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RESUMO
O cancro-bacteriano causado por Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) é
responsavel por grandes prejuizos ao cultivo de videira no Vale do Submédio Sdo
Francisco. No primeiro trabalho, técnicas de cultura de tecidos em meio de Galzy
modificado (MGM) foram estudadas visando eliminar Xcv de mudas de videira ‘Red
Globe’. O primeiro experimento visou selecionar o tamanho ideal de apices e gemas
axilares para o cultivo em MGM; o segundo, verificar o efeito da termoterapia de
mudas (38°C/quatro semanas) associada ao cultivo em MGM; e o terceiro, testar
antibidticos para eliminagdo de Xcv em explantes oriundos de videiras infectadas.
Todas as plantas obtidas sem contaminagdo in vitro e meios de cultivo contaminados
foram indexados utilizando o meio &4gar nutritivo-dextrose-extrato de levedura-
ampicilina (NYDAM) seguindo-se teste de patogenicidade. O cultivo de explantes com
3 mm possibilitou a obteng¢do de plantas livres da bactéria, com regeneragdo 14,3 vezes
maior que explantes de 1 mm de comprimento. A termoterapia de mudas infectadas
associada ao cultivo in vitro ndo eliminou o patégeno. O cultivo de explantes com 10
mm durante 40 dias em MGM-+cefotaxima (300 mg L™') proporcionou limpeza clonal
das mudas. A indexagdo em NYDAM permitiu a visualizagdo do crescimento de Xcv.
A indexagdo de plantas de videira regeneradas in vitro quanto a infecgdo por Xcv
utilizando NYDAM ¢ uma alternativa econdmica e eficiente para produgido de plantas
selecionadas. Sabe-se que restos de poda de plantas infectadas deixados no parreiral
sdo importante fonte de indculo priméario da doenga, recomendando-se a queima como
medida de controle. No segundo trabalho, investigou-se a sobrevivéncia de Xcv em
tecidos de videira infectados e o uso da compostagem para erradicagdo de Xcv em

associag@o com restos culturais. Mudas de videira ‘Festival’ foram inoculadas com o



mutante resistente a rifampicina Xev2h' e quando apresentavam alta severidade da
doenga, ramos fragmentados e folhas inteiras foram acondicionados em bolsas de
malha pléastica. Estas foram alocadas na superficie de microparcelas em é&rea
experimental (experimento 1) e no interior de pilhas de compostagem de restos de poda
de videira (experimento 2). A sobrevivéncia de Xcv2R' em tecidos infectados de
videira foi monitorada em meio NYDAM + rifampicina (0,1g L™') + azoxystrobim
(0,16 g L"), a intervalos de 8 e 10 dias a partir do inicio do experimento,
respectivamente nos experimentos 1 e 2. No experimento 1, foi também avaliada a
decomposig@o de tecidos € no experimento 2, as curvas de temperatura das pilhas,
conteido de fendis, e presenga de microbiota fungica e bacteriana antagonista a
Xcv2R! O patogeno sobreviveu em altas densidades (10 a 10° UFC g"') por pelo
menos 80 dias em tecidos infectados de videira na superficie do solo. Portanto, restos
de poda de videira constituem importante fonte de indculo primario para infecgdo de
outras plantas no parreiral. O processo de compostagem eliminou Xcv2®' de restos
culturais em 10 dias, devido as altas temperaturas alcangadas pelas pilhas, liberagdo de
compostos fendlicos durante o processo e antagonismo microbiano. Desta forma, a
compostagem constitui uma maneira vidvel e segura de manejar os restos de poda em

parreirais, sem perigo de sobrevivéncia de Xcv e sem que haja a perda de uma

importante fonte de matéria orgdnica para a cultura.
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ABSTRACT

Bacterial canker (Xanthomonas campestris pv. viticola) (Xcv) caused great damage to
the grapevine cultivation in the Vale do Submédio Sao Francisco. In the first paper
techniques of in vitro tissue culture in modified Galzy medium (MGM) were studied in
order to eliminate Xcv from ‘Red Globe’ grapevine plants. The first experiment aimed
to select the ideal length of apex and axillary’s buds for cultivation in MGM; the second
to verify the effect of the thermotherapy (38°C/four weeks) associated to the MGM
cultivation; and the third intended to test antibiotics to eliminate Xcv from explants
taken from infected grapevines. All plants obtained without contamination in vitro and
culture media contaminated were indexed by using the semi-selective culture media
nutrient agar-dextrose-yeast extract-ampicilin (NYDAM) followed by a pathogenicity
test. The cultivation of 3 mm explants permitted to obtain plants free of bacteria with
regeneration 14.3 times higher than | mm explants. The thermotherapy of infected
plants associated to the in vitro culture did not eliminate the pathogen. The cultivation
of 10 mm explants for 40 days in MGM+cefotaxime (300 mg L") eliminated Xcv from
grapevine plants. The indexation in NYDAM permitted the visualization of specific Xcv
growing. The indexation of in vitro regenerated grapevine plants for Xcv infection by
using NYDAM medium is an economic and efficient alternative for production of
selected plants. It is known that pruning residues of infected plants abandoned in the
grapevine plantations are important source of disease primary inoculum and that
burning is recommended as control measure. Thus the second paper investigated the
survival of Xcv in infected tissues and the use of composting to eradicate Xcv
associated with crop residues. Plants of grapevine “Festival’ were inoculated with a
mutant resistant to rifampicin Xcv2R" and at the time they presented high disease

severity, fragmented shoots and entire leaves were placed in mesh bags. These bags



xii
were placed on the surface of microplots in experimental area (experiment 1) and inside
compost piles of grapevine pruning residues (experiment 2). The survival of Xcv2Riin
grapevine infected tissue was monitored in the culture medium NYDAM + rifampicin
(0,1g L") + azoxystrobim (0,16 g L"), at 8 and 10 days intervals from | and 2
experiment setting, respectively. In the experiment 1 tissue decomposition was also
evaluated and in the experiment 2, pile temperature curves, phenolyc content, and fungi
and bacteria antagonistic to Xcv2®" were analyzed. The pathogen survived in high
densities (10* a 10® CFU g') for at least 80 days in grapevine-infected tissues on soil
surface. Then grapevine-pruning residues are important inoculum source for other
plants in the vineyard. The composting process eliminated Xcev2R' from crop residues in
10 days due to high temperatures in piles, liberation of phenolyc compounds during the
process and microbial antagonism. Therefore the composting is a viable and safe

method to manage pruning residues in grapevine plantations without problems of Xcv

survival and without losing of an important source of organic matter for the culture.
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Introducéo
1. Importancia da cultura

O cultivo da videira (Vitis vinifera L.) é muito antigo. Registros fésseis
encontrados em Kannish, uma antiga cidade comercial da Turquia, mostraram que a
viticultura era praticada ha cerca de 3.500 anos a.C. (LEAO; POSSIDIO, 2000).

A videira pertence a ordem Rhamnales, familia Vitaceae e género Vitis, o qual é
composto pelas secgdes Muscadinia e Euvitis. O género Vitis € o inico com importancia
econdmica e alimentar (CAMARGO, 2000). No final da década de setenta, o cultivo de
uvas para consumo in natura adquiriu relevancia econdmica no plano internacional em
conseqiiéncia do avango das tecnologias de produgdo, melhorando a qualidade do
produto que atingiu diferentes mercados consumidores, com incremento constante
(LLORENTE, 1992).

No ano de 2007, a produg@o mundial de uva atingiu 66.271.676 toneladas, sendo
a Italia o maior produtor mundial (8.519.418 t), seguida pela Franga (6.500.000 t),
China (6.250.000 t), Estados Unidos (6.105.080 t) e Espanha (6.013.000 t). O Brasil
ocupa a 11? posi¢do no ranking mundial, cuja produgdo alcangou no mesmo ano
1.341.806 t em uma érea plantada de 76.426 ha com produtividade de 17.556 Kg ha™
(FAO, 2007).

A videira pode ser cultivada em todo territério nacional, principalmente nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e
Pernambuco (KUHN et al., 1986).

Na regido semi-arida do Brasil, a viticultura vem se destacando no cenério
nacional, pela expansdo da érea cultivada e do volume de produgdo, mas
principalmente, pelos altos rendimentos alcangados e pela qualidade do produto. A

evolugdo da érea cultivada reflete-se diretamente sobre o volume da produgédo. A taxa
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média de crescimento da produgdo nacional de uva, no periodo de 1991 a 1998 foi da
ordem de 3,37% ao ano, enquanto para o Nordeste do Brasil o crescimento foi da ordem
de 72,27% ao ano (PROGN()STICO AGRICOLA, 1998). De acordo com Silva e
Correia (2000), no ano de 1996, considerando-se o valor médio por tonelada, estimou-se
em 150 milhdes de reais o volume de negdcios movimentado pela viticultura na regifo
Nordeste.

Em 2006, o Vale do submédio Sdo Francisco, regido Semi-Arida do Nordeste,
possuia uma é&rea estimada de 10.000 ha cultivados com videira e participagdo
equivalente a 95% das exportagdes brasileiras da fruta (IBRAF, 2007). Nesta regido, a
cultura da videira possui uma grande importancia sécio-econdmica pelo grande nimero

de empregos gerados (SILVA; CORREIA, 2000).

2. O cancro-bacteriano da videira

A intensificagdo do cultivo da videira, o plantio de cultivares suscetiveis, além
das condigdes climéticas prevalentes no Vale do Submédio Sdo Francisco tém
propiciado o surgimento de problemas fitossanitérios, afetando diretamente a produgdo
e a produtividade (TAVARES, 1995). Além disso, o intercdmbio de germoplasma com
a aquisicdo de mudas sem certificagdo também tem contribuido para a introdugdo de
doengas nesse polo agricola (TAVARES; MENEZES, 1991).

No inicio de 1998, foi detectado pela primeira vez no Brasil o cancro-bacteriano
da videira causado por Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye (Xcv) em
parreirais do Vale do Submédio Sdo Francisco, ocasionando grandes prejuizos em
cultivares suscetiveis (MALAVOLTA JR. et al., 1999). Além do Brasil, a doenga foi
relatada apenas na India, onde ndo causa severas perdas. No Brasil ¢ considerada Praga

Quarentenéria A2 de acordo com a Instru¢do Normativa DAS n® 38 de 14 de outubro de
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1999, ocorrendo nos Estados de Pernambuco, Bahia, Piaui, Cearda e Roraima
(MALAVOLTA JR. et al., 2008).

Em levantamento realizado em propriedades do p6lo de irrigagdo Petrolina-
PE/Juazeiro-BA, entre outubro de 2003 e abril de 2004, periodo que foi bastante
favoravel a ocorréncia e disseminagdo do cancro-bacteriano, devido a ocorréncia de
chuvas fortes acompanhadas de vento, plantas com sintomas da doenga foram
verificadas em 17 das 18 propriedades visitadas, com incidéncia variando de 10 a 100%
em parcelas da cv. Festival e de 92 a 100% nas parcelas da cv. Red Globe. A doenca
também foi observada na cv. Itdlia, mas causando poucos danos e ndo se detectou o
cancro-bacteriano na cv. Benitaka (LOPES; NASCIMENTO, 2004). No mesmo
trabalho, a doenga foi observada em dreas implantadas a menos de seis meses,
indicando que, provavelmente, a bactéria ja estava presente nas mudas (LOPES, 2006).

Desde o aparecimento do cancro-bacteriano da videira no Vale do Submédio Sao
Francisco, a area plantada com ‘Red Globe’ diminuiu sensivelmente, pois devido a alta
susceptibilidade dessa cultivar muitos produtores da regido optaram por erradica-la. Nas
areas remanescentes a produgdo € concentrada em apenas um ciclo, no segundo
semestre, quando a auséncia ou ocorréncia esparsa de chuvas desfavorece a doenga.

Em plantas infectadas, os sintomas nas folhas surgem como pontos necréticos
medindo de 1-2 mm de didmetro, com ou sem halos amarelados, algumas vezes
coalescendo e causando a morte de extensas areas do limbo foliar. Nas nervuras e
peciolos das folhas, nos ramos e raquis dos frutos formam-se manchas escuras
alongadas, que evoluem para fissuras longitudinais de coloragido negra conhecidas como
cancros. Estes sintomas sdo os mais facilmente identificaveis, facilitando o diagnéstico

da doenga quando os sintomas no limbo foliar se confundem com aqueles de doengas
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fingicas comuns. As bagas sdo desuniformes em tamanho e cor (NAYUDU, 1972),
podendo apresentar lesdes necréticas arredondadas.

Com relagdo & gama de hospedeiros, a doenga foi também detectada em porta-
enxertos de videira assintomaticos de IAC 572 e sintomaticos de IAC 766, ambas
enxertadas com a cultivar Red Globe (NASCIMENTO; MASHIMA; LIMA, 2000). O
patdgeno também sobrevive naturalmente em Phyllanthus maderaspatensis (L.) Heyne
ex Roth (CHAND; KISHUN, 1990), Alternanthera tenella Colla, Amaranthus sp.,
Glycine sp. e Sena obtusifolia (L.) H.S Irwin e Barneby) (PEIXOTO et al., 2007). Em
inoculagdes artificiais observou-se infecg@o em plantas de mangueira (Mangifera indica
L.) (CHAND; KISHUM, 1990; ARAUIJO et al., 1999), cajueiro (4dnacardium
ocidentale L.), umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda), caja-manga (Spondias dulcis
Sol. ex Parkinson), aroeira (Schinus terebenthifolius Raddi) (ARAUJO et al., 1999) e
nim (Azadirachta indica A. Juss.) (MALAVOLTA JR.; ALMEIDA, 2000).

A disseminagdo do patégeno ocorre por meio de material propagativo infectado,
material de colheita (contentores, tesouras de poda e raleio, luvas), tratos culturais
(desbrota, poda, raleio de bagas, colheita), ventos, chuvas e irrigagdo. Apesar do curto
periodo chuvoso na regido, que vai de dezembro a abril, é durante essa estagdo que a
bactéria se dissemina mais eficientemente (NASCIMENTO; MASHIMA; LIMA,
2000).

Existem poucas informagdes disponiveis na literatura sobre a epidemiologia e
controle da doenga, demandando pesquisas que subsidiem o estabelecimento de
estratégias para o manejo da doenga em campo (NASCIMENTO; MASHIMA; LIMA,
2000). Para o controle da doenga recomenda-se: uso de material propagativo sadio;
inspe¢do no campo; poda drastica de orgdos infectados; evitar podas, desbrota ou

qualquer operagdo que ocasione ferimentos, durante o periodo chuvoso do ano;
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eliminagdo de plantas doentes, inclusive as raizes, com incineragdo imediata no local;
manejo da época de poda de produgdo; desinfestagdo de veiculos, equipamentos e
materiais de poda; utilizagdo de fungicidas protetores clpricos e tiocarbamatos;
aplicagdo de pasta cuprica nos cortes resultantes da poda ou quaisquer ferimentos na
planta; eliminagdo de plantas daninhas, no parreiral, visando eliminar possiveis
hospedeiros alternativos do patégeno e utilizagdo de quebra-ventos para reduzir a
disseminagdo do patdgeno. Nas areas de erradicagéo, ¢ aconselhavel ndo plantar videira
por um periodo de até seis meses (CHAND et al., 1991; LIMA et al., 1999; ROMEIRO,

2005).

3. Xanthomonas campestris pv. viticola

O género Xanthomonas pertence ao Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria,
Classe Gamaproteobacteria, Ordem Xanthomonadales e Familia Xanthomonadaceae
(HOLT etal., 1994).

Vauterin, Kersters e Swings (1995), baseado em um estudo de hibridagdo DNA-
DNA fizeram diversas mudangas taxondmicas dentro do género Xanthomonas, ficando
estabelecido que apenas os isolados de cruciferas deveriam ser classificados dentro da
espécie Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson, por apresentarem maior
homologia entre si. Esses autores recomendaram que todas as espécies pertencentes ao
género e ndo inclusas no trabalho deveriam ser nomeadas temporariamente como
Xanthomonas spp. Na auséncia de estudos taxondmicos com o patdgeno da videira,
permanece em uso 0 nome Xanthomonas campestris pv. viticola.

Inicialmente denominada Pseudomonas viticola Desai, X. campestris pv. viticola
€ uma bactéria Gram-negativa, com dimensdes de 0,6 x 1,2 - 2,5 um, possui um flagelo

polar e metabolismo aerdbico. As coldnias sdo arredondadas, brilhantes, com bordos
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lisos e coloragdo esbranquicada em meio 4&gar nutritivo, pois ndo produzem
xantomonadina, pigmento caracteristico do género Xanthomonas. Nao utiliza nitrato
como fonte de nitrogénio, nem asparagina como fonte de carbono e nitrogénio; cresce
bem em sais de amoénio e 4cido glutdmico, embora apresente melhor crescimento, em
caseina hidrolisada (NAYUDU, 1972). Produz &cido a partir de glicose, manose,
galactose, trealose e frutose, mas ndo de celobiose, dulcitol, glicerol, m-inositol, lactose,
rafinose e sorbitol. Nascimento, Mariano e Gama (2005) verificaram que Xcv € capaz
de crescer em meio de cultura liquido em temperaturas variando de 5 a 35°C, sendo que
o crescimento o6timo foi entre 27 a 29°C. Os mesmos autores também observaram que o
pH 6timo para esta bactéria foi de 7,5 e que o seu crescimento decresceu a partir de 3%
de NaCl, chegando a zero na concentragdo de 6%. Os testes de hipersensibilidade foram
negativos em folhas de fumo (LIMA et al., 1999), mas positivos em folhas de tomate
cv. Santa Clara (MALAVOLTA JR. et al., 1999). Alguns isolados caracterizados até o
momento, quanto a tolerdncia ao cobre, toleraram até 350 pg mg™' com a presenga do
gene copA (MARQUES, 2007). E melhor preservada por dessecagio em papel de filtro
e em agua destilada esterilizada, métodos que propiciaram viabilidade constante de
100% até 11 meses (NASCIMENTO; MARIANO; GAMA, 2005).

Viérios métodos t€m sido pesquisados para detecgdo de Xcv, incluindo meios
seletivos, sorologia e técnicas moleculares. Peixoto, Mariano e Viana (2006)
formularam o meio semi-seletivo NYDAM (dextrose 10, extrato de carne 3, extrato de
levedura S, agar 18 e ampicilina 0,1 g L™") para isolamento do patégeno a partir de
orgdos vegetais infectados, o qual apresentou eficicia de 10,8 a 29,4% ap6s 48 h de
incubagdo. J4& Aradjo et al. (2003) desenvolveram anticorpos policlonais, e observaram
que os mesmos foram altamente reativos e especificos para essa bactéria, apresentando

potencial para serem empregados como método de diagndstico para certificagdo de
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mudas de videira. Em estudos moleculares, Trindade, Lima e Ferreira (2005)
caracterizaram 41 isolados de Xcv e demonstraram, através da andlise conjunta dos
resultados REP, ERIC e BOX- PCR, a formagdo de cinco subgrupos com 56%
similaridade. O marcador REP-PCR mostrou reprodutibilidade e eficiéncia em
caracterizar a variabilidade de Xcv podendo também ser util como uma técnica
adicional para identificagdo da bactéria. Mais recentemente, Trindade et al. (2007)
verificaram que a presenga dessa bactéria no tecido da planta s foi verificada, apos
enriquecimento em meio de cultivo antes da PCR (BIO-PCR). Contudo, é importante
dizer, que esta técnica foi capaz de detectar o patégeno, a partir de uma suspensio

obtida de uma unica colOnia bacteriana.

4. Limpeza clonal

Uma vez identificada a importdncia de uma planta, seja pela produtividade ou
pelo vigor, € interessante que essa caracteristica possa ser reproduzida por cruzamentos
ou mantida por técnicas de propagagdo vegetativa ou por micropropagac¢do. Segundo
Torres, Teixeira e Pozzer (1998), a contaminagdo dos propagulos por patégenos pode se
apresentar na forma latente e representa um grande problema para a propagagdo
vegetativa. Provavelmente todas as espécies assim propagadas estdo infectadas com um
ou mais patégenos, os quais sdo transmitidos e acumulados com propagag¢des sucessivas
e podem manifestar-se pela redugéo do vigor e da produtividade das culturas.

Na auséncia de um produto quimico capaz de erradicar eficientemente virus e
bactérias de plantas infectadas, técnicas de cultura de apices caulinares vém sendo
utilizadas desde 1952 para eliminagéo desses patogenos, visando a obtengdo de material
de multiplicagdo com alta qualidade fitossanitaria (TORRES; TEIXEIRA; POZZER,

1998). Esta técnica foi utilizada pela primeira vez por Ball (1946), para regenerar
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plantas de Tropaelum majus L. e Lupinus albus L. Além dos virus e bactérias, os
virdides e fitoplasmas também podem ser eliminados com o cultivo in vitro de apices e
meristemas, que permitem o estabelecimento de culturas com baixissimo indice de
perdas por contaminagdo (BARLASS, 1987).

A micropropagag@o da videira € utilizada com diversos objetivos, entre eles a
multiplica¢do rapida de plantas, a propagag@o de novos hibridos, a obtengdo de matrizes
livres de patdgenos e a preservagido de germoplasmas (KRUL; MOWBRAY, 1984). As
técnicas de micropropagagdo podem ter maior eficiéncia se associadas a outras praticas,
a exemplo da termoterapia. Panattoni et al. (2007) observaram 60% de erradicagdo do
Grapevine virus A em plantulas de videira cultivadas in vitro, apds a termoterapia do
material vegetal a 36°C por 57 dias. A cultura in vitro de gemas axilares de plantas de
videira ‘Barbera’ e ‘Chardonnay’ infectadas com os fitoplasmas “flavescence dorée” e
“bois noir” permitiu a obten¢do de plantas livres do patégeno, apdés 6 a 8 meses de
cultivo (GRIBAUDO et al., 2007). Em diferentes culturas, a micropropagacio associada
ou ndo a outras praticas tem oferecido bons resultados. Grum et al. (1998) observaram
que o tratamento a calor seco (47-48°C) de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.),
associado a termoterapia de plantulas (37°C) e combinado com cultura de épices e
meristemas foi capaz de erradicar X. axonopodis pv. phaseoli (Smith) Vauterin et al. e
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burkholder) Gardan et al. e desta forma
produzir plantas livres desses patdgenos. Albuquerque et al. (2000) visando obter a
limpeza clonal de mudas de abacaxizeiro infectadas por Fusarium subglutinans f. sp.
ananas Ventura, Zambolim e Gilb. pelo cultivo de é4pices caulinares com 1 mm de
comprimento, verificaram que 100% das plantas regeneradas estavam livres do

patégeno. O cultivo in vitro de épices meristematicos e cana-de-agticar com dois
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primordios foliares possibilitou a obtengdo de 100% de plantas regeneradas, livres de

virus (FITCH et al., 2001).

5. Sobrevivéncia de fitopatégenos

O entendimento das formas de sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas em
condigdes de campo € importante para o estabelecimento de medidas eficientes de
controle. Bactérias que incitam enfermidades em plantas de interesse econdmico
sobrevivem, dependendo da espécie considerada, associadas as sementes ou partes
propagativas, em Orgdos vegetais infectados, em restos de cultura, no solo e como
populagdes residentes na superficie ou no interior de plantas cultivadas e de ervas
daninhas (VALARINI; SPADOTTO, 1995; ROMEIRO, 2005).

Segundo Leben (1981) uma das principais formas de sobrevivéncia de bactérias
fitopatogénicas é a fase hipobidtica dentro de tecidos infectados dificeis de serem
decompostos, como por exemplo: células do patégeno dentro de ramos calosos de
tomate. Desta forma, praticas que encorajem a decomposi¢do de restos culturais podem
ajudar no controle da doenga.

Dentre os fatores que afetam a sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas estdo
temperatura, umidade, pH, aerag@o, caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo
(DE BOER, 1982). Em geral, essas bactérias sobrevivem no solo em uma faixa de
temperatura que varia de 20 a 37°C. Em restos culturais, vérios fatores podem
influenciar a sobrevivéncia desses patogenos, dentre os quais: area geografica, clima,
préticas culturais (que definem a localizag@o do resto cultural), gendtipo do hospedeiro
e possivelmente o isolado bacteriano (GILBERTSON; RAND; HAGEDORN, 1990).
Em geral, o periodo de sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas em restos de cultura

na superficie do solo € maior do que quando estes residuos sdo incorporados a
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diferentes profundidades (ZHAO; DAMICOMI; BENDER, 2002). Tal fato pode ser
explicado pela agdo da microbiota na decomposi¢@o dos tecidos e na agdo direta sobre
os patogenos, usualmente pelos mecanismos de competicdo e antibiose
(GILBERTSON; RAND; HAGEDORN, 1990; ROMEIRO, 2005).

Xanthomonas campestris pv. armoraceae (Mcculloch) Dye e Pseudomonas
syringae pv. maculicola (Mcculloch) Young et al. sobreviveram em restos de cultura de
nabo (Brassica rapa L.) e couve (B. oleraceae L. var. acephala DC) enterrados no solo
por 2 meses enquanto na superficie do solo a sobrevivéncia foi de até 5 meses (ZHAO;
DAMICOMI; BENDER, 2002). J4 Marcano e Trujillo (1984) observaram que o isolado
Xcpvm 23 de X. axonopodis pv. manihotis (Arthaud-berthet e Bondar) Vauterin et al.,
resistente ao antibidtico rifampicina, sobreviveu até 60 dias em amostras enterradas no
campo e até 240 dias em restos de cultura mantidos no laboratério. Ndo foi possivel
recuperar o isolado selvagem devido a grande contaminagdo das amostras,
comprovando a importancia do uso dos mutantes em estudos de sobrevivéncia.

No Estado da Georgia (E_UA) McCarter et al. (1983) detectaram baixas
populagdes de Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young et al. em tecidos de
tomate infectados colocados na superficie do solo por até 60 dias, enquanto que na
Flérida, Jones, Pohronezny e Stall (1986) observaram que X. campestris pv. vesicatoria
(Doidge) Dye foi capaz de sobreviver em restos culturais de tomate na superficie do
solo, durante seis meses. Da mesma forma, Schaad e White (1974), verificaram que X.
campestris pv. campestris sobreviveu em restos de cultura de repolho (B. oleraceae var.
capitata L.) na superficie do solo por cerca de oito meses. J& em Arkansas, X
translucens pv. translucens (Jones et al.) Vauterin et al. apresentou baixa capacidade de
sobrevivéncia em restos culturais de trigo (7riticum aestivum L.), onde s6 foi detectada

até 3 meses (MILUS; MIRLOHI,1995).
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Em Winsconsin, Gilbertson, Rand e Hagedorn (1990) observaram que X
axonopodis pv. phaseoli, agente causal do crestamento comum do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.), sobreviveu durante sete meses em restos culturais colocados na superficie
do solo e concluiu que este tempo de sobrevivéncia foi suficiente para a bactéria
atravessar o inverno e servir como fonte de indculo na estagdo seguinte.

Em dareas de produgdo de uva no Vale do Submédio Sdo Francisco, Xcv
sobrevive de um ciclo para o outro em videiras, bacelos e mudas infectados;
epifiticamente em folhas e ramos de videiras assintométicos (ARAUJO, 2001); em
restos culturais (NASCIMENTO et al., 2000) e em hospedeiros alternativos (PEIXOTO
et al., 2007). Pesquisa relacionada a preservagdo de Xcv relatou que este patégeno, sob
condigGes de laboratdrio, sobreviveu por até 5 meses em folhas infectadas herborizadas
(NASCIMENTO; MARIANO; GAMA, 2005). Os autores sugerem que este resultado ¢
um indicativo da sobrevivéncia do patdégeno em restos culturais, servindo como fonte de
indculo primério para novos ciclos da cultura, dentro do parreiral.

A compostagem oferece solugdes vidveis para a reciclagem de residuos de
plantas. Contudo, o uso do material compostado requer uma adequada qualidade
microbiologica e fisico-quimica (ELLORRIETA et al., 2003). A sobrevivéncia de
microrganismos fitopatogénicos em restos de cultura ¢ bem conhecida (CONWAY,
1996). Portanto, a compostagem de qualquer residuo cultural requer a confirmagédo de
que o processo possui a capacidade de eliminar fitopatdgenos que podem estar presente
no material a ser compostado (HOITINK; HERR; SCHMITTHENNER, 1976;
BOLLEN, 1985).

A erradicag@o de patdgenos de plantas que infestam restos culturais durante o
processo de compostagem se deve basicamente a trés fatores: (1) altas temperaturas as

quais estes patogenos sdo expostos, (2) liberagdo de compostos toxicos durante e apos a
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fase termofilica e (3) antagonismo microbiano em zonas de temperatura sub-letal das
pilhas ou durante o processo de cura (HOITINK; FAHY, 1986). Na provincia de
Almeria (Espanha), Elorrieta et al. (2003) investigaram a sobrevivéncia das bactérias
fitopatogénicas Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al.,
X. campestris pv. vesicatoria e P. syringae pv. syringae van Hall durante o processo de
compostagem de restos culturais de hortaligas. Todas as bactérias fitopatogénicas foram
erradicadas em menos de 60 h de compostagem. Segundo Noble e Roberts (2004)
durante a compostagem o efeito da temperatura em combinag@o com outros fatores de
sanitizagdo foram capazes de erradicar aproximadamente 64 fitopatégenos. Hoitink,
Herr e Schmitthenner (1976) observaram a eliminagdo de Phytophthora cinnamomi
Rands e Pythium irregulare Buisman infectando coroa e raizes de rododendro
(Rhododendron chysanthum Pall), Rhizoctonia solani Kiihn causando infec¢do em
beterraba agucareira (Beta vulgaris L.) e Dickeya chrysantemi (Burkholder et al.)
Samson et al. infectando fragmentos de crisantemo (Chrysanthemum sp.), quando estes
materiais vegetais foram compostados com tecido corticoso de arvores lenhosas. A
compostagem aerobica de residuos de plantas condimentares por 21 dias foi capaz de
eliminar Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm., R. solani, Verticillium dahliae Kleb. e
inviabilizar esclerécios de Sclerotium rolfsii Sacc. em restos culturais colonizados por
estes patogenos (YUEN; RAABE, 1984). Raizes de couve de Bruxelas (Brassica
oleraceae L. var. gemmifera Zenk.) e couve comum (B. oleraceae L.) infectadas por
Plasmodiophora brassicae Woronin compostados em larga escala com galhos lenhosos
e restos de vegetais e frutos, eliminou o patégeno apds 6 a 7 dias de compostagem
(FAYOLLE et al., 2006). Além dos exemplos acima citados, o processo de
compostagem eliminou de restos culturais os fungos Phytophthora cryptogea Pethybr. e

Laff., P. irregulare, Botrytis alli Munn, Sclerotium cepivorum Berk. e Didymella
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lycopersici Kleb. entre outros fitopatogenos (NOBLE; ROBERTS, 2004). E importante
salientar que além de eliminar fitopatogenos de restos culturais, existem varios relatos
do sucesso da utilizagdo de compostos organicos na supressdo de doengas radiculares
causadas por fungos, bactérias e nematdides (HOITINK; FAHY, 1986).

Tendo em vista a importancia da videira e do cancro-bacteriano, e ainda devido
a auséncia de trabalhos sobre limpeza clonal de mudas de videira e sobrevivéncia de X.
campestris pv. viticola, este trabalho teve como objetivos: (1) Desenvolver metodologia
de limpeza clonal de videiras cv. Red Globe e (2) analisar a sobrevivéncia do patégeno
em tecidos infectados de videira no solo e durante o processo de compostagem. A
consecugdo destes objetivos permitird a obtengdo de mudas da cv. Red Globe livres do

patégeno e subsidiard o manejo correto de restos de poda nos parreirais.
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Resumo

Técnicas de cultura de tecidos em meio de Galzy modificado (MGM) foram estudadas visando
eliminar Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) de mudas de videira ‘Red Globe’. O
primeiro experimento visou selecionar o tamanho ideal de apices e gemas axilares para o cultivo
em MGM; o segundo, verificar o efeito da termoterapia (38°C/quatro semanas) associada ao
cultivo em MGM; e o terceiro, testar antibidticos para eliminagdo de Xcv em explantes oriundos
de videiras infectadas. Todas as plantas obtidas sem contaminagdo in vitro ¢ meios de cultivo
contaminados foram indexados utilizando o meio agar nutritivo-dextrose-extrato de levedura-
ampicilina (NYDAM) seguindo-se teste de patogenicidade. O cultivo de explantes com 3 mm
possibilitou a obtengdo de plantas livres da bactéria, com regeneragdo 14,3 vezes maior que
explantes de 1 mm de comprimento. A termoterapia de mudas infectadas associada ao cultivo in
vitro ndo eliminou o patégeno. O cultivo de explantes com 10 mm durante 40 dias em
MGM-+cefotaxima (300 mg L) proporcionou limpeza clonal das mudas. A indexa¢do em
NYDAM permitiu a visualizagdo do crescimento caracteristico de Xcv. A indexagdo de plantas
de videira regeneradas in vitro quanto a infecg@o por Xcv utilizando NYDAM € uma alternativa

economica e eficiente para produgéo de plantas selecionadas.
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Termos para indexag@o: Vitis vinifera, cultivo in vitro, fitopatologia

Abstract
Techniques of tissue culture in modified Galzy medium (MGM) were studied in order to
eliminate Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) from ‘Red Globe’ grapevine plants. The
first experiment aimed to select the ideal length of meristem tips and axillary buds for cultivation
in MGM; the second to verify the effect of the thermotherapy (38°C/four weeks) associated to the
MGM cultivation; and the third intended to test antibiotics to eliminate Xcv from explants taken
from infected grapevines. All plants obtained without contamination in vitro and culture media
contaminated were indexed by using the semi-selective culture media nutrient agar-dextrose-
yeast extract-ampicilin (NYDAM) followed by a pathogenicity test. The cultivation of 3 mm
explants permitted to obtain plants free of bacteria with regeneration 14.3 times higher than 1 mm
explants. The thermotherapy of infected plants associated to the in vitro culture did not eliminate
the pathogen. The cultivation of 10 mm explants for 40 days in MGM+cefotaxime (300 mg L™)
eliminated Xcv from grapevine plants. The indexation in NYDAM permitted the visualization of
specific Xcv growing. The indexation of in vitro regenerated grapevine plants for Xcv infection
by using NYDAM medium is an economic and efficient alternative for production of selected
plants.
Index terms: Vitis vinifera, in vitro culture, phytopathology
Introducio

A intensificagdo do cultivo da videira e o plantio de cultivares suscetiveis, além das
condigdes climaticas prevalentes no Vale do Submédio Sdo Francisco tém propiciado o
surgimento de problemas fitossanitérios, afetando diretamente a produgéo (Tavares, 1995).

No inicio de 1998, o cancro-bacteriano da videira causado por Xanthomonas campestris
pv. viticola (Nayudu) Dye (Xcv) foi detectado pela primeira vez em parreirais dessa regido, onde

a doenga vem causando prejuizos em cultivares suscetiveis. Em plantios de ‘Red Globe’ foi
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detectada incidéncia de até 100% (Lima et al., 1999), o que demonstra a alta susceptibilidade

desta cultivar. Em decorréncia disto, o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA) publicou a Instrugdo Normativa N° 09 de 20 de Abril de 2006, proibindo a produgéo e
comercializa¢do de mudas de ‘Red Globe’, além da erradicacdo e substituigdo por outras
cultivares. Este fato foi limitante para a viticultura do Vale do Submédio Sdo Francisco, pois a
‘Red Globe’ apresenta boa produtividade, cachos médios a grandes, bagas muito grades e com
boa aderéncia ao pedicelo (Albuquerque, 1996) .

A contamina¢do de material propagativo por patégenos pode se apresentar na forma
latente e representa um grande problema para a propagagdo vegetativa. Provavelmente todas as
espécies assim propagadas estdo infectadas com um ou mais patdgenos, os quais sdo transmitidos
e acumulados com propagagdes sucessivas € podem manifestar-se pela redugdo do vigor e da
produtividade das culturas (Torres et al., 1998).

Uma das principais medidas utilizadas no manejo do cancro-bacteriano da videira é a
utilizagdo de material propagativo livre do patogeno (Nascimento & Mariano). Na auséncia de
um produto quimico capaz de erradicar eficientemente virus e bactérias de plantas infectadas,
técnicas de cultura de apices caulinares vém sendo utilizadas desde 1952 para eliminagdo desses
patégenos, visando & obtengdo de material de multiplicagdo com alta qualidade fitossanitaria
(Torres et al., 1998). Além dos virus e bactérias, os virdides e fitoplasmas também podem ser
eliminados com o cultivo in vitro de apices e meristemas, que permitem o estabelecimento de
culturas com baixissimo indice de perdas por contaminagdo (Barlass, 1987).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi aplicar técnicas de cultura de tecidos para
promover a limpeza clonal de mudas de videira da cultivar ‘Red Globe’, visando eliminar Xcv.

Material e Métodos

Determinaciio do tamanho minimo do explante



39
Plantas da cultivar ‘Red Globe’, produzidas na Esta¢do Experimental de Bebedouro da

Embrapa Semi-Arido, foram mantidas durante 20 dias em casa de vegetagio e submetidas a duas
pulverizagdes semanais com o fungicida Iprodione (ImL L), com o objetivo de diminuir o
indice de contaminagdo por fungos, durante o processo de introdugdo dos explantes in vitro. Trés
dias apds o final do tratamento quimico, as plantas foram inoculadas com o isolado Xcv3,
pertencente a colegdo de culturas do laboratério de fitopatologia da Embrapa Semi-Arido, pela
deposi¢d@o de crescimento bacteriano com 24 a 48 h de cultivo a 28°C em meio NYDA (dextrose
10, extrato de carne 3, extrato de levedura 5, agar 18 g L) em ferimentos feitos com uma agulha
nos internédios do ramo principal das plantas. Apos a inoculagdo, os ferimentos foram cobertos
com algoddo umedecido e envolvidos por papel aluminio, formando-se uma cdmara umida que
permaneceu por 72 horas. Apds o surgimento dos sintomas da doenga, apices caulinares e as trés
primeiras gemas axilares foram retirados das plantas e desinfestados em solugdo de alcool a 70%
durante 1 minuto, hipoclorito de s6dio 2% durante 20 minutos, seguindo-se trés lavagens em
agua destilada e esterilizada. Apéé a assepsia, os explantes foram cortados e reduzidos para 10, 3
e 1 mm de comprimento e introduzidos em tubos de ensaio (17%x2 cm) contendo meio de Galzy
(1964) modificado (MGM) pela adigdo de AIA (4cido indolacético) 0,1 mg L™'; mio inositol 100
mg L™'; glicina 2 mg L™'; e 4gar 10 g L', sendo o pH ajustado para 5,9 antes da autoclavagem. O
preparo dos explantes com 3 mm e 1 mm foi realizado com ajuda de microscépio estereoscopico.
Os tubos de ensaio foram incubados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h de luz,
temperatura de 25°C e intensidade luminosa de 40 pmol m™. Ap6s trés semanas, o experimento
foi avaliado quanto ao percentual de contaminagéo pela presenga de crescimento bacteriano sobre
ou dentro do meio de cultura. Passados quatro meses foi avaliado o percentual de regenerantes e

todas as plantas obtidas foram indexadas.
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O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos e

quatro repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida por cinco tubos de ensaio contendo os
explantes.
Utilizagao da termoterapia para eliminagao de Xcv em mudas de videira infectadas

Todo o processo preliminar de tratamento quimico das plantas, inoculagdo de Xcv3,
coleta de explantes, assepsia, inoculagdo dos explantes em tubos de ensaio com MGM e
condigdes de incubagd@o dos tubos na sala de crescimento foi realizado de acordo com o item
anterior.

Apés a inoculagdo com Xcv3, quatro plantas foram mantidas em casa de vegetagdo a 27 +
2°C e quatro foram levadas para uma cdmara de termoterapia, onde permaneceram durante quatro
semanas a temperatura de 38°C. Apds trés semanas, o experimento foi avaliado quanto ao
percentual de contaminag¢do como ja descrito. Em fun¢do do tamanho de explante utilizado, 3
mm, o qual foi escolhido baseado nos resultados do experimento anterior, a indexagdo e o
percentual de regeneragdo somente puderam ser avaliados apds 70 dias de cultivo.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos (com termoterapia e
sem termoterapia) e quatro repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida por quatro tubos de
ensaio contendo os explantes.

Utilizacio de diferentes antibiéticos para eliminag¢io de Xcv em explantes oriundos de
mudas de videira infectadas

Todo o processo preliminar de tratamento quimico das plantas, inoculagdo de Xcv3,
coleta de explantes, assepsia, inoculagdo dos explantes em tubos com MGM e condigdes de
incubag@o dos tubos na sala de crescimento foi realizado de acordo com o item anterior.

Neste experimento, a escolha dos antibidticos foi realizada com base no trabalho de
Peixoto et al. (2006). Ao MGM foram adicionados separadamente, os antibidticos tetraciclina

(300 mg L"), cefotaxima (300 mg L™), cloranfenicol (300 mg L™, 4cido nalidixico (300 mg L),
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eritromicina (150 mg L") e estreptomicina (100 mg L") sob condi¢des assépticas, por meio de

filtragem a frio com Millipore de 0,22 um. Apoés a adi¢do dos antibidticos, explantes com 10 mm
de comprimento foram introduzidos ao meio de cultivo. Passados 40 dias, o experimento foi
avaliado quanto ao percentual de contaminagdo e regeneragdo. Apos esta avaliagdo, todos os
explantes que regeneraram ou ndo, mas que ndo apresentavam visualmente contaminagdo
bacteriana, foram transferidos para um meio MGM sem antibidtico. Decorridos 45 dias de cultivo
neste meio, todo material vegetal in vitro foi avaliado quanto a presen¢a de crescimento
bacteriano e os regenerantes foram indexados.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos (6
antibiéticos € uma testemunha sem antibidtico) quatro repetigdes, sendo cada repeti¢do
constituida por 4 tubos de ensaio.

Indexag¢éio do material in vitro

Com a finalidade de verificar se o meio semi-seletivo NYDAM (dextrose 10, extrato de
carne 3, extrato de levedura S, peptona 5, agar 18, ampicilina 0,1g L™') (Peixoto et al., 2006)
servia como ferramenta de indexa¢do do material in vitro, foi necessario conhecer sua
sensibilidade e eficacia. Para tanto, suspensdo bacteriana do isolado Xcv3 com 102 UFC mL™! foi
submetida a dilui¢do em série, e aliquotas de 100 pL de cada dilui¢do foram plaqueadas em
triplicata em meio de cultura NYDAM e NYDA concomitantemente. As placas foram incubadas
em B.O.D (Biochemistry Oxygen Demand) por 48-72 h, a 28°C, quando foi feita a contagem de
colonias. A eficécia foi determinada pela féormula E (%) = [(UFC em meio NYDAM/(UFC em
NYDA)] x 100 (Wydra et al., 2004).

Todo material apresentando contaminagdo bacteriana foi submetido a indexagdo que
consistiu da repicagem do crescimento bacteriano sobre ou sob o MGM ou ainda sobre o
explante, para o meio semi-seletivo NYDAM. Col6nias com coloragdo branca e aspecto viscoso

foram repicadas para tubos de ensaios contendo meio NYDA e apos 48 h, foram inoculadas em
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mudas da cultivar Red Globe, observando-se o aparecimento dos sintomas da doenga. Por outro

lado, os explantes que se desenvolveram e ndo apresentaram contaminagdo in vitro, foram
multiplicados por segmentos nodais, sendo no ato da repicagem retiradas amostras (fragmento de
1 cm de comprimento da regido mediana do caule principal) de todos os clones obtidos, as quais
foram colocadas em eppendorfs contendo 100 uL de agua destilada e esterilizada e, em seguida,
maceradas. Apds a maceragdo, todo material contido nos eppendorfs foi coletado com
micropipetador, dispensado e espalhado com a ajuda de uma al¢a de Drigalsky em placas de Petri
contendo NYDAM, as quais foram incubadas em B.O.D. a uma temperatura de 28°C durante 48 a
72 h, quando foram avaliadas quanto a presenga e auséncia de coldnias bacterianas.
Analises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa SAEG (Sistema

de andlises estatisticas e genéticas, Vigosa, UFV, 1997).

Resultados e Discussio

No experimento de tamanho de explantes, verificou-se pelo teste de Duncan ao nivel de
5% de probabilidade, que aqueles com 1 mm de comprimento apresentaram percentual de
contaminagdo significativamente menor que os demais (Tabela 1). Explantes com 10 e 3 mm de
comprimento diferiram entre si, e mostraram percentuais de contamina¢do de 100 e 50%,
respectivamente. Com relagdo ao percentual de regeneragdio observou-se pelo teste de y* que
explantes com 1 mm apresentaram regeneragdo significativamente menor que aqueles com 3 mm
de comprimento (Tabela 1). Explantes com 10 mm de comprimento nd@o apresentaram
regeneragdo, pois todos os explantes deste tratamento apresentaram contaminagd@o. O teste de
razdo de chance mostrou que a chance dos explantes com 3 mm regenerarem ¢ 14,3 vezes maior
que as dos explantes com 1 mm de comprimento. Segundo Pierik (1987), a percentagem de

plantas obtidas mediante a cultura de 4pices caulinares ¢ geralmente baixa devido a fatores como
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infecgdo, ressecamento, oxidagdo, meio de cultivo inadequado, além do fendmeno de dorméncia.

Grattapaglia & Machado (1998) afirmaram que quanto menor o tamanho do explante, maiores
sdo as chances de obter material propagativo livre de patégenos e menor ¢ a capacidade
organogénica. Karta & Gamborg (1975) verificaram que apices caulinares de mandioca com
menos de 0,2 mm, embora estivessem livres de virus, somente formavam calo ou raizes. Entre
0,2 e 0,8 mm, 90 a 95% desses apices caulinares regeneravam plantas livres do patogeno,
enquanto que plantas regeneradas de explantes com 0,9 ¢ | mm apresentavam sintomas de virose.
O cultivo in vitro de gemas axilares de videiras cvs. Barbera e Chardonnay infectadas com os
fitoplasmas “flavescence dorée” e “bois noir” permitiu a obtengdo de grande quantidade de
plantulas livres do patdgeno, apos 6 a 8 meses de cultivo (Gribaudo et al., 2007). Baptista et al.
(1993) verificaram que o cultivo in vitro de apices caulinares com 3 primordios foliares de sete
variedades de videira, possibilitou a obtengdo de mudas livre de virus a partir de mudas
infectadas com os virus do enrolamento das folhas, fendilhamento cortical e mosaico das
nervuras, isoladamente ou em mistura. Albuquerque et al. (2000) visando obter a limpeza clonal
de mudas de abacaxizeiro infectadas por Fusarium subglutinans através do cultivo de apices
caulinares com 1 mm de comprimento, verificaram que 100% das plantas regeneradas estavam
livres do patogeno. O cultivo in vitro de segmentos nodais de amora com 2 cm de comprimento
foi suficiente para promover a limpeza clonal de 70 a 90% de mudas infectadas por fitoplasma.
Tal resultado foi confirmado pela detec¢do por fluorescéncia com 4,6 diamidino-2-fenilindol
(DAPI), reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e observagdo de sintomas durante e apds o
periodo de aclimatagdo (Dai et al., 1997).

No presente estudo, apos trés semanas de cultivo dos explantes submetidos a
termoterapia, observou-se que, ao contrario do esperado, explantes provenientes de plantas da
termoterapia apresentaram percentual de contaminagdo significativamente maior (93,0%) quando '

comparado as plantas nfo tratadas e mantidas em casa de vegetagdo (43,7%). Nesse caso, foi
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observado que o percentual de regeneragdo de plantas ndo tratadas foi de 77,7% (Tabela 2). A

total ineficiéncia do tratamento termoterapico pode estar associada a utilizagdo de uma
temperatura incapaz de erradicar o patoégeno, 38°C. Sabe-se que Xcv em meio de cultura liquido
cresce a 35°C, mas ndo cresce a 40°C (Nascimento et al., 2005), sendo desconhecido o que
acontece neste intervalo de temperatura. Além disso, dentro da planta, a bactéria esta protegida,
podendo, possivelmente, suportar temperaturas mais altas. Por outro lado, ndo se pode descartar a
possibilidade das condigdes de incubagéo terem favorecido o patdgeno, visto que a cdmara de
termoterapia ¢ um sistema fechado e que, para a manuten¢do das plantas vivas, é necessario
irriga-las, elevando a umidade relativa do ambiente. Tais condi¢des s@o extremamente favoraveis
para a proliferagdo de microrganismos em geral, especialmente bactérias, o que foi comprovado
pela observagdo do aparecimento de novos cancros nas plantas durante o tratamento
termoterapico. Segundo Torres et al. (1998) a termoterapia ¢ um tratamento que se destaca na
recuperagdo de plantas livres de patdgenos, sendo mais eficiente contra virus isodiamétricos e
micoplasmas. Grum et al. (1998) observaram que o tratamento a calor seco (47-48°C) de
sementes de feijdo, associado a termoterapia de plantulas (37°C) e combinado com cultura de
apices e meristemas foi capaz de erradicar X. campestris pv. phaseoli e Pseudomonas syringae pv
phaseolicola e desta forma produzir plantas de feijoeiro livres desses patogenos.

No que concerne ao experimento com antibidticos, verificou-se que apo6s 40 dias, os
tratamentos com cefotaxima, tetraciclina e cloranfenicol aos quais foram submetidos explantes
com 10 mm ndo apresentaram contaminagdo, diferindo dos demais antibidticos pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 3). E importante ressaltar que os antibi6ticos
eritromicina, estreptomicina e 4cido nalidixico ndo inibiram Xcv. Resultados diferentes foram
observados por Peixoto et al. (2006) que realizaram antibiograma com discos contendo dosagens
100 vezes menores que as utilizadas no presente trabalho. Segundo Leifert et al. (1991)

antibidticos adicionados ao meio de cultura podem ser uma alternativa para prevenir, eliminar ou
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diminuir a incidéncia de bactérias. Barrett & Cassells (1994) observaram que a adigdo de

cefotaxima (500 mg L") em meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962), foi capaz de
eliminar X. campestris pv. pelargonii e produzir plantas de geranio livres do patégeno. Donato et
al (2005) concluiram que o uso dos antibidticos cefotaxima e amoxilina nas concentra¢des de 200
e 300 mg L' durante 30 dias foram capazes de eliminar a bactéria endofitica Acetobacter
diazotrophicus em plantas de cana-de-agucar cultivadas in vitro. Lima & Moreira (2002)
verificaram maior efici€ncia no controle de contaminagio bacteriana de explantes de bananeira
cv. Caipira, quando os mesmos foram desinfestados em hipoclorito de sédio a 5%, seguido da
imersdo em solugdo com 300 mg L™ de rifampicina por vinte minutos, e posterior cultivo em
meio nutritivo contendo 100 mg L™ de rifampicina. Por outro lado, Wongkaew & Flecher (2004)
observaram que o cultivo de gemas axilares de cana-de-aglcar infectadas por fitoplasma, em
meio de cultura MS acrescido de 200-500 mg L™ de oxitetraciclina, resultou apenas na remissio
dos sintomas das plantas regeneradas por até oito subcultivos.

Apesar dos antibidticos cefotaxima, tetraciclina e cloranfenicol terem controlado
totalmente o aparecimento de bactérias no meio de cultura, verificou-se fitotoxidez nos explantes
e auséncia de regeneragdo dos mesmos quando os dois ultimos antibioticos foram utilizados
(Tabela 3). No entanto, mesmo apresentando algumas folhas mal formadas, 68,75% dos
explantes tratados com 300 mg L™ de cefotaxima foram capazes de regenerar no meio com
antibidtico e apds serem cultivados por 45 dias em meio sem antibidtico, dar origem a plantas
normais (Tabela 3), as quais foram consideradas negativas quando indexadas em meio NYDAM.
Muitos antibidticos apresentam efeito fitotdxico, alterando o crescimento das plantas in vitro
(Dodds & Roberts, 1985). Entretanto, essa influéncia sobre a regeneragdo vegetal depende da
concentra¢do a qual o tecido € exposto e da tolerdncia da espécie tratada (Okkels & Pedersen,
1988). Biasi (1995) verificou que plantulas de abacateiro cv. Ouro verde cultivadas na presenca

isolada de cloranfenicol (12,5 mg L™), 4cido nalidixico (50 mg L™') e estreptomicina (200 mg L™)
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apresentaram sintomas de fitotoxidez. Duhem et al. (1988) verificaram que cefotaxima

adicionada no meio de cultivo de café e cacau controlavam a contaminagdo bacteriana e as
plantas ndo apresentavam sintomas de toxidez. Este antibidtico pertence ao grupo das
cefalosporinas, as quais, segundo Okkels & Pedersen (1988), apresentam menor capacidade de
causar fitotoxidez a tecidos vegetais quando comparado, por exemplo, com os antibiéticos do
grupo dos aminoglicosidios. Oxitetraciclina, na concentragio de 500 mg L', promoveu a necrose
de 50% de plantulas de cana-de-agucar cultivadas em meio nutritivo acrescido deste antibiotico.
Entretanto quando as plantas sobreviventes foram retiradas do meio com o antibidtico e
colocadas em meio sem antibidtico, observou-se uma rapida recuperagdo das plantas (Wongkaew
& Fletcher, 2004).

A sensibilidade e a eficacia do meio NYDAM na detecgdo de Xcv foi de 10° UFC mL™' e
44%, respectivamente. Embora existam métodos de detecgdo molecular e sorolégico para Xcv,
estes ainda apresentam desvantagens para a utilizagdo como ferramenta de indexagdo de material
vegetal oriundo de cultivo in vitro. No método molecular, a presenga do patdogeno s6 pode ser
verificada, apoés enriquecimento em meio de cultivo antes da PCR, ou seja, tal método € pouco
eficiente para detectar a bactéria diretamente do tecido vegetal (Trindade et al, 2007). Ja o
método sorologico apresenta uma baixa sensibilidade, pois a detec¢do de Xcv, via ELISA
indireto, s6 pdde ser observada em suspensdes bacterianas com concentragio de até 10* UFC ml™
(Aragjo et al., 2005). Meios semi-seletivos sdo valiosos para o isolamento de bactérias
fitopatogénicas de tecidos de plantas e solo, e alguns podem ser tdo sensiveis quanto a PCR ou
mais sensiveis que técnicas imunoldgicas, sendo faceis de usar e menos dispendiosos (Wang et
al., 1999; Toussaint et al., 2001). Porém, os meios que restringem o surgimento de coldnias de
microrganismos saprofiticos geralmente apresentam baixa eficiéncia (Wydra et al., 2004). O
NYDAM apresentou 44% de efici€éncia, o que ndo € baixo se comparado com o trabalho de

Toussaint et al. (2001), que relataram eficiéncia de 5,7 a 30,6% para X. campestris pv. vitians em
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meio MMG. Em todos os experimentos foi verificado que, nos explantes contaminados, a

bactéria contaminante era capaz de crescer no meio NYDAM, apresentar coloragdo branca,
aspecto viscoso e capacidade de causar sintomas tipicos do cancro-bacteriano. Por outro lado,
todos os explantes que ndo apresentaram contaminagido foram capazes de formar novas plantas,
as quais foram negativas no teste de indexagdo utilizado. Portanto, nas atuais circunstancias, a
indexagdo de plantas regeneradas in vitro através da utilizagdo do meio semi-seletivo NYDAM ¢
uma alternativa econdmica e eficiente para a sele¢do de plantas de videira, quanto a infecg¢do por
Xcv.

O tempo total de regeneragdo de novas plantas foi de 4 meses para explantes com 1 mm
de comprimento e de 2 meses para explantes com 3 mm. A utilizagdo de segmentos nodais para a
multiplicagdo dos clones obtidos proporcionou a obten¢do de quatro novas plantas a cada 2
meses. Apos a fase de multiplicagdo, as plantas foram aclimatadas, sendo verificado um
percentual de sobrevivéncia de 58%. As plantas aclimatadas foram avaliadas constantemente
quanto ao aparecimento de sintomas de cancro-bacteriano. Passados oito meses em casa de
vegetagcdo nenhuma das plantas apresentou sintomas.

Neste trabalho, mediante o emprego de técnicas de cultura de tecidos, foi possivel a
obtengdo de mudas de videira cv. Red Globe, livres de Xcv. Portanto, a implementagdo de um
programa de multiplicag@o e distribui¢do de mudas micropropagadas sadias da referida cultivar
podera suprir as demandas de viveiristas para comercializagdo e de pesquisadores, para

importantes estudos sobre este patossistema.

Conclusoes

1. O cultivo de explantes com 3 mm possibilitou a obtengé@o de plantas livres da bactéria, com

regeneragdo 14,3 vezes maior que explantes de 1 mm de comprimento
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2. A termoterapia de mudas infectadas associada ao cultivo in vifro ndo eliminou o patégeno

3. O cultivo de explantes com 10 mm durante 40 dias em MGM-+cefotaxima (300 mg L™)
proporcionou limpeza clonal das mudas
4. A indexagdo de plantas de videira regeneradas in vitro quanto a infecg@o por Xcv utilizando

NYDAM € uma alternativa econdmica e eficiente para produgdo de plantas selecionadas
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Tabela 1. Percentual de contaminagdo e regeneragdo de explantes, com trés diferentes

comprimentos, oriundos de mudas de videira cv. Red Globe infectadas por Xanthomonas

campestris pv viticola.

Comprimento do explante Contaminagio (%)

Regeneracéo (%)

(mm)
1 15a' 26"
3 50b 90
10 100 ¢ E
CV 15,3

'Dados seguidos pela mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Duncan ao nivel de

5% de probabilidade. **p < 0,01. Célculo da significancia estatistica do percentual de regeneragdo entre com 1 e 3

mm baseado no teste de y°. *Tratamento com 100% de contaminagio, explantes ndo levados a meio sem antibiotico

para regeneragdo.
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Tabela 2. Percentual de contaminagéo bacteriana de explantes oriundos de mudas de videira cv.

Red Globe infectadas por Xanthomonas campestris pv. viticola submetidas ou ndo a

, termoterapia, 38°C durante 4 semanas.

Tratamento Contaminacio (%) Regeneracio (%)
Com termoterapia 93,0 a' =
Sem termoterapia 43,7 b 77,7

'Dados seguidos pela mesma letra na mesma coluna n3o diferem significativamente pelo teste t ao nivel de 5% de
probabilidade. *Tratamento com elevada contaminagdo, explantes nio levados a meio sem antibiotico para

regeneragdo.
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Tabela 3. Percentual de contaminagdo e regeneragdo de explantes com 10 mm de comprimento,

oriundos de mudas de videira cv. Red Globe infectadas por Xanthomonas campestris pv viticola,

submetidos ao tratamento com diferentes antibidticos.

Tratamentos Contaminacio (%) Regeneracio (%)
Cefotaxima (300 mg L) ob' 68,75a'
Tetraciclina (300 mg L™") 0b 0°b
Cloranfenicol (300 mg L™) 0b 0b
Eritromicina (150 mg L) 100 a o
Estreptomicina (100 mg L™") 100 a -

Acido nalidixico (300 mg L™) 100 a -
Testemunha (S/antibiético) 100 a s
Ccv 0,13 13,22

'Dados seguidos pela mesma letra na mesma coluna n3o diferem significativamente pelo teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade. *Tratamento sem contaminagio, explantes levados a meio sem antibiético para
~ regeneragdo, a qual ndo ocorreu. *Tratamento com 100% de contaminagio, explantes nio levados a meio sem

antibidtico para regenerag@o.
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Sobrevivéncia de Xanthomonas campestris pv. viticola em tecido

infectado de videira na superficie do solo e em compostagem

Survival of Xanthomonas campestris pv. viticola in infected tissue of grapevine on soil

surface and in composting

Adriano Marcio Freire Silva' Rosa de Lima Ramos Mariano' Elineide Barbosa da

Silveira' Natoniel Franklin de Melo"

RESUMO
Este trabalho investigou a sobrevivéncia do agente causal do cancro-bacteriano da
videira, Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) em tecidos de videira infectados e o
uso da compostagem para erradicagdo de Xcv em associagdo com restos culturais.
Mudas de videira ‘Festival’ foram inoculadas com mutante resistente a rifampicina
Xcv2Rife quando apresentavam alta severidade da doenga, ramos fragmentados e folhas
inteiras foram acondicionados em bolsas de malha plastica. Estas foram alocadas na
superficie de microparcelas em édrea experimental (experimento 1) e no interior de
pilhas de compostagem de restos de poda de videira (experimento 2). A sobrevivéncia
de Xcv2®™ em tecidos infectados de videira foi monitorada em meio NYDAM +
rifampicina (0,1g L") + azoxystrobim (0,16 g L), a intervalos de 8 e 10 dias a partir do
inicio do experimento, respectivamente nos experimentos 1 e 2. No experimento 1, foi
também avaliada a decomposi¢do de tecidos e no experimento 2, as curvas de
temperatura das pilhas, conteido de fendis, e presenga de microbiota flingica e
DRif

bacteriana antagonista a Xcv O patégeno sobreviveu em altas densidades (10* a 10°

UFC g™ por pelo menos 80 dias em tecidos infectados de videira na superficie do solo.

O processo de compostagem eliminou Xcv2®" de restos culturais em 10 dias, devido as

T Programa de Pés-graduagdo em Fitopatologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom
Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmdos, Recife, PE, Brasil. 52171-900. E-mail: rmariano@truenet.com.br.
*Autor para correspondéncia.

. Embrapa Semi-Arido, Petrolina, PE, Brasil.
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altas temperaturas alcangadas pelas pilhas, liberagdo de compostos fendlicos durante o
processo e antagonismo microbiano.

Palavras-chave: Cancro-bacteriano, restos de cultura, epidemiologia, erradicag3o.

ABSTRACT

This work investigated the survival of the agent of bacterial canker of grapevine
Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) in infected tissues and the use of
composting to erradicate Xcv associated with crop residues. Plants of grapevine
“Festival’ were inoculated with a mutant resistant to rifampicin Xcv2®'" and at the time
they presented high disease severity, fragmented shoots and entire leaves were placed in
mesh bags. These bags were placed on the surface of microplots in experimental area
(experiment 1) and inside compost piles of grapevine pruning residues (experiment 2).
The survival of Xcv2®' in grapevine infected tissue was monitored by culturing in
medium nutrient agar-dextrose-yeast extract-ampicilin (NYDAM) + rifampicin (0,1g L~
") + azoxystrobim (0,16 g L"), at 8 and 10 days intervals from | and 2 experiment
setting, respectively. In the experiment | tissue decomposition was also evaluated and
in the experiment 2, pile temperature curves, phenolyc content, and fungi and bacteria
antagonistic to Xcv2®" were analyzed. The pathogen survived in high densities (10* a
10® CFU g') for at least 80 days in grapevine-infected tissues on soil surface. The
composting process eliminated Xcev2h' from crop residues in 10 days due to high
temperatures in piles, liberation of phenolyc compounds during the process and
microbial antagonism.

Key words: Bacterial canker, crop residues, epidemiology, erradication.

INTRODUCAO
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No inicio de 1998, o cancro-bacteriano da videira causado por Xanthomonas
campestris pv. viticola (Nayudu) Dye (Xcv) foi detectado pela primeira vez no Brasil,
em parreirais do Vale do Submédio Sao Francisco, onde vem causando prejuizos em
cultivares suscetiveis (MALAVOLTA Jr. et al., 1999; LOPES, 2006). Atualmente, além
dos Estados de Pernambuco, Bahia e Piaui, a doenga ocorre no Ceard e em Roraima
(MALAVOLTA Jr. et al., 2008).

O entendimento das formas de sobrevivéncia da bactéria fitopatogénica em
condi¢des de campo € importante para o estabelecimento de medidas eficientes de
controle. Em areas de produgdo de uva do Vale do Submédio Sdo Francisco, Xcv
sobrevive de um ciclo para outro em videiras, bacelos € mudas infectados;
epifiticamente em folhas e ramos de videiras assintomaticas (ARAUJO, 2001); em
restos culturais (NASCIMENTO et al., 2000) e em hospedeiros alternativos (PEIXOTO
et al., 2007).

Segundo LEBEN (1981), uma das principais formas de sobrevivéncia de
bactérias fitopatogénicas é a fase hipobiotica dentro de tecidos infectados, dificeis de
serem decompostos. Desta forma, praticas que acelerem a decomposi¢do de restos
culturais podem ajudar no controle da doenga. Dentre as medidas recomendadas para o
controle do cancro-bacteriano da videira esta a retirada e incinerag@o de restos de podas
das areas de cultivo (LIMA & MOREIRA, 2002). Entretanto, tal medida representa a
perda de uma importante fonte organica de nutrientes, j& que uma das principais
caracteristicas dos solos da Regifio Semi-Arida do Brasil é o baixo contetido de matéria
orgénica. A compostagem € um processo microbiano de biotransfomag&o, em muitos
casos capaz de eliminar microrganismos fitopatogénicos contidos em residuos culturais.

Isto se deve principalmente, as altas temperaturas alcangadas pelas pilhas, liberagio de
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compostos téxicos durante e apds a fase termofilica além de antagonismo microbiano
em zonas de temperatura sub-letal (HOITINK & FAHY, 1986; ELORRIETA et al.,
2003). Segundo SUAREZ-ESTRELLA et al. (2007) o processo de compostagem pode
ser uma alternativa vidvel para o manejo de restos culturais, principalmente quando
garante a destrui¢do de possiveis fitopatogenos contidos nestes residuos.

Apesar da importancia do cancro-bacteriano da videira em parreirais no Vale do
Submédio Sdo Francisco, poucas s@o as informagdes sobre as formas de sobrevivéncia
de Xcv, principalmente no que diz respeito a associagdo com tecidos infectados de
videira. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar a sobrevivéncia de Xcv em
tecidos infectados de videira, na superficie do solo e durante o processo de

compostagem de restos de poda.

MATERIAL E METODOS

Obten¢do do mutante de Xanthomonas campestris pv. viticola resistente ao
antibidtico rifampicina

Mutante espontdneo foi obtido a partir do isolado selvagem Xcv2, de X
campestris pv. viticola, pertencente a Colegdo de Bactérias Fitopatogénicas do
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Semi-arido. A partir de cultura pura com 36-
48 horas, preparou-se uma suspensdo bacteriana em agua destilada esterilizada (ADE)
com concentragdo ajustada em fotocolorimetro (Analyser) para As7;0=0,4, que
corresponde a 102 UFC mL™"' de acordo com equagio previamente estabelecida. Seguiu-
se o plaqueamento de 0,ImL da suspensdo em meio de cultura NYDA (dextrose 10,
extrato de carne 3, extrato de levedura 5, peptona 5 e agar 18 g L") acrescido de 50 ppm

de rifampicina. As placas foram mantidas em incubadora tipo B.O.D. (Biochemistry
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Oxygen Demand) a 28°C durante 48-72h e a partir de uma coldnia resistente a S0ppm
foi obtido, pelo mesmo método, um mutante resistente a 100ppm de rifampicina,
denominado Xcv2®". Para testar a estabilidade do mutante foram feitas repicagens para
meio NYDA com e sem o antibidtico, alternadamente por 10 vezes (ASSIS et al.,
1996).

O isolado mutante Xcv2®' foi comparado ao selvagem Xcv2 quanto ao
crescimento em meio liquido e patogenicidade. A tubos de ensaio contendo 9mL de
meio NYD (NYDA sem &gar) foi adicionado ImL da suspensdo bacteriana em ADE na
concentragio de 10* UFC mL™. Os tubos foram incubados em B.O.D a 28°C e o
crescimento foi avaliado apds 24, 72, 96 e 120 h pela variag@o na densidade ética da
cultura em meio liquido, com o auxilio de fotocolorimetro ajustado para 570nm, com
cinco repeti¢des para cada intervalo (SILVA et al., 2006).

Para verificar a patogenicidade, os isolados de Xcv2 e do mutante Xev2RT foram
inoculados em mudas de videira cv. Festival, depositando-se o crescimento bacteriano
com 24-48 h em NYDA, diretamente sobre ferimento feito nos internédios do ramo
principal. Ap6s a inoculagdo, os ferimentos foram cobertos com algoddo umedecido e

envolvidos com papel aluminio. A avaliagdo foi realizada observando-se a incidéncia de

cancros nos pontos de inoculagéo.

Teste de eficicia de meios de cultura para estudos de sobrevivéncia do isolado
Xcv2Rif

Visando estabelecer qual a combinagdo de fungicidas e antibidticos a ser
adicionada ao meio de cultura NYDA para melhorar a eficacia de detecgdo de Xcv2R*
foram testadas quatro diferentes combinagdes: (a) rifampicina 0,1g L' + ampicilina

0,1g L™ + azoxystrobim 0,16 g L™"; (b) rifampicina 0,1g L' + azoxystrobim 0,16g L™';



(c) rifampicina 0,1g L' + tiofanato metilico 0,7g L'; (d) rifampicina 0,1g L™ +
ampicilina 0,1g L™ + tiofanato metilico 0,7g L™ e uma testemunha sem antibiéticos. Os
fungicidas azoxystrobim e tiofanato metilico foram selecionados para o teste com base
no espectro de atividade anti-fiingica contra fungos habitantes de solo, contaminantes do
meio NYDA utilizado para o isolamento de Xcv2® em ensaio preliminar (dados nio
apresentados). Aliquotas de 100pL de uma suspensdo bacteriana de Xcv2®" em ADE
com 10°UFC mL™" foram plaqueadas em NYDA com as diferentes combinagdes de
antibidticos e fungicidas. As placas foram incubadas a 28°C por 48-72h, quando foi
feita a contagem de colonias. A eficiacia do meio de cultura foi determinada pela
formula E (%)=(UFC em meio NYDA com diferentes combinagdes de fungicidas e
antibidticos/UFC em NYDA) x 100 (WYDRA et al., 2004).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado constituido por

cinco tratamentos, com cinco repetigdes compostas cada uma por uma placa de Petri.

Sobrevivéncia de Xcv2R' em tecidos infectados de videira na superficie do solo em
microparcelas

A temperatura, umidade relativa do ar e temperatura do solo foram monitoradas
através de termohigrografo e termdmetro de solo digital durante os 80 dias do periodo
experimental.

Mudas de videira sadias da cv. Festival com cinco pares de folhas totalmente
expandidas foram adquiridas em viveiro localizado em Petrolina — PE e mantidas em
casa de vegetagdo, onde folhas e ramo principal foram inoculados. As folhas foram
inoculadas por fricgdo do limbo foliar com gaze imersa previamente em suspensdo
bacteriana de Xcv2®" em ADE contendo 10UFC mL"'. O ramo principal foi inoculado

nos internddios com o crescimento bacteriano pelo método da picada (TAKATSU et al.,
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1981). Estas plantas foram submetidas & cdmara imida por trés dias e em seguida
mantidas em casa de vegetagdo até que a doenga atingisse alta severidade, em média 60
dias. Nesta época, as partes aéreas das mudas foram podadas e levadas para o
laboratério onde o ramo principal foi fragmentado em pedagos de aproximadamente 2,5
a 3,5cm, enquanto as folhas foram destacadas e mantidas inteiras, com a finalidade de
simular aproximadamente as condi¢des encontradas apds a poda e passagem de
rogadeira em parreirais comerciais. Da mistura destes tecidos infectados (ramos e
folhas) Sg foram pesados e acondicionados em bolsas de malha pléstica (abertura de 2 x
2mm) medindo 15 x 10cm, as quais foram fechadas com grampeador. Em seguida cinco
bolsas foram alocadas aleatoriamente na superficie de 10 microparcelas totalizando 50
bolsas. Cada microparcela medindo 60cm de didmetro por 50cm de altura era
constituida por tonel de metal fincado ao solo e contendo solo natural, em é&rea
experimental na Embrapa Semi-Arido. As microparcelas foram irrigadas por rega duas
vezes por semana e apos 30 dias foram sombreadas com tela tipo sombrite (50% de
sombreamento), visando simular as condigdes microclimaticas encontradas nos
parreirais da regido. Para avaliar o percentual de decomposi¢do e as densidades
populacionais de Xev2R nos tecidos infectados de videira, a cada oito dias, cinco bolsas
plasticas foram retiradas aleatoriamente de cada uma de cinco microparcelas, levadas ao
laboratério, sendo seu contetido pesado e dele retirado 1g, que foi macerado com auxilio
de almofariz e pistilo. Apdés a maceragdo, as amostras foram colocadas em tubos com
tampa de rosca contendo 9mL de ADE, sendo agitadas manualmente. Em condig¢des
assépticas foram realizadas dilui¢des até 10, plaqueando-se 100ul de cada suspensdo
em meio NYDA acrescido dos fungicidas e antibidticos selecionados. As placas foram

incubadas a 28°C por 48-72 h, quando foi realizada a contagem do nimero de col6nias

por placa e calculado o nimero de UFC g " de tecido infectado.
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O percentual de decomposigdo dos tecidos infectados (DTI) foi determinado
através da equagdo DTI=[(Pi — Pa)/(Pi)] x 100, onde Pi e Pa s@o o peso inicial e o peso

na avaliag@o, respectivamente.

Sobrevivéncia de Xcv2®" em tecidos infectados de videira durante o processo de

compostagem de restos de poda

Anadlise dos tecidos de videira a serem compostados e preparag¢io das pilhas de
compostagem

Inicialmente, em area de 0,5ha, ramos de dez videiras cv. Festival, sem sintomas
da doenca, foram retirados aleatoriamente da regido basal, mediana e apical, antes da
poda de formag@o. Em seguida, os ramos foram triturados com o auxilio de uma
forrageira e todo material foi misturado, visando formar uma amostra composta, para
determinac@o da relagdo C/N pelo Laboratorio de Plantas e Solo da Embrapa Semi-
Arido.

Apds obtengdo da relagdo C/N, todos os restos de poda da cv. Festival em area
de 0,5ha foram coletados e triturados com o auxilio de uma forrageira. Apos a
trituragdo, trés pilhas de compostagem foram montadas, colocando-se de forma
alternada uma camada de restos de poda e outra de esterco de caprino na proporg¢do de
2,5:1 em uma armagdo removivel de madeira e tela de arame com | x 2 x Im de
dimens&o. Entretanto as pilhas ficaram com dimens@o de 1 x 2 x 0,8m resultando em
um volume total de 1,6m>. A quantidade de esterco adicionado as pilhas teve como base
a relagdo C/N obtida na andlise dos ramos de videira acima detalhada. Todas as pilhas

eram molhadas constantemente por meio de microaspersao.
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Sobrevivéncia de Xcv2® durante o processo de compostagem

Mudas de videira cv. Festival com cinco pares de folhas totalmente expandidas,
inoculadas e coletadas como ja descrito, tiveram o ramo principal e folhas
fragmentados. Da mistura destes tecidos infectados (ramos e folhas) 10g foram pesados,
acondicionados em bolsas de malha plasticas (abertura de 1 x 1mm) medindo 20 x
30cm, as quais foram fechadas com maquina de costura especializada. Trés bolsas
foram depositadas em cada pilha no momento da montagem a uma distdncia de 50cm
dos bordos e 0,40cm de profundidade, sendo uma localizada no centro e duas nas
extremidades.

A temperatura nas pilhas de compostagem foi monitorada a cada dois dias
durante todo processo, em cinco pontos aleatoérios, utilizando-se um termOmetro de
mercurio acoplado a uma haste de metal, a qual permitiu a introdug@o do aparelho no
interior das pilhas. Os primeiros revolvimentos foram feitos aos 10 e 20 dias de
compostagem, quando entdo foi realizada a avaliagdo da sobrevivéncia de Xcv2®". Para
isto, uma bolsa plastica foi retirada aleatoriamente de cada pilha, levada ao laboratério e
pesado lg de tecido o qual foi macerado em almofariz com auxilio de pistilo e
processado como ja descrito no item sobrevivéncia na superficie do solo. Apés a
contagem de coldnias foi calculado o namero de UFC g™ de tecido infectado.

O processo de compostagem durou 80 dias até a estabilizagdo, durante os quais
foram realizados revolvimentos a cada 10 dias. Ao fim do processo, de diferentes
pontos de cada pilha foram retiradas cinco sub-amostras de material compostado as
quais misturadas em saco plastico formaram uma amostra com aproximadamente 500g.

Esta amostra do composto foi utilizada para quantificagdo de compostos fendlicos

totais, analise bacterioldgica e de fungos.
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Quantificacdo de compostos fenélicos totais

Parte da amostra do composto foi utilizada para quantificagdo dos compostos
fenolicos totais, realizada apés fracionamento, conforme REICHER et al. (1981). Em
cada fragdo, 4g do composto foram pesados e adicionados a aproximadamente S50mL de
cada liquido extrator: metanol p.a., metanol:agua (1:1, v/v) e 4gua, respectivamente,
para extragdo de fendis dimeros, oligoméricos e poliméricos. Na extragdo dos fendis
poliméricos, as amostras foram colocadas em banho-maria a 60 °C, por 15 minutos. No
caso dos dimeros e oligoméricos, o material foi submetido a refluxo em chapa elétrica
por 15 minutos. Apés a extragdo, as amostras foram agitadas em mesa agitadora (Nova
técnica NT-145) e filtradas em papel de filtro. O filtrado foi evaporado também em
chapa elétrica até o volume de aproximadamente SmL e diluido em baldo volumétrico
de 50mL. Aliquotas de 15mL foram utilizadas para a quantificagdo dos compostos
fendlicos totais. As leituras foram realizadas em espectrofotometro a um comprimento
de onda de 720nm. Os resultados foram expressos em g 100g™ de matéria fresca,

correspondendo a soma dos fendis dimeros, oligoméricos e poliméricos.

Detecgdo, quantificacio e identificacio de isolados bacterianos antagonistas a
Xcv2Rf presentes nas pilhas de compostagem

Parte da amostra do composto foi utilizada para analise bacterioldgica. Sendo 1g
adicionado a 9mL de ADE em tubo de ensaio, submetido a agitagdo em vortex (Phoenix
AP 56) e filtrado em condigdes assépticas em papel de filtro esterilizado. Os filtrados
foram submetidos a diluigdes em série até 10™ e 100uL de todas as diluigdes foram
plaqueados em triplicata em meio NYDA contendo 108 UFC mL™"' de Xcv2®". As placas

de Petri foram incubadas a 28°C e apos 48 horas foi realizada a avaliag@o das placas da

diluigio 10™ que possibilitou a observagdo de coldnias isoladas, quantificagio e
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verificagdo de halos de inibigdo. As bactérias que inibiram o crescimento do patdégeno
foram isoladas, purificadas, preservadas e enviadas @ Embrapa Meio Ambiente,

Jaguaritina-SP para identificagdo.

Detecgdo de fungos antagonistas a Xcv2R"presentes nas pilhas de compostagem

Parte da amostra do composto foi levada ao laboratério para isolamento dos
fungos pelo método de diluigdo em placas. Vinte e cinco gramas de composto seco
foram adicionados a 250mL de ADE, agitados mecanicamente durante 30 minutos,
transferindo-se 10mL desta suspensdo para 90mL de agua, seguindo-se dilui¢do seriada
até 10™. De cada diluigdo, 500pL foram plaqueados em meio de Martin (TUITE, 1969),
As placas foram incubadas a 28°C durante 5 dias, quando as coldnias fungicas obtidas
foram repicadas para meio BDA (batata 200, dextrose 20 e agar 17 g L™') obtendo-se as
culturas puras dos fungos. Estes foram cultivadas em 100mL de meio liquido BD por 10
dias, quando o crescimento foi filtrado em gaze esterilizada, centrifugado duas vezes a
10.000rpm por 15 minutos, filtrado em filtro Millipore® de 0,22um e secado em
liofilizador. O crescimento liofilizado foi ressuspendido em 100uL de dgua e 40uL da
suspensdo foram impregnados em discos de papel de filtro para realizagdo de
antibiograma contra Xcv2®' (KIRBY et al, 1966). Os fungos que produziram
metabolitos contra Xcv foram preservados e enviados ao Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco para identificagéo.
Analises Estatisticas

As anélises de varidncia, o teste de Tukey para separagdo de médias, as andlises
de regressdo e correlag@o foram realizados com o auxilio do programa SAEG (Sistema

de Anélises Estatisticas e Genéticas, Vigosa, UFV, 1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Obten¢do do mutante de Xanthomonas campestris pv. viticola resistente ao
antibidtico rifampicina

Obteve-se um mutante espontineo Xev2?' de X campestris pv. viticola
resistente a 100ppm do antibidtico rifampicina, estdvel quanto a resisténcia,
apresentando patogenicidade a plantas de videira cv. Festival e crescimento em meio
NYD (Figura 1) semelhantes ao isolado selvagem Xcv2. MARCANO & TRUIJILLO
(1984) comprovaram a importancia da utilizagdo de isolados mutantes em estudos de
sobrevivéncia, pois devido a problemas de contaminag@o ndo foi possivel recuperar
isolados selvagens de X. campestris pv. manihotis. Apesar de SCHROTH (1992) ter
destacado que a marcagdo por resisténcia a antibidticos para o estudo da dindmica das
populagdes bacterianas pode afetar a biologia dos organismos, tal efeito ndo foi
verificado no presente trabalho. Da mesma forma MARIANO & MCCARTER (1991 e
1993) ndo observaram efeito na biologia dos mutantes Rif-Nal (rifampicina-acido
nalidixico) de Pseudomonas syringae pv. tomato, P. syringae pv. syringae e P.
viridiflava; como também SILVA et al. (2006) com o mutante Aacl Rl de Acidovorax

avenae subsp. citrulli.

Teste de eficicia de meios de cultura para estudos de sobrevivéncia do isolado
Xev2Rif

Os tratamentos nos quais 0 meio NYDA foi acrescido de rifampicina (0,1g L)
+ azoxystrobin (0,16g L") e rifampicina (0,1g L") + ampicilina (0,1g L") +
azoxystrobin (0,16g L") (Tabela 1), apresentaram maiores eficacias, respectivamente

68,75 e 53,15%, diferindo dos demais (P<0,05). O meio NYDA acrescido de ampicilina
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+ rifampicina + azoxystrobim foi escolhido para resgatar Xcv2®" de tecidos infectados
de videira na superficie do solo e durante o processo de compostagem. Este meio, além
de apresentar boa eficacia, tem composigdo igual ao meio NYDAM (NYDA +
ampicilina), comprovadamente semi-seletivo para X. campestris pv. viticola (PEIXOTO
et al., 2006); contém a rifampicina para resgate do isolado mutante Xcv2®' e o
fungicida azoxystrobim, que né@o inibe o patogeno e evita contaminagdes fungicas. O
meio foi denominado NYDAM + rifampicina + azoxystrobim. Com relagdo a eficacia
de meios de cultura, WYDRA et al. (2004) encontraram valores de 45,6 ¢ 188,6% para
X. campestris pv. vignicola em meio cefazolina-celobiose-metionina, enquanto
TOUSSAINT et al. (2001) relataram indices de 5,7 a 30,7% para X. campestris pv.
vitians em meio maltose-verde metil. Nos dois tratamentos em que o tiofanato metilico
foi adicionado, a eficidcia foi muito baixa demonstrando o efeito inibitorio deste
fungicida sobre Xcv2® (Tabela 1). Tal fato indica a necessidade de avaliagdo do efeito
de fungicidas em meio de cultura elaborados para a detecgdo de bactérias
fitopatogénicas, pois a adi¢gdo de um fungicida que tenha efeito inibitorio sobre a
bactéria a ser detectada pode levar a obteng@o de dados incorretos.
Sobrevivéncia de Xcv2®' em tecidos infectados de videira na superficie do solo em
microparcelas

Nos primeiros 30 dias de experimentagdo, a temperatura média do ar e do solo e
a umidade relativa do ar foram de, respectivamente, 27,4+1°C; 38,3+4,4°C e 49+3,4%.
Apbs o sombreamento da area experimental, foi verificada uma redugéo consideravel na
temperatura do ar (23,24+0,95°C) e do solo (28,4+1,27°C), como também um aumento na
umidade relativa do ar (61+£7,3%), condigdes microclimaticas mais amenas e

semelhantes as que ocorrem em parreirais comerciais. Durante os 80 dias do
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experimento, Xcv2RT foi detectada em tecidos infectados de videira, com populagdes
variando entre 10% a aproximadamente 10°UFC g' de tecido infectado (Figura 2).
Infere-se que o patogeno € capaz de sobreviver em altas populagdes em restos de poda
de videira infectados durante pelo menos 80 dias do ciclo da cultura, constituindo fonte
de indculo primério para plantas sadias. Em condigdes de laboratério, NASCIMENTO
et al. (2005), observaram que X. campestris pv. viticola sobreviveu até 150 dias em
folhas de videira herborizadas mantidas a temperatura ambiente de laboratorio
(25£2°C). CHANG et al. (1992) verificaram que Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis sobreviveu por 210 dias com populagio de 10’UFC g de tecido
infectado, em restos de cultura de tomate infectados na superficie do solo. Entretanto,
FATMI & SCHAAD (2002) observaram que o mesmo patégeno sobreviveu em restos
de caule na superficie do solo por 314 dias, em populag¢des variando entre 10°-10°UFC
g de tecido infectado. J4 BARAK et al. (2001) verificaram que X. campestris pv.
vitians sobreviveu em restos culturais de alface colocados sobre o solo por até 120 dias
com populagio de 10°UFC g de tecido infectado.

Nos primeiros 32 dias foi observada redugdo mais acentuada na populagdo de
Xev2Rif (Figura 2), que pode estar associada as condi¢gdes ambientais, pois durante este
periodo a temperatura méxima do ar e do solo foi em média 34,2°C+1,5 e 46,5°C+6,5.
MCCARTER et al. (1983) trabalhando com P. syringae pv. tomato ¢ JONES et al.
(1986) trabalhando com X. campestris pv. vesicatoria, concluiram que altas
temperaturas do ar e do solo desfavorecem a sobrevivéncia bacteriana em restos de
cultura. No presente estudo, dos 32 aos 64 dias observou-se uma quase estabilizag¢&o dos
niveis populacionais do patégeno, provavel resultado do sombreamento da darea
experimental, pois ocorreu redugdo da temperatura do ar (23,2+0,95°C) e do solo

(28,4+1,27°C) e aumento na umidade relativa (61£7,3%). O aumento da umidade
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relativa ndo influenciou a decomposi¢do dos tecidos, pois foi observado durante todo
experimento que a superficie do solo secava rapidamente, mesmo apds o
sombreamento. Outro declinio na populagdo do patégeno foi verificado entre 64 e 80
dias, coincidindo com o inicio da ocorréncia de precipitagdo pluviométrica (48mm em 7
dias). ARNAUD-SANTANA et al. (1991) verificaram que o declinio da populagdo de
X. campestris pv. phaseoli em restos culturais de feijoeiro depositados na superficie do
solo, coincidiu com o periodo de alta precipitagdo, embora este fato ndo tenha afetado a
decomposigdo dos residuos. Restos culturais depositados na superficie do solo estdo
menos expostos a microrganismos antagonistas do que os incorporados ao solo
(GILBERTSON et al., 1990). Um dos efeitos da chuva € a deposi¢do de solo sobre os
restos culturais, o que pode aumentar a exposi¢do dos residuos a antagonistas e
proporcionar um declinio na populagdo do patégeno. GILBERTSON et al. (1990)
atribuiu a eliminagdo de X. campestris pv. phaseoli de restos de feijoeiro no solo, a
sensibilidade desta bactéria a microrganismos antagonistas presentes no solo. Segundo
Zhao et al. (2002) X. campestris pv. armoraceae e P. syringae pv. maculicola
resistentes a rifampicina sobreviveram em restos de cultura de nabo e couve na
superficie do solo durante 4 meses, ndo sendo mais detectados apds 5 meses, quando os
restos culturais estavam totalmente decompostos. GRAHAM et al. (1987) verificaram
que Xanthomonas axonopodis pv. citri sobreviveu até 120 dias em folhas lesionadas de
laranjeira, acondicionadas na superficie do solo, em condi¢des de campo. Apds 85 dias
as folhas estavam intactas e a populagio bacteriana foi de 10*UFC lesdo foliar™.

Uma répida perda de peso dos tecidos infectados de videira em fungdo da
desidratag@o foi verificada nos primeiros oito dias (Figura 2), seguindo-se uma lenta
decomposigdo até a Gltima avaliagdo. Isto pode explicar a sobrevivéncia do patogeno

durante os 80 dias de avaliagdo, o que foi comprovado pela correlagdo negativa (-0,85),
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obtida no teste de Pearson (P<0,05), entre numero de UFC g"' de tecido infectado e
percentual de decomposigdo.

As equagdes: UFC = 6,7 — 0,11tempo + 0,0024temp02 - 0,000018temp03
(R*=0,980) e DTI = 0,75 + 36,9tempo'” — 6,3 1tempo + 0,34tempo'? (R?=0,986) foram
as que melhor se ajustaram para descrever a variagdo na sobrevivéncia de Xcv2"' e
decomposigdo em tecidos infectados de videira, respectivamente (Figura 2).
Sobrevivéncia de Xcv2®' em tecidos infectados de videira durante o processo de
compostagem

As curvas de temperatura média das pilhas de compostagem mostraram que a
fase termofilica teve duragdo de 23 dias, sendo que em 17 destes foram observadas
temperaturas superiores a 60°C (Figura 3). As altas temperaturas e a longa fase
termofilica encontradas podem ser fatores pelos quais Xcv2®' ja aos 10 dias ndo foi
detectada no material infectado. Segundo YUEN & RAABE (1984), a compostagem
aerébica em pequena escala de restos de jardim e plantas condimentares infectadas por
Armillaria mellea, Rhizoctonia solani e Verticilium dahliae foi capaz de eliminar estes
patégenos em 21 dias. No mesmo trabalho foi verificado que esclerécios de Sclerotium
rolfsii quando compostados exclusivamente nas bordas das pilhas também perderam a
viabilidade em 21 dias. As temperaturas no centro dessas pilhas de 0,7m> alcangaram
70°C e se mantiveram por 10-14 dias acima de 45°C. HOITINK et al. (1976)
observaram a eliminag@o de Phyrophthora cinnamoni e Pythium irregulare infectando
coroa e raizes de rododendro, R. solani causando infec¢do em beterraba agucareira e
Dickeya chrysanthemi infectando fragmentos de crisdntemo, quando estes materiais
vegetais foram compostados com tecido corticoso de arvores lenhosas. SUAREZ-

ESTRELLA et al. (2007) observaram que Pectobacterium carotovorum subsp.
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corotovorum, P. syringae subsp. syringae, R. solanni e P. ultimun foram eliminados em
9 diferentes zonas de pilha de compostagem entre 48 e 120 h, independentemente da
localizag@o. Além disto, em duas zonas que ndo diferiram com relagdo as altas
temperaturas (43,7 e 45,4°C) houve diferenca nos valores de persisténcia dos patogenos.
Tal fato confirma que a eliminagéo de fitopatégenos de residuos culturais por meio da
compostagem ndo estd associada somente as altas temperaturas alcangadas durante o
processo. ELORRIETA et al., (2003) observaram que as bactérias fitopatogénicas P.
carotovorum subsp. carotovorum, X. campestris pv. vesicatoria e P. syringae pv.
syringae foram eliminadas em menos de trés dias de compostagem de uma mistura de
restos de cultura de pimentdo, feijio e meldo, e que as mesmas apresentaram baixa
resisténcia a altas temperaturas. No presente trabalho ndo se pode dizer por quanto
tempo Xcv2R sobreviveu, pois a primeira amostragem foi somente aos 10 dias.

Compostos fenodlicos totais foram encontrados nas pilhas de compostagem em
uma concentracdo média de 0,013%. Estes compostos, mesmo em baixas concentragdes
sdo capazes de erradicar microrganismos. ELORRIETA et al. (2003) verificaram que
0,01% de vérios compostos fendlicos purificados foram suficientes para inibir o
crescimento de X. campestris pv. vesicatoria, P. carotovorum subsp. carotovorum e P.
syringae pv. syringae.

Cinco isolados bacterianos capazes de inibir Xcv2® foram detectados em altas
populagdes, 1,0 a 10,0 x 10*UFC g"' de composto. Quatro destes foram identificados
utilizando o método de ésteres metil dos acidos graxos - FAME como: Acinetobacter
calcoaceticus, Paenibacillus lentimorbus, P. macerans e Bacillus megaterium (Tabela
2). Os géneros Bacillus e Paenibacillus sdo considerados bons agentes de controle

biolégico de fitopatogenos. Dentre as espécies destes géneros, B. megaterium, P.

lentimorbus e P. macerans se destacam por produzirem substdncias capazes de inibir
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microrganismos causadores de doengas de plantas (LUZ, 1996; GARDENER, 2004),
como verificado por Chen et al. (2002) para P. lentimorbus isolado CBCA-2 que
produziu um potente fungicida microbiano contra Botryosphaeria dothidea em pistache,
sendo capaz de inibir 100% da germinagdo de picnidiosporos apés 24 horas. Bacillus
megaterium isolado 1-13 produziu o antibidtico micrococinina, com atividade em
membranas celulares de bactérias Gram positivas e negativas (KLEINKAUF & VAN
DOHEREM, 1985). Paenibacillus macerans foi capaz de proteger sementes de trigo
contra Bipolaris sorokiniana e Drechslera tritici-repentis, além de proteger plantas
contra a podriddo comum das raizes (LUZ, 1996).

De 13 isolados fungicos obtidos do composto, trés produziram metabolitos
toxicos a Xcv2®', sendo as culturas identificadas pelo Departamento de Micologia da
UFPE como: Aspergillus fumigatus, Emericela nidulans e E. nidulans var. acristata.
Em trabalho recente, SIBOUNNAVONG et al. (2008) verificaram que o composto
bioativo SKP02 de Emericela nidulans adicionado ao meio de cultura BDA nas
concentragdes de 100 a 1000pg mL™" inibiu o crescimento micelial e a esporulagio de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, apds cinco dias de incubagdo. O grupo
Aspergillus compde-se das principais espécies de microrganismos produtores de
enzimas de interesse alimenticio e produtoras de micotoxinas, entretanto existem poucas
informagGes sobre o potencial deste género como agente de controle de doengas de
plantas. SOUZA et al. (2004) verificaram que isolados de A. niger, endofiticos de
plantas toxicas da Amazonia, produziam metabdlitos toxicos capazes de inibir Bacillus
sp., B. subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Os resultados obtidos permitem afirmar que restos de poda infectados de videira,
sdo fonte priméria de indculo de Xcv em parreirais situados no Submédio S@o

Francisco, devendo ser manejados de forma correta. O processo de compostagem foi
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capaz de eliminar Xcv de tecidos de videira infectados, constituindo uma maneira viavel
e segura de manejar estes residuos em parreirais, sem perigo de sobrevivéncia do
patégeno e sem que haja a perda de uma importante fonte de matéria orgédnica para a

cultura.

CONCLUSOES

Xanthomonas campestris pv. viticola foi capaz de sobreviver em altas
populagdes, 10* a 10° UFC g, por pelo menos 80 dias em tecidos infectados de videira
na superficie do solo. O processo de compostagem foi capaz de eliminar Xcv de tecidos

infectados de videira em 10 dias.
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Figura 1. Crescimento de Xanthomonas campestris pv. viticola, isolados selvagem

Xcv2 e mutante Xev2®' em meio de cultura Caldo nutritivo-dextrose-extrato de

levedura (NYD).
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Tabela 1. Eficicia do meio de cultura Agar nutritivo-dextrose-extrato de levedura

(NYDA) acrescido de antibioticos e fungicidas para estudos de sobrevivéncia de

Xanthomonas campestris pv. viticola, mutante Xcv2R'

Meio de cultura + antibio6ticos + fungicidas Eficacia (%)
NYDA + rifampicina + azoxystrobim' 68,75% a
NYDA + rifampicina + ampicilina + azoxystrobim 53,15a
NYDA + rifampicina + tiofanato metilico 8,80 b
NYDA + rifampicina + ampicilina + tiofanato metilico 6,84 b
C.V. 12,38

"Médias de cinco repetigdes; ritampicina (0,1g L™); azoxystrobim (0,16g L™); ampicilina (0,1g L™ ); tiofanato
metilico (0,7g L™'); *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Dados originais transformados em Vx + 1, para efeito de anélise.



Tabela 2. Populagéo de espécies de bactérias antagonistas a Xanthomonas campestris
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pv. viticola mutante Xev2h do composto resultante da compostagem de restos de poda

de videiras, aos 80 dias, Petrolina, PE, janeiro, 2007.

Isolado Espécie Populacio (x 10° UFC g")
1 Acinetobacter calcoaceticus 7,5
2 Paenibacillus lentimorbus 1,0
3 P. macerans 2,0
4 Nao identificada 10,0
5 Bacillus megaterium 1,0
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Conclusdes Gerais

1. O cultivo de explantes com 3 mm possibilitou a obten¢do de plantas livres de
Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) e com maior regeneragdo do que

explantes com 1 mm de comprimento;

2. A termoterapia de mudas infectadas associada ao cultivo in vitro ndo foi

eficiente na eliminagdo de Xcv;

3. O cultivo de explantes com 10 mm durante 40 dias em MGM-+cefotaxima

(300 mg L") proporcionou limpeza clonal das mudas;

4. A indexagdo de plantas de videira regeneradas in vitro quanto a infecg¢@o por
Xcv utilizando NYDAM ¢ uma alternativa econdmica e eficiente para produgdo de

plantas selecionadas;

S. O meio de cultura NYDAM + rifampicina + azoxystrobim foi eficiente para

resgatar Xcv de tecidos infectados de videira, na superficie do solo;

6. Xcv foi capaz de sobreviver em altas populagdes em tecidos infectados de
videira na superficie do solo, durante pelo menos 80 dias, constituindo fonte de
inéculo primério para plantas sadias, em parreirais situados no Vale do Submédio

Sao Francisco;

7. A decomposigdo dos tecidos infectados de videira na superficie do solo

reduziu a sobrevivéncia de Xcv;

8. O processo de compostagem foi capaz de eliminar Xcv de tecidos infectados

de videira em 10 dias;

9. A compostagem de restos de poda constitui uma maneira viavel e segura de

manejar estes residuos em parreirais, sem perigo de sobrevivéncia do patégeno.




