cultivares. Enguanto que no Submédio do Vale do Sdo Francisco o cultivo caracteriza-se por
ser uma atividade agricola altamente tecnificada e concentrada em unidades produtivas
empresariais, de pequeno, médio e grande portes, que direcionam suas producdes
principalmente para o mercado externo (Ledo & Lima, 2009), em S&o Vicente Férrer o cultivo
é feito, em sua maioria, por agricultores familiares. Isso justifica a obtencdo de bacelos menos
vigorosos e com menores didmetros e, consequentemente, mais sensiveis aos tratamentos de
termoterapia da cultivar Isabel. Além disso, bacelos de videira obtidos de clima mais frios sao
mais sensiveis ao tratamento de termoterapia do que os bacelos obtidos de clima quente
(Crocker et al., 2002), e as temperaturas medias anuais de Sdo Vicente Férrer e do Submédio

do Vale do S&o Francisco sédo de 27,2°C e 31,1°C, respectivamente. Deve-se considerar
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também que algumas cultivares de videira, devido as caracteristicas fisiologicas proprias, séo
mais sensiveis que outras ao tratamento de termoterapia (Waite & Morton, 2007).

Os bindmios temperatura/tempo utilizados com a finalidade de erradicar X. campestres
pv. viticola dos bacelos de videira foram os que menos afetaram o desenvolvimento de
mudas, baseados no experimento de viabilidade. Na cultivar Isabel as temperaturas de 50°C e
52°C durante 45, 50 e 60 min foram capazes de diminuir a populacdo de X. campestris pv.
viticola em niveis ndo detectaveis, evidenciando pelo crescimento bacteriano somente na
testemunha (Figura 3A). Em ‘Red Globe’, em todos os tratamentos termoterapicos foram
observadas populagdes significativamente inferiores (P<0,05) em relagdo a testemunha
(Figura 3B). Quando foram avaliados os componentes epidemioldgicos do cancro bacteriano,
constatou-se que nenhum tratamento termoterapico foi capaz de erradicar Xcv, mas alguns
binbmios temperatura/tempo reduziram os sintomas da doenca (Figura 4 e 5). Em ‘Isabel’, as
temperaturas de 50°C e 52°C se mostraram eficientes na reducdo da doenga nos ramos, o que
pode ser observado pelo aumento do periodo de incubacdo e diminuicdo da severidade da
doenca, nos tempos de 45 e 60 min, além de 52°C durante 50 min, enquanto que na variavel
incidéncia somente a temperatura de 52°C foi eficiente em todos os tempos testados (Figura
4). Ja nas folhas a reducdo da doenga foi significativa (P<0,05) em relacdo a testemunha em
todos os tempos e variaveis epidemiologicas testadas somente na temperatura de 52°C. As
temperaturas de 50°C e 52°C na cultivar Red Globe foram eficientes (P<0,05) na reducéo da
doenca somente na variavel severidade da doenca nos ramos, a nos tempos de 45, 50 e 60
min, e na severidade da doenga nas folhas quando utilizada a temperatura 50°C durante 60
min.

Apesar do objetivo ndo ter sido totalmente alcancado, os resultados mostraram
reducdo do cancro bacteriano em ambas as cultivares testadas, principalmente em relagéo aos

sintomas de cancros nos ramos, que foram reduzidos de 65,5 a 95,9% nos tratamentos a 50 e
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52°C durante 45 e 60 min Esses resultados sdo bem significativos, uma vez que uma das
principais formas de disseminacdo da doenca ¢ atraves de bacelos infectados Além disso, X.
campestris pv. viticola é uma bactéria sistémica, que coloniza os vasos do xilema, o que
dificulta o controle. Naue et al. (2014a) ndo tiveram tanta eficiéncia quando utilizaram os
bindmios de 50°C durante 30 e 40 min e 53°C durante 5 e 10 min no controle do cancro
bacteriano, justificando que provavelmente os tempos de exposi¢do dos bacelos ndo foram
suficientes para atingir o patégeno. Dessa forma, foi com base nos resultados negativos desses
autores que na presente pesquisa foram testadas novas combinacdes de temperatura e tempos
de termoterapia. Como mencionado anteriormente, devido a circunstancias do cultivo, os
bacelos da cultivar Red Globe foram mais vigorosos e com maior diametro quando
comparado com ‘Isabel’, o que provavelmente justifica a maior dificuldade de controle para
essa cultivar, o que também foi observado por Mahmoodzadeh et al. (2003), e que talvez seja
contornado com a utilizacdo de maiores tempos (Naue et al., 2014a). Além do mais, as
populacbes naturais de X. campestres pv. viticola em ‘Red Globe’ poderiam estar em niveis
muito elevados, o que teria dificultado o controle do cancro bacteriano.

Os viveiros nacionais ainda ndo utilizam a préatica de termoterapia como rotina na
producdo de mudas de videira. Isso se deve ao fato da desconfianca com relacdo a sua
eficiéncia, e por inexistir uma metodologia pratica e adaptavel as condicBes locais. No
entanto, de acordo com os resultados obtidos na pesquisa, considerando as duas cultivares,
viabilidade da muda, controle da doenga e auséncia de diferenca significativa entre os tempos
de termoterapia, é recomendado o tratamento dos bacelos de videira a temperatura de 52°C

durante 45 min para o manejo do cancro bacteriano.

Conclusao
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O tratamento termoterapico dos bacelos de videira a 52°C durante 45 min, por nao
afetar a viabilidade das mudas e reduzir os sintomas do cancro nos ramos das cultivares Isabel

e Red Globe, é recomendado para 0 manejo do cancro bacteriano.
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423  Tabela 1. Populacio de Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv2R") em bacelos de videira
424 inoculados por diferentes métodos

Método de inoculagéo Populacdo de XCV2" (Log UFC/g de tecido)
Imerséo 30' 5,48 al
Imerséo 40' 5,68 a
Imerséo 45' 5,59a
Infiltracdo a vacuo 4,35b
Injecdo 452D
Picada 5,0 ab
C.V. (%) 10,63

425  Médias de dez repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste
426  de Tukey (P <0,05).
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Figura 1. Viabilidade de mudas de videira cultivar Isabel, apds tratamento de termoterapia
dos bacelos em diferentes binémios temperatura/tempo. Variaveis de crescimento da planta:
namero de folhas (NF); altura da planta (AP); comprimento do sistema radicular (CSR);
volume do sistema radicular (VSR). Médias de dez repeticdes. Médias seguidas pela mesma
letra mindscula ao longo do tempo e mailscula dentro de cada tempo ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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517 Figura 2. Viabilidade de mudas de videira cultivar Red Globe, ap6s tratamento de
518 termoterapia dos bacelos em diferentes bindmios temperatura/tempo. Varidveis de
519  crescimento da planta: numero de folhas (NF); altura da planta (AP); comprimento do sistema
520 radicular (CSR); volume do sistema radicular (VSR). Médias de dez repeti¢cbes. Médias
521  seguidas pela mesma letra minuscula ao longo do tempo e maiuscula dentro de cada tempo
522  né&o diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Combinacédo de agentes de controle biologico e termoterapia no manejo do cancro
bacteriano em videira
Francisco Conrado Queiroz Carvalho®; Rosa de Lima Ramos Mariano®; Maria Angélica

Guimardes Barbosa®@; Carlos Alberto Tudo Gava® e Elineide Barbosa de Souza®

M Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel de Medeiros, S/N, Dois Irmaos, 52171-900,
Recife, Pernambuco, Brasil. Email: conradoqueiroz@hotmail.com, rrmbac@gmail.com,
elineidebs@yahoo.com.br

@ Embrapa Semiarido, BR 428, Km 152, Zona Rural, 56302-970 Petrolina, Pernambuco, Brasil. Email:

angélica.guimaraes@embrapa.br, carlos.gava@embrapa.br

Resumo - O cancro bacteriano, causado por Xanthomonas campestris pv. viticola, tem sido
responsavel por significativos prejuizos econémicos na cultura da videira no Submédio do
Vale do S&o Francisco, estados de Pernambuco e Bahia, Brasil. Este trabalho avaliou o efeito
da combinacdo de agentes de controle bioldgico (ACB) e termoterapia na erradicacdo do
patdgeno e na reducdo da severidade da doenca. Inicialmente, 23 isolados de ACB foram
pulverizados nas folhas de ‘Red Globe’, com inoculagdo do patdogeno apds 24 h. Apos 40
dias, o periodo de incubacdo e severidade da doenca foram avaliados. Foi determinada a
atividade antibacteriana dos ACB ao patdgeno, detectando-se a producdo de antibioticos,
substancias volateis, proteases e aménia. Apesar de ndo serem capazes de erradicar o
patdgeno, cinco isolados de bactérias LCB 6, LCB 30, LCB 33, UNEB 27 e RAB 9 (108
UFC/mL), e trés isolados de leveduras L7, L8 e LF (107 cel/mL) se destacaram na reducéo do
cancro bacteriano, exibindo pelo menos um tipo de atividade antibacteriana. Dois isolados de
ACB (LCB 6 — Bacillus subtilis e LF — Saccharomyces cerevisiae) foram combinados a
termoterapia (50 e 52°C durante 45, 50 e 60 min). Os bacelos submetidos aos tratamentos
termoterapicos foram imersos durante 2 h na suspensdo de LCB 6 e LF e as mudas foram

pulverizadas semanalmente, por 15 semanas. As plantulas foram avaliadas 120
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dias apds o plantio. Nenhuma combinacao foi capaz de erradicar X. campestris pv. viticola,
mas reducdes na severidade da doenca nas folhas e ramos foram observadas. Os melhores
resultados foram obtidos com o uso combinado de LCB 6 - Bacillus subtilis e termoterapia a
52°C durante 45 min, o qual é recomendado para 0 manejo integrada do cancro bacteriano da
videira.

Termos para indexacdo: Vitis vinifera, Xanthomonas campestris pv. viticola, Controle
bioldgico, Bactéria, Levedura.

Combination of biological control agents and thermotherapy in the management of
bacterial canker of grapevine

Abstract — Bacterial canker, caused by Xanthomonas campestris pv. viticola, has been
responsible for significant economic losses on the grapevine crop in Brazilian states of
Pernambuco and Bahia, located in the Sdo Francisco river Valley. This work evaluated the
effect of combination of biological control agents (BCA) and thermotherapy on the pathogen
eradication and disease severity reduction. Initially 23 BCA were sprayed on the leaves of
'Red Globe' and 24 h later the pathogen was inoculated. After 40 days, the incubation period
and disease severity were evaluated. It was also determined the antibacterial activity of BCA
to the pathogen, by testing for antibiotic production, detection of volatile substances,
proteases and ammonia. Although not able to eradicate the pathogen, bacterial strains LCB 6,
LCB 30, LCB 33, UNEB 27 and RAB 9 (108 CFU/mL), and yeast strains L7, L8 and LF (10’
cel/mL) reduced bacterial canker, exhibiting at least one type of antibacterial activity. Two
BCA (LCB 6 — Bacillus subtilis and LF - Saccharomyces cerevisiae) were combined with
thermotherapy (50 and 52°C for 45, 50 and 60 min). The cuttings were subjected to
thermotherapy, followed by immersion during two hours in the suspension of LCB 6 and LF,
and the seedlings were sprayed weekly, through 20 weeks. The plantlets were evaluated 120

days after planting. No combination was able to eradicate X. campestris pv. viticola, but some
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of them reduced the disease severity on leaves and branches. The best results were obtained
by combined use of LCB 6 — Bacillus subtilis and thermotherapy at 52°C during 45 min,
which is recommended for the integrated management of bacterial canker of grapevine.

Index terms: Vitis vinifera, Xanthomonas campestris pv. Viticola, Biological control,

Bacteria, Yeast.

Introducéo

A regido do Submedio do Vale do S&o 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 producdo dessa regido, que abrange areas produtoras dos estados da Bahia e
de Pernambuco, responde atualmente por 99% das exportacdes brasileiras anuais da fruta,
tanto em volume quanto em valores de producdo (Valexport, 2011). A intensificacdo do
cultivo de videira, o plantio de variedades suscetiveis e as condi¢des climaticas prevalentes no
Submédio do Vale do Séo Francisco propiciaram o surgimento do cancro bacteriano, causado
pela bactéria Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye, doenca que afeta
diretamente a producdo e produtividade e vem causando grandes prejuizos em cultivares
suscetiveis na regido ha quase 20 anos (Lima et al., 1999; Malavolta Janior et al., 1999;
Tavares, 1995).

Os sintomas do cancro bacteriano da videira caracterizam-se principalmente como
pequenas lesdes necroticas, angulares, esparsas, que coalescem causando amplo crestamento
foliar. Manchas alongadas ocorrem nas nervuras, peciolos e ramos, com formacgéo de cancros
e descoloracdo na regido vascular. Nas raquis, observam-se manchas e cancros; e nas bagas,
lesbes pequenas, escuras e arredondadas (Malavolta Janior et al., 1999). No Submédio do

Vale do Séo Francisco a doenga ocorre preferencialmente no primeiro semestre do ano, época
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mais chuvosa e que apresenta altos registros de umidade relativa do ar e temperaturas (Araujo
etal., 1999).

X. campestris pv. viticola é uma praga quarentenaria presente (A2) (Tostes et al.,
2014), o que faz com que o manejo da doenca seja regulamentado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2014). E recomendado ao produtor,
importador, comerciante ou detentor de plantas e partes de plantas de espécies do género Vitis
adotar algumas medidas preventivas e de erradicacdo, incluindo as que interferem na
introducdo e na disseminacdo do patdgeno. Dentro desse contexto, na auséncia de material
propagativo livre de X. campestris pv. viticola, o tratamento de bacelos com erradicacdo do
patdgeno pode ser uma alternativa eficiente e mais rapida para a producdo de material
propagativo isento da doenca, o que vem sendo utilizado com frequéncia em estudos com
termoterapia, mas com resultados ainda inconsistentes (Carvalho, 2016; Naue et al., 2014).
Dessa forma, o controle biologico com a utilizacdo de bactérias antagonistas e leveduras pode
ser uma alternativa complementar para esse tipo de manejo.

Bactérias antagonistas e leveduras como agentes de controle biolégico no manejo de
bactérias fitopatogénicas tém sido estudadas por varios pesquisadores (Conceicao et al., 2014;
Cunha et al., 2006; Melo et al., 2015; Oliveira et al., 2006; Pusey et al., 2009; Wang et al.,
2009). No entanto, trabalhos envolvendo o controle biolégico de espécies do género
Xanthomonas sdo poucos, a maioria com bactérias (Monteiro et al., 2005; ElI-Hendawy et al.,
2005; Van Hop et al., 2014), e mais especificamente se tratando de X. campestris pv. viticola,
sdo inexistentes. Dentre 0s principais mecanismos de acdo desses micro-organismos,
destacam-se a antibiose, parasitismo, competicdo (espaco e nutrientes) e inducdo de
resisténcia (Gerhardson, 2002)

Diante da importancia do cancro bacteriano da videira para o Brasil, da necessidade da

descoberta de novas medidas para uma melhor eficiéncia do manejo da doenca e da
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inexisténcia de pesquisas com controle bioldgico nesse patossistema, objetivou-se neste
trabalho avaliar o efeito combinado de agentes de controle bioldgico (ACB) e termoterapia na

erradicacdo de X. campestris pv. viticola.

Material e Métodos

Foi utilizado nos experimentos um mutante de X. campestris pv. viticola, resistente a
100 ppm de rifampicina, pertencente a Colecdo de Bactérias do Laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Semiérido. Esse mutante, denominado de isolado Xcv2", foi identificado por
PCR (Naue et al. 2014), teve taxa de crescimento em meio liquido NYD (dextrose 10 g,
extrato de carne 3 g, extrato de levedura 5 g, peptona 5 g e agua destilada 1000 mL) e
patogenicidade em videira similar ao isolado selvagem Xcv2 (Silva et al., 2012). Nos
experimentos foram utilizadas suspensGes bacterianas preparadas em agua destilada e
esterilizada (ADE) e ajustadas a concentracio de 108 UFC.mL?' (Aso = 0,4) em
espectrofotobmetro (Analyser 500M, Brazil), a partir do cultivo do mutante em meio
NYDAM" (NYD acrescido de 18 g agar.L™, 100 ppm ampicillina e 100 ppm rifampicina) a
28°C por 48 h. No momento das inoculacbes o espalhante adesivo Tween 20 (0,005%) foi
adicionado a suspensdo bacteriana.

Para 0 manejo bioldgico do cancro bacteriano da videira foram testados 23 isolados de
ACB pertencentes a Colecdo de Culturas do Laboratério de Controle Bioldgico da Embrapa
Semiéarido, Petrolina/PE, Brasil e Colecdo de Culturas Rosa Mariano do Laboratorio de
Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Recife, Brasil,
sendo 15 isolados de bactérias (LCB 3, LCB 5, LCB 6, LCB 6, LCB 28, LCB 30, LCB 31,
LCB 33, LCB 45, UNEB 01, UNEB 25, UNEB 27, UNEB 52, RAB 7, RAB 9 e HNF15) e

oito isolados de leveduras (L3A, LMS, LMA-1, L7K, LF, L7, L8 e L9).
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Os isolados das bactérias foram cultivadas em meio NYDA (NYD acrescido de 18 g
agar L) por 36-48 h, e as concentragdes ajustadas em ADE para As7 = 0,4 (108 UFC mL™?)
usando um espectrofotdbmetro (Analyser 500M, Brazil). Os isolados de leveduras foram
cultivados em meio liquido Sabouraud por 36-48 h, e as concentracfes ajustadas em ADE
para 107 células mL™? a partir de contagem em Camara de Neubauer. No momento das
inoculacbes Tween 20 (0,005%) foi adicionado as suspensdes. Os isolados promissores no
controle do cancro bacteriano foram identificados pelo sequenciamento da regido 16S.

Trés métodos de aplicacdo dos ACB foram testados em folhas de plantas de videira da
cultivar Red Globe cultivadas em casa de vegetacdo, em relacdo a trés isolados de bactérias
ACB: (1) Aplicacdo dos ACB através de pulverizacdo ap6s ferimento provocado por gaze, e
inoculacdo do patogeno (Xcv2™ apds 24 h, também por pulverizacdo; (2) Aplicacdo dos
ACB através de pulverizacio e inoculacdo de Xcv2" por gaze apds 24 h; (3) aplicacdo dos
ACB por pulverizacdo logo ap6s inoculacio de Xcv2"™ por gaze. A testemunha constou
apenas da inoculacdo das folhas com ADE. Apesar de naturalmente infectadas, as mudas de
videira foram inoculadas artificialmente com Xcv2"" para proporcionar uma maior severidade
da doenca e, consequentemente, uma maior rapidez no aparecimento dos sintomas. O método
de inoculacéo foi escolhido de acordo com os dados da severidade da doenca nas folhas, que
foi determinado com auxilio de uma escala diagramatica variando de 2 a 91% de area foliar
com sintomas (Nascimento et al., 2005). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4 x 3 (métodos de aplicacdo x ACB), com cinco repeticGes
por tratamento, sendo a unidade experimental constituida por trés folhas.

Selecionado o método de aplicagéo, foi avaliado o efeito dos 23 isolados de bactérias
antagonistas e leveduras na erradicacdo de X. campestris pv. viticola. Apos 40 dias da
aplicacdo dos tratamentos, foi determinado as variaveis epidemiologicas periodo de incubacao

e severidade da doenca. As médias de temperatura e umidade relativa do ar foram de 28,4°C e
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71,6%. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes por
tratamento, sendo a unidade experimental constituida por trés folhas.

Para determinar o antagonismo dos ACB de X. campestris pv. viticola foram
realizados quatro testes in vitro: a) Antibiograma - em placas de Petri foi vertida uma camada
basica de agar-agar solido (1,8% de &gar) com aproximadamente 1 mm de espessura.
Posteriormente verteu-se uma sobrecamada de meio NYDA semi-sélido (0,9% de agar),
acrescido da suspensdo de X. campestris pv. viticola (108 UFC mL™), na propor¢io de 200 pL
10 mL1. Apos a solidificagdo da sobrecamada, discos de papel de filtro foram embebidos nas
suspensdes das bactérias (108 UFC mL™?) e leveduras (10 células mL™) ACB e colocados
sobre a superficie do meio. Em cada placa foram colocados quatro discos, 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 e com o auxilio de uma
régua milimetrada mediu-se o diametro do halo de inibicdo, em dois sentidos opostos,
estabelecendo-se a média (Romeiro, 2005); b) Producdo de substéncias volateis — para
determinacdo da atividade antibacteriana das substancias volateis foi utilizada a técnica da
placa sobreposta (Dick & Hutchinson, 1966). Apds incubacao por 36-48 h, determinou-se o
crescimento de X. campestris pv. viticola em espectrofotdmetro (Analyser 500M, Brazil); c)
Determinacdo da producdo de protease — a concentracdo de proteinas totais foi determinada
de acordo com Bradford (1976), com algumas modificacBes. A partir da construcdo da curva
padrdo em diferentes concentracfes do corante azul de Coomassie, a capacidade de producéo
de protease foi determinada pela leitura das amostras em espectrofotdometro (Analyser 500M,
Brazil). As amostras foram compostas por 25 pL de extrato centrifugado do crescimento em
meio liquido dos ACB, acrescidos de 25 pL de caseina e 50 pL de corante azul de Coomassie.
Foram realizadas duas leituras, a primeira instantaneamente e a segunda apenas 2 h depois do

contato entre extrato de ACB e caseina, colocando apds esse periodo o corante azul de
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Coomassie. A diferenca das leituras representava a quantidade de proteina degradada; d)
Producéo de amonia — a concentracdo de amonio foi determinada de acordo com Kempers &
Zweers (1986), com algumas modificacbes. A partir da construcdo da curva padrdo em
diferentes concentraces do complexo inofenol (sulfato de amonio + salicilato de sodio), a
capacidade de producdo de amonia foi determinada pela leitura das amostras em
espectrofotobmetro (Analyser 500M, Brazil). Considerando que a reacdo H.SOs4 e amdnia
(NHs3) resulta em amonio (NHas+), fundos de placas de Petri contendo crescimento dos ACB
foram sobrepostas com fundos de placas de Petri contendo papel filtro embebido com &cido
sulfarico (H2SO4) a 1 N, e posteriormente lacrados com fita adesiva. A extracdo do amonio
foi realizada na presenca de cloreto de potéssio (KCI), realizando-se a leitura para
determinacdo da concentracdo de amoénio em cada amostra. Em todos os testes o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes por tratamento,
sendo a unidade experimental constituida por trés placas de Petri.

A combinacdo de ACB e termoterapia na erradicacdo de X. campestris pv. viticola foi
testada no tratamento de bacelos de videira da cultivar Red Globe com comprimento de 30
cm, obtidos de areas de cultivo com histérico da doenca e, sendo assim, naturalmente
infectados. Os tratamentos termoterdpicos consistiram em submeter os bacelos as
temperaturas de 50 e 52°C durante 45, 50 e 60 min, seguindo metodologia de Gramaje et al.
(2009). Apds uma hora da aplicacdo da termoterapia, 0s bacelos foram submersos por 2 h em
suspencdes dos dois ACB que mais se destacaram nos experimentos anteriores. Apds 0
plantio dos bacelos em casa de vegetacdo e aparecimento das primeiras folhas, aplicagdes
sucessivas de ACB foram realizadas a cada semana, durante 15 semanas. A testemunha
consistiu na imersdo de bacelos em agua com temperatura ambiente (25 + 2°C) e sem a
aplicacdo dos ACB. A erradicacéo foi analisada através da presenca ou auséncia de sintomas

nas plantas, apos 120 dias do plantio, sendo determinados em folhas e ramos: a) periodo de



202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

71

incubacdo da doenca, representado pelo numero de dias entre a brotacdo do bacelo e o
surgimento dos sintomas da doenca. Plantas que ndo apresentaram sintomas tiveram o periodo
de incubacdo ajustado para o periodo de avaliacdo total, acrescido de um dia; b) incidéncia da
doenca, calculada ao final do experimento, pelo percentual de folhas e ramos com sintomas
em relacdo ao numero total de folhas e ramos da planta; e c) severidade da doenca. A
severidade nas folhas foi determinada com auxilio de escala diagramatica variando de 2 a
91% de area foliar com sintomas (Nascimento et al., 2005) e nos ramos pelo nimero de
cancros. Para cada ACB o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 3 x 3 (temperaturas x tempo de imersdo), com quatro repeticGes por
tratamento, sendo a unidade experimental constituida por cinco bacelos.

Todos o0s experimentos foram conduzidos duas vezes. Os dados obtidos foram
analisados quanto aos pressupostos da analise de variancia (ANOVA), transformados em raiz
quadrada (Vx +0,5) e submetidos a testes de comparagio de média (Tukey) ou teste de
agrupamento (Scott-Knott) ao nivel de 5% de probabilidade, com o auxilio do programa
STATISTIX® (versdo 9.0, Analytical Software, Tallahassee) e SISVAR® (Ferreira, 1992),
respectivamente. Para o experimento que ndo atendeu aos pressupostos da ANOVA, foi
realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade com
auxilio do programa STATISTIX®. Nio existiu diferenca significativa (P<0,05) na variancia

dos experimentos. Entéo, os dados foram analisados como repeti¢gdo no tempo.

Resultados e Discussao

Todos os métodos de aplicacdo dos ACB reduziram os sintomas tipicos do cancro

bacteriano da videira em mudas da cultivar Red Globe, em maiores ou menores proporcgdes a

depender do isolado do ACB (Tabela 1). No entanto, no método que utilizou a aplicagdo dos
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ACB através de pulverizacdo e inoculacdo de X. campestris pv. viticola por gaze apds 24 h,
foram observadas médias de severidade significativamente inferiores (P<0,05) a testemunha
nos trés isolados testados. Provavelmente, esse método garantiu aos antagonistas uma
vantagem de adaptacdo, pois houve tempo suficiente para a colonizacgdo dos sitios de infecgédo
na planta (Hallmann et al., 1997), evidenciando que a maior eficiéncia do controle do cancro
bacteriano esta condicionada a aplicacido do ACB antes da instalacdo do patogeno.
Antagonistas sdo capazes de inibir o estabelecimento do patdégeno por colonizar os locais de
infeccdo e competir por espaco e nutrientes. Uma vez na folha pré-colonizada com o ACB, X.
campestris pv. viticola pode ter tido seu crescimento inibido por substancias antimicrobianas
(Shiomi et al., 2006). Mesmo que houvesse crescimento do patdgeno, 0 mesmo encontraria
dificuldade na competicdo por espaco e sitios de infec¢do (Levy, 1995; Godoy et al., 1997;
Shiomi et al., 2006).

Nenhum dos 23 isolados de ACB foi capaz de erradicar X. campestris pv. viticola. No
entanto, reduziram os sintomas do cancro bacteriano em mudas de videira. As médias do
periodo de incubacdo da doenca variaram de 12,33 a 28,20 dias (Figura 1A), enquanto que as
médias da severidade variaram de 1,27 a 24,40% (Figura 1B). Considerando as duas variaveis
epidemioldgicas analisadas, cinco isolados de bactérias LCB 6, LCB 30, LCB 33, UNEB 27 ¢
RAB 9 e dois os isolados de leveduras L7, L8 e LF aumentaram significativamente (P<0,05) 0
periodo de incubacdo e diminuiram a severidade da doenca em relacdo a testemunha em até
43,72% e 94,75%, respectivamente. Esses resultados séo relevantes, uma vez que a videira em
estadios iniciais de desenvolvimento, ou seja, mudas, apresentam alta suscetibilidade ao
cancro bacteriano. Com base nesses resultados foi possivel observar que apesar das bacterias
antagonistas e leveduras fazerem parte do grupo de micro-organismos que se encontram em
maior diversidade e quantidade na superficie foliar (Lindow & Leveau, 2002), somente uma

pequena parcela possui caracteristicas de controle biologico de doengas. Outro dado
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importante é a falta de especificidade dos isolados quanto ao hospedeiro. Excetuando o
isolado de levedura LF, que foi obtido de plantas de videira, todos os outros sao oriundos
principalmente de hortalicas. Segundo Quadt-Halmann & Kloepper (1996), ndo héa
impedimento nenhum na colonizacdo em hospedeiros diferentes da sua origem, podendo
ocorrer até mesmo com maior intensidade. Até o momento nenhum trabalho envolvendo
controle biolégico foi realizado especificamente com X. campestris pv. viticola. No entanto, o
efeito de antagonistas contra espécies do género Xanthomonas ja foi citado anteriormente por
outros autores. Oito isolados de Bacillus spp. foram testados no controle de diversos isolados
de X. campestris pv. campestris, e somente os isolados RAB 7, R14, C116 e C210 foram
capazes de inibir o patdgeno através de atividade microbiana (Monteiro et al., 2005). Segundo
os autores, devido a variabilidade genética, nem todos os antagonistas inibem diferentes
isolados fitopatogénicos com a mesma eficiéncia e nem todos os isolados possuem a mesma
sensibilidade aos antagonistas. O isolado RAB 7, por exemplo, foi utilizado na presente
pesquisa e ndo apresentou atividade antibacteriana a X. campestris pv. viticola. Em outro
estudo, a aplicacdo do antagonista Rahnella aquatilis nas folhas, raizes e sementes de
tomateiro e no solo, resultou em menor sensibilidade de mudas de tomateiro a X. campestris
pv. vesicatoria (El-Hendawy et al., 2005). Mais recentemente, Van Hop et al. (2014),
utilizando como antagonista o isolado VN08-A-12 de Streptomyces toxytricini, obtiveram
reducdo de 38,3% das lesbes provocadas por X. oryzae pv. oryzae e reducdo da perda de
produtividade de 43,2% em arroz provocados pelo crestamento bacteriano.

O insignificante numero de estudos com controle bioldgico de doencas bacterianas,
principalmente da parte aérea se deve ao fato da grande desconfianca com relacdo a sua
eficiéncia, bem como da preferéncia por parte dos agricultores pelo imediatismo do controle
quimico, deixando de lado os impactos danosos em longo prazo ocasionados ao meio

ambiente. Exemplos disso, sdo 0s poucos produtos disponiveis no mercado, como exemplos
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temos o YieldPlus® (Cryptoccocus albidus), Shemer® (Metschnikowia fructicola), Nexy®
(Candida oleophila), Aspire® (C. oleophila), Bio-save 110® (Pseudomonas syringae) e
Dygall® (Rhizobium radiobacter), nenhum com registro no Brasil.

Os testes in vitro conseguiram identificar isolados produtores de antibidticos e de
compostos volateis que inibiram o crescimento de X. campestris pv. viticola, bem como
produtores de proteases e amonia que podem afetar a célula bacteriana (Tabela 2). No entanto,
com base nessas atividades ndo foi possivel separar os isolados de bactérias (LCB 6, LCB 30,
LCB 33, UNEB 27 e RAB 9) e os isolados de leveduras (L7, L8 e LF) que reduziram a
severidade do cancro bacteriano dos demais isolados.

O antibiograma revelou que dentre os oito isolados de ACB que reduziram a
severidade da doenca apenas LCB 30 se destacou entre os mais eficientes inibidores do
crescimento de X. campestris pv. viticola, juntamente com os isolados LCB 3, UNEB 25,
L3A, LCB 5, RAB 7, UNEB 01, LCB 28 e HNF15, uma vez que produziram halo variando
de 1,94 a 2,84 cm, e somente os isolados LCB 33, LF, L7 e L8 ndo produziram antibidtico
(Tabela 2). Dois isolados de levedura (LMA-1 e LMS) utilizados na presente pesquisa
também ndo apresentaram atividade antibacteriana a A. citrulli (Melo et al., 2015). A
antibiose € um importante mecanismo pelo qual antagonistas beneficiam a planta pela
producdo de moléculas com atividade direta sobre o patégeno (Melo et al., 2015). A grande
predominancia de bactérias antagonistas em relacdo a leveduras como produtoras de
antibiodticos se deve ao fato de as primeiras, principalmente do género Bacillus, terem como
principal mecanismo de acdo, entre outros, a producdo de substancias antimicrobianas
(Leelasuphakul et al., 2008), enquanto as leveduras tem como principal mecanismo de acéo a
competicdo por espago/nutrientes, inducdo de resisténcia na planta hospedeira, parasitismo e

producéo de enzimas extracelulares (Punja & Etkhede, 2003).



301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

75

No teste da producdo de substancias volateis, os isolados UNEB 27, L8, LF, LCB 30 e
L7, que foram capazes de reduzir o cancro bacteriano, além de L7K, foram os maiores
produtores dentre os isolados de ACB testados, apresentando reducdo de crescimento de X.
campestris pv. viticola variando de 14,08 a 23,16% (Tabela 2). A importancia dos compostos
organicos volateis antimicrobianos recebe pouca atencdo quando comparado ao antagonismo
causado por substancias difusiveis (Chaurasia et al., 2005). No entanto, uma série de novos
trabalhos tem focado atencéo nestes produtos do metabolismo, que se apresentam como gases
ou que possuem alta pressdo de vapor, e que em condi¢fes normais sdo liberados da célula
(Tarkka & Piechulla, 2007). Esses compostos possuem baixa massa molecular e podem
pertencer a varias classes quimicas tais como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, lactonas,
terpenos e compostos de enxofre (Wheatley, 2002). Corroborando com os resultados
encontrados nessa pesquisa, isolados de Pseudomonas sp. e B. subtilis conseguiram reduzir
significativamente a contagem de col6nias de Xanthomonas sp., e com Bacillus sp. (EUCB 13
e 28) o resultado foi ainda mais drastico, sendo capaz de inibir totalmente o crescimento do
patogeno (Paz et al., 2012). Os autores sugeriram uma alta producdo de HCN in vitro por
parte dos isolados de Bacillus sp., 0 que pode indicar uma relacdo deste metabdlito volatil
com a inibicdo da bactéria fitopatogénica.

Os isolados LCB 3, L3A, UNEB 01, LCB 30, LCB 6, LCB 33, LMA-1, UNEB 52,
LMS, L7K, L7, L8 e L9 se destacaram significativamente (P<0,05) na capacidade de degradar
proteinas com relacdo aos demais, com producdo variando de 188,83 a 312,76 g de proteina
degradada, dentre os quais cinco isolados foram eficientes no controle do cancro bacteriano
(LCB 30, LCB 6, LCB 33, L7 e L8) (Tabela 2). Considerando que a parede celular é
composta por ligagbes peptidicas entre aminoacidos e proteinas, as proteases, também

denominadas de enzimas proteoliticas, produzidas por esses antagonistas quebram essa
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ligacdo presente nos patogenos, degradando proteinas e consequentemente, tornando-as
danificadas e desnecessarias (Lehninger, 1995).

A amonia (NHs) é produzida e liberada por alguns micro-organismos como metabdlito
secundario e € um composto toxico a diferentes seres vivos com efeito direto contra
fitopatdgenos (Macagnan et al., 2009). No teste para sua deteccdo, os isolados L3A, LCB 5,
RAB 7, LMA-1, L7K, LF, L9 e L7 se destacaram significativamente (P<0,05) na capacidade
de produzir amoénia com relagdo aos demais isolados. A producdo de aménia por esses
isolados variou de 22,40 a 36,80 mg/L, incluindo os isolados LF e L7 que reduziram o cancro
bacteriano (Tabela 2). Esse teste foi adaptado segundo a metodologia de Kempers & Zweers
(1986), que originalmente é utilizado para deteccdo de amdnio no solo. A maioria dos testes
de deteccdo da literatura sdo de natureza qualitativa, como por exemplo o utilizado por Barra
et al. (2008), que estudando a potencialidade antagonista de 43 isolados verificaram que a
maioria foi capaz de produzir aménia isoladamente ou em conjunto com HCN, mas sem aferir
0 quanto foi produzido. No presente trabalho, a producdo determinada de modo qualitativo
nos da uma dimensdo maior da capacidade desses antagonistas.

A inconsisténcia dos resultados in vitro e in vivo verificada nesse trabalho é
relativamente comum na literatura. Varios autores ja mencionaram que muitos antagonistas,
apesar de apresentarem alta atividade antimicrobiana em condi¢bes de laboratério contra
patdgenos, apresentam pouco ou nenhum controle da doenca na planta, ressaltando a
frequente falta de correlacdo dos estudos in vitro e in vivo (Lang & Kommedahl, 1976;
Fravel, 1988). As atividades antibacterianas detectadas nos isolados que reduziram a
severidade do cancro bacteriano podem fazer parte dos mecanismos de agéo responsaveis pelo
controle bioldgico da doenca em videira.

Para avaliar o efeito da combinacdo de agentes de controle bioldgico e termoterapia na

erradicacdo de X. campestris pv. viticola em plantas de videira da cultiva Red Globe, foram
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selecionados a bactéria LCB 6 (Bacillus subtilis) e a levedura LF (Saccharomyces cerevisiae).
A importancia da integracdo de sistemas no manejo de doencas pode ser resumida na
afirmacdo de Barker et al. (1994), onde segundo os autores 0 manejo integrado é um
componente chave para a producdo sustentavel de alimentos e para a qualidade de vida em
uma populacdo mundial crescente. Além do fato de que a utilizacdo de somente um tipo de
manejo muitas vezes é insuficiente para uma determinada doenca, como € o caso do cancro
bacteriano da videira. Nesse contexto, a erradicacdo de patdgenos utilizando termoterapia €
um estado passageiro, uma vez que as possibilidades de reinfec¢cdo sdo grandes, ainda mais no
patossistema videira/cancro bacteriano, que apresenta diversas maneiras de disseminacdo
(Gramaje et al., 2009). Dessa forma, ha de se considerar possibilidades de combinacédo entre
termoterapia e outros métodos de controle, como por exemplo, o controle biologico (Fourie &
Halleen, 2004; Graham, 2007; Halleen et al., 2007).

A termoterapia visando a erradicacdo de X. campestris pv. viticola foi testada em
outras pesquisas, sem sucesso, mas em alguns casos reduzindo os sintomas do cancro
bacteriano. O tratamento termoterapico de bacelos de videira da cultivar Red Globe a 50°C e
52°C durante 45 e 60 min ndo erradicou o patégeno, mas reduziu a doenca em niveis variando
de 66,7 a 78,8% (Carvalho, 2016), enquanto que os binémios de 50°C durante 30 e 40 min e
53°C durante 5 e 10 min também ndo foram eficientes no controle da doenca (Naue et al.,
2014). Diante dos resultados obtidos por Carvalho (2016), avaliou-se o efeito de bactérias e
leveduras integradas a termoterapia, utilizando os mesmos bindmios temperatura/tempo
testados por esses autores, com o objetivo de erradicar X. campestris pv. viticola dos bacelos
de videira.

Avaliando os componentes epidemiologicos do cancro bacteriano, constatou-se que a
combinacdo de ACB e termoterapia ndo foi capaz de erradicar X. campestris pv. viticola,

produzindo resultados variados no controle da doenca (Figuras 2 e 3). Quando a bactéria LCB
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6 foi integrada a termoterapia na temperatura de 50°C durante 50 min, houve resposta
significativa (P<0,05) na redu¢ao da severidade da doenga nas folhas, em nivel de 28,25%, o
mesmo acontecendo nos ramos nos tempos 50 e 60 min, respectivamente de 69,73 e 47,09%.
Nos bacelos de videira expostos a temperatura de 52°C durante 45, 50 e 60 min, houve
reducdo da severidade da doenca nas folhas variando de 27,74 a 42,94%, e a 45 e 60 min nos
ramos, variando de 44,39 a 54,65%. A incidéncia da doenca s6 diminuiu nas folhas e ramos
na temperatura 52°C durante 60 min, e o periodo de incubacdo da doenca nédo foi aumentado
em nenhum tratamento (Figura 2).

Na combinacdo da levedura LF a termoterapia, quando os bacelos de videira foram
expostos a temperatura de 50°C houve redugdo (P<0,05) na incidéncia da doenga nas folhas
no tempo de 50 min e da severidade da doenca nas folhas e ramos em 45, 50 e 60 min (Figura
3). Ja com relacdo a temperatura de 52°C, observou-se reducdo da incidéncia da doenca nas
folhas nos tempos 50 e 60 min e nos ramos em 60 min. A severidade da doenca nas folhas foi
reduzida no tempo de 60 min em 34,94% e nos ramos em 50 e 60 min, em niveis de 65,66 e
81,50% respectivamente. O periodo de incubacdo da doenca também nédo foi aumentado em
nenhum tratamento.

Apesar do objetivo da pesquisa ndo ter sido alcancado, ou seja, erradicacdo de X.
campestris pv. viticola dos bacelos de videira com a combinacdo de ACB e termoterapia, 0s
resultados mostraram reducdo da doenca nas folhas e ramos em algumas interacdes. Ja
Carvalho (2016), utilizando os mesmos bindémios temperatura/tempo obtiveram reducdo da
doenca nas folhas apenas na temperatura de 50°C no tempo de 60 min. Esse autor indicou o
manejo da doenca a termoterapia a 52°C durante 45 min.

Os melhores resultados foram obtidos com a combinacdo da bactéria LCB 6 a
termoterapia 52°C durante 45 e 60 min. Contudo, considerando que o binémio 52°C/60 min

afetou a viabilidade das mudas de videira (Carvalho, 2016) e que ndo houve diferenga
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significativa entre esses tempos (Figura 2), é recomendado para 0 manejo do cancro
bacteriano da videira o uso combiando da bactéria antagonista LCB 6 (Bacillus subtilis) e da
termoterapia 52°C durante 45 min. Essa bactéria se destacou na capacidade de produzir

proteases, podendo ser um dos mecanismos envolvidos no controle da doenca.

Concluséao

Para o manejo do cancro bacteriano da videira é recomendado o uso combinado da

bactéria ACB Bacillus subtilis LCB 6 a termoterapia de 52°C durante 45 min.
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Tabela 1. Selecdo de métodos de aplicacédo de agentes de controle biologico (ACB) em
videira para erradicacdo de Xanthomonas campestris pv. viticola.

Método Bactéria ACB
LCB3 LCB5 UNEB 25
M1l 29,4 abA%® 15,2 bAB 6,93 bB
M2 0,93cB 11,2 bA 7,87 bAB
M3 13,0 bB 21,0 abAB 41,13 aA
Test 53,2 aA 55,47 aA 48,98aA

C.V. (%) = 35,39

M1 = Aplicagdo dos ACB através de pulverizagio apds ferimento provocado por gaze, e
inoculacdo de Xcv apds 24 h, também por pulverizagdo; M2 = Aplicagdo dos ACB através de
pulverizacdo e inoculacdo de Xcv por gaze apo6s 24 h; M3 = Aplicacdo dos ACB por
pulverizacdo logo apds inoculacdo de Xcv por gaze.

2 Severidade do cancro bacteriano em folhas de videira, avaliada com auxilio de uma escala
diagramaética (Nascimento et al., 2005).

3Médias de dez repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e
maiuscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 2. Atividade antibacteriana de agentes de controle bioldgico contra Xanthomonas
campestris pv. viticola.

Producao de

Isolados! Antibiose substancias volateis Produgdo de Pr9 d_ugéo de
Halo (cm) (Reresc. %) Protease (ug) Amonia (mg/L)

LCB 3 2,84 a2 4,63 ¢ 218,46 a 11,13 e
UNEB25  2,66b 3,58d 134,36 b 0,42 i
L3A 2,36 ¢ 0d 265,73 a 24,46 ¢
LCB5 2,28 ¢ 10,25 ¢ 98,13 b 22,40 ¢
RAB 7 2,05d 0d 135,1b 27,48 ¢
UNEBO1  2,0d 0d 245,83 a 4979
LCB 30 1,99d 14,08 b 188,83 a 0,34 i
LCB 28 1,95d 5,62 ¢C 157,83 b 9,08 f
HNF15 1,94 d 0d 1143 b 12,72 e
RAB 9 1,9ce 8,64 c 169,1 b 12,65 e
LCB 45 1,86 ¢ 8,70 c 101,83 b 2,20 h
LCB 6 1,84 e 10,43 ¢ 229,23 a 6,729
LCB 31 1,82 0d 178,13 b 19,48 d
UNEB27  162f 23,16 a 137,9b 17,19 d
LCB 33 0,0g 0d 219,5a 17,10 d
LMA-1 0,0g 0d 251,66 a 21,72 ¢
UNEB52 00g 0d 189,56 a 13,61 e
LMS 0,0g 0d 272,43 a 20,10 d
L7K 0049 15,07 b 236,36 a 36,80 a
LF 0,0g 14,14 b 173,86 b 31,67 b
L9 0,0g 10,37 ¢ 312,76 a 26,09 c
L7 0049 12,78 b 200,8 a 28,78 b
L8 0049 18,77 a 276,7 a 15,92 d
C.V. (%) 5,82 11,98 14,98 8,79

1Agentes de controle bioldgico. Bactérias: LCB 3, LCB 5, LCB 6, LCB 6, LCB 28, LCB 30,
LCB 31, LCB 33, LCB 45, UNEB 01, UNEB 25, UNEB 27, UNEB 52, RAB 7, RAB 9 ¢
HNF15); Leveduras leveduras (L3A, LMS, LMA-1, L7K, LF, L7, L8 e L9).

2Médias de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna n&o
diferem significativamente entre si (P < 0,05) pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.
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Figura 1. Efeito de agentes de controle biolégico na erradicacdo de Xanthomonas campestres
pv. viticola em mudas de videira, avaliada pelo componentes epidemioldgicos periodo de
incubagdo (A) e severidade nas folhas (B), avaliada com auxilio de escala diagramatica
(Nascimento et al., 2005). Médias de dez repeti¢bes. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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Figura 2. Influéncia da combinacdo da bactéria LCB 6 (Bacillus subtilis) e termoterapia na
erradicacdo de Xanthomonas campestris pv. viticola em videira da cultivar Red Globe,
avaliada em plantulas com 120 dias. Varidveis epidemioldgicas: periodo de incubacdo (PIN),
incidéncia (INC) e severidade da doenca (SEV), nas folhas e cancros. Nas folhas a severidade
foi determinada com auxilio de escala diagramatica (Nascimento et al., 2005) e nos ramos,
pelo nimero de cancros. Médias de oito repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05).
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Figura 3. Influéncia da combinagdo da levedura LF (Saccharomyces cerevisiae) e
termoterapia na erradicacdo de Xanthomonas campestris pv. viticola em videira da cultivar
Red Globe, avaliada em plantulas com 120 dias. Variaveis epidemioldgicas: periodo de
incubacéo (PIN), incidéncia (INC) e severidade da doenga (SEV), nas folhas e cancros. Nas
folhas a severidade foi determinada com auxilio de escala diagramatica (Nascimento et al.,
2005) e nos ramos, pelo nimero de cancros. Médias de oito repeticdes. Médias seguidas pela
mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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- A termoterapia de 54°C nos tempos de duracdo de 45 e 60 min ndo deve ser utilizada
no tratamento de bacelos porque interferiram negativamente na viabilidade de mudas de
videira;

- O tratamento termoterapico dos bacelos de videira a 52°C durante 45 min, por nao
afetar a viabilidade das mudas e reduzir os sintomas do cancro nos ramos das cultivares
Isabel e Red Globe, é recomendado para 0 manejo do cancro bacteriano;

- A bactéria Bacillus subtilis (LCB 6) e a levedura Saccharomyces cerevisiae (LF) ()
combinados a termoterapia de 50 e 52°C durante 50 e 60 min foram eficientes na
reducdo da severidade do cancro bacteriano nas folhas e ramos;

- A producdo de antibioticos, compostos volateis, proteases e amonia por alguns agentes
de controle bioldgico eficientes na reducdo da severidade do cancro bacteriano podem

estar associadas ao controle da doenca.



