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Apresentacao

As bactérias fitopatogénicas caracterizam-se com@muupo de organismos
capazes de causar severos prejuizos a producé@olagracional e mundial. Em
regibes tropicais, as condi¢cdes climaticas preealies favorecem a ocorréncia
de diversas fitobacterioses que comprometem a pvathde e a produgéo de
vérias culturas, provocando prejuizos consideréagiagronegdcio. Portanto, a
busca pelo entendimento das caracteristicas eitagepidemiolégicas e por
medidas de controle que sejam importantes paranejmade fitobacterioses, sdo
0s parametros que norteiam os estudos fitobadigiems na busca de uma
agricultura mais equilibrada.

Visando propiciar ao leitor uma visao aprofundaaea ciie ha de mais
avancado para deteccao e identificacdo de fitobhastdem como para o manejo
de importantes fitobacterioses tropicais, a preseabra tenta compilar
informacBes relevantes construidas ao longo doss goelos principais
fitobacteriologistas brasileiros. Além disso, afimacdes aqui contidas serdo
de grande valia para utilizacdo por produtores amités, bem como para
professores e estudantes de Fitopatologia e, solordtitobacteriologia.

Agradecemos sinceramente aos autores e coautatedigeo pelo empenho
e comprometimento na elaboragdo dos capitulos e amnisSdo de
Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (CAPPBS8lo fomento
concedido para elaboracéo desta obra.

Os Editores
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Historico da Bacteriologia de Plantas no Brasil

Rosa de Lima Ramos Mariano
Elineide Barbosa de Souza

1. Introducao

O objetivo deste trabalho é resgatar a historibadaeriologia de plantas no
Brasil desde o seu descobrimento até agora. Seratenpdo de ser completa,
esta revisdo aborda os principais marcos e noméstotacteriologia brasileira,
contidos em literatura nacional e internacionalscte a polémica sobre a
primazia do relato da primeira fitobacteriose nondw e revela sintomas da
podriddo negra no Brasil ainda em 1640. Comentgroneiros passos na
fitobacteriologia dados por fitopatologistas quedsdicaram nédo s6 as doencgas
causadas por fungos, virus e nematoides, mas tarioéelas causadas por
bactérias. Relata ainda os diversos nucleos deafiteriologia no pais e por fim,
a literatura sobre o tema.

2. Polémica e revelacao

Desde o “descobrimento”, ou melhor, da chegadapdasigueses ao Brasil
em 22 de abril de 1500, havia aqui uma luxuriaetgetacdo e um clima tropical
guente e umido, que certamente favorecia a ocoarélecdoencas causadas por
grande diversidade de agentes fitopatogénicos.

A primeira doencga de plantas causada por bactadaBrasil foi relatada
pelo cientista alemaérederick M. Draenert, que chegou a Bahia, vindo da
Alemanha em 1863, indo morar num grande engenhoade-de-aglcar. L&
observou uma doenca desconhecida que destruiaaatagiies, a qual foi
denominada posteriormente, gomose, cujo agentealcara Xanthomonas

Estado da Arte em Fitobacterioses TropicaisGama, M.A.S. et al. (Eds.). 2016.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
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vasculorum(Cobb) Dows. Suas observacdes foram relatadasvista técnica
“Zeitschrift fir parasiten kunde” em Jena, Alemanh&69, ou seja, 369 anos
apos a chegada dos colonizadores. Uma traduca® tdaisalho foi publicada no
“Jornal da Bahia” nimero 4934 em 1870 e a segueplabticada nos Anais da
Academia Pernambucana de Ciéncia Agrondmica (JodaalBahia, 1970;
Moura, 2006). Este trabalho representa a primeitdicacdo no mundo de uma
fitobacteriose, ja que os de Jonathan Burril dathenl877 e 1878, sobre a
gueima da pereira, representando um direito derigdgrle de Draenert e do
Brasil (Puttemans, 1936; Moura, 2010). Entretatéoacordo com Buddenhagen
(1961) uma doenca bacteriana da banana foi relg@md&chomburg em 1840 na
Guiana, a qual Stover (1972) acreditou ser o Md@®.isto for confirmado,
Schomburg se torna o primeiro a relatar uma fittdsaase no mundo, seguido
de Draenert com a gomose da cana-de-aglcar e eerdelugar, a queima da
pereira, por Burrill (Nolla & Valiella, 1976). Estpolémica continuara até o
reconhecimento desses relatos pioneiros.

No entanto, antes desta constatacdo existiu dugtra, anterior, ndo escrita,
mas pintada em uma tela com vivas cores. Este guadrfeito por Albert
Eckhout, nascido em Groningen, Holanda (~1610-~1666), rdést&a e pintor
trazido para Pernambuco pelo principe alemdo Miaude Nassau, em 1637.
Sabe-se que os holandeses invadiram e dominararar®eunco de 1630 a 1654,
visando a producéo de acglcar do nordeste brasiteikdout retornou a Holanda
em 1644. Nestes sete anos no Brasil, produziu ckerd®0 desenhos e esbogos a
6leo, originados da observacdo direta de espéciiges encontrados em suas
excursdes pelo territério brasileiro ou ao JardiotéBico, criado por Nassau.
Estes desenhos serviram de base para grandes aeléeo, realizadas
posteriormente no Brasil ou em atelié na Holandpama tapecarias fabricadas
pela Manufatura de Gobelins, em Paris, Franca iBrig2006).

A série de doze naturezas mortas, de Eckhout, sajmea pela riqueza de
cores e detalhes das frutas e vegetais. O modo etendesenha o interior e
apresenta a textura das superficies, recorrendmtaastes poderosos de luz e
sombra, mostra grande habilidade e acuidade (Brje2@06). Assim, em seu
esforgo para captar totalmente a riqueza de dstaitsss folhas retratadas,
Eckhout pintou os sintomas da podriddo negra dasslmas em couve (Figura
1). Por que ele pintou folhas com manchas? Ser&lguedo achou folhas sem
lesdes e, portanto, mais bonitas? Isto é bem pehvama vez que nas outras
naturezas mortas de sua autoria, ndo sdo observaaiachas ou lesdes tédo
conspicuas quanto essas lesdes em V, caracterigéiqggodriddo negra. Portanto,
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fica aqui o registro escrito desta revelacdo: emO1§a existia no Brasil, no
Nordeste, em Pernambuco, a podriddo negra dasdagiss

Figura 1. Natureza morta com hortalicas, do holandés Alkeithout, 6leo
sobre tela 94 x 90 cm, pintado £1640, evidencided6es (setas) da podridao
negra das brassicas em couve.

3. Primeiros passos

Para situar a fitobacteriologia no Brasil € neagssélembrar um pouco da
histéria da fitopatologia. Grandes nomes de pioseia exemplo de Arsenio
Puttemans, Octavio de Almeida Drumond, Josué AogDstslandes, Gregorio
Bondar, Celeste Gobatto, Julio Franco do Amarahefio Ronna, Augusto
Chaves Batista, Dom Bento Pickel e Bento Dantammefitopatologistas ou
fitossanitaristas, dedicados principalmente as ¢iencausadas por fungos
fitopatogénicos, mas que muito contribuiram conit@bécteriologia e foram
sucedidos por fitopatologistas especializados &bdtterioses, inicialmente em
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Piracicaba, Lavras e Vicosa, e posteriormente enosulcleos espalhados pelo
Brasil.

Arsénio Puttemans(1873-1937), arquiteto, boténico e paisagistaceiasa
Bélgica e veio para o Brasil, integrando-se ao #fémio da Agricultura (Figura
2). Interessando-se por doengas do algodoeironadssi em 1905, na sesséo
comemorativa da morte de Linneu, na Sociedade ifieantde Sao Paulo, a
existéncia no Brasil da bacteriose das folhas eulbap, causada por
Pseudomonas malvacearusmith Xanthomonas citrsubsp.malvacearum(ex
Smith) Schaad et al.) (Puttemans, 1936). Em 191gowerno federal instalou
um laboratério de fitopatologia no Museu Nacion#, Rio de Janeiro, onde
Puttemans foi o primeiro diretor (Nolla & Valiella976). O primeiro professor
de fitopatologia no Brasil foi Garcia Redondo (Potans, 1936) que ministrou
esta disciplina no curso de Agricultura da Escadéitétnica de Séo Paulo, de
1893 a 1899. Puttemans ministrou este curso de 4980 (Nolla & Valiella,
1976). Em 1936, Puttemans participou da | Reunidd-ilopatologia que se
realizou no Brasil, na sede do Jardim BotanicoRimode Janeiro, apresentando
quatro trabalhos importantes (Moura, 2006).

Octavio de Almeida Drumond (1912-2001) (Figura 2), natural da cidade
do Rio de Janeiro, formou-se em Agronomia em 198k @ntiga Escola
Superior de Agricultura e Veterinaria de VicosajahtUniversidade Federal de
Vicosa (UFV). Foi professor naquela Instituicaonistrando aulas de Botanica,
Horticultura e Fitopatologia. Realizou vérios temimentos no exterior,
destacando-se o de um ano, na Potato Experimeatal Ba Universidade de
Cambridge, UK. Participou da | Reunido de Fitopai@ que se realizou no
Brasil, em 1936, na sede do Jardim Botanico, nodeidlaneiro. A partir de
1949, trabalhou no Instituto Agronémico de Minasraie (IAMG-MA), nos
laboratérios de Fitopatologia de Seropédica — RJ,Sdrvico Nacional de
Pesquisas Agron6micas (SNPA), na Empresa Brasilalm Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), que substituira o SNPA eprEsa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), nas Fazengggerimentais de
Felixlandia, Maria da Fé e Lambari, onde consturuinfectario para estudar a
murcha bacteriana da batateira, causad&peudomonas solanacearBmith)
Smith (Ralstonia solanacearunfSmith) Yabuuchi et al.), dando énfase ao
controle com rotacdo de culturas, produtos quimicesiduos organicos e
métodos culturais. Drummond demonstrou a eficiociaisb de gramineas em
rotacdo com a cultura da batata e da pratica dalagfio do solo, por um a dois
meses, no controle parcial ou total da murcha haote (Drummond, 1997).
Também estudou 4. axonopodigpv. malvacearun(Smith) Dye Kanthomonas
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citri subsp. malvacearum (ex Smith) Schaad et al.pm Minas Gerai
(Drummond, 1957).

Figura 2. Arsénio Puttemans, Dom Bento José Pickel e OctdeicAlmeida
Drummond.

Josué Augusto Deslandeformouse engenheiro agrdnomo na 162 turm
Escola Superior de Agricultura de Lavras em 1928.1936, na | Reuniéo ¢
Fitopatologistas do Brasil relatou a ocorréncia rdarcha bacteriana e
bananeira nanica no litoral paulista em 1931. Bm&ur os silomas da doenga,
gue mais tarde seria chamada de Moko e disse solepesudato bacterian
“exsudamse gotas espessas de um liquido baco, produto iddade das
bactérias”, que seriam de espécie afim Bhrterium solanacearur(Smith)
Smith. Comentou que, provavelmenteCosmopolites sordid Germ seria um
dos seus transmissores. Recomendou a erradicactmuckdiras doentes, cc
corte das plantas e rega com 6leo mineral, passsar a decomposicdo, rotas
de cultura e cobertura com cal virgem em aboo@dé (Deslandes, 193
Gongalves, 1936)

Celeste Gobattorelatou na | Reunido de Fitopatologistas do Bras
ocorréncia no Rio Grande do Sul da bacteriose dokas da videira, causa
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pela Bacterium uvaeCuggini & Machiatti, nas variedades Pirovano 424 4
(Gobatto, 1936).

Julio Franco do Amaral, paulista, trabalhou no Instituto Bioldgico de Séo
Paulo (IB) com Agesilau Antbnio Bitancourt e Vedda Victoria Rossetti.
Publicou trabalhos sobre fitobacterioses em gergelafeeiro e citros (Amaral,
1942; Amaral, 1945; Amaral, 1951; Amaral, 1956; Aahal957).

Ernesto Ronnag professor de fitopatologia da Escola Eliseu Madie
Pelotas, em seu “Primeiro catalogo dos parasitgsetais encontrados até hoje
nas culturas do Rio Grande do Sul”, 1943, citowap@imeira vez a espécie
Agrobacterium tumefaciensSmith & Towsand Rhizobium radiobacter
(Beijerinck & van Delden 1902) Young et al.) causariumores em raizes de
vérias plantas.

Augusto Chaves Batista (1916-1967), natural de Santo Amaro da
Purificac@o, Bahia, famoso micologista, tambémtoeladoencas causadas por
bactérias no estado de Pernambuco. Foi professdnidarsidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) a partir de 1946 e atuounstituto de Pesquisas
Agrondmicas de Pernambuco (IPA), hoje Instituto okgmico de Pernambuco
(IPA) até 1951, como chefe da Secéo de Fitopa@l@g marco de 1954 até sua
morte em 1967 foi diretor do Instituto de Micologia Universidade do Recife
(IMUR) atual Departamento de Micologia da Univeesld Federal de
Pernambuco (UFPE), onde deixou extensa Micotecig, ¢tltamada Micoteca
URM, Maria Auxiliadora de Queiroz Cavalcanti, reagasla no Commonwealth
Mycological Institute (CMI) com o titulo URM (Univeidade do Recife,
Micologia) e filiada ao World Directory of Colleotis of Culture of
Microrganisms (WFCC) sob o N° 604 (Maia & Moural3l A galha em coroa
em cultivos de roseira no Recife, a podriddo baotarem plantios de pimentéo
e alho, e em bulbos de alho armazenados, na BaRaraba, entre outras
fitobacterioses, foram descritas em seus trabalf®sicipais doencas das
plantas em o Nordeste” (Batista, 1946; Batista,719A murcha bacteriana das
solanaceas, mancha angular do algodoeiro, escaidadgomose da cana-de-
acucar, entre outras, foram relatadas no capitlloeficas causadas por
bactérias”, em seu extenso “Tratado de Fitopatafogiom 970 péaginas
mimeografadas (Batista, 1953).

Dom Bento José Pickel(1890-1963), da Ordem de S&o Bento (O.S.B.),
nasceu em Margenheim, na Alemanha, e faleceu emPaét (Figura 2).
Emigrou para o Brasil em 1908, desembarcando ndeReccursou Filosofia e
Teologia em Olinda. Ordenou-se monge beneditind&kema, em 1913. Junto a
outros monges beneditinos, sob a direcdo de D.oFRdeser, entdo Abade do
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Mosteiro de Séo Bento, criaram as Escolas Superaeedgricultura e Medicina

Veterinaria Sdo Bento, célula-mater da atual UFRPE1912. De 1914 a 1936,
foi professor de Botanica, Fitopatologia e Entorg@p e também diretor da
Escola Superior de Agricultura S8o Bento (ESA), Eapera, Pernambuco. Na
sua “Lista das moléstias e dos fungos parasitétass plantas cultivadas em
Pernambuco”, apresentada na Primeira Reunido dedtitiogistas do Brasil,

nao citou nenhuma doenca bacteriana, talvez par esais interessado nas
doencas fungicas. Tornou-se Assistente Técnic®derh 1938, onde foi colega
de Julio Franco do Amaral, na Secdo de Fitopataldgoi distinguido com o

titulo de “Professor Benemérito da UFRPE” pelos $&ttmos Superiores da dita
Universidade, em 1962. Publicou 113 trabalhos dos&re coletou plantas nos
Estados do Poligono das Secas, quando Profesd8MAacolecao continuada
em Sao Paulo. Organizou um herbario composto @@05tens, pertencente ao
IPA, sob o nome de “Herbarium Pickel”. Dom Bentokei é patrono da cadeira
n. 8 nas Associacdes Pernambucana e Brasileiraéaei& Agrondémica, ambas
sediadas em Recife.

Bento Dantas de Oliveira pernambucano, foi técnico fitossanitarista e
diretor do Instituto de Pesquisas e Experimentagropecuarias do Nordeste,
IPEANE. Fundou o Laboratério de Fitopatologia dstilmto Agrondmico do
Norte em 1945, atualmente Embrapa Amazénia OrieB&lem, PA (Embrapa,
2001). Mais conhecido como Bento Dantas, citou cal“rdas soqueiras”
ocorrendo em canas P0OJ2878 e CP27-139 em Pernanibactas, 1956),
escreveu sobre a escaldadura da cana-de-agUcaP®8n(Rantas, 1958) e a
histéria da gomose da cana-de-aglcar em Pernanduwm Brasil, dando o
crédito de primazia ao alemdo F. M. Draenert, natgedesta doenca como a
primeira fitobacteriose relatada no mundo (Dant&5,0a e 1970b). A gomose
da cana-de-acucar foi relatada em 25 paises eutsmendémica no Brasil pelo
uso de variedades resistentes (Caminha Filho, 1#36)Pernambuco, quando
principal produtor de acucar do Brasil, a gomoseefadémica durante varias
décadas, mas posteriormente, ndo causou perdadnacan (Tokeshi & Rago,
2005), ndo mais sendo encontrada em Pernambuoo Brasil.

4. NUcleos em Sao Paulo

O IB foi a primeira instituicdo a realizar pesqsisam bactérias patogénicas
aos citros, dentre as demais doencas dessa culiitese destacados
fitopatologistas e fitobacteriologistas pioneirasexemplo de Agesilau Antdnio
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Bitancourt, Dom Bento Pickel, Julio Franco do AnhagaVeridiana Victoria
Rossetti.

Agesilau Antbnio Bitancourt (1899-1987) (Figura 3), filho de Lauro
Baptista Bitancourt e de Maria Luiza Pereira daveBBitancourt, nasceu em
Manaus, mas um més depois sua familia mudou-se g@aFaanca, onde
posteriormente, titulou-se como Engenheiro Agronopelo Institut National
Agronomique de France e na Universidade de Pasifjo8ne como “Licencié-
es-Sciences” e “Docteur-és-Sciences”. De 1926 &8 I8dipou a cadeira de
Botanica, Fitopatologia e Microbiologia da Escolg&rior de Agricultura Luiz
de Queiroz (ESALQ), hoje denominada Escola SupegoAgricultura Luiz de
Queiroz — Universidade de Séao Paulo (ESALQ-USP)Pénaicicaba, Sdo Paulo
(Reboucas, 2005). A contratacdo de Bitancourt palg, em 1931, marcou o
inicio da pesquisa de citros na Secdo de Fitomgitole Entomologia, sendo
identificadas varias doencas das laranjeiras (Rip2D11). Em 1957, Bitancourt
identificou a bactérix. campestrigv. atri (ex HassePye (X. citri subspcitri
(Gabriel et al. Schaad et al.), agente do cancro citrico, em naaiesletado por
Celso Ferraz de Oliveira Santos na regido de RmatsidPrudente, S&do Paulo
(Rossetti, 1995). Com o seu dinamismo e entusiasanfifopatologia e a
fitobacteriologia tomaram grande impulso que foitepaializado com a
contratacdo de Veridiana Victéria Rossetti paraBp ém 1941. A rapida
expansdo da cultura da laranja trouxe consigo oeatomdos problemas
fitossanitarios, e 0 cancro citrico comecou a ssetninar. O 1B promoveu
entdo, uma grande campanha fitossanitaria pararesita chegada a regiao
exportadora de laranja, pois o cancro citrico @wastdos regulamentos
fitossanitarios internacionais, 0 que autorizava pmises a proibirem a
importacdo a partir de locais contaminados (Rihel!@97). Pela sua grande
contribuicdo a fitopatologia, Bitancourt recebewntde varios prémios, o seu
nome no Museu de Fitopatologia “A. A. Bitancourtlp IB, homenagem de
Victéria Rossetti em 1966; o titulo de “Fellow danérican Phytopathological
Society”, USA, em 1976; e biografias escritas pelgila Victéria Rossetti
(Rossetti, 1975; Rossetti, 1987). Bitancourt aptmsese em 1969.

Veridiana Victoria Rossetti (1917-2010), nasceu em 15 de outubro de
1917, em Santa Cruz das Palmeiras, S&8o Paulo, diflsaitalianos Lina e
Thomaz Rossetti. Foi a primeira engenheira agrorfommaada pela ESALQ em
1939 e trabalhou de 1941 a 1987 no IB (Figura 3)mibando os idiomas
italiano, inglés, francés, alemao e espanhol, @émortugués, Victéria Rossetti
foi destaque por todos os paises em que trabalticidria Rossetti, ou "Vicky",
como era carinhosamente chamada pelos amigos gasal® IB, aposentou-se
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oficialmente em 1987, aos 70 anos de idade. A@maentadoria, continuoia
ativa até 2000 e deixou um grande legado de caomtiibs a pesquis
fitopatologica no Brasil, em especial a citricudtue a fitobacteriologia. Victori
Rossetti dedicou varios anos ao estudo de doergastrbs, a exemplo ¢
gomose, tristeza, exocortéeprose e declinio. Em 1987, quando ocorre
clorose variegada dos citros (CVC), nome dado ppaeloenca popularmer
conhecida por “amarelinho”, Victria Rossetti, joaentada, formou o Gruj
de Trabalho sobre CVC, unindo pesquisadores datuto Agronémico de
Campinas (IAC), da Sucocitrico CUTRALE Ltda., da o@tenadoria d
Assisténcia Técnica Integral (CATI), do Fundo defeBa da Citricultur:

(FUNDECITRUS), do IB e do Institut National de lad¢herche Agronomiqt
(INRA) (Rossetti, 1995).

L

Figura 3. Victéria Rossetti no Instituto Bioldgico, AgesilaA. Bitancourt €
Victoria Rossetti.

Relatou Eduardo Feichtenberger, considerado paoiécRossetti “coleg
e dileto filho espiritual” (Rossetti, 1995): “Viaid Rossetti temia que a doer
fosse o temivel “greening”, que ainda ndo chegar8msil” (Ribeiro, 2011)
Assim, enviava mateal dos experimentos, por correio, para Joseph Meoie
e Monique Garnier, do INRA, que utilizavam a miomgia eletrénica, pa
localizar bactérias no floema ou no xilema dastpgnEm janeiro de 1990,
parceria do grupo de trabalho sobre CVC resufta descoberta da etiologia
doenca, quando uma bactéria foi observada no xienkranjeiras infectad:
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por M. Garnier, descartando a hip6tese de “greéngggndo um marco histérico
da Fitobacteriologia no Brasil (Rossetti et al9@p(Figura 4).

No Brasil, o primeiro isolamento desta bactéria rieslizado em agosto-
setembro de 1990 pelo fitobacteriologiBiai Pereira Leite JUnior, no Instituto
Agronémico do Parana, IAPAR. Em fevereiro de 1993postulados de Koch,
para essa doenca, foram completados pelo grupo Me Bové na Franca e de
Richard Lee, na Flérida (Rossetti, 1995). Aindaseeano, Victdria Rossetti
constatou a participacdo das cigarrinhas da far@iliadellidae como vetores,
fornecendo subsidios para o controle da doencalriémte, em 1987, o género
e espécie da bactéria foram denominados por WedtlslaboradoresXylella
fastidiosaWells et al. X. fastidiosasubspfastidiosa(Wells et al.) Schaad et al.).

C. R. Acad. Sci. Paris, t. 310, Série I1I, p. 345-349, 1990 345

Pathologie végétale/Plant Pathology

Présence de bactéries dans le xyléme d’orangers atteints
de chlorose variégée, une nouvelle maladie des agrumes
au Breésil

Victoria Rosserti, Monique GARNIER, Joseph Marie Bove, Maria-Julia-Gobbo BERETTA,
Ana Regina Rocha TEIXEIRA, José Antonio QUAGGIO
et Jose Dagoberto DE NEGRI
Résumé — Une nouvelle maladie des agrumes, la chlorose variégée, est apparue au Brésil en 1987.

Cette maladie se répand rapidement suggérant une transmission par insecte vecteur. Nous reportons
ici la mise en évidence de bactéries dans le xyléme des orangers affectés.

Occurrence of xylem-restricted bacteria in sweet orange trees affected by chlorotic
variegation, a new citrus disease in Brazil

Abstract — A new disease of citrus, chlorotic variegation, appeared in 1987 in Brazil. The rapid
spread of this disease suggests insect transmission. We report here the presence of bacteria in the
xylem of affected sweet orange trees. z t

Figura 4. Résumé e abstract do artigo cientifico publicadio\ictéria Rossetti
e colaboradores sobre a etiologia bacteriana dasdo/ariegada dos citros.

Junto a Victéria Rossetti, trabalharam alguns normaportantes da
fitobacteriologia no Brasil, tais como, Julio Framo Amaral, Julio Rodrigues
Neto e Waldemar Atilio Malavolta JinioMaiores detalhes sobre a intensa vida
profissional e familiar de Victéria Rossetti podesar encontrados em sua
autobiografia, escrita em estilo leve e prazer@sa p leitor (Rossetti, 1995).

Em setembro de 1997, a Fundacdo de Amparo a PestpiEstado de Sdo
Paulo (FAPESP) aprovou o projeto de sequenciandmigenoma completo de
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X. fastidiosasubspfastidiosa A publicacao no periddico Nature, em 2000, com
115 autores (Simpson et al., 2000), elevou o Beapibsicédo de primeiro pais do
mundo a decifrar o cédigo genético de uma bacfiopatogénica, outro marco
na fitobacteriologia.

Julio Rodrigues Netq natural de Tupa, Sdo Paulo, nasceu em 1942,
Quando ainda estudante de Agronomia em Pinhal,noode 1971, realizou
estagio de férias na Secéo de Bacteriologia dtotijizada na sede do IB, onde
comecou a se interessar pela area, que abracaufaorar em 1972. No inicio
de 1973 foi contratado para a referida Segé@ara desenvolver o projeto
“Levantamento e estudo de racas Xi@nthomonas manihotiéXanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Bondar) Vauterin et al.”. Posteriormente,
desenvolveu seus trabalhos no Laboratério de Balcigia Vegetal do Centro
Experimental do Instituto Biolégico (CEIB), em Camgs, SP (Figura 5).
Dentre os prémios que recebeu, destaca-se o PRauiista de Fitopatologia em
2000. Julio R. Neto sempre ministrou cursos de béitteriologia na
Universidade Estadual Paulista Julio de MesquitthoFi(UNESP) e na
Universidade de S&do Paulo (USP), repassando seuwlegreonhecimento aos
colegas (Vitiello & Ramires, 2010). Jilio R. Netpoaentou-se em 2012,
deixando cerca de 62 artigos cientificos publicad@sios em parceria com
ilustres colegas fitobacteriologistas do Brasilxéegor, tendo seu nome como
determinador da espécie noErwinia psidii Neto et al. 1988, sp. nov. e do
patovarXanthomonas campestgs. melonisNeto et al. 1984 (Bull et al., 2010).

Atualmente, o Laboratério de Bacteriologia Vege@ICentro Experimental
do IB é referéncia para o Brasil e outros paisasdd suporte ao produtor e
abrigando a Colecao de Culturas de FitobactériasBddColecdo IBSBF. A
Colecédo IBSBF foi idealizada e criada por Julio Nieto em 1980, com a
colaboracéo do IAC. E registrada na World Fedematib Culture Collections
(WFCC) e possui 3,3 mil linhagens de bactériapéitogénicas, representadas
em 234 espécies e subespécies distribuidas em @&ogé Com base no
Catélogo da Colecado IBSBF
(http://lwww.biologico.sp.gov.br/pdf/IBSBFcolecaofpd e
http://www.biologico.sp.gov.br/ pdf/catalogo_IBSBHf), muitas universidades
e centros de pesquisa do Brasil e do exterioritoticisolados bacterianos para
dar suporte aos seus estudos.

Em substituicdo a Julio R. Neto, a nova curadoraCdkecdo IBSBF é
Suzete Aparecida Lanza Destéfano (Figura 5). Jangte, no Laboratério de
Bacteriologia Vegetal, encontram-se os conhecidmbdcteriologistas, Luis
Otavio Saggion Beriam e Irene Maria Gatti de Almaeid
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Suzete Aparecida Lanza Destéfandem licenciatura plena em Ciéncias
Bioldgicas na Pontificia Universidade Catélica dempinas (PUC Campinas).
Concluiu o mestrado em genética e biologia molecutam a dissertagao
“Introducdo do Transposon Tn5 eXanthomonas campestrs/. campestrise
andlise dos recombinantes quanto a auxotrofiggditimenicidade e aumento de
viscosidade” em 1989 e o doutorado em genéticaledia molecular, com a
tese “Isolamento e analise do clone pMV08 envolvidon a biossintese do
exopolissacarideo deXanthomonas campesttis ambos na Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), orientada por Y@mmura Rosato. E
pesquisadora do IB desde 2005. Atua na é&rea degmolmolecular e
fitopatologia, com énfase em bactérias fitopatoggie colecdo de culturas de
micro-organismos. Tem quatro pos-doutorados, semdono IB e trés na
Fundagédo Tropical de Pesquisas e Tecnologia Andreellb. Desde 1991,
publicou 27 artigos, sendo 25 com bactérias fimg@nicas e um capitulo de
livro. Formou sete mestres, dois doutores, um mdagedt e 15 alunos de
graduacdo em iniciagdo cientifica. Uma de suasdgsamrontribuicbes para a
fitobacteriologia tem sido a continuacao da Curiadda Colecéo IBSBF.

Luis Otavio Saggion Beriam(Figura 5) possui graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas pela UNICAMP (1982), mestrado em Agromifritopatologia) pela
Universidade de Sao Paulo (1986), com a dissertdadficacdo simplificada
do Virus do Enrolamento da Folha da Batata conoiitk-100", orientado por
Avelino Rodrigues de Oliveira e doutorado em Geaéé Biologia Molecular
pela UNICAMP (1998), com a tese “Serologia e efet@se aplicadas ao estudo
de Xanthomonas campestrigv. passiflorae(Pereira) Dye, agente causal da
bacteriose do maracujazeiBassifloraspp.), orientado por Tomomassa Yano.
Desde 1988 atua no IB, onde atualmente é pesquisdd®em experiéncia na
area de Fitopatologia, com énfase em fitobactagiale serologia aplicada ao
estudo de fitobactérias. Desde 2007, é professaudsp de pds-graduacédo do
IB, na area de Sanidade, Seguranca Alimentar e émtddi no Agronegécio,
onde ministra a disciplina Seminarios e colabor®ammlogia Vegetal Aplicada.
Afastado no periodo de margo de 2007 a outubrd@d@,2restando servigos de
assessoria na Agéncia Paulista de Tecnologia dosnAgodcios - APTA, da
Secretaria de Agricultura do Estado de S&o Paums$umiu o cargo de
Pesquisador Cientifico no Laboratério de Bactegi@lovegetal do 1B, Centro
Experimental de Campinas, desde outubro de 201&HRe os prémios Honra
ao mérito, Embrapa algoddo/Associagdo Paulistardéubres de Algod&do em
2009 e 2011 e o Premio Victéria Rossetti em 2015.
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Figura 5. Julio Rodrigues Neto com Suzete Destéfano, Luisvi@t&aggior
Beriam e Valdemar Atilio Malavolta Junior.

Irene Maria Gatti de Almeida é engenheira agrébnoma pela USP (197
tem mestrado em Ciéncias (Energia Nuclear na Alguia) pela USP (198(
com a dissertacdo “Efeitos do virus F éombyx mol L., 1758 (Lep.,
Bombycidae) e determinacao do local ddesi@ do RNA viral através de a-
radiografia”. E pesquisadora cientifica do IB, carande experiéncia e
fitobacterioses. Publicou 52 artigos, dos quais@it bactérias fitopatogénic:
além de 6 capitulos de livros.

Ainda em Campinas, Sao Paulo, mas mAC, encontr-se o
fitobacteriologistaWaldemar Atilio Malavolta Janior (Figura 5) Engenheiro
agrébnomo pela ESALQSP (1975), concluiu o mestrado em 1985, co
dissertacdo “Metodologia de avaliacdo de resisténde Citrus spp. a
Xanthomonas campestrigv. citri, orientado por Clélio Lima Salgado e
doutorado em fitopatologia em 1996, com a tese timricdo ao conhecimen
de bactérias do géner¥anthomonaspatogénicas a cereais de inverr
orientado por Avelino Rodrigues de Oliveira, ambts ESALC-USP. Foi
pesquisador do IB de 1977 a 1999, quando passddA@oDe 1983 a 200¢
publicou 50 artigos em periddicos e seis capitdmsvros, todos com bactéri
fitopatogénicas, um livro e trés produtos tecnalégi Coorientou um
dissertacdo de mestm@ orientou dois alunos em iniciagdo cientificamfre
atuou na area de etiologia, taxonomia, diagnoseomrale de bactéric
fitopatogénicas, tendo contribuido para o esclarecto da etiologia do canc
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bacteriano da videiraX@nthomonas campestiis. viticola (Nayudu) Dye), qu
causou grandes prejuizos a viticultura no Submédigale do Sdo Francist

Na Faculdade de Ciéncias Agrondmi€mmpus de Botucatu, Universide
Estadual Paulista (FCA/UNESP), egtatonio Carlos Maringoni (Figura 6)
formad engenheiro agrénomo em 1981, nessa mesma ig&tituConcluiu ¢
mestrado em 1986, com a dissertagdo “CaracterizaigicXanthomonas
campestrigov. vesicatoria(Doidge) Dye de pimentao e de tomateiro atravé
patogenicidade, sorologia, hidrolise de amiel sensibilidade a drogas”) €
doutorado em 1993, com a tese “DeteccdoXdathomonas campest pv.
phaseoli (Smith) Dye em sementes de feijoeiro e consequé
epidemiolégicas” pela ESALQSP sob a orientacdo de Hiroshi Kimati. T
livre-docéncia emitopatologia “Caracterizacdo de isoladosCurtobacterium
flaccumfaciengpv. flaccumfacieng resisténcia de cultivares de feijoeiro con
a murcha-desurtobacterium, 2000” pela UNESP. E professor dituem
Fitopatologia desde 2011, junto a FCA/UNESPoeetite do programa de |-
graduagcdo em agronomia (Protecdo de Plantas). &rfanchador de recursc
humanos, orientou 12 mestres e 11 doutores, alémaise de 37 alunos ¢
graduacdo em monografia ou iniciacdo cientificamTproducéo cientific
extensa, am a maioria dos trabalhos dedicados a fitobadtayi, incluindo 9¢
artigos, 14 capitulos de livros e 2 livros.

Figura 6. Antdnio Carlos Maringoni entregando placa ao me&hukichi
Kurosawa, José Belasque Junior e Alessandra Alv&edza

Na ESALQUSP em Piracicaba, a fitobacteriologia foi minide&rgoor varios
mestres: Emilio Gomide Loures (196975) da UFV, Clélio Lima Salgac
(1975-1997), Ivan Paulo Bedendo (198®t4) e a partir de 2015, por Ji
Belasque Junior (informacgéo pessoal Lilian Amo2@]6).
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O professor da ESALQ-USKRan Paulo Bedendoé engenheiro agrénomo,
com mestrado e doutorado na area de Fitopatolégiagps), todos realizados
nessa instituicdo de ensino, onde ocupa o carggordéessor titular no
Departamento de Fitopatologia e Nematologia. Com@otista visitante, fez seu
pés-doutorado junto ao Molecular Plant Pathologidratory, pertencente ao
United States Department of Agriculture, USDA/BAR@aryland, USA. Tem
se dedicado ao estudo de fitoplasmas em diverdasas) buscando aumentar
0os conhecimentos sobre o papel destes fitopatdgenosgroecossistema
brasileiro. Publicou 93 artigos cientificos, a m@iocom fitoplasmas e virus,
mas também alguns com bactérias fitopatogénicaspameria com Carlos
Alberto Lopes.

José Belasque Junioi(Figura 6)também é da ESALQ-USRProfessor de
Fitopatologia e Microbiologia. Eengenheiro gronomo (1988) e mestre pela
FCA/JUNESP (2000), com a dissertacdo “Doses e épdeasplicacdo de
nitrogénio sobre dois hibridos de milho cultivadas safrinha”, orientada por
Domingos Fornasieri Filho. Doutor em Agronomia gp#tologia) pela ESALQ-
USP (2005) defendeu a tese “Dindmica espacial doroaitrico, interacdo com
a larva minadora dos citroBlfyllocnistis citrellg e diversidade genética do seu
agente causal Xanthomonas axonopodipv. citri)”, orientada por Lilian
Amorim. Atuou na FUNDECITRUS e no Coopération Intgionale En
Recherche Agronomique Pour Le Développement, CIRAMmgressou na
ESALQ-USP como docente em 2013, mas desde 200dntéuo doutorado, ja
orientavaestudantes de graduacgdo; esde 2011formou seis mestres. Com
intensa producdo cientifica, publicou 49 artigodrés capitulos de livros,
principalmente nos temas cancro citrico e “huargjdamy” (HLB) ou “greening”
dos citros.

No Centro Avancado de Pesquisa Tecnholégica do Agybcio de Citros
Sylvio Moreira (Centro APTA Citros Sylvio MoreirdAC), Alessandra Alves
de Souza(Figura 6), tem trabalhado intensamente com hasgs dos citros,
com énfase em biofilme bacteriano, genémica furadiate plantas e micro-
organismos e interacdo molecular planta-patégeamambucana, graduada e
laureada em Ciéncias Biologicas pela Universidadédlta de Pernambuco
(1992), tem mestrado em Microbiologia Agricola p&l&P (1994) com a
dissertacdo “Mapeamento de regides genOmicas adsscia nodulacdo e
resisténcia &anthomonas campestigs/. phaseoliem Phaseolus vulgarisob
dois niveis de adubagéo nitrogenada” orientade&BpoMui Tsai; doutorado em
Genética e Biologia Molecular pela UNICAMP (2004)nt a tese “Analise
comparativa da expressdo de genes Xidella fastidiosa associados a
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patogenicidade e formacao de biofilme”, orientadiaMarcos Anténio Machado

e poOs-doutorado na Universidade da Califérnia-Begkg2009-2010). Entre

outros, recebeu o Prémio Top Ciéncia pela BASF %204 o Prémio da

Fundagdo Bunge Juventude, categoria Agronegoci@5§2@Glém do Prémio

Jovem Geneticista, pela Sociedade Brasileira detf@an Publicou 78 artigos

cientificos, um livro e trés capitulos, além de upadente e dois pedidos de
patente. Ja orientou cinco mestres, dois doutoiesy pés-doutores e 20 alunos
de graduacdo, principalmente na UNICAMP e FCA/UNESP

5. Nucleo no Rio de Janeiro

Charles Frederick Robbs(1920-2012) (Figura 7) nasceu em 18 de janeiro
de 1920, em Olinda, Pernambuco. Seu pai Fredentibfera inglés e sua mae
Judith Dantas Robbs, paraense, criada no Cearal®@ foi morar com a
familia na Inglaterra, em 1928 voltou para o Reeifem 1930 a familia mudou-
se para o Rio de Janeiro.

Em 1943, j& no dltimo ano do curso de AgronomigEdeola Nacional de
Agronomia - ENA (Atual Universidade Federal Rural &io de Janeiro -
UFRRJ), foi convidado por Verlande Duarte Silveijpagfessor da Cadeira de
Fitopatologia e Microbiologia Agricola, para sernitor. Em 1944, ocupou o
cargo de Professor Assistente de Fitopatologiaarfirpde entdo, enveredou pela
fitossanidade, de forma pioneira e auto-didaticasspndo a dedicar-se
especialmente ao estudo das bactérias fitopat@gnaté tornar-se o mais
destacado especialista brasileiro nessa area daipas

Seu primeiro artigo cientifico em fitobacteriologiai “Contribuicdo ao
estudo de uma bacteriose Stapelia variegatg publicado em 1946 no Boletim
da Sociedade Brasileira de Agronomia (Robbs, 1®4@)jtado no Manual of
bacterial plant pathogens (Elliot, 1951).

Obteve titulo equivalente ao de Mestre em Ciéncia®m a monografia
“Contribuicdo ao estudo das bactérias que atacanigd no Brasil”, apresentada
ao final do Curso de Fitossanitarista da ENA, en#519A monografia
apresentava os capitulos: 1) “Contribuicdo ao estia podriddo negra das
cruciferas”; 2) “Consideracdes sobre insetos pebsente transmissores de
doencas bacterianas” e; 3) ‘“Lista preliminar dastdréas fitopatogénicas
observadas no Brasil. Em 1967 obteve a Livre Doizée em 1970 titulou-se
Doutor em Fitopatologia e Microbiologia Agricola.

Isolados bacterianos obtidos de suas investigagiée até hoje depositados
em cole¢cdes como a Colegdo Internacional de Bastdfitopatogénicas, em
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Davis, California (International Collection of Pbptathogenic Bacteria). Algul
desses isolados sé@o ainda considerados espécieuipatotipo e constam
diversos catalogos internacionais, a exemploXdathomonas axonopodpv.
manihotis descrita no Brasil por Gregério BondéBondar, 1912; Bonda
1915), chefe da Secgdo Technagricola do Instituto do Cacao, em 19
guando participou da Primeira ReunidoRte/topathologistas do Brasil (Mou
20086).

Figura 7. Em sentido horéario: Jodo Araljo em sua formawoen Osamt
Kimura; Jalio Rodrigues Neto, Charles Robbs, pakidabacteriologia no Bras
e Jodo Araujo; Fujio Akiba; V Conferéncliaternacional de Fitobacteriolog
Cali, Colémbia, 1981: John M. Young (1), Raul decéna Duarte Ribeiro (2
Charles Robbs (3), Arthur Kelman (4) e D. W. Dyg Gharles Robb



Histérico da Bacteriologia de Plantas no Brasil 18

No decorrer de sua vida profissional, Charles Rotdzdizou inUmeros
trabalhos e publicou centenas de artigos ciensifimmm destaque para as
fitobacterioses no Brasil. Participou do Ill Corgge Internacional de
Fitopatologia em Munique, Alemanha, em 1978, apteselo: “Association of a
mycoplasma-like organism with chayote witche’s Wndo Era a segunda
constatacdo destes organismos causando doencataetasmo mundo. Dali
seguiu para Angers, Franca, onde durante a IV @&md& Internacional de
Bactérias Fitopatogénicas, apresentou o trabalmeepd “Epiphytic survival of
Pseudomonas garci8" on coffee” e participou da proposta de criacaoetimo
infrasubespecifico “patovar”, juntamente com J.Mukg, D.W. Dye, J.F.
Bradbury e C.G. Panagopoulos, todos fitobacteristag renomados (Young et
al., 1978) (Figura 7). Por discordar do termo patdpv.) para alguns géneros de
bactérias fitopatogénicas, sugeriu ao fitobactegista americano D. W. Dye, o
termo subespécie (subsp.), que foi aceito, sengoutiizado pareClavibacter,
Erwinia (Pectobacteriune XanthomonasSeu nome consta na Approved lists of
bacterial names de 1980 determinando as espeés@slomonas caricapapayae
Robbs (Skerman et al., 1980Xanthomonas campestisy. mangiferaeindicae
(Patel et al.) Robbs et al. (Bull et al., 2012).

Foi professor da ENA e posteriormente UFRRJ até51%fliando se
aposentou, mas continuou suas pesquisas na Embtajga Ambiente, em
Jaguariina-Sao Paulo, na area de controle bioldtgcpragas e doencas. Em
1993 recebeu o titulo de professor Emérito pela RIFR eve participagdo direta
na formagao de grande nimero de fitobacteriologistantre os quais podem ser
destacados: Julio Rodrigues Neto, Raul de LuceratBRibeiroFujio Akiba e
Osamu Kimura (Figura 7), Armando Takatsu, Rosa idealRamos Mariano e
Jodo Sebastido de Paula Araujo (Figura 7). Por quédfez € consideradoRai
da Fitobacteriologia no Brasil.

Jodo Sebastido de Paula Araujé natural de Sdo Gongalo, Rio de Janeiro,
filho de Terezinha de Paula Araujo e Jodo FacurgldAchujo. Graduou-se
Engenheiro Agrébnomo, fazendo iniciacdo cientifi¢dgyra 7) e mestrado
orientados por Osamu Kimura na UFRRJ. Com os tréfessores Raul de
Lucena Duarte Ribeiro, Fujio Akiba e Osamu Kimuteye oportunidade de
absorver conhecimentos e praticas impares em diagih® doencas de plantas e
fitobacterioses, que o permitem formar novos taker®m Clinica Vegetal, por
vezes reconhecidos e premiados durante CongressoBitdpatologia. Foi
convidado, pelo Dr. Charles Robbs, ja aposentatio geRRJ e atuando como
consultor e contratado pela Embrapa Agroindlstpara receber dele os
conhecimentos, experiéncias e acervo bibliografien,visitas semanais ao seu
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apartamento em Copacabana. Disto resultou a ac@otde doutorado com
Xanthomonas campestripv. viticola e cerca de 13 anos de encontros e
aprendizagem com aquele que considera, sem dividajor fitobacteriologista
brasileiro e que detinha a historia viva da fitdbeologia em sua memoria. Jodo
Araujo ajudou o grande mestre a escrever sua agiafia (Robbs, 2000), fato
que considera uma grande contribui¢éo a fitobadteyia, além da formacgéo de
varios alunos de graduac¢do em iniciacéo cientifiesstrado e doutorado. Outros
mestres que o influenciaram foram Reginaldo Romeiduilio Rodrigues Neto
(Informacgéo pessoal, Jodo Sebastido de Paula AZQ]6).

6. Nucleos em Minas Gerais

Reginaldo da Silva Romeiro (1946-2010) (Figura 8) nasceu em 5 de
dezembro de 1946, na cidade de Marumbi, no Pdiiiiiade Francisco da Silva
Romeiro e Oraida de Souza Lima Romeiro. Engentagjronomo (Universidade
Rural do Estado de Minas Gerais - UREMG, atual UEY68), mestre em
Microbiologia Agricola (UFV, 1971) e Ph.D. em Fitdplogia (University of
Missouri, USA, 1980), realizou treinamentos, ap@®uotorado, na University of
California (USA, Riverside, 1981), Technische Umsigit Braunschweig
(Alemanha, 1986) e University of Auburn (USA, Alate, 1996). Ingressou na
UFV, como professor, em 1972, chegando a profdgistar da Instituicdo em
1997. Aposentado em 2009, foi convidado a permaneeseDepartamento de
Fitopatologia como professor voluntario, com atoagéa pesquisa e na
orientacao de estudantes de pds-graduacao.

Dedicou sua vida ao estudo das bactérias fitopaicg® tendo orientado
em 37 anos de ensino e pesquisa, 25 dissertacOpsesteado e 16 teses de
doutorado, além de dezenas de alunos de graduagdoi@acdo cientifica.
Publicou 115 artigos cientificos e 11 capitulodid®s. E autor de oito livros,
nas areas de bacteriologia e de biocontrole dereitfades de plantas. Seus
livros “Bactérias fitopatogénicas” e “Métodos encteaiologia de plantas” sédo
adotados em todo o Brasil, nos programas de graduacpos-graduacao em
Fitopatologia e afins. Pela sua expressiva padi@p na Fitopatologia e
Fitobacteriologia Brasileiras recebeu o Prémio Sammhytopathologica,
concedido pelo Grupo Paulista de Fitopatologia, 2980, e o Prémio Dr.
Arnaldo Gomes Medeiros, concedido pela SociedadsiBira de Fitopatologia,
em 2005. Além disso, Reginaldo Romeiro também emcreontos, recebendo
prémios. Foi uma lideranca muito expressiva na biBitteriologia e a sua
dedicagdo ao ensino e pesquisa, sera eternamembealla por todos os seus
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alunos/amigos, a quem brindou com sua excelengrcitgrle didatica e carisr
pessoal.

Figura 8. Dirceu Macagnam, Elineide Souza, Flavio MedeiRgsa Mariana
Reginaldo Romeiro e Abi Marques (da esquerda pamita) no Congress
Brasileiro de Fitopatologia em 2006; Elineide Squ&ernardo Halfeld Vieira
Andréa Moura; Rosa Mariano e Reginalomeiro; José Rogério de Olivei
Jorge Luis Badel Pacheco e Ricardo Magela de Souza.

Na UFV, José Rogério Oliveira sucedeu o mestre riégdp Romeiro, qu
também deixou discipulos atuastna Universidade Federal de Lav— UFLA
(Ricardo Magela de Souza), Universidade Federal Rieaima — UFRR
(Bernardo de Almeida Halfeld Vieira) e UniversidaBederal de Pelota—
UFPel (Andréa Moura Bittencourt), dentre outros.

José Rogério Oliveira (Figura 8) possui graduacdo em Agronomia |
UFV (1984), mestrado e doutorado em Agronomia fRitologia) pela UF\
(1988 e 1995) com a dissertacédo “Idade da folhaseesibilidade do cafeeiro
Pseudomonas cichoré aPseudomonas syringge. garca€ e a tese “Deteccé
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de Xanthomonas campestns. vesicatoriaem sementes de tomateiro”. Desde
1994 ¢é professor da UFV. De 2001 a 2002 realizos-dolutorado na
Universidade da Flérida, EUA. Participa de 3 grugepesquisa-CNPq na UFV,
tendo publicado 31 artigos cientificos e 7 capfulle livros. Ja formou 10
mestres, 4 doutores e 2 alunos de graduacao eaciuccientifica.

Jorge Luis Badel Pachecpcontratado pela UFV como fitobacteriologista
concursado, € natural da Coldombigraduado em Biologia e Quimica9g84),
pela Universidad del Valle, Colémbia. Tem mestrato Bioquimica (1989
com a dissertacdo “Consumo de Glucosa y Glutanond gjidos Tumorales de
Humanos”, orientado por Carlos Corredadaitorado em Fitopatologi2@03)
Cornell University, com a tese:Contributions of thehrp/hrc cluster and
conserved effector locus to the pathogenicityRseudomonas syringapv.
tomato DC3000”, orientado por Alan R. Collmer. Fez p@sibrado no The
Sainsbury Laboratory, TSL, Inglaterra (2008-2011fambém na UF\2012-
2015). Atuou também na Universidad Nacional de @bla, no ensino de
fitobacteriologia (2003-2005), na Corporacion Cdbgma de Investigacion
Agropecuaria, CORPOICA e no Centro Nacional de stigaciones de Café,
CENICAFE (2003-2005), além do Centro InternaciatelAgricultura Tropical,
CIAT (1992-1996). Publicou 17 artigos cientificd®s quais sete com bactérias
fitopatogénicas, principalment®seudomonas syringapv. tomato (Okabe)
Young et al. Ainda ndo tem orientacdes concluidagemta duas dissertacdes de
mestrado.

Na UFLA, encontra-se o professRicardo Magela de SouzaFigura 8).
Ricardo Magela é engenheiro agronomo pela Escqiartu de Agricultura de
Lavras (ESAL, 1983). Fez o mestrado (1987) e Dautor(1992) na UFV, com
a dissertacdo “Elicitacdo de uma fitoalexina eneeab Coffea arabical.)” e
com a tese “Cianogénese na interacdo mandi@dahomonas campestrsy.
manihotis (X. axonopodispv. manihotiy e sensibilidade de fitobactérias a
cianeto”. Desde 1992 é docente da UFLA, sendo raerk Professor Titular
em Bacteriologia de Plantas. Participa de cincpaggude pesquisa-CNPq, sendo
quatro na UFLA e um na UFRGS, tendo publicado T@a@s cientificos e 8
capitulos de livros. Na pés-graduacédo ja formomgStres, 12 doutores e 2 pOs-
doutores. Na graduacéo orientou 28 alunos.

Um dos ultimos discipulos de Reginaldo RomeirdBfeinardo de Almeida
Halfeld Vieira (Figura 8). Fez graduacdo em Agronomia pela UFRRIE),
mestrado em Agronomia (Fitopatologia) pela UFLA9@Pcom a dissertacdo
“Caracterizacao fisiolégica, molecular e viruléndi isolados d&Xanthomonas
axonopodisv. phaseolie sua varianttuscans, orientado por Ricardo Magela e
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doutorado em Agronomia (Fitopatologia) pela UFV Q2) com a tese
“Bactérias residentes do filoplano de tomateiro coagentes de controle
biolégico de enfermidades da parte aérea da cultareentado por Reginaldo
Romeiro. E pesquisador da Embrapa desde 2001almiente em Roraima,
sendo transferido em 2010 para a Embrapa Meio Amtdai@nde é pesquisador
A. E professor-orientador do curso de pos-graduagfi®)FRR, onde formou
guatro mestres e cinco alunos de graduacdo. Pubb2oartigos cientificos,
dentre os quais 17 com fitobactérias.

7. Nucleos em Brasilia

Na Universidade de Brasilia - UnB, um dos fundaslaie pés-graduacédo em
Fitopatologia, foi o grande mestre fitobacteriogtgi Armando Takatsu (Figura
9), que sempre colaborou com seus colegas da UnEsgores Carlos Hidemi
Uesugi e Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreicam pesquisadores da
Embrapa Hortalicas, Carlos Alberto Lopes e Alicerisd@uezado Duval e da
Embrapa Quarentena Vegetal, Abi Soares dos Anjogjida e Sueli Corréa
Marques de Mello. Presenca constante nos congressasileiros de
fitopatologia, Armando Takatsu foi sempre muitceaitie e querido por todos.

Armando Takatsu, nasceu em 1936 na cidade de S&o Paulo. E engenhei
agrénomo pela USP (1966) e doutor em Agronomia adese “Estudos sobre a
antracnose do pimentao, berinjela e jild”, orieatpdr Paulo Campos Torres de
Carvalho, pela ESALQ-USP (1970). Concluiu dois @dstorados: um no
Centro Internacional por Agricultura Tropical (Cwibia, 1974) e outro no
National Institute of Agrobiological Resources @ap1979). Recebeu o titulo
de professor emérito da UnB em 2006, o que cormidam reconhecimento
especial pelo seu trabalho na universidade dui2htanos. Ele afirmou que o
fato de encontrar ex-alunos em cargos importaribes da forca moral e
satisfacdo para seguir sua carreira. Atuou na Eidugcdo em Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Uberlandiaualaiente é professor e
pesquisador voluntario da UnB, Departamento depkttdogia, Programa de
pés-graduacdo em Fitopatologia. Trabalhou com sager bactérias
fitopatogénicas dentre as quaiX. axonopodispv. manihotis Ralstonia
solanacearum(Smith) Yabuuchi et gl.X. fastidiosa, Xanthomonas axonopodis
pv. passifloragPereira) Dyee Pseudomonas syringge. garcae(Amaral et al.)
Young et al. No Instituto de Biologia da UnB, pabli mais de 50 artigos
cientificos de 1967 a 1997 e orientou 24 alunoseanestres e doutores. Assim
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como Charles Robbs, foi muito convidado para cdosas em campo, tenc
participado da deteccdo do Moko da bananeira emmoaks

Figura 9. Carlos Alberto Lopes e Alice Quezado Duval (prirmedrterceiro d
esquerda para direita) em campo de tomate; Carlotopes e Armand
Takatsu; Marisa Ferreira, Anna Cristina de Freiestudante de mestradc
Angélica Guimaraes em campo de videira, Petrolina.

Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira (Figura 9) nasceu em Ou
Preto, Minas Gerais, filha de Marcio Velloso Feaet Marcia Alvares da Sil
Ferreira. Engenheira agronoma pela UnB em 1985jzoeamestrado er
Fitopatologia, na UnB em 1989 e Doutorado em C@&ndioldgicas (Biologi
Molecuar) na mesma universidade, em 1996, com a tessefd®@lvimento di
um marcador molecular de DNA mitocondrial para fdieacdo deTilletia
indica’, orientada por Paul W. Tooley. Como bolsista daPES, fez pc-
doutorado no Institut National de la RechercAgronomique, INRA, Frang
trabalhando com diversidade d€ campestrispv. viticola (2012-2013). E
professora da UnB desde 1997, inicialmente comdawie e depois corr
associada. Participa dos grupos de pesdtiéBe, Fitopatologia
Sustentabilidagl no Cerrado Brasileiro, UnB e Bacterioses da ValdiFRPE
Publicou 35 artigos cientificos, a maioria comb#oterioses e quatro capitu
de livros. Formou oito mestres, trés doutores eal®os de graduacéo, ¢
monografias e iniciacéo cientifica.

Marisa Ferreira diz ter tido grande influéncia dostree Armando Takatsi
Julga como principais contribuicdes até o presenfermacao de dois doutot
gue atuam na area (bacteriologia e fitopatologigfi@ bons profissionais €
extensdo e pesquisa, Lelisne Trindade (que recebeu o prémio Capes de
em 2007) e Edivanio Aradjo; o estabelecimento degums de sucesso cc
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colegas para a solucdo e pesquisa de problemagngk do trabalho com o
cancro bacteriano da videira que comeg¢ou com urfeb@@cdo em 1998 e
continua até o presente; e o desenvolvimento danfientas moleculares para
diagnose de trés fitobacteriose importantes, orodmacteriano da videira, a seca
dos ponteiros da goiabeira e a mancha bacteriansrdateiro (Informagéo
pessoal Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreifd,6).

Carlos Hidemi Uesugi graduou-se em Agronomia, pela UnB, em 1980.
Realizou dois mestrados, sendo o primeiro em ndoggdona UnB (1984) e o
segundo em Agronomia, na Kyushu University, U-KYU$HJapdo, com a
dissertacdo “A causal bacterium of brown cankeeatie of pear” (1988) e o
doutorado em Agronomia, ha mesma universidade, aotese “Analysis of
membrane proteins of various plant pathogenic biactégth special reference to
pathovar differentiation”, (1990), ambos orientagms Satoshi Wakimoto. E
professor da UnB desde 1993. Publicou 30 artigestificos, sendo 19 em
fitobacteriologia, um livro e um capitulo de liveon fitopatologia. Formou oito
mestres, sete doutores e 30 alunos de graduagdmieatdo cientifica ou
monografias. Recebeu os prémios de Melhor Apres&otaDral, Sociedade
Brasileira de Fitopatologia e Jovens Talentos, BEpdrCerrados, ambos em
20009.

A fitopatologia da UnB e do Brasil devem muito a@osentes que fundaram
a pos-graduacdo desta universidade (mestrado efhel@putorado em 1991),
dentre eles Armando Takatsuosé Carmine Dianese,também fundador,
publicou artigos e orientou pos-graduandos em dittdriologia, além de ter
trazido Norman Schaad, da Universidade da Geaogimial ajudou na fundagéo
do mestrado e ministrou o primeiro curso de Bamlegia Vegetal, em 1974.
Este mesmo fitobacteriologista colaborou na regdinsado doutorado sanduiche
de Marisa Ferreira, com Paul W. Tooley no USDA Eradk, USA (Dianese &
Café Filho, 2013).

Outro importante ndcleo em Brasilia € a Embrapataloas, com os
fitobacteriologistas Carlos Alberto Lopes e Alicafih Quezado Duval.

Carlos Alberto Lopes(Figura 9) nasceu em Vigosa, MG, filho de Sebastido
Lopes da Silva e Maria de Lourdes Cardoso SilvagelBheiro Agrobnomo pela
UFV (1973), realizou mestrado em Fitopatologia pélaiversidade de
Wisconsin - Madison (1977) com a dissertacdo “Npidtidisease screening for
reaction to three bean diseases, orientada pordgedibrn” e doutorado em
Fitopatologia pela Universidade da Florida (1986h@ tese “Biological control
of Pseudomonas avenagith epiphytic bacteria isolated from corn plants
orientada por R. Stall. E pesquisador da Embrapaalimas desde 1977,
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professor colaborador na pés-graduacao em fitopgitolda UnB, a partir de
1986 e da UFV, a partir de 2010. A partir de 19g0blicou 124 artigos
cientificos, editou/escreveu 17 livros, dentre amig alguns muito famosos
(Doengas bacterianas das hortalicas, Doencas d@t€on) e 53 capitulos de
livros. Formou seis doutores, 11 mestres, um pasedoe oito alunos de
graduacdo. Recebeu varios prémios e distingGesdosess Ultimos da
Associacién Latino americana da Batata e Associ@asileira da Batata, em
2012, e a Bota do Dr. Alvaro Santos Costa, da Sade Brasileira de
Fitopatologia, em 2013.

De acordo com Carlos Lopes, suas maiores contfibgicpara a
fitobacteriologia s&o: artigos e livros sobre epiddogia e controle das
bacterioses das hortalicas; aulas e palestras sobmé&ole integrado de
bacterioses, em especial pelo melhoramento gendgdiczbtencao de resisténcia
estavel; e desenvolvimento de protocolos que pieamita selecdo de clones de
batata com alta resisténcia a murcha bacterianarées alunos que formou e
gue continuam na fitobacteriologia, Carlos Lopestatsa: Alice Maria Quezado
Duval (Embrapa Hortalicas); Valacia Lemes S. LoBmbrapa Arroz e Feijao);
Mauricio Rossato (UnB) e Thais R. Santiago (Posatado na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia) (Informacasqe<Carlos Alberto Lopes,
2016).

Carlos Lopes assegura que sua formacédo e atuacditobatteriologia foi
influenciada no Brasil por: “Reginaldo Romeiro, quee fez gostar de
fitopatologia e de bacteriologia na graduagdo e ocoqual troquei ideias por
muitos anos em minhas visitas a Vigcosa; CharleRdbhbs, que me ensinou
muito no inicio de minha carreira, de maneira imfakk por meio de
correspondéncias e reunides técnicas; Armando Jiakabm quem atuei em
prazerosa parceria na UnB na coorientacdo de egasdaas décadas de 1980 e
1990 e; Chukichi Kurozawa, que no inicio de minageaira, quando o visitei na
UNESP Botucatu, me contou ‘segredos’ do melhorameatra resisténcia a
doencas bacterianas e me forneceu sementes deetdenaicessos resistentes e
suscetiveis a algumas doencas bacterianas, bem isotados das respectivas
bactérias. Também recebeu influéncia de grandesrases pesquisadores do
exterior, a exemplo de Arthur Kelman, Luis SequdRabert E. Stall e Eduardo
French” (Informacédo pessoal Carlos Alberto Lop€4,6).

Alice Maria Quezado Duval (Figura 9), natural de Fortaleza, Ceara é filha
de Antonio Pedro Soares e Maria Quezado Soare®nBaija agronoma pela
UnB (1987), fez mestrado em Fitopatologia pela n@esmiversidade (1992)
com a dissertacdo “Estudos soligserohilum turcicum(Pass.) Leonard &
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Suggs em milho-pipocaZéa mayd..): caracterizacdo de isolados, deteccdo de
fontes de resisténcia em populacbes e perdas rdugito da var. South
American Mushroom”, orientada por Carlos Albertopks e doutorado em
Agronomia (Fitopatologia) pela ESALQ-USP (2003) canese “Diversidade de
Xanthomonaspp. associadas a mancha bacterianaymmpersicon esculentym
em campos destinados ao processamento industrizdasi” orientada por Luiz
Eduardo Aranha Camargo. Desde 1994 é pesquisaddmbrapa Hortalicas. E
docente permanente do Curso de Mestrado Profidgiante em Olericultura do
Instituto Federal Goiano, campus Morrinhos, Goiés@denadora da Disciplina
Manejo Integrado de Doencas. Publicou 40 artigokyrds e 13 capitulos de
livros. Formou 10 mestres, dois pds-doutores e aitmos de graduacdo, em
monografias ou iniciacao cientifica. Possui regista ‘BRS Sena’, no. 28686,
cultivar de tomate resistente Rseudomonas syringapv. tomato (Okabe)
Young, Dye & Wilkie e certa tolerAnciaXanthomonaspp., em parceria com
colaboradores (Furumoto et al., 2012). Para Alse®s maiores contribuicdes
para a Fitobacteriologia foram: levantamento de éesg e racas de
Xanthomonagjue causam a mancha bacteriana em tomateiro rsil; Bxjaistes
de metodologia de identificacdo das espécies dessasthomonas
desenvolvimento e insercdo na cadeia produtiva ibado de tomate para
processamento industrial BRS Sena, com melhor gesgm frente a mancha
bacteriana; os estudos epidemioldgicos e de hospsdealternativas das
Xanthomonasdo complexo mancha bacteriana do tomateiro e &carée
controle da mancha bacteriana do tomateiro petgiatao de principios ativos.
Segundo ela, Carlos Alberto Lopes, da Embrapa Hgatae Rui Pereira Leite
Junior, do IAPAR, foram suas principais influénciaa Fitobacteriologia
(Informacgéo pessoal Alice Maria Quezado Duval, 2016

Ainda em Brasilia,Abi Soares dos Anjos Marques(Figura 8)atua na
Embrapa Quarentena Vegetal, desmembrada da EmBeqasos Genéticos e
Biotecnologia - CENARGEN em 2011. Abi Marques pdsgtaduacdo em
Engenharia Agronémica pela UFRPE (1977), mestradoF&opatologia pela
UnB (1980) e doutorado em Bacteriologia Vegetalap&scola Nacional
Superior de Agronomia de Rennes/Instituto NacialgaPesquisa Agronémica,
Franca (2000), com a tese “Graisse a halo du hadoe aPseudomonas
savastanoipv. phaseolicola diversité de l'agent pathogene, dynamique des
populations bactériennes au cours des phases éspitypathogénes”, orientada
por Régine Samson. De 2009-2010 realizou pés-dadtono USDA- ARS-
Foreign Disease-Weed Science Research Unit, USH, lcolsa da Embrapa,
trabalhando comCandidatusLiberibacter spp.”. Desde 1985 é pesquisadora
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CENARGEN e a partir de 2011 da Embrapa Quarentezgetdl, atualmente
nivel A. Publicou 23 artigos cientificos, um liveocinco capitulos de livros.
Formou quatro pds-doutores e 23 alunos de graduag@iomonografias ou
iniciacdo cientifica. Abi Marques nasceu em AbaBa, (pequena cidade na
regido da Chapada Diamantina), filha de Ananiasdfemndos Anjos e Cecilia
Costa Soares dos Anjos, e sua vocagdo para fisri@ogia foi influenciada por
Armando Takatsu, Régine Samson e Norman Schaadcdiisidera que suas
principais contribuicbes para esta area no Brasdni, o desenvolvimento e
validacdo de métodos diagnésticos para fitobadesioa atuacdo na '‘promocgéo
da visibilidade' e ‘compreensao da importancia'esoltema Quarentena Vegetal
e a formacao de recursos humanos (Informacéo pesbo&oares dos Anjos
Marques, 2016).

Sueli Corréa Marques de Mellg aluna de doutorado de Armando Takatsu,
€ agronoma pela UnB, com mestrado em Ciéncias @aaé (Fitopatologia) e
doutorado em Fitopatologia “Resisténcia do tomat@imancha-bacteriana ¥e
vesicatorid também pela UnB. E pesquisadora do CENARGEN, onde
desenvolve pesquisa em recursos genéticos micazbi@arcontrole biolégico e
responde pelo Banco de Recursos Genéticos Micrabidm CENARGEN, junto
ao Conselho de Patriménio Genético (CGEN). ColabwaCurso de Pd4s-
Graduacao em Fitopatologia da UnB, como professamrgentadora de Mestrado
e Doutorado.

8. Nucleos no Rio Grande do Sul

Na Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UER@estacou-se o
professoValmir Duarte (Figura 10),que nasceu em Porto Alegre, RS, em 12
de outubro de 1953, filho de Leocadia Maria Beek&larte e Raméao Duarte.
Recebeu o titulo de engenheiro agrobnomo da UFRG3%®#. Defendeu sua
dissertacdo de mestrado em Fitotecnia, em 198héanma UFRGS, orientado
pelo Prof. Miguel D. M. Porto, que julga como maiafluenciador de sua
formacdo e atuacdo em fitobacteriologia. O doutmraniciado em junho de
1987, em Plant Health - Louisiana State UniverSiysstem, foi orientado por
Christopher A. Clark e concluido em 1990 com a td&seplogy of Erwinia
chrysanthemi causal agent of bacterial stem and root rot oeetpotato and
etiology of souring”. Em 2001, permaneceu em tmei@ato de pds-doutorado no
Canadian Food Inspection Agency, Charlottetown,nderi Edward Island,
Canada, sob a orientacéo do Dr. Solke De Boer.
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Figura 10. Jodo Ruy Jardim Freire; Valmir Duarte e Arthur Kaimem
Guadaloupe, Antilhas Francesas, 1997; Valmir Duarté&kosa Mariano n
Congresso Brasileiro de Fitopatologia, Salvador2606.

Comecou sua carreira docente como professor no@ a&sAgronomia d
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande db(BUCRS de Uruguaianz
trabalhando durante 1980. No final daquele anejonicomo docente do cur
de Agronomia da UFRGS, mas atuou também como mafem Universidad
Federal de Santa Catarina (UFS em Florianépolis e na p-graduagdo da
Universidade de Passo Fundo. Aposergeu-como professor titular ¢
Fitopatologia da UFRGS em 2011, onde continuou coataborador convidac
pelo Programa de Pd&araduacdo em Fitotecnia, até abril de 2015
“Agrondmica -Laboratério de Diagndstico Fitossanitario e Comsidt e “Alfa
- Consultoria e Analise de Risco de Pragas Ltda.” ddicsua propriedade €
parcerias. Valmir Duarte publicou 53 artigos cieits, dos quais 33 e
fitobacteriologia e sete capibs de livros. Formou 13 mestres, oito doutort
11 alunos de graduacao em iniciacao cientifica.

Valmir Duarte considera como principais contribeig@ fitobacteriologia:
oferecimento da disciplina Fitobacteriologia hod?eona de P«-Graduacdo em
Fitotecnia da Faculdade de Agronomia, UFRGS, no perded®92 até 2012 ¢
proposta de uma nova subespécie Etavinia carotovor: (Pectobacterium
carovotovorun), denominada dbrasiliensispor ele e colaboradores (Bull et
2012; Duarte et al2004).Valmir Duarte comunicou que o professor Jodo
Jardim Freire atuou no curso de Agronomia como béitberiologist:
(Informacéo pessoal Valmir Duarte, 2016)
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Jodo Ruy Jardim Freire (Figura 10) natural do Rio Grande do Sul, passou
a maior parte da vida trabalhando na area agropacuaiciou sua carreira
profissional, em 1946, na Secdo de BacteriologiaSdaretaria Estadual da
Agricultura, atualmente denominado Laboratério dea¢do Biolégica de
Nitrogénio (LFBN), pertencente a Fundacéo EstadeaPesquisa agropecuaria,
Fepagro. Trabalhou na Secretaria da Agricultural@@ e, desde 1957, foi
professor da UFRGS, inicialmente em fitobacteri@pgiigrando depois para a
microbiologia, onde se destacou na pesquisa cofbiog e foi homenageado
com seu nome na nova espéRigizobium freireiEm 2011, recebeu o titulo de
Professor Emérito da UFRGS, quando ressaltou aridmma da ajuda de
colegas, funcionarios e instituicbes no desenvdwitt de suas pesquisas,
afirmando que “sonhar € uma tarefa individual; aoros sonhos realidade requer
colaboracéo e dedicacéo”.

Na Universidade Federal de Pelotas encontrgsérea Bittencourt
Moura (Figura 8) que teve sua formagdo na UFV, onde apgsduacao em
Agronomia (1989), realizou, sob a orientagdo ddgssor Reginaldo Romeiro,
mestrado e doutorado em Agronomia (Fitopatologidm a dissertacédo
“Deteccdo e quantificacdo dseudomonas syringge. lachrymansem lotes de
sementes de pepino” (1992) e tese “Actinomicetoaacagentes potenciais de
controle biolégico da murcha bacteriafs¢éudomonas solanacearum como
promotores de crescimento de tomateiro” (1996).

Desde 1997 é professora associada da UFPel, teadicado o seu pos-
doutorado em 2016, na Universita degli Studi diovier, UNIVERONA, ltalia,
como bolsista do CNPq. Participa de dois grupopetsjuisa no CNPq, sendo
um na UFPel e o outro na UFRGS, tendo ja publictilartigos, 4 livros e 6
capitulos.

Antes de completar 20 anos de carreira acadéndictyrinou 21 mestres,
oito doutores, 3 pds-doutores e 50 alunos de gcaduam iniciacao cientifica ou
monografia. Sempre incentivou seus alunos a alcamene assim, duas de suas
estudantes de mestrado, Indira del Carmem MolorAtlg do Panamé e Carine
Rosa Naue, de Bajé, RS, fizeram doutorado na UFR@&Eprientacdo de Rosa
de Lima Ramos Mariano.

9. Nucleos em Pernambuco

Na UFRPE, estd o grupo de pesquisa de Rosa de Ran@s Mariano e
Elineide Barbosa de SouzAinda estudante de Agronomi&osa de Lima
Ramos Mariano (Figuras 8, 10 e 11), realizou estagio de um n@&/RRRJ
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(janeiro de 1974), com o professor Charles Roblsees colaboradores, os
professores Osamu Kimura, Fujio Akiba e Raul deeac Duarte Ribeiro
(Figura 8). Do convivio diario e aprendizagem caste@rupo de expoentes da
fitobacteriologia, resultou a firme resolucido delidar-se, em Pernambuco, ao
estudo das bactérias fitopatogénicas.

Terminada a graduacéo, ja concursada na UFRPH) para o mestrado na
UFV, em meados de 1975, tendo como primeiro oriEmtaaquele que iria
consolidar sua paixdo pela area tdo carente, aagpbe pesquisadores e
professores, Reginaldo Romeiro. Foi sua primeilentanda e iria trabalhar com
bacteri6fagos, mas ele foi chamado para o doutorsoUniversidade de
Missouri, USA e ela foi “herdada” pelo professoriégghi Matsuoka. Concluiu
sua dissertagdo “Métodos de Deteccd€derynebacterium michiganensabsp.
michiganensisem sementes de tomate” em 1978, regressando aaikada
UFRPE. Incentivada pelo professor Romero Marinhddera e pela professora
Maria Menezes, seguiu para o doutorado em 1982 nizetsity of Georgia —
UGA, Athens, GA, USA. E finalmente, ap6s quatrosaeem retornar ao Brasil,
voltou com o Ph.D. em Fitopatologia (Fitobactergié) e a tese “Ecology of
three fluorescent pseudomonads that cause diseastmmato”, orientada por
States Marion McCartere apresentada no XIX Congresso Brasileiro de
Fitopatologia em Brasilia, 1986. A partir de ent@omecou a ministrar a
disciplina de Fitobacteriologia no ja existente Mado em Fitossanidade, tendo
como primeira orientanda Ruth Linda Benchimol Steim Embrapa Amazonia
Oriental, que concluiu o mestrado em 1988.

A partir dai a paixdo pela fitobacteriologia s6 autou, estendendo-se as
bactérias promotoras de crescimento e biocontredadd_aboratério sempre
repleto de 6timos alunos, participacdo em congsess@ursos na Australia,
China, Japéo, Guadalupe, Argentina, Chile, e, jrahmente, nos realizados no
Brasil. Como principais contribuicdes para a fitcteaiologia, destaca a
formacéo de recursos humanos (53 na graduacao emgnadias ou iniciacdo
cientifica, 21 mestres e 12 doutores) a exempl&lawide Barbosa de Souza
(UFRPE), Marco Aurélio Siqueira da Gama (UFRPE)ridab Marcio Freire
Silva (p6s-doutorando da UFRPE) (Figura 11), Anaa&RBeixoto (Universidade
Estadual da Bahia, UNEB), Maria Angélica Guimar@arbosa (Embrapa
Semiarido), Indira del Carmen Molo Alvarado (Migisb de Agricultura do
Panamda) e Flavio Henrique Vasconcelos de Medeiddd A), entre outros.
Varios deles participam dos dois grupos de pesquisacoordena na UFRPE,
“Bactérias fitopatogénicas, promotoras de crescimen de biocontrole” e
“Bacterioses da Videira”.
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Figura 11. Elineide Souza e Marco Aurélio Siqueira da Gamae(B) no
Lafibac, UFRPE, com alunos de mestrado, doutorads gds-doutores Nelson
Bernardi (4), Kéatia Félix (5) e Adriano Silva (8Rosa Mariano recebendo o
prémio “Bota de Dr. Alvaro Santos Costa” no CongoesBrasileiro de
Fitopatologia em 2006 e; Elineide Souza, Marco Gandrosa Mariano,
professores de Fitobacteriologia da UFRPE.

Considera também que as pesquisas realizadas norat@tio de
Fitobacteriologia — LAFIBAC, da UFRPE, sob sua otégdo, que resultaram
em 163 artigos cientificos, 39 capitulos e tréso8y contribuiram para
minimizar os prejuizos causados por algumas fit@bmses importantes no
Nordeste, a exemplo da mancha aquosa do meloarelancieira Acidovorax
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citrulli (Schaad et al.) Schaad et al.), cancro bacteriangdeira K. campestris
pv. viticola), podriddo mole da alface e couve chineg®cfobacterium
carotovorumssp.) e murcha bacteriana das solanaceas, banarteticoniasK.
solanacearum Assinala que a fitobacteriologia da UFRPE ewolaiuito a
partir das cooperacBes e intercAmbios realizadom goandes mestres, a
exemplo de, John C. Sutton (University of Guelptan&la), Joseph W.
Kloepper (University of Alabama, USA) e A. C. Hayda(University of
Queensland, Australia).

Aposentada como titular em 1996, ndo se afastol ABIBAC e do
Programa de Pés-Graduacdo em Fitopatologia da UFRHESF), onde
participou como visitante por quatro anos e pgicaté o momento, como
colaboradora e bolsista de produtividade do CNReménorou 40 anos de
“Rural” em 2015 e festeja 20 anos de aposentadagata em maio de 2016.
Dentre os prémios que recebeu, destaca a Bota ddlNaro Santos Costa,
homenagem da Sociedade Brasileira de Fitopatolegia2006, no XXXIX
Congresso Brasileiro de Fitopatologia e sua ppdgdo nas Academias
Pernambucana e Brasileira de Ciéncia Agronémica.

Elineide Barbosa de Souza(Figuras 8 e 11) nasceu em Bezerros,
Pernambuco, filha ddosé Barbosa de Souza e Cleonice Maria de Souza. E
engenheira agronoma pela UFRPE (1991), tem mesteadimutorado pela
mesma universidade (1995 e 2002), com a dissertédatagonismo das
rizobactériasBacillus spp. contraPseudomonas solanacearu@mith) Smith,
agente da murcha bacteriana, e efeito no desemeivo de plantulas de
tomateiro [ycopersicon esculenturivlill.)” e com a tese “Variabilidade de
Acidovorax avenaesubsp. citrulli e epidemiologia da mancha-aquosa em
meldo”, ambas orientadas por Rosa Mariano, comah wgm trabalhando em
produtiva parceria desde 2000. Mais que colegasaséigas e Rosa Mariano a
considera seu braco direito, no LAFIBAC e no PP&Hormou 10 mestres, seis
doutores, 48 graduados e um pdés-doutor, 0 que dmyasicomo sua maior
contribuicdo a fitobacteriologia, juntamente consoautoria na publicacdo do
Manual de Préticas em Fitobacteriologia, com &@&ao lancada em 2016. Nos
seus 14 anos de vida académica publicou 65 artigosificos, dois livros e 33
capitulos de livros, sendo muito querida por taalosrientados.

Marco Aurélio Siqueira da Gama(Figura 11) nasceu em Recife, PE, filho
de José Rodrigues da Gama e Ana Maria de SiquearmaGNa UFRPE,
concluiu a graduagdo em Agronomia (2007), o mestrg2D10) com a
dissertacdo “Caracterizacdo fenotipica, patogémicaolecular de isolados
pigmentados dXanthomonasausando mancha-de-xanthomonas em cajueiro” e
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o doutorado (2014) com a tese “Caracterizacdo gsitid deXanthomonas
campestris pv. viticola e reposicionamento de espécies Xanthomonas
patogénicas a videira e cajueiro”; ambas no PP@&éntadas por Elineide B. de
Souza. Desde 2014 é professor adjunto da UFRPEBndduno ensino de
graduacdo e poés-graduacgdo, e na pesquisa comfick@o, variabilidade e
caracterizacdo polifasica de fitobactérias, tratémele sementes para controle
de fitobacterioses e inducdo a infeccbes quiessefem tdo pouco tempo de
vida académica, ja formou um mestre e um graduaddgenta trés mestrandos e
trés doutorandos. Considera como contribuicdoadhfara a fitobacteriologia o
esclarecimento de aspectos etiol6gicos de espdedanthomonaselacionadas
as anacardiaceas e a videira, além do estabeldoindencooperacdo com a
Louisiana State University (Dr, Jong Hyun Ham),gae&rea. Como inspiradoras
do seu interesse pela fitobacteriologia considsrprafessoras Elineide B. de
Souza e Rosa Mariano (Informacgéo pessoal MarcoliauBiqueira da Gama,
2016).

Na Universidade do Estado da Bahia — UNEB em Ju@zemcontra-sé&na
Rosa Peixotoque nasceu em Recife, filha de Pedro de Melo Reixdvaria de
Lourdes Peixoto. Graduou-se em Agronomia pela UER&hde concluiu
também seu mestrado com a dissertacéo “Acéo antagdePseudomonaspp.
fluorescentes contr®. solanacearumagente causal da murcha bacteriana do
tomateiro” (1994) e doutorado com a tese “Cancrodieano Kanthomonas
campestrispv. viticola) da videira Yitis spp.): métodos de preservacdo e
crescimento de isolados; escala diagramética @éoede variedades de videira a
doenca” (2005), ambos no PPGF. Segundo Rosa Marsus orientadora,
nunca se restringiu aos trabalhos basicos da tiisere tese, sempre realizando
trabalhos adicionais. Desde 1995 é professora d&BJNnde atualmente é
titular e tem atuado no estudo de doencas bacésriajualidade sanitaria de
sementes e controle alternativo de doencas deaglanPublicou 40 artigos
cientificos e quatro capitulos de livros; e fornmsmte mestres, um doutor e 14
graduados. Julga como maiores contribuicGes aafiteiviologia: ter participado
da descoberta da etiologia do cancro bacterianvidiara (X. campestrigv.
viticola), no Submédio do Vale do Séo Francisco e colalbopala o manejo
desta doenca pela resisténcia genética e inducaesisténcia (Informacgéo
pessoal Ana Rosa Peixoto, 2016).

Maria Angélica Guimaraes Barbosa(Figura 9) nasceu em Recife, PE. Na
UFRPE concluiu a graduacdo em Agronomia (1992), bemo o mestrado
(1998) e doutorado em Fitopatologia (2006). E tambéaduada em Direito. Foi
professora da Universidade Federal do Par4 de 200806. Desde 2006 é
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pesquisadora da Embrapa Semiarido, onde estudgatoea videira, e apesar
das suas dissertacao e tese ndo versarem sobeaefédologia, tem contribuido
notavelmente para solugdo de problemas causadoscpatro bacteriano no
Submédio do Vale do S&o Francisco, em colaboragéo & UFRPE, UnB e

UFRRJ. Faz parte do Grupo de Pesquisa CNPq “Base=rida videira”.

10. Outros nomes

N&o se pode, neste trabalho, deixar de citar outodegas que deram
contribuicBes a fitobacteriologia no Brasil, ta@mm: José Julio da Pontegue
estudou fitobacterioses em colorau, alfafa, banan&ijdo macassar e chuchu,
na UFC;Rosalee A. Coelho Nettocom estudos sobre murcha bacteriana no
Amazonas, Instituto Nacional de Pesquisas da AniazdNPA; Gilmar P.
Henz que estudou fitobacterioses na Embrapa HortalRaisPereira Leite Jr.,
que pesquisa sobre bactérias fitopatogénicas ncARAEoO ParanaDirceu
Macagnan, orientado de Reginaldo Romeiro na UF\Cleusa Maria
Mantovanelo Lucon, no IB, S&o Pauladiroshi Noda que criou a cultivar de
tomate ‘Yoshimatsu’ tolerante a murcha bacteriaaa sblanaceas, no INPA;
Edson Ampélio Pozzana UFLA; Luis Sebastido Poltronierie Paulo S. T.
Brioso que detectaramyllela fastidiosano ParaOlinda Maria Martins , que
estudou R. solanacearum (Malavolta et al., 2008);H. P. Liu do
PLANALSUCAR, Carpina, Pernambuco, que estudou andas da cana-de-
acucar, dentre elas as fitobacterioses raquitissscsdqueiras, estrias vermelhas,
estrias mosqueadas e escaldadura (Mariano & Mitfh&@894); Paulo Estevao
de Souzana UFLA; Chukichi Kurozawa, no melhoramento para resisténcia a
doengas bacterianad|ilvanira Donizeti Tebaldi, na UFU; Andréa Maria
André Gomese Sayonara Paulino de Assisna UFRPE;Jodo Pedro Pimentel
na UFRRJ, entre outros que ndo foram citados mesiado por questéo de
espaco.

11. Fitobacterioses no Brasil, indices, listas a/tos

A primeira lista especifica de fitobacterioses osodo no Brasil foi
publicada em 1981, pelo Dr. Charles Robbs e cotatwoes na V International
Conference of Plant Pathogenic Bacteria em Calii@bia (Robbs et al., 1981),
um trabalho classico de referéncia, bastante caddieomo “Annotated List”.
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Livros e indices de doencas incluindo algumas biasts foram também
publicados (Robbs, 1954a e 1954b; Reifschneided.et1983; Siqueira et al.,
1985; Pitta et al., 1989; Robbs & Rodrigues Nef99).

A partir de 1993, o grupo de Fitobacteriologia deRPE iniciou o resgate
da bibliografia publicada em Pernambuco (MariandM&hereff, 1994) e no
Brasil, sobre bactérias fitopatogénicas (Miche&ffMariano, 1993; Reis &
Mariano, 1994; Silveira et al., 1996; Gomes et1#898).

Um indice completo de fitobacterioses assinalada8nasil foi publicado
em 1994 (Marques et al., 1994), trazendo a disgdlougeografica da doenca e
entradas pelo nome comum e bindmio latino do haspede ainda pelo nome
cientifico do patdgeno, além do texto com entradkp mome da familia do
hospedeiro. As doencas bacterianas de plantas entais no Brasil foram
também listadas (Malavolta et al., 1995). Nestemneeano, a 12. edicéo do livro
“Bactérias Fitopatogénicas”, do professor RegindRlumeiro, trazia em seu
ultimo capitulo uma lista das fitobacterioses niaiportantes no Brasil, a qual
foi atualizada na 22. Edicdo em 2005 (Romeiro, 18@8neiro, 2005).

Em 1993, a Revisdo Anual de Patologia de PlantRA\PP, editada pelo
Wilmar Cério da Luz, da Embrapa Trigo no Rio GraddeSul e colaboradores,
principiou a publicacdo de uma excelente sérieetesGes sobre a Taxonomia
dos principais géneros de bactérias fitopatogénizasuindo Xanthomonas,
Pseudomonas;orinebactérigsAgrobacterium e ErwinigRobbs & Rodrigues
Neto, 1993; Kimura & Ribeiro, 1994; Takatsu, 19®eriam & Malavolta Jr.,
1996; Duarte, 2002).

Finalmente, em 2008, o periédico Summa Phytopagficdo dedicou um
Suplemento Especial do volume 34 para a publicaddidista: “Bactérias
fitopatogénicas assinaladas no Brasil: uma atugliza Excelente trabalho de
revisdo com 722 referéncias bibliogréaficas. E dcmdbrasileiro mais completo,
até setembro de 2007. Os autores, Valdemar A. Midadr., Luis O.S. Beriam,
Irene M. G. Almeida, Jidlio Rodrigues Neto e ChaiffesRobbs, fazem uma
discussdo bem detalhada sobre o que consta ouanBistagem e o porqué de
ndo constar. Incluem a ocorréncia, nome popularertifico do patdégeno e
hospedeiros, além de regido ou estado de constdfegdavolta Jr. et al., 2008).

Alguns livros didaticos em Fitobacteriologia forgrublicados no Brasil:
Bactérias Fitopatogénicas, em duas edi¢cbes (RonEa®5, 2005) e Métodos
em Bacteriologia de Plantas (Romeiro, 2001); Apmefatos de Técnicas em
Fitobacteriologia e Técnicas em Fitobacteriolodidarfingoni, 1995, 2010) e
Manual de Praticas em Fitobacteriologia em trégdedi (Mariano, 2000,
Mariano & Silveira, 2005, Mariano & Souza, 2016).
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12. Consideracdes finais

Em agradecimento aos vérios alunos que formou, Riase&no quer deixar
para as novas geracbes os exemplos de amor peaigzesientifica bem
realizada e com responsabilidade, o estudo e z&gélb diarios e o espirito de
equipe e unido. Tudo isto sem esquecer o amor & [Rewo proximo,
representado pela familia, colegas, amigos e tqdesiecessitam de ajuda.

Aos colegas que enviaram fotos e respostas ao pequeestionario que
Ihes enviou, Rosa Mariano expressa seu agrade@ment

Por fim, em memdria dos grandes mestres fitobatbgiistas, que |he
incutiram o amor pelo tema, deseja deixar paraasas geracdes, a 32. edicdo
do “Manual de Préticas em Fitobacteriologia” (Mada& Souza, 2016), e esta
revisdo, onde procurou resgatar a historia da &tsiologia no Brasil.
Entretanto, ela sabe da incompletude desta tgafagiro porque, pelo exiguo
tempo de pesquisa, alguns nomes deixaram de Secitaqlos, e segundo porque
a histéria ndo tem fim, a histdria continua, eamdnte com tanta garra e amor
guanto as demonstradas pelos nossos pioneiros.
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1. Introducao

As bactérias sdo micro-organismos unicelulares eitamuespécies
constituem importantes fitopatégenos de plantadivadias. Esses micro-
organismos apresentam seu ciclo de vida em relagdhospedeiro e varios
destes eventos estdo relacionados com processgsio¥os, como a aderéncia,
penetragdo, colonizacdo e reproducédo. Sendo aésda, extrema importancia
conhecer as etapas do ciclo de vida das bact@aas, que essas informacdes
sejam aplicadas em diferentes areas da fitobaltgiagp como o controle das
fitobacterioses.

As bactérias utilizam proteinase outras substanp@s converter os
metabdlitos das células do hospedeiro para sugdute causar doenca, além de
suprimir as respostas de defesa das plantas hasgedeara secrecdo desses
fatores de viruléncia, existe atualmente uma argplaa de vias de secrecdo
classificadas como sistemas de secrecéo tipalll, Iy, V, VIl e VII.

A patogénese das bactérias pode ser expressasattev&arios estagios da
infeccdo, a saber: reconhecimento, penetracéo,ipticddo, producdo de
fatores de viruléncia e desenvolvimento dos sinwrEsses estagios ocorrem
em continuidade e s&o dificeis de reconhecer canénienos independentes.
Por sua vez, no decorrer desses diferentes estagsplantas utilizam
mecanismos pelos quais tentam eliminar as bactguwias processos decorrentes
da patogénese. Adicionalmente, antes da infecgdaripmente dita ocorrer, 0s

Estado da Arte em Fitobacterioses TropicaisGama, M.A.S. et al. (Eds.). 2016.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
ISBN: 978-85-7946-259-7
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mecanismos de ataque do patégeno e de defesa mta pladem atuar e se
manifestar. Por traz destes mecanismos, estdo erawpinteracdes genéticas
gue governam a compatibilidade ou incompatibilidedee estes organismos.

Nesse contexto da genética da interacéo, as lecagresentam os padrdes
moleculares associados a patégenos (pathogen-assbenolecular pattern -
PAMPs), além de efetores (proteinas Avr) responsépelo processo de
patogenicidade e que atuam impedindo a respostdefisa da planta. No
entanto, as plantas podem apresentar duas linhdsfelga para reconhecimento
do patégeno e formacao de diferentes respostassigéncia. Essas duas linhas
sdo conhecidas como imunidade desencadeada por $®SARMPp-
triggeredimmunity — PTI) e imunidade desencadeada gfetor (effector-
triggeredimmunity - ETI). Assim, as alteragBes diga8 que ocorrem na
populacéo do patdgeno sdo acompanhadas pelag@emue também ocorrem
na populacéo do hospedeiro e vice-versa, sendopessesso conhecido como
co-evolugdo. Nesse sentido, a variabilidade gemédipresenta uma importancia
fundamental para ocorréncia desse evento na naturez

2. Aderéncia, reconhecimento e quimiotaxia

As bactérias quando associadas as folhas das flad&senvolvem
estratégias de colonizacdo como a modificacabahtat foliar e agregacao, e
essas estratégias sdo muitas vezes dependentendidade bacteriana presente
na superficie, mediada pelo processo qierum-sesing. As bactérias néo
colonizam de maneira uniforme o limbo foliar, etamcentram-se em algumas
regides. Estudos utilizando microscopia eletrordeavarredura demonstraram
gue os locais mais comuns sdo a base dos tricom&stématos, nas juncdes da
parede celular da epiderme, em depressdes nalauticdximos a hidatddios,
sendo possivel observar que existe uma maior defeipopulacional na porgao
abaxial das folhas, devido a uma maior quantidaslestdmatos ou tricomas
nessa regidao (Biattie & Lindow, 1999).

A maioria das bactérias ndo requer mecanismos egfadexceto quando
este é utilizado no interior dos vasos condutoeepldnta (Cao et al., 2001). No
entanto,Rhizobium radiobacter, agente causal da galha da coroa em diversas
culturas, requer necessariamente uma ligagéo cplang para que aconteca o
transporte de T-DNA e possa haver o desencadeardenpoocesso infeccioso
(Rodriguez-Navarro et al., 2007). Outras bactéaasém possuem genes que
codificam proteinas que participam da adesdo, tesno Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas spp. ePseudomonas spp. (Prasannath, 2013).
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A penetracdo das bactérias ocorre por meio de detims, insetos vetores ou
por aberturas naturais, como: hidatodios, estOmadtatticelas, estigma e
nectarios (Melotto & Kunkel, 2013). No caso de iatdes compativeis, ou seja,
interagdo onde ocorrerd a doenca, a aderéncia éats bacterianas em
ferimentos é derivada de interagdes entre a c®latieriana e moléculas do
hospedeiro. Como exemplo, tem-se o0 caso da intemgdieXanthomonas citri
e aglutininas localizadas em ferimentos localizadas folhas de cultivares
suscetiveis de citros (Janse, 2005).

Muitas bactérias podem reconhecer a presenca deospedeiro por meio
da percepcdo de sinais quimicos gerados pelasapla®s sinais percebidos
pelas células bacterianas sé@o transmitidos atidaéaembrana bacteriana para
iniciar eventos de motilidade onde o patégeno seguesinal bioquimico até
alcancar a porta de entrada da planta hospedeieate Ncaso, as células
bacterianas se movem por meio de flagelos ouKsld¢, 2010).

Véarias substéncias quimicas, tais como produtosrata dos fenil
propanoides-flavonoides, servem como sinais espegifue sdo reconhecidos
pelos patégenos. No caso &e radiobacter, as moléculas reconhecidas sao
metoxifendis (acidos cinamico e sinapinico, acetongena, alcool coniferil,
entre outros), os quais sdo derivados da rotaibtétisa da lignina produzida
pela planta. Nesta bactéria, uma histidina quinpsesente na membrana
bacteriana (VirA) auxilia na percep¢cdo de metoxifere inicia os eventos da
infecgdo. Adicionalmente, membros da familia hisadquinase também estéo
presentes erRseudomonas syringae e Xanthomonas campestris. Dessa forma, a
presenca da histidina quinase oferece uma grameaéifidade metabdlica e
permite que o organismo se associe com sua plagfetieira (Kado, 2010).

As bactérias ndo reconhecem apenas o sinal quigeiGdo pelas plantas,
conforme mencionado anteriormente, mas também hecem sinais quimicos
gerados por elas mesmas. A habilidade para se ¢camue coordenar o
comportamento via moléculas sinalizadoras, umacteniatica dependente do
tamanho da populacdo celular, € um mecanismo ameplendistribuido entre
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, conbecimm quorum-sensing
(Miller & Bassler, 2001). Neste mecanismo, por uracesso de autoinducéo,
quando as bactérias se multiplicam ocorre a regalaga expressdo génica em
fungdo da percepgdo de uma molécula sinalizaddtsidel produzida pela
propria célula bacteriana. Dessa forma, cada céaleteriana produz uma
pequena quantidade de uma molécula sinalizadoguatom-sensing, a qual se
torna perceptivel quando a concentracdo da moléeutdeva devido ao aumento
de células bacterianas. Em Gram-negativas, a pahoiolécula sinalizadora é a
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N-acil-homoserina-lactona (AHLS), enquanto as Gramsitfvas utilizam oligo-
peptideos processados como autoindutores (MillBa&sler, 2001). Além disso,
mais de um sistema dgiorum-sensing pode estar presente em uma determinada
espécie.

Em bactérias Gram-positivas e Gram-negativasjuarum-sensing regula
funcbes como: simbiose, viruléncia, competénciapjugacdo, producdo de
antibiéticos,  motilidade, esporulacdo, formacdo débiofime e
divisdo/multiplicacdo de células bacterianas (Ka2010; Miller & Bassler,
2001). Em bactérias Gram-negativas, as moléculdsingutorasmais bem
estudadas sdo as derivadas AHLs. Os sistemasgjudeum-sensing sao
sintonizados para preferencialmente sintetizarspareder a AHLs especificos.
Dois genes] (responsavel pela sintese do autoindutoR @esponsavel pela
deteccéo do autoindutor), codificam uma AHL sintpaea producdo da AHL e
do regulador da transcrigdo sensivel a AHL. Conampto, tem-se Tral e TraR
em R. radiobacter. Como exemplo de bactérias que regulam a expredséo
caracteristicas envolvidas na patogénese por neigualtum-sensing tem-se:
Pectobacterium carotovorum, agente causal de podriddo em diversas hortalicas;
Pantoea stewartii, agente causal de murcha no milRo;solanacearum, agente
causal de murcha bacteriana em diversas espédi@sidas eX.campestris pv.
campestris, agente causal da podriddo negra em brassicase(@ha1998).

3. Interac¢des incompativeis e compativeis

E bem documentado que em interacdes incompataeistlulas bacterianas
aderem a superficie da parede celular da plangpidamente induzem danos
estruturais na membrana citoplasmatica, resultaadiiberacdo de eletrélitos e
consequente morte da célula do hospedeiro. Eséerfemo é conhecido como
reacao de hipersensibilidade (hypersensitive @aetiHR), que em bactérias é
regulado pelos gendsp— hypersensitive response and pathogenicity (Lam et
al., 2001; He, 2007). Nesse processo, compostadidea toxicos também sao
liberados levando a morte das células bacterianaalizadas nos espacos
intercelulares. Por outro lado, quando os tecidis lantas sdo infectados por
bactérias compativeis, ocorre a degeneracdo pataiahembrana celular, o
efluxo de K e influxo de H. Os ions de potassio liberados nos espacos
intercelulares aumentam o pH do fluido interceldar5,5 para 7,0-7,5 e essa
mudanca induz o efluxo de sacarose, aminoacidossiforganicos sem causar
danos estruturais a membrana celular (Janse, 2005).



Genética da Interacdo Bactéria-Planta a7

A capacidade de invadir e colonizar o tecido vdgg@atogenicidade) e de
induzir a reacdo de hipersensibilidade sdo, emdgramarte, atribuidas a dois
conjuntos de genes: um conjunto de genes de 2252%in 6-8 unidades
transcricionais), nomeadwp (de HR e patogenicidade) e genes de aviruléncia
(genesAvr) (Lindgren, 1997).

Quando os gendsp sdo bem conservados eles sdo chamados de lgenes
Os geneshrp podem estar tanto em plasmideos quanto em ilhas de
patogenicidade no cromossomo e estdo envolvidognwio de sinais para
planta, na recepcao de sinais da planta e na g&gutios gendwp, avre outros
genes de patogenicidade. Os gehgs codificam proteinas extracelulares, a
exemplo de proteinas indutoras de necroses (ha)pine sao secretadas pelo
T3SS e proteinas de aviruléncia (Avr). Portantogerseshrp representam uma
fungdo direta no reconhecimento entre a bactédahespedeiro e parecem ser
essenciais para patogenicidade (Lindgren, 1993aRrath, 2013).

Em intera¢des incompativeis, a planta reconhepeadsinas Avr secretadas
pela bactéria e induz uma HR seguindo-se uma géiergene a gene, a qual leva
a resisténcia na planta. E importante mencionar aljgens gened\vr estio
frequentemente localizados proximos aos ganesPortanto, os gendsp e Avr
dependentes dérp também contribuem para especificidade do patégeno
limitam a gama de hospedeiros. Adicionalmente,ginais secretadas que levam
ao desenvolvimento de sintomas na planta sdo deadas proteinas de
viruléncia (codificadas por genes) (Janse, 2005).

No caso de interagbes compativeis, com o crescimbatteriano nos
espagos intercelulares, diversos fatores de patidade e viruléncia séo
produzidos, a saber: enzimas, fitotoxinas, fitorlmnproteinas extracelulares,
estruturas de aderéncia, sistemas de absorgdotdentes, polissacarideos e
exopolissacarideos, 0s quais podem representar riempes funcfes na
supressédo das respostas de defesa do hospedewenipdo o reconhecimento
do patdgeno, facilitando a extracdo de nutrientpsoenovendo a reproducao e
propagacédo da bactéria (Agrios, 2005).

Os termos patogenicidade e viruléncia, aqui utlliza devem ser entendidos
da seguinte forma: patogenicidade — capacidadeadirin causar a doenca (a
bactéria € ou ndo capaz de causar a doenca), cdatooss de patogenicidade
sendo considerados como as caracteristicas quereonfi capacidade de causar
a doenca; viruléncia — reflete o nivel da doengends frequentemente
relacionado com a severidade dos sintomas, desgsa,fos fatores de viruléncia
séo aqueles que alteram a quantidade de doeng@deguslo patégeno.
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Conforme ja mencionado, as bactérias podem detactmesenca do seu
hospedeiro devido a presenca de moléculas espanditte produzidas por este.
Varios compostos metoxifendlicos gliglicosidios fenolicos em combinagao
com mono ou dissacarideos induzem a expressao s gke viruléncia e
produtores de fitotoxinas em espécies Ri@zobium e em patovares de
P.syringae, respectivamente. ER.radiobacter, um sistema regulatorio de dois
componentes composto pela proteina sensorial atmplanembrana VirA (uma
histidina quinase) e VirG (um ativador transcri@bfniniciam a expressao de
genes de viruléncia no plasmideo Ti (Cascales &s@ér 2004). Por sua vez,
em P. syringae pv. syringae a producdo da siringomicina é induzida por
glicosideos flavondides, os quais estdo presemesetidos de cerejeiras e sdo
percebidos pelos produtos dos gemg®8l e sypA (Scholz-Schroeder et al.,
2000).

A expressdo de proteinas de patogenicidade e muialédependem da
transcricdo fiel dos genes que as codificam. Astagdo em bactérias é
catalisada por multissubunidades de RNA polimerasqual € composta por
uma enzima core e um fator sigma. Os fatores sigsaasrequeridos para
iniciacdo fiel da transcricdo e sdo membros de fangilia de subunidades
dissociaveis que se ligam as subunidades coregranar uma holoenzima RNA
polimerase de iniciacdo especifica. Portanto, chdibbenzima reconhece
especificamente os promotores determinados peto $&gma. Em espécies de
Erwinia, Dickeya, Pectobacterium, Pantoea e Pseudomonas, um fator sigma
designado HrpL (ou sigma L) é complexado com suaimen core RNA
polimerase para reconhecer promotores especificimiciar a expressdo dos
geneshrp, de genes de patogenicidade e genes que codifieaansintese do
T3SS (Kado, 2010).

4. Sistemas de secre¢do em bactérias

As bactérias, sejam elas patogénicas a animais panéas, desenvolvem
constantemente estratégias bastante elaboradas@aeguirem infectar o seu
hospedeiro. Em muitos casos, 0 sucesso da col@oizagcteriana pode ser
dependente de proteinas extracelulares, tornandstuwdo dos sistemas se
secrecdo bastante importante. A secrecdo podeefiaidd como o transporte
ativo de proteinas através da membrana citoplasand# bactéria (Lucas et al.,
2010).

Para o estabelecimento eficiente de infec¢des pctébas, varios sistemas
de influxo e efluxo, bem como vias de translocag@oproteinas/enzimas sao
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utilizados. Os sistemas de influxo sdo utilizadaspabsorcdo de componentes
essenciais necessarios a sobrevivéncia, os quaiaaséalmente gerados por
meio de quebras enzimaticas de substratos compéRrogequenos compostos
acessiveis pelo sistema de influxo. Os sistemasfldgo sdo utilizados para
esvaziar a célula bacteriana dos compostos toecstimetabdlicos, incluindo
diferencas no pH e compostos de defesa do hospedks como perdxido de
hidrogénio, 6xido nitrico, fitoalexinas e composkasolicos (Kado, 2010).

Todas as bactérias fitopatogénicas utilizam pnateisecretadas para
converter os metabdlitos da célula do hospedeira paa nutricdo e causar
doenca. Para secrecéo de fatores de virulénciteaxina ampla gama de vias de
secrecdo atualmente classificadas como sistemsacdecao tipo I, II, I, IV, V,
VI e VII (Abdallah et al., 2007; Thanassi & Hultgre2000).0 sistema de
secrecao tipo | (Type | secretion system - T1SS)njte a translocagéo de
proteinas de varios tamanhos e fungbes do ambexttacelular através das
membranas interna e externa sem a interacdo dplgsmma (Figura 1A).
Peptideos, produtos metabolicos, lipideos, estegdBsmas, toxinas e drogas sédo
secretados por este sistema (Kado, 2010). O T1®8né&do por trés proteinas
localizadas no envelope celular, cada uma delaswoanfuncdo no mecanismo
de secrecdo (Wandersman, 1996). Pode-se citar eremplos de bactérias que
possuem o T1SR. radiobacter, Burkholderia cepacia, Dickeya chrysanthemi,
Leifsonia xyli, P. carotovorum, P. syringaee seus patovareR, solanacearum, X.
axonopodis e seus patovare¥. campestris, X. oryzae pv. oryzae e Xylella
fastidiosa (Kado, 2010).

O sistema de secrecdo tipo Il (Type Il secreticstesy - T2SS) (Figura 1B),
presente em muitas bactérias Gram-negativas, étearado como um sistema
cuja translocagdo de proteinas € realizada em gss0s: 0 primeiro passo
envolve o processamento da proteina pela membnégraa e o segundo passo
envolve a modificacdo da proteina no periplasma gaosterior saida pela
membrana externa (Kado, 2010). O T2SS é um sdltkiic maquinario
multiproteico, onde 12 a 15 genes sdo essencia#s @duncionamento desse
sistema de secrecdo (Kado, 2010). Quatro subursdséite distinguiveis neste
sistema de secregdo: pseudopilus, complexo da raemlexterna, plataforma da
membrana interna e ATPase. Diversos fatores dééntia tais como toxinas e
enzimas pectinoliticas, celulases e proteasesesfietadas pelo T2SS. Diversas
enzimas pectinoliticas sdo secretadasReotobacterium e Dickeya por meio do
T2SS, que também esta presenteXerampestris. Adicionalmente, mais de um
T2SS pode estar presente na mesma bactéria (Kabi@, Rorotkovet al., 2013).
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Vérias bactérias utilizam sistemas de secrecaoltip@ype Il secretion
system - T3SS) para injetar proteinas no citoplademaélula do hospedeiro,
podendo manipular as funcdes celulares e com mssac a doenca (Coburn et
al., 2007) (Figura 1C). Mais de um T3SS pode gssente na mesma bactéria.
O T3SS é composto por aproximadamente 20 protegsisiturais. Os
componentes estruturais consistem em dois anéisfajpecem um caminho
continuo através da membrana interna e externaeda membrana interna é o
maior deles e a sua composicao tém sido descrita glgumas bactérias. O
T3SS é codificado pelos genkp/hre, os quais formam um poro e um pilus
complexo para secrecdo de proteinas dentro ddastop da célula hospedeira.
O T3SS é codificado por mais de 40 genes, o qua &ua regulacao temporal e
espacial muito complexa. A sintese, montagem elagego desse sistema de
secrecao €é induzida por mudangas no pH, temperat@senca de flavonoides e
altas e baixas concentragBes de magnésio e caesicespacos intercelulares
(Kado, 2010).

Em X. vesicatoria e em provavelmente outras espécies<aathomonas, o
I6cus hrpE codifica para producdo da proteina Hrp pili, olquaequerida para
secrecdo de proteinas por este sistema de sectegdiqili serve como um
condutor de proteinas e se estende por varios métrés da superficie
bacteriana. As proteinas secretadas sao injetadaandente dentro da célula do
hospedeiro, manipulando a célula e promovendoexg¢db. Adicionalmente, a
translocacdo de proteinas bacterianas € auxiliagta hprpinas agindo na
membrana celular da planta (Kado, 2010). No géKXanthomonas spp. 0 T3SS
€ responsavel pela injecao de efetores TAL (trgotgmn activator like effectors)
na célula hospedeira (Bogdanove et al., 2010),uasscsdo importantes fatores
de viruléncia para este género bacteriano (Doydé €2013).

Embora a funcdo precisa da maioria das proteinatoraé seja
desconhecida, a quantidade de proteinas secrefadapressionante. Varios
efetores suprimem a resisténcia basal ou imunidadelantas, porém ainda nao
esta estabelecido como este mecanismo ocorre. digragredita-se que esses
efetores contribuem para viruléncia por interfer@ transducéo de sinais de
defesa da planta. Como exemplo, tem-se as protAin&s2, AvrBs3 e AvrBs4
de X. vesicatoria, as quais sdo secretadas pelo T3SS. AvrBs3 sézibam
nucleo da planta enquanto AvrBs4 imita a atividdéeprotease de Ulpl de
células eucaridticas (atividade de cisteina prejeadlém disso, as proteinas
efetoras atuam na liberagcdo de nutrientes do tdmdpedeiro e na transmisséo
bacteriana (Kado, 2010).
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O sistema de secrecao tipo IV (Type IV secretiostesy - T4SS) (Figura
1D) é um dos mais bem conservados e peculiaresedensistemas de secrecao,
podendo ser encontrado em bactérias Gram-posigvaggativas, sendo em
Gram-positivas relacionadas a transferéncia lat€hairizontal) de genes
(Goessweiner-Mohr et al.,, 2013). O T4SS Rleradiobacter € o mais bem
estudado. Este sistema possibilita o transporterdeeinas, nucleoproteinas e
substratos de acidos nucléicos, 0os quais séo dogtaas células eucaribticas.
Outro beneficio deste sistema esta relacionadoacpossibilidade de absorcéo e
insercao de parte de DNA nas células hospedeisagefes que codificam para
0 T4SS podem ser abrigados tanto no plasmideo @uantromossomo e uma
bactéria pode conter mais de um tipo de T4SS. CGTid®bém é utilizado por
bactérias para conjugacdo e consequente transferéde plasmideo.
Basicamente, o T4SS é utilizado tanto para traéistéa de proteinas efetoras
para célula do hospedeiro quanto para absorveeipest e DNA para adaptagdo
ambiental. De maneira semelhante ao T3SS, o T4&Ripum pilus “T”, que
serve de condutor para transferéncia de proteinbs@c¢ado de substratos (Kado,
2010). Adicionalmente, o T4SS também foi detectadoBordetella pertusis,
Heliobacter pylori, Legionela pneumophila e X. citri subspcitri (S&, 2011).

O sistema de secrecdo tipo V (Type V secretioregystT5SS) € composto
de proteinas que séo classificadas como auto tremdpras, ocorrendo o
translocacéo de proteinas do periplasma até o seaionecessidade de proteinas
acessorias neste processo (Figura 1E). Entre dsridacfitopatogénicask.
solanacearum, X. campestris e X. fagtidiosa abrigam o T5SS (Henderson et al.,
2004).

Quanto ao sistema de secrecao tipo VI (Type Vledigar system - T6SS),
R. radiobacter utiliza este sistema para secretar a proteina fhepteina
hemolisina-regulada) que é requerida para aumangficiéncia da producédo de
tumores (Figura 1F). Assim como o T4SS, o T6SS éamlpermite a
transferéncia de proteinas entre células proceai®t eucaridticas (Kado, 2010).

O sistema de secrecao tipo VIl (Type VIl secretgystem - T7SS) foi
evidenciado pela primeira vez por Abdallah et 2007), sendo um importante
sistema de secre¢do para o transporte protein@cexiares, sendo descoberto
em Mycobacteria, uma bactéria Gram-positiva, atcednico organismo onde
este sistema foi descrito (Costa et al., 2015). éitanto, existem apenas
modelos hipotéticos de sua conformagdo como o gtoppor Houben et al.
(2014).
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Figura 1. Sistemas de secrecéo tipo 1 a 6 (F)—MI = membrana interna. M
= membrana externa; MI = membrana interna. P =plaina; PPG
peptideoglicano; MH = Membrana do hospedeiro (Aadptde Kado, 201(

Exemplos de espécies bacterianasstemas de secrecao utilizados, alér
tipo de sintoma causado nas plantas hospeds@aspresentados Tabela 1.
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Tabela 1.Exemplos de espécies de bactérias, sistema decece 0s sintomas
causados em plantas hospedeiras.

Sistema de

© Espécies Sintoma em

Secrecao hospedeiro

T1SS Rhizobium radiobacter; Burckolderia cepacia; Galhas, podriddes,
Dickeya chrysanthemi; Leifsonia xyli; subdesenvolvimento,
Pectobacterium carotovorum; Pseudomonas mancha e murcha
syringae; Radtonia solanacearum; Xanthomonas
axonopodis, Xanthomonas campestris;, Xanthomonas
oryzae pv. oryzae e Xyldlla fastidiosa

T2SS Pectobcterium carotovorum subsp carotovorum, Podriddo mole e
Dickeya chrysanthemi e Xanthomonas campestris mancha

T3SS Espécies déanthomonas e Pseudomonas syringae Mancha

TA4SS Rhizobium radiobacter, Xanthomonas citri subsp. Tumores (galhas) e
citri manchas

T5SS Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris e Manchas e murchas
Xylella fastidiosa

T6SS Rhi zobium radiobacter Tumores (galhas)

T7SS Mycobacteria Né&o fitopatogénica

5. Colonizacao da planta hospedeira

No sitio de infecgéo, as células bacterianas inm&ate aderem ao substrato
da planta como uma monocamada, formando em seguideocolénias,
geralmente nos espacos intercelulares. Posteritemesdo formadas
macrocoldnias (maturacdo do biofilme) (Kado, 20¥0xaderéncia a superficie
do hospedeiro pdR. radiobacter aparentemente envolve a sintese de fibrilas de
celulose ep-glucanas codificadas parel e chvA e chvB, respectivamente
(Breedveld& Miller, 1994; Matthysse, 1983). A tagte maturacdo e formagdo
do biofilme nesta bactéria é regulada por SinR, regulador transcricional
global de genes expressos na presenca de oxigémmey et al., 2004). No caso
da colonizagdo de feixes vasculares, as célulatermtas sdo propagadas
passivamente por meio de difusdo nos vasos do &jlemma vez que neste
ambiente as células bacterianas sdo iméveis e p@seamtam quimiotactismo
(Kamoun & Kado, 1990).
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Nos espacos intercelulares, o T3SS mostra-se éalspaca patogénese de
bactérias hemibiotroficasP( syringae), porém é dispensavel em patégenos
necrotroficos . chrysanthemi e Pectobacterium spp.), embora contribua para
infectividade e viruléncia em baixo nivel de ind@@uQuando os genes do T3SS
sdo expressos, um pilus tipo seringa é montadaabajravessa a parede celular
da planta e injeta proteinas efetoras no citopla€ria3SS interage com varios
alvos intracelulares, levando ao parasitismo egmuentemente, a doenca em
cultivares suscetiveis, ou a HR em plantas resete\ funcdo primaria das
proteinas efetoras € suprimir a resposta de def@dsspedeiro, no entanto, a
secrecdo coordenada de efetores e toxinas tambdempajudar a bactéria a
obter nutrientes da célula, embora a natureza dateipas efetoras e alvos
celulares responsaveis por mudar a disponibilidkdeutrientes néo esteja clara
(Jackson, 2009).

Os genes induzidos nos espacos intercelulares Wemap podem ser
divididos em quatro categorias: genes de viruléagmatogenicidade, tais como
T3SS, coronatina, alginato e peptideos similaresiriagomicina; genes de
assimilacdo de nutrientes; genes de toleranciasaesse, tais como catalase,
utilizados para detoxificar espécies reativas dgémio (reactive oxygen species
— ROS) e, genes de biossintese. O estudo dos gahesdos nos espacos
intercelulares demonstra que a regulacdo diferedeai@xpressédo génica € uma
caracteristica importante da adaptacdo bacteriaste rambiente. No entanto,
relativamente pouco é conhecido sobre os fatordseaimais e moleculares que
suportam a mudanca da expressdo génica. A maiave abtudos dos
mecanismos moleculares sobre a expressdo de gethexdos nos espacos
intercelulares tem focado os fatores ambientaisgelatérios que promovem a
expressdo de genes de patogenicidade e virul&agacomo genes do T3SS,
toxinas, EPS e exoenzimas (Jackson, 2009).

A regulacdo ambiental do T3SS tem sido estudadadetalhes, embora
algumas questdes sobre como a percepc¢éo de sioaie @ainda ndo foram bem
explicadas. Os fatores que contribuem para expetesite sistema sao baixo pH
(aproximadamente 5,5), baixa osmolaridade e prathimiia de acUcares tais
como sacarose, frutose e manitol e aminoacidos. RErelanacearum, um
composto ndo difusivel da parede celular de plahéatomateiro € responsavel
pela indugdo do T3SS. Adicionalmente, outros fatogeie interferem na
expressdo do T3SS também podem ser relacionadespostas do hospedeiro a
infec¢do (Jackson, 2009; Kado, 2010).

A producdo de fitotoxinas também é ambientalmemtgulada. Como
exemplo, a coronatina pode ser afetada pelo pHpematura, osmolaridade,
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fontes de carbono, niveis de nutrientes, aminodadoela presenca de fontes de
carbono e nitrogénio complexas. No entanto, o efdds fatores ambientais
sobre a producéo de fitotoxinas pode variar sigaiiftamente entre isolados. De
forma similar, a produgdo de siringomicina tambémdtizida por metabdlitos
da planta, tais como glicosideos fendlicos e agscah siringomicina € uma
fitotoxina formadora de poros que induz o fluxoides na membrana celular,
levando a alcalinizacdo dos espacos intercelulaeesaumentando a
permeabilidade da membrana a acglcares e outrosostmsporgénicos que
favorecem o crescimento bacteriano. A faseolotoxnilde a enzima ornitina
carbomil transferase (ORT), a qual converte oraitan citrulina na rota da
biossintese da arginina. O acimulo de ornitinaaauns requerimento fenotipico
da arginina, o qual leva a clorose. A faseolotoxit@ € essencial para
multiplicagdo bacteriana durante a infeccdo. Pufag® provavel que a
faseolotoxina, assim como outras fitotoxinas, dbnam para viruléncia por
causar mudancas locais e sistémicas no metabofiarptanta (Jackson, 2009).

O tempo e o contexto no qual as enzimas degraddatparede celular séo
expressas sao essenciais para patogénese bemdaudedipatégenos como
Pectobacterium spp. eD. chrysanthemi, quando a expressao prematura de
enzimas pectinoliticas podem elicitar as respatadefesa do hospedeiro antes
gue o numero de células bacterianas sejam altaficieste para supera-las. A
estabilidade das moléculas dpiorum-sensing pode ser significativamente
alterada pelo pH (instabilidade das moléculas emafidlino), pela natureza
quimica do ambiente e pela hidrofobicidade do antbieNeste Ultimo caso, a
difusdo da AHL pode ser afetada e polissacarideosadios das plantas podem
atuar sequestrando a AHL. @dorum-sensing forma parte do sinal da rede de
transducdes que integra diversas informacdes solambiente e a fisiologia
bacteriana, agindo de maneira coordenada paraaregtempo e a expressao das
enzimas pectinoliticas (Janse, 2005).

Os mecanismos dequorumsensing também regulam fatores de
patogenicidade e viruléncia em outros patdgends,c@mo R. solanacearum
(Morris &Monier, 2003). Esta bactéria penetra pterduras decorrentes do
crescimento radicular bem como por ferimentos egascrescer nos espacos
intercelulares. Quando a densidade celular idedéda@ngada, a producéo de EPS
e exoenzimas reguladas pelo sistemajurum-sensing facilita a entrada nos
vasos do xilema (Kado, 2010).

A maioria dos patdégenos usa dois ou trés fatorepalegenicidade ou
viruléncia para causar infeccdo, com cada fatarata para criar as condicées
ambientais que permitam que o préximo fator sejzesso. Neste contexto, o



Genética da Interacdo Bactéria-Planta 56

T3SS de patdégenos necrotréficos suprime as respdstalefesa do hospedeiro
permitindo que a bactéria se estabeleca na plafiteabnente, utilize os T1SS e
T2SS para secretar as enzimas que degradam a patalde, as quais matam a
célula da planta. De maneira simila, citri utiliza o T3SS para injetar a
proteina PthA nas células da planta, a qual inderzcharcamento e a hiperplasia
nas células do hospedeiro. O inchago das célumabmais dgua dos vasos do
xilema por meio da acdo da capilaridade, o que quavmais rompimentos
celulares, que por sua vez oferece nutrientesaadits para o crescimento e
auxilia na dispersdao quando a bactéria € expostauagéio da ruptura da
epiderme. Finalmente, o crescimento bacteriano paider os mecanismos
regulados peloquorum-sensing, tais como a goma xantana (Jackson, 2009;
Kado, 2010).

6. Coevolucédo e modelos de reconhecimento das baeie

As plantas cultivadas na natureza estdo constanteregpostas a presenca
de patdgenos e as interacdes entre esses orgarestdosrelacionadas com 0s
mecanismos de defesa e de ataque, os quais séwolados geneticamente
(Agrios, 2005). Nesse contexto, as bactérias sé@padas com um arsenal de
substancias utilizadas como estratégias para arfextsuprimir a defesa do
hospedeiro. Assim como outros patégenos, as bastéambém apresentam
moléculas especificas, conhecidas como PAMPs, dlénefetores (proteinas
Avr) responsaveis pelo processo de patogenicidageeeatuam impedindo a
resposta de defesa da planta e também converteme@bolitos da célula do
hospedeiro para nutricdo da bactéria. No entast@lantas podem apresentar
duas linhas de defesa para reconhecimento do patd@gelesencadeamento de
cascatas de sinais para formacao de diferentesstaspde resisténcia: PTI e ETI
(Dangl et al., 2013; Hurley et al., 2014). Esseondecimento induz diferentes
respostas de defesa, tais como a producédo decfitoak, compostos fendlicos,
explosdo oxidativa, geracdo de Oxidos nitricos, enion do pH extracelular,
reforco da parede celular, acimulo de proteinaeRtRe outros.

Os diferentes PAMPs geralmente apresentam func8asitigais para
sobrevivéncia da bactéria, e varios destes -elgstobacterianos ja sao
conhecidos, tais como lipopolissacarideos (LPS)ptigeoglicano (PGN),
flagelina, fator de elongacéo Tu (EF-Tu), proteidaschoque frio (PCF) e a
enzima superdxido dismutase. Para reconhecimerstgesle®PAMPS, a primeira
linha de defesa da planta utiliza-se de proteimasptoras também conhecidas
como receptores de reconhecimento padrdo (patteagmition receptor - PRR),
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levando ao desenvolvimento da PTI. Como exempld@RB conhecido como
EFR (LRR-quinase) reconhece EF-Tu, o FLS2 (flage$iensivel 2) reconhece a
flagelina, e o complexo LYM1/LYM3/CERK1 reconheces peptideoglicanos
(Hurley et al., 2014).

O reconhecimento de PAMPs ocorre na superficie &alace os PRR
conhecidos s&8o receptores tipoquinases ancoradosmembrana. O
reconhecimento de PAMPs ativa uma cascata de fiasdsativar as respostas
de defesa na planta. Os eventos de sinalizacadagp®ts o reconhecimento dos
PAMPs induzem mudancas no nivel de calcio no @twph, producédo de ROS e
de 6xido nitrico bem como ativam proteinas quinagesadas por mitégenos
(PQAM), as quais levam a inducao de genes atrawgdadores de transcricao
WRKY (Faulkner & Robatzek, 2012; Hurley et al., 201

Os primeiros estudos de reconhecimento de PAMPsplamtas foram
realizados com a flagelina, a principal proteineoeitrada nos flagelos. Estudos
com Arabidopsis tomate revelaram que as plantas respondem a oimido
altamente conservado na porgdo N-terminal da flsgdlacteriana, um peptideo
de 22 aminoacidos denominado flg22. Na planta,2fl§2percebido por FLS2,
gue pertence a familia de receptores tipoquinases @&im dominio extracelular
com 28 repeticdes ricas em leucina (LRR), um damfransmembrana e um
dominio quinaseserina/treonina intracelular. Taot@ominio LRR quanto a
atividade de quinase de FLS2 foram necessarios p#tea afinidade e
especificidade da ligacdo pela flagelina (Faull&®&obatzek, 2012).

A molécula de LPS é formada por um lipidio A, oec® (cadeia curta de
oligossacarideos) e uma cadeia lateral O (cadelsspoaridica longa).
Dependendo da interacdo, todas essas trés estrptudtem atuar como PAMPS.
Estudos realizados com o LPS ®ecampestris pv. campestris marcado com
fluorosceina em culturas comicotiana tabacum revelaram que o LPS foi
rapidamente ligado a parede celular da planta,ostladspostado para o interior
dos vacuolos. Estes resultados sugerem que houwaritose do LPS de&.
campestris pv. campestris de forma similar ao sistema de mamiferos (Jackson,
20009).

O fator de elongagcdo EF-Tu é a proteina em maianddncia na célula
bacteriana e estd associada a fase de elongag&ibdssomos. EF-Tu ndo é
livremente exposto na superficie da parede celptatanto, como e porque EF-
Tu é liberado da bactéria ainda ndo é conhecidoedit@-se que este PAMP
pode ser liberado pelo sistema de exportacdo ddackhcteriana durante o
processo de infeccdo ou pela ruptura das célulaterdenas causadas por
enzimas liticas do hospedeiro. A atividade elicitératribuida ao N-terminal de
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EF-Tu, um peptideo de 26 aminoacido denominado6efl importante
mencionar que efl26 e flg22 se ligam a diferenezeptores de alta afinidade.
No entanto, tanto efl26 quanto flg22 induzem o megwnjunto de genes no
hospedeiro e também a mesma resposta. O recepkff-@le no hospedeiro é o
PRR conhecido como EFR, o qual também pertencenidade receptores tipo
qguinases (Faulkner & Robatzek, 2012; Hurley et28114).

As PCFs, as quais sdo induzidas pela queda da riatwmze sao produzidas
para proporcionar que alguns microrganismos seteatap baixas temperaturas.
Nesse contexto, um peptideo de 22 aminoacidoszadal na por¢cdo N-terminal
da PCF, chamado de cps22, é responsavel por iacgaplosdo oxidativa bem
como por aumentar a biossintese de etileno indacand sistema de percepcao
para PCFs na planta. O receptor para PCF aindéoh&ncontrado. No entanto,
os elicitores derivados da PCF e da flagelina iadun mesmo conjunto de
respostas. Quanto a superoxido dismutase, acrlitgue quando PRR
reconhecem PAMPs ocorre a producdo de ROS, o aue attranscricdo do
gene da superéxido dismutasedM). Por sua vez, o aumento de sodM induz as
respostas de defesa dos hospedeiro (Jackson, 2009).

Conforme mencionado anteriormente, durante o psoces/olutivo da
interacdo entre bactérias e plantas, as primeiesenyolveram diferentes
sistemas de secrecdo responsaveis pelo processmias#o. Como exemplo,
tem-se o T3SS, codificado pelos gemep, e que é utilizado para translocar
efetores responsaveis pelo processo de patogetecida planta. Com esse
processo evolutivo, muitas bactérias adquiriranoeds, os quais interferem na
imunidade da planta, suprimindo a primeira linhaddéesa (PTI), e resultando
na suscetibilidade desencadeada por efetores t@ffeiggered susceptibility -
ETS) (Alfano & Collmer, 2004).

Alguns efetores modificam moléculas alvos no hdspe, podendo
degrada-las. Os locais de acdo dos efetores suopioma defesa da planta
incluem algumas rotas especificas da transduc&indes, podendo atuar dentro
do ndcleo interferindo na transcricdo para resgosta defesa e apés a
transcricdo (Alfano & Collmer, 2004). As proteirefetoras podem apresentar
diferentes fungbes como proteases, fosfatasesyitibajigase, transferases e
hidrolases (Rodriguez-Herva et al., 2012).

Nesse contexto evolutivo, as plantas desenvolvera@canismos para
reconhecimento dos efetores, e assim se defendedemataque dos
fitopatdgenos. Esse mecanismo é governado peloss@emue codificam as
proteinas R. Ap6s o reconhecimento dos efetoradivassas respostas de defesa
das plantas sdo ativadas, levando a formacédo da(HIrey et al., 2014).
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Primeiramente, devemos considerar que esse redomd@o pode ocorrer de
forma direta ou indireta. Na forma direta, ocoriietaracéo entre as proteinas R
e as proteinas Avr. Entretanto, tem-se verificade ga maioria dos casos o
reconhecimento é realizado de forma indireta, pddeser por meio do modelo
guarda ou decoy (Van der Hoorn & Kamoun, 2008).

O modelo guarda implica que proteinas R conseguseeper os efetores
das bactérias por meio do monitoramento dos alessedetores bacterianos.
Quando o efetor interage com o alvo “guardado” watulas, causando
modificacbes neste, as proteinas R reconhecemeéstes e ativam assim as
respostas de defesa. Na auséncia da proteina Ro @& andispensavel para a
funcdo de viruléncia da proteina efetora e parmielum maior crescimento da
bactéria (Van der Hoorn & Kamoun, 2008). Outro modmnhecido é o decoy
0 qual é especializado no evento de reconhecimdmtefetor pela proteina R,
mas a proteina ‘decoy’ ndo contribui para a adaptap desenvolvimento das
bactérias na auséncia da proteina R. Assim, esselonfunciona como uma
armadilha para o reconhecimento do efetor (VanHimrn & Kamoun, 2008).
Exemplos de geneR e genedAvr na interacdo planta-bactéria estdo citados na
Tabela 1 (Gururani et al., 2012; Hurley et al., 201

Atualmente, diferentes gend® sdo conhecidos como responsaveis pelo
reconhecimento dos efetores produzidos pelos patég&sses genes podem ser
divididos em oito grupos com base em caracteristieaproteina R (organizacéo
dos aminoacidos e dominio de membrana) (Gururamil.et2012). A grande
maioria dos genefR codificam proteinas contendo o sitio de ligacdo de
nucleotideo (nuclear binding site - NBS) e as ligpes ricas em leucina
(leucine-rich Repeat - LRR). Esse dominio LRR repnta uma fungcdo muito
importante para o reconhecimento especifico dateipas do patdgeno e a
maior variacdo entre os genese deve a essa regido da proteina. Essas classes
de proteinas R tém sido caracterizadas como: NBS-LHR; NBS-LRR-CC;
LRR-TrD; LRR-TrD-Quinase; TrD-CC; TIR-NBS-LRR-NLS-RKY; LRR-
TrD-PEST-ECS; Quinase intracelular, Receptor génddC toxina redutase
(TIR: receptor Toll/Interleucina; CC: dominio cauaspiraladacoiled-coil;
TrD: dominio transmembrana; NLS: sinal de localimagnhuclear; WRKY:
dominio aminoé&cido; PEST: dominio aminoacido; E8@ninio de sinalizagao
da endocitose celular). Existem varios geRe®nhecidos na interacdo bactéria-
planta, como o gen®&P3A (NBS-LRR-TIR), RPS2 (NBS-LRR-CC), RPM1
(NBS-LRR-CC) eRRSIR (TIR-NBS-LRR-NLS-WRKY) em Arabidopsis, o
geneXa2l (LRR-TrD-Quinase) em arroz; e o geff® (Quinase intracelular) em
tomate (Tabela 2) (Gururani et al., 2012).



Genética da Interacdo Bactéria-Planta 60

Tabela 2.Exemplos de espécies de bactérias e relacdo gemgrdi€ncia (Avr)
e gene de resisténcia (R).

Gene Avr (proteina Gene R (proteina de
Espécie efetora) resisténcia)
Pseudomonas syringae AvrRps4 RPA
Pseudomonas syringae AvrRpml ou AvrB RPM1
Pseudomonas syringae AvrRpt2 RPS2
Pseudomonas syringae AvrPphB RPH
Xanthomonas campestris pv. oryzae AvrXal Xal
Xanthomonas campestris pv. oryzae AvrXa2l Xa21
Ralstonia solanacearum - RRSIR
Pseudomonas syringae pv. tomato AvrPto ou AvrPtoB Pto
Xanthomonas vesicatoria AvrBs3 Bs3
Pseudomonas syringae pv. glicinea AvrD RPG4
Xanthomonas campestris AvrBs2 Bs2

Embora os efetores sejam reconhecidos levando ridade da planta, com
0 processo de evolucdo, novos efetores adiciormdsmp surgir, suprimindo a
resisténcia e desencadeando novamente a susdatikilda planta a doenca. Por
meio do processo de sele¢cdo, novos genes de nesasséirgem e reconhecem os
efetores, resultando novamente em imunidade. Asasmgalteracdes genéticas
gue ocorrem na populacdo do patégeno sdo acommpaths alteracdes que
também ocorrem na populagdo do hospedeiro, sers#opescesso conhecido
como coevolucdo. Nesse contexto, a variabilidadeétgm representa uma
importancia fundamental para ocorréncia desse evenhatureza.
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7. Consideracdes finais

Enquanto as fitobactérias apresentam varios exent@dd®AMPs e utilizam
diferentes sistemas de secrecdo com proteinagasfetiorante o processo de
infeccdo no hospedeiro, as plantas apresentamiishas de defesa (PTI e ETI)
para reconhecimento e inibicdo da colonizacéo peftéria. Com o uso da
biotecnologia, varios estudos tém sido realizadssuitimos anos, os quais tém
relatado novas informacfes sobre 0s mecanismo®iétiga da interacdo em
diferentes interacBes bactéria-planta. Portanton @ crescente numero de

estudos envolvidos nessa area, a tendéncia é ques ricabalhos sejam
publicados gerando ainda mais informacdes que posser aplicadas no
controle das fitobacterioses.
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1. Introducao

A diagnose de muitas doencas de plantas é realizadialmente, por meio
da identificacdo de sintomas e sinais especifieosadla doenga. Contudo, para
confirmacdo precisa da causa da doenga € necespigicseja realizada a
deteccéo e identificagcdo do seu agente causal ifRezet al., 2011). Para
confirmar a identidade de fitobacterioses conhecigaliza-se testes rapidos de
deteccdo, mas a diagnose de bactérias desconheeiglasr observagdo em
campo, exame dos tecidos vegetais, isolamento tfmeso, caracterizacdo e
comprovacao da causa da doenca através dos pastulied Koch (Alvarez,
2004).

Além disso, muitas vezes é necessario detectaerdifidar fitopatdégenos
localizados sobre a superficie de érgados vegetaisno infec¢des latentes, ou
seja, sem a presenca de sintomas.

A deteccgdo é a confirmacéo da presenca, dentrolwe & planta, do agente
causal de uma doenga, especialmente quando sel¢ratdeccdes latentes. Por
sua vez, a identificagcdo € um processo compargiM@ determinacdo da
posicdo taxondmica de bactérias desconhecidas qoelas conhecidas, o que
implica na caracterizacdo da fitobactéria. Intexemmente, algumas técnicas
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podem ser utlizadas tanto para deteccdo quanta pdentificacdo de
fitobactérias.

As técnicas de deteccéo e identificacdo de fit@ast podem ser divididas
em classicas e moleculares. As técnicas de detecBsicas envolvem
protocolos para detecgéo rapida da presenca tadii@rias nos tecidos vegetais,
isolamentos, microscopia do tecido infectado e agées em plantas
indicadoras, por sorologia e em meios de cultuktiges ou semi-seletivos. Por
sua vez, as técnicas classicas de identificacadoaseadas em caracterizacbes
morfoldgicas, bioquimicas, fisiolégicas, sorolégi@por meio de bacteriéfagos
(Jansen, 2005).

As técnicas moleculares de deteccéo e identificagdmaseiam na interacéo
entre moléculas, geralmente DNA e RNA. No entastmsiderando que na
sorologia também ocorre interagées entre molédalasgeno-anticorpo), esta
também é considerada como uma técnica moleculasdda 2005). Contudo,
visto que esta técnica comegou a ser utilizada omaites das técnicas
moleculares de detecgdo e identificagdo por meio &delos nucléicos,
atualmente a sorologia vem sendo considerada camadécnica convencional.

2. Técnicas convencionais de deteccdo e identifiGac de
fitobactérias

A sintomatologia de fitobacterioses é muitas vesigslar aquela causada
por fungos e virus. No entanto, algumas carad@asstmarcantes como
anasarca, exsudatos bacteriano e desprendimeptiodelesagradavel, como no
caso de podridées moles, podem servir como um imdféie infecgdes
bacterianas. Alguns testes preliminares podemt#igados para detecgdo rapida
da presenca de fitobactérias no tecido de platd&s,como o teste da cAmara
super-umida de J. F. do Amaral, do copo, testéiginh (exame microscopico
de exsudato bacteriano) e o teste da eosina (Megig®ouza, 2016).

O teste da camara super-umidaé utilizado para deteccédo dRalstonia
solanacearum e R. pseudosolanacearum em solanaceas e outros hospedeiros. O
teste é realizado pela imersao do caule (cortaddoemma de bisel aos 10 cm
acima do colo da planta) com raizes em um beaker &gua, cobrindo-se o
caule cortado com uma proveta ou tubo de ensaijmabformard uma camara
super-umida. O resultado positivo é observado &rpde 12 h, podendo-se
observar o exsudato bacteriano na superficie corthm caule (Mariano &
Silveira, 2005).
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O teste do copoé utilizado para deteccdo da mesma bactéria. Nesse
corta-se um fragmento do caule escurecido em fudgéiofeccédo. O fragmento
€ colocado na parede interna do copo, ficando dalériparede pela forga da
tensdo superficial da Agua entre o tecido e o dOplbagmento deve ficar com
uma metade acima da agua e a outra metade imerdguaa Pode-se usar um
clipe ou outro artificio para fixar o segmento dmle ao copo. O resultado
positivo é dado pela ocorréncia do fluxo de célblasterianas saindo do tecido
em direcdo ao fundo do copo em forma de filetesdus (Lopes & Rossato,
2013).

O teste da lamina ou teste de exsudacao em gétatilizado para bactérias
méveis em geral. Neste caso, corta-se com uma déafinda parte do tecido
lesionado e deposita-se o fragmento cortado sabeegota de agua previamente
depositada sobre a superficie de uma lamina, ase, em seguida, com uma
laminula. Neste caso, o resultado positivo é cariaeido pelo fluxo de células
bacterianas do tecido em direcédo a agua (Romeifi,)2

O teste da eosinaé utilizado para deteccdo de infecgBes vasculanes
folhas de cruciferas causadas p@nthomonas campestris pv. campestris e
consiste da imerséo do peciolo de folhas recémdadtem solucdo do corante
eosina Y a 0,1%. Dentro de 2 a 3 h, observa-sesergdo da eosina dentro dos
vasos nao colonizados pela bactéria, os quaiseaypieas coloracéo avermelhada,
enquanto os vasos colonizados apresentam-se edogreom a coloracao verde
normal das folhas. Adicionalmente, por meio destget € possivel detectar
infecgBes latentes causadas pela bactéria (Asals £996).

O isolamento direto de fitobactérias em meio de cultura adequédo
método mais antigo e comum de deteccdo. Além decdeta presenca de
fitobactérias nos tecidos do hospedeiro, o isolaoEmbém permite a obtengéo
de cultura bacteriana pura, a qual é necessara igentificacdo do agente
causal. Sua realizacdo é indispensavel para cedractecertas espécies
bacterianas, caracterizando-se como o primeircopdas postulados de Koch, o
qgual por sua vez é indispensavel para comprovagidoadsa da doenca. Os
postulados de Koch, adaptados por Kirdly et al.74)9 consistem em: | -
reconhecimento da bactéria pelo exame microscdictecido infectado; Il —
isolamento da bactéria em meio de cultura, os quaiem ser ndo seletivos e
seletivos; 1l — inoculacdo em plantas hospedgias obtencdo dos sintomas
originais; IV — reisolamento da bactéria a partirlibspedeiro inoculado e; V —
comparacéo dos isolados e identificacao da bactéria

Para o isolamento convencional de fitobactériaged&los lesionados, o
material coletado deve ser lavado e removido unugeg fragmento do tecido
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vegetal, contendo uma parte lesionada e uma padi.sEste fragmento é
superficialmente esterilizado em &lcool a 70% pors8gundos, hipoclorito de
sédio (3:1) por 1 minuto e, em seguida, duas lavagem agua destilada
esterilizada (ADE) sao realizadas. Posteriormesgdragmentos sdo macerados
em ADE e uma aliquota do macerado é transferida placas de Petri contendo
meio de cultura adequado (Romeiro, 2001). O isatonéambém pode ser
realizado por procedimentos nos quais fragmentssteltidos que séo lavados
(para deteccédo de populagbes epifiticas) ou masgréitirados e algumas vezes
centrifugados, seguindo-se a transferéncia de peguaiquotas das suspensdes
para meios de cultura. ApGs a obtencédo de colisvéedas, estas sdo inoculadas
em plantas teste (plantas hospedeiras) para cag@ondos sintomas e posterior
reisolamento da fitobactéria (Mariano & Souza, 9016

Osmeios de culturamais recomendados sao o agar nutritivo (AN) ear ag
nutritivo extrato de levedura dextrose (NYDA). Notanto, algumas
fitobactérias fastidiosas, conxylella fastidiosa, exigem meios mais complexos.
Além disso, meios seletivos (deve-se levar em denag¢do que quase nunca um
meio de cultura é completamente seletivo, senderma semisseletivo mais
adequado) desenvolvidos especificamente para detatas fitobactérias sédo
utilizados para deteccdo. O meios semisseletivoséoo fontes de carbono e
nitrogénio, inibidores (antibidticos, sais, compssbrgéanicos, fungicidas, entre
outros), sais, tampdes ou indicadores de pH e Bgaste contexto, pode-se citar
como exemplo o meio NYDAM (NYDA mais ampicilina),ug se mostra
altamente seletivo X. campestris pv. viticola (Peixoto et al., 2006), o meio
SMSA para o complex®. solanacearum (Denny & Hayward, 2001), e os
meios NSCAA, BSCAA e SX agar que tém sido recomdasigara detecgdo de
X. campestris pv. campestris (Galli et al., 2001; Randhawa & Schaad, 1984;
Tebaldi et al., 2007). Adicionalmente, meios seaiets/os apresentam um bom
nivel de deteccéo, variando de 201¢ células/ml (Jansen, 2005).

A observacao dos tecidos infectados pode ser aglalipor meio d&écnicas
de microscopia Otica ou eletrbnica Em ambos 0s casos, a presenca de
fitobactérias nos tecidos infectados indica queenda estd sendo causada pelo
organismo em questdo (Rezende et al.,, 2011). Nanentdeve-se levar em
consideragdo que em alguns tipos de lesdes a peederfitobactérias pode nédo
ocorrer, como por exemplo, no caso de hipertrofias.

As técnicas de microscopia Opticas mais emprega@lasmicroscopia de
campo escuro e de contraste de fases, nas quagenidiizam corantes (Bredt,
1983; Tully, 1983). Ambas as técnicas sao Uteia pateccdo de espiroplasmas
no tecido hospedeiro, embora ndo apresentem a masiidade para
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fitoplasmas devido ao pleomorfismo desses micrasgars que muitas vezes,
assemelham-se a organelas e restos celulares spmgsentes na seiva das
plantas (Mccoy et al., 1989). Além disso, paradgie de fitobactérias tanto em
tecido quanto na suspensao obtida a partir do madgesdo utilizados métodos
de coloragdo para evidenciar as células bacterianate suas estruturas. Neste
caso, 0s corantes mais utilizados sdo o azul dmam o diene, 0s quais sdo
Uteis para deteccdo de fitoplasmas e espiroplasmaselementos do tubo
crivado (Dienes et al., 1948; Hiruki & Shukla, 1978uanto a microscopia
eletrbnica, tanto a de transmissdo como a de vaaeddo utilizadas para
deteccéo de fitobactérias, especialmente fitoplasmespiroplasmas (Rezende et
al., 2011).

A sorologia, embora seja considerada por alguns autores camaotécnica
molecular, € um método convencional de deteccaditaleactérias. Algumas
técnicas sorologicas sd@o utilizadas em conjunto esniécnicas moleculares
classicas, ou seja, as que envolvem a deteccdoNde eDRNA. As técnicas
sorolégicas sdo baseadas em reacgdes especificasaatigeno e anticorpo. Os
anticorpos sdo obtidos quando um antigeno (exgpalsideos,
lipopolissacarideos, flagelina e glicoproteinas adgsula) € introduzido na
corrente sanguinea de um animal, o qual ira prodamiicorpos durante a
resposta de imunidade (Shanmugam et al., 2013).

As técnicas sorolégicas mais comuns empregadas tamtidentificacédo
qguanto na deteccdo de fitobactérias sao precipitéigiunodifusdo simples ou
dupla), aglutinacdo, imunofluorescéncia e ELISA zggne-linked immuno
sorbent assay). As vantagens dessas técnicas &aagals anteriores é que elas
sé@o menos dispendiosas, consomem menos tempo,assigimples, robustas e
algumas apresentam um nivel de deteccdo relatitamenlto
(imunoflourescéncia fa10* células/ml) e diversas amostras podem ser
processadas ao mesmo tempo. Por sua vez, a demmantdas técnicas
sorolégicas é que muitas vezes podem ocorrer reacfizadas, ou seja,
resultados falsos positivos com certa frequéncdiciénalmente, alguns testes,
como ELISA, podem apresentar um nivel de detecgZmavelmente baixo (30
10° células/ml) (Jansen, 2005).

Os métodos convencionais de identificacdo de fitghes sédo realizados
por meio da caracterizagdo morfoldgica, fisiologieemquimica e por meio de
bacteriéfagos (Mariano & Souza, 2016).

A caracterizagdo morfologica é realizada por mesocdracteristicas da
coldnia e das células bacterianas. Neste conte&topbservadas formas, cores e
texturas das colbnias. Quanto a morfologia celulséip observadas as
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caracteristicas das células, tais como formatoélila; tipos e disposicdo de
flagelos, espessura da parede celular (reagéoate)Gentre outros (Mariano &
Silveira, 2005).

As caracteristicas fisiologicas observadas sao d@estyras de crescimento,
ponto de morte térmica (50-55 °C), crescimento @erehtes concentracdes de
sais e niveis de pH e padrdes de resisténcia cettitdade a antibiéticos. Por
sua vez, as caracteristicas bioquimicas sao oluseryeela expresséo do material
genético dos diversos sistemas enzimaticos enclmstranas fitobactérias.
Geralmente, as bactérias sdo cultivadas em plagasitios de ensaio com
diferentes nutrientes para determinar se a bactérieapaz de decompor
diferentes fones de C (acucares, alcool, acidoénirgs, glicosideos, entre
outros) e N (aminoéacidos). No entanto, alguns $eptelem ser realizados em
placas de Petri, sendo o teste positivo quandor@ayescimento bacteriano.
Estes testes geralmente séo realizados pela igdcutie tubos contendo fontes
de C ou N em meios minimos comum indicador de pHa $actéria é capaz de
decompor a fonte de C ou N a produtos acidos alimads, o indicador de pH
irA mudar a coloracdo do meio (Mariano & Souza,620Atualmente, diversas
fontes de C e N podem ser testadas simultaneampelttaiso de sistemas como
0 BIOLOG (em placas de ELISA contendo diferentagds de C e N) (Agrios,
2005).

Outros testes bioguimicos determinam a formacacedes produtos finais
da bactéria, tais como a formagéo g8 ld partir da cisteina, formacao de indol a
partir do triptofano, entre outros. Os efeitos dezimas também podem ser
visualizados diretamente ou depois de repicagenglacas de Petri contendo
substratos da enzima. Como exemplo tem-se a hedr@le amido, gelatina,
caseina, entre outros (Mariano & Silveira, 2005).

Ao final da coleta das diversas caracteristicasfot@@icas, bioquimicas e
fisiolégicas, estas sdo utilizadas para identificaglo isolado bacteriano por
meio de chaves de identificacdo, onde sdo enc@wrad caracteristicas
peculiares de cada género e espécie. No entaimmadtante mencionar que a
identificacdo de fitobactérias por meio de cardstieas morfolGgicas,
bioquimicas e fisiolégicas ndo € suficiente partem@nar relacionamentos
filogenéticos e também pode levar a identificagprecisa do organismo em
qguestdo (Mariano & Silveira, 2005).

Bacteriéfagosou fagos séo virus que infectam bactérias sendopseasitas
obrigados. Bacteriéfagos especificos também podem wilizados para
identificacao de fitobactérias. Geralmente, os $agfio altamente especificos ou
ndo apresentam especificidade (Jansen, 2005). Bl @a fagos especificos,
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estes sdo colocados em contato com a bactéria ejueseja identificar. A
formacdo de placas de lise em meio de cultura moafia identidade da
fitobactéria (Mariano & Silveira, 2005).

3. Técnicas moleculares de deteccdo e identificacade
fitobactérias

Os métodos moleculares para deteccdo e identificdeafitobactérias se
baseiam no uso de sequéncias especificas (oligmiid#os iniciadores/sondas)
e sdo bastante sensiveis, especificos e permitendetarminacdo de
relacionamentos genéticos (Palacio-Bielsa et @092 Diferentes técnicas
baseadas na analise do DNA possibilitam a difeagdo entre espécies de
patégenos e sua deteccdo em uma dada amostra (ledwlis1999), além de
produzirem fingerprintings que revelam a variabilidade intraespecifica do
patégeno (Versalovic et al., 1994).

As técnicas moleculares de deteccdo e identificagiitem ser divididas
grosseiramente em técnicas independentes de P@QRn@?ase Chain Reaction)
e técnicas dependentes de PCR (Louws et al., 1999).

As técnicas de deteccdo e identificaciaalependentes de PCRséo
baseadas na hibridacdo DNA-DNA ou na cinética daseciacdo DNA-DNA
para detectar, identificar e caracterizar fitobdasé(Louws et al., 1999). Nestas
técnicas, o DNA bacteriano é extraido, purificadsubmetido a clivagem em
baixo pH para separacao das fitas de DNA, as gadaidixadas em membranas
de nylon ou nitrocelulose. Posteriormente, a membgatratada com uma sonda
de DNA marcada na qual sera detectado o DNA algpsPa vez, as sondas sdo
sequéncias de DNA marcadas (radioativamente ousatstratos cromogénicos,
tais como a biotina) que apresentam homologiagifemtos de DNA da bactéria
a ser detectada ou identificada. A sonda se assocl2BNA complementar da
bactéria previamente desnaturado podendo ser aokepor meio de filmes de
raios-X ou reacdes quimicas apropriadas no casprelenca da bactéria em
guestao (Wolska & Szweda, 2012).

Sao varias as técnicas de biotecnologia que utilizahibridagdo como
principio do método, como por exemploNerthern Blot (descrito acima) e
Southern Blot, os quais detectam fragmentos de DNA e RNA imodidos em
membranas, respectivamente (Passaglia & Zaha, 2@Estes métodos sdo
bastante especificos, no entanto, sdo demoradeguerem grande quantidade
de &cidos nucléicos purificados (Brioso et al. 3001
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Outra técnica utilizada para deteccéo de fitobedtdr a técnica daot Blot,

a qual se baseia na transferéncia de colénias/azipuros ou amostras vegetais
para membranas de nitrocelulose, onde as célulasraapidas e o DNA
bacteriano fica imobilizado na membrana. Em seguadsonda € depositada na
membrana para detecgdo da sequéncia homologa. Mdlegreantagem desta
técnica é sua facilidade de execucgéo, no entamgiéntemente sdo observados
problemas quanto a especificidade e o nivel deoatididade da sonda ser
relativamente baixo (Lima & Assuncao, 2001).

A hibridacdo também pode ser realizada por fluémsa in situ para
deteccéo de fitobactérias, uma técnica conhecioe €6SH (Fluorescenin situ
Hibridization). Nesta técnica, pequenas sonda®oliglotidicas que hibridizam
com a regido 16S ou 23S do rRNA sdo utilizadasagEse®ndas podem ser
utilizadas para hibridacam situ devido a capacidade de difusdo através da
parede celular de microrganismos que estdo presentdinas se¢des de tecido,
ou em extratos de plantas ou solo fixados em I|&mimécroscopicas. A
sensibilidade desta técnica depende da atividadigbdleea das células, embora
células mortas apresentem reacdes positivas por peniodo de tempo
consideravel. As sondas utilizadas nesta técnicalrgente sdo marcadas com
corantes fluorescentes ou ouro, sendo as fitobhastéletectadas por meio de
microscopia de fluorescéncia. A especificidade aléétnica é bastante alta,
geralmente muito maior do que os métodos sorolégioo entanto, reacdes
falsos positivos podem ocorrer devido a homologa&RMNA de organismos néo
alvo com a sequéncia especifica da sonda (Brioab, &001).

Outra técnica utilizada para identificagdo de fitcierias é a andlise do
DNA por meio depadrfes de digestdo com enzimas de restric&blondal et
al., 2004). Dessa forma, os padrdes obtidos poo aeiRFLP sdo baseados em
mutacdes na sequéncia de DNA que modificam a se@uée reconhecimento
da enzima de restricdo (enzima que corta o DNA aais especificos). Neste
caso, o DNA é digerido com enzimas de restricdposteriormente, separado
por meio de eletroforese, comparando-se os padéesstricdo pela observacao
das bandas resultantes (Mondal & Shanmugam, 2@48gionalmente, para
andlise de grandes moléculas de DNA (mais de 50pkioe-se utilizar a
eletroforese decampo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis — HE).
Contudo, os fragmentos obtidos por esta técnicang&@rosos e se sobrepdem
(Basim & Basim, 2001; Herschleb et al. 2007).

Por sua vez, na andlise de polimorfismo dos fragosenle restricao
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism — RFLP séo utilizadas sondas,
as quais podem ser especificas ou clonadas akratorte. Neste caso, o DNA é
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fragmentado pelo uso das enzimas de restricdoreeditlo a eletroforese, sendo
posteriormente transferido para uma membrana, &ppde ser de nylon ou
nitrocelulose, onde ocorre a hibridacdo. Apds aiditncéo, os resultados séo
analisados através do padrdo individual das banddsgeis a pelicula de raio-X
ou fluorescente, dependendo da forma de marcagdsodda (Mondal &
Shanmugam, 2013). E importante mencionar que higatiies nesta técnica: 1)
existe a necessidade da obtencdo de uma quansdéidiente (pelo menos 50
ng) de DNA de alto peso molecular para analisesFRR2) os marcadores das
sondas, que normalmente requerem materiais radigatinecessitam de
infraestrutura laboratorial adequada podendo inmpexdi transferéncia da
tecnologia de RFLP para laboratérios sem infratsiy3) a analise por RFLP é
laboriosa consumindo um tempo relativamente lorggrréira & Grattapaglia,
1998).

Diversas técnicas utilizandBCR podem ser aplicadas para detecgdo e
identificacdo de fitobactérias (Schaad et al., 20@ principio da técnica de
PCR envolve trés etapas basicalesnaturacao térmica do DNA molde
(geralmente a 95 °Canelamento dos oligonucleotideos sintéticosrifners —
artificialmente produzidos e consistem de uma secjgéconhecida especifica
para determinada fitobactéria, sendo a temperatars.comumente utilizada em
torno de 68 °C, no entanto, esta varia em funcdgriaer), os quais funcionam
como iniciadores da reacao de polimerizacédo a eaddas fitas do DNA molde
e; polimerizacdodxtensado geralmente a 72 °C) das novas fitas de DNA drpart
de cada um dos iniciadores, utilizando cada um glegro dNTP (adenina,
citosina, guanina e timina) como substrato da @aedpolimerizagdo (Mariano
& Souza, 2016).

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), o processamplificagéo envolve
repetidos ciclos de desnaturacdo térmica do DNAdejohnelamento dos
iniciadores as suas sequéncias complementareseasért dos nucleotideos
anelados por uma DNA polimerase altamente resestantdesnaturacdo em
temperaturas elevadas. Os iniciadores se aneldiitaaspostas da sequéncia
alvo e sdo orientados de tal forma que a sintef@N#eocorra através da regido
compreendida entre estes. Tem-se entdo a duplicdesses seguimentos de
DNA a cada ciclo da reacdo. Uma vez que os prodigoém-sintetizados
também sao complementares e capazes de se ligamniamslores, apos a
desnaturacgédo térmica, cada ciclo sucessivo esteraoi@ dobra a quantidade de
DNA sintetizada no ciclo anterior. O resultado éaaimulo exponencial do
fragmento especifico de DNA, aproximadamenté, 2de n é igual ao nimero
de ciclos realizados.
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Apés a amplificacdo, os produtos da PCR sdo corados brometo de
etidio ou Syber e submetidos a corridas eletrafm®t para separagdo dos
fragmentos amplificados. Posteriormente, os géi® sepositados em
equipamento adequado com luz ultravioleta, ondeaaslas geradas podem ser
visualizadas e fotografadas (Ferreira & Grattapad!998).

Osprimers utilizados na técnica de PCR, quando empregadadedeccao e
identificacao de fitobactérias, podem ser espeaxdfigara amplificacdo de uma
sequéncia alvo,aleatérios ou complementares a seigsérepetitivas do DNA.
Nos dois Ultimos casos, sdo gerafiogerprints do DNA gendmico, 0s quais sao
analisados por meio de programas computacionaig [p@&ntificacdo da
fitobactéria (Brioso et al., 2001).

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas pdesenho derimers para
deteccéo especifica e identificacéo de fitobactéfladesenho darimers requer
o conhecimento da sequéncia alvo e, neste contegpdna alcancar a
especificidade adequada é importante que a regider aamplificada esteja
presente apenas na fitobactéria a ser detectadssaD®rma, osprimers
desenhados para fitobactérias tem se originadaipalmente de genes de
patogenicidade/viruléncia, ribossomal e plasmidkopez et al., 2009).

Segundo Lopez et al. (2009) a sequéncia de divgnso®rs especificos
para deteccdo de genes de patogenicidade e viiuléstéo disponiveis, 0os quais
podem ser encontrados em diversas publicacGese Nestido, Palacio-Bielsa et
al. (2009) compilou publicacdes de mais de 200 ogalbs de PCR para
deteccado e identificacdo de mais de 50 espécidserlzams, nove subspéciese
mais de 40 patovares. Como exemplo, terpramers especificos para deteccao
do gene pel (gene da pectatoliase) de subespécies Peetobacterium
carotovorum, o qual gera um fragmento de 434 pb (Galleli 28109) eprimers
especificos para deteccdo do geim®2 (gene da endonuclease) lflazobium
radiobacter (Haas et al., 1995).

Algumas modificacBes das técnicas de PCR tambéranpagbr utilizadas
para deteccdo e identificacdo de fitobactériag ¢t@mo Multiplex PCR e
Nested-PCR (Bertolini et al. 2003a, 2003b A técnica de Multiplex PCR
consiste na amplificagdo de mais de um segmentdngen numa Unica reacao,
cada um com seu par geimers especifico. Esta vantagem pode simplificar
alguns experimentos, como a detec¢do de fitobastétiferentes ao mesmo
tempo. Por sua vez, a Nested-PCR ¢é utilizada pataomar a especificidade e a
eficiéncia da reacdo, sendo realizado por meioma amplificacdo preliminar
usando um par derimers universal, seguindo-se uma segunda amplificacédo



Deteccéo e Identificacdo Rapida de Fitobactérias 75

utiizando um segundo par darimers universal. Posteriormente, a PCR é
realizada conprimers especificos (Mondal & Shanmugam, 2013).

A Multiplex PCR tem sido util na deteccao e ideoti€do de diferentes
fitobactérias, com®&. solanacearum, R. pseudosolanacearum e R. syzgii (Fegan
& Prior, 2005; Safni et al., 2014). Como tambéni\ested-PCR na deteccéo
ultra-sensivel deClavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Lee et al.,
1997), Erwinia amylovora (Lopes et al., 2000) Bseudomonas savastanoi pv.
savastanoi (Bertolini et al., 2003b).

Embora a nested-PCR seja uma técnica extremanmamtévsl, sendo capaz
de detectar populacdes bacterianas da ordem de&RO/mI, alguns resultados
do tipo falso positivo podem ser obtidos (Lopezakt 2009). No entanto, a
utilizacdo de PCR em tempo real pode contornar @stelema devido a alta
sensibilidade deste método bem como devido a éedineta do resultado, a qual
reduz o risco de contaminagfes e da necessidadmase do gel pos-PCR
(Mondal & Shanmugam, 2013).

Diversas técnicas ddingerprinting (genotipagem) também podem ser
realizadas por meio de PCR e utlizadas para di#tee; identificacdo de
fitobactérias. Neste contexto, as principais tamigtilizadas sdo polimorfismo
de DNA amplificados randomicamente (RAPD - Randonmphfied
Polymorphic DNA), andlise de polimorfismo de fragitues de restricdo (AFLP
— Amplified Fragment Length Polymorphism) e rep-PQRlondal &
Shanmugam, 2013). Para detecgdo e identificacafita®ctérias por estes
métodos é importante ter isolados tipo da espéuiguestdo para comparagdo
dos padrdes gerados apds as amplificagdes. No dzgécnica de rep-PCR,
alguns laboratérios possuem livrarias gendmicae @stéio depositados os perfis
defingerprint de diversas espécies de fitobactérias.

Com a técnica d®APD, sado obtidos padrées pela amplificacdo de DNA
gendmico comprimers pequenos e aleatérios (10 pb), os quais sao nao
especificos e se ligam randomicamente ao DNA emdestturas de 36-45°C. O
padrdo dos produtos de amplificacdo sdo geralndigteiminativos em baixo
nivel taxondmico (frequentemente a nivel de isglaBomo a sequéncia de cada
iniciador € determinada de modo aleatério, estee pattontrar varias regides
complementares a sua sequéncia e, por isso, rex@ias locos (Lopez et al.,
2002). Contudo, esta técnica vem caindo em desisto que osprimers
utilizados séo bastante vulneraveis a pequenadgas nas condi¢cdes da PCR,
0 que resulta em baixa reprodutibilidade destai¢éqiPerez et al., 1998; Skéri
etal., 2012).
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Outra técnica de analise genbmica amplamente addizm procariotos é
rep-PCR, que se tem mostrado extremamente confidvel, degfeel, de
simples e rapida realizacao e altamente discriirgtmesmo entre populacdes
de uma mesma espécie (Louws et al., 1999; RadengkBruijin, 1997;
Versalovic et al., 1994). Rep-PCR utilipgimers que sdo complementares a
sequéncias repetitivas no DNA, altamente consesyagiae se apresentam em
multiplas c6pias no genoma da maioria das bact&iam-negativas e em varias
Gram-positivas, podendo desta forma ser utilizaal@ gproduzirfingerprintins
em diversos organismos. O uso degmésers leva a amplificacdo seletiva de
regibes gendmicas distintas localizadas entre gise® repetitivas, 0 que gera
padrBes de bandas referentes as regibes entre elesasntos repetitivos
(Rademaker & Bruijin, 1997).

As sequéncias “rep” correspondem aos elementos FHERC e BOX
(Versalovic et al. 1994) e pertencem a familias sgguéncias repetitivas
intergénicas encontradas em procariotos, sendceppaimente identificadas em
bactérias entéricas conbscherichia coli (Higgins et al., 1982). As trés familias
de regides repetitivas sdo: os elementos REft{tive extragenic palindromic)
de 35-40 bp, ERICefiterobacterial repetitive intergenic consensus) de 124-127
bp e o elemento BOX (BOX elemento) de 154 bp (Mér&l&Ehanmugam,
2013). O uso de rep-PCR tem a vantagem mia®sers possuirem sequéncia
conhecida e ja terem sido utilizados em estudos carnas bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. Desta forma, é dispensana selegdo inicial de
primers desenhados a partir da estrutura genémica de uteariieada espécie,
como é necessario para a analise de RAPD, e cangesa resultados em um
menor periodo de tempo (Lima et al., 2002). Adielorente, o tipo de amostra
utilizada para rep-PCR depende do objetivo do estpddendo se obter padrées
de bandas a partir de DNA purificado, células matgi culturas em placas ou
lesbes em plantas. Portanto, esta técnica podetiseada tanto para deteccéo
quanto para identificacdo de fitobactérias (Radema& Bruijin, 1997;
Rademaker et al., 1998).

A técnica defingerprinting por meio deAFLP é baseada na amplificacao,
via PCR, de um subconjunto de fragmentos geragastat da digestdo do DNA
gendmico com combinagBes de enzimas de restrigadltique clivam o DNA
em sitios especificos, de corte raro (reconhecéos sie 6-8 bases, eApal,
EcoRl, Hindlll e Pstl) e de corte frequente (reconhecem sitios de ésha.
Msel e Tagl). A utilizagdo de duas enzimas de restricdo éomgmte para
geracdo de um grande nimero de fragmentos. E fiendahtue a digestdo do
DNA seja completa, pois a digestdo parcial podelegvfalsos polimorfismos
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(Lopes et al.,, 2002; Vos et al.,, 1995). Para olitenda digestdo total é
necessario usar DNA de alta pureza. Portanto, éispreprestar atencdo no
método de extracdo e quantificacéo usado. A tédidsaia-se na propriedade de
certas enzimas de restricdo de deixar, ap6s ageliwado DNA, extremidades
coesivas de sequéncia conhecida. Assim, é possiveltruir sequéncias de
nucleotideos de fita dupla que se ligam as extredesl dos fragmentos de
restricdo, denominadas “adaptadores”. Uma vez qggj@éncia dos adaptadores
e a do sitio de restricdo é conhecida, é possivestiir iniciadores especificos a
essas sequéncias para pré-amplificacdo dos fragsndatrestricdo. Orimers
séo constituidos por uma sequéncia complementadaatador seguida de outra
especifica do sitio de restricdo da enzima, e urteansdo de nucleotideos
seletivos no terminal 3' (Lopes et al., 2002; Vosle 1995). Adicionalmente,
esta técnica permite a discriminacdo a um baixel niaxondémico, ou seja,
permite a deteccdo de variagbes genéticas entréciesp estreitamente
relacionadas ou entre individuos da mesma espétidska & Szweda, 2012).
Portanto, esta técnica € mais (til para identificage fitobactérias do que para
deteccéo.

Outra técnica que pode ser utilizada para deteegéddentificacdo de
fitobactérias € aPCR em tempo real (Mirmajlessi et al., 2015).A PCR
convencional ndo apresenta valores quantitativos,igso, foi desenvolvida a
PCR em tempo real, que consegue realizar a avalidgaumero de moléculas
produzidas a cada ciclo (Passaglia & Zaha, 201d)caacteristicas relevantes
da PCR em tempo real séo rapidez, especificidadsjtslidade e quantificacao,
além de possibilitar a detecgdo simultdnea de atifes microrganismos
(Okubara et al., 2005; Postollec et al., 2011amplificacdo € dividida em trés
fases: a linha basal na qual ndo ha produtos de $@Bentes para detectar
fluorescéncia, a fase log em que a quantidade atufirs de PCR dobra a cada
ciclo e a fase platd onde ndo ha mais aumento meraide produtos (Novais et
al., 2004).

Na PCR em tempo real existem dois métodos de digagio: a deteccéo
nado-especifica e a especifica. O Syber Green éemm® mais utilizado de
deteccdo nao-especifica, no qual fluoroforossemlagdita-dupla de DNA,
emitindo fluorescéncia (Novais et al., 2004). O Mag e o Molecular Beacon
sdo sondas altamente especificas a sequéncia lddecando fluorescéncia
apenas na presenca do produto de PCR de inteE#sseséo capazes de realizar
reacOes multiplas, detectando diferentes fitobasté&m uma mesma reacéo, por
exemplo (Novais et al., 2004; Mirmajlessi et a13).
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Nos dltimos anos, diversos protocolos foram dedgitas para deteccédo de
fitobactérias por gPCR, tais comB: carotovorum subsp. erotovorum e P.
chrysanthemi em batata e solo (Wu et al., 2011¥ahdidatus Phytoplasma
mali” em maca e insetos vetores (Baric, 20IR}yringae pv. syringae, P.
syringae pv. tomato e P. syringae pv. phaseolicola em tomate e feijoeiro (Xu &
Tambong, 2011)E. amylovora em maga e pera (Kaluzna et al., 2013) e através
de gPCR multiplex, a deteccao e diferenciacdo aladss deR. solanacearum
sequevares IIB-1 e IIB- 2 (Stulberg & Huang, 2015).

Os métodos moleculares tém uma importante colocagialeteccdo e
identificacdo de fitobactérias. No entanto, os méso convencionais sao
extremamente importantes e possivelmente ndo cairddesuso. Além disso,
para identificacdo e classificacdo de fitobactér@asimportante que as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas sejamliadaa para refletir a
composicao geral do microrganismo.
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1. Introducao

Bactérias sdo importantes patdgenos de plantas,sodmnte pela alta
incidéncia em culturas de valor econémico, mas éampela facilidade com que
se disseminam e pelas dificuldades encontradasoparatrole das enfermidades
causadas. Os principais sintomas causados poribaditopatogénicas incluem:
anasarca ou encharcamento, mancha, podriddo maleha hipertrofia, cancro,
morte das pontas, talo oco e canela preta. Esstmmsis estdo associados a
fatores de viruléncia e patogenicidade produziddaspbactérias fitopatogéncias
durante a interacdo com o hospedeiro (Kado, 2010).

A quantificacdo das doengas causadas por fitohastér essencial para a
comparacdo de tratamentos, descricdo de padrdepidiemias no tempo e no
espaco, determinacdo das relacbes entre niveisodecas a perdas de
rendimento, bem como para o estabelecimento datégisis de manejo visando
a prevencdo ou reducdo das perdas de producace blastexto, a importancia
da quantificacdo das doencas de plantas tem sdodntemente comparada a
importéncia da diagnose, pois de nada adiantandem®r o agente causal
(patégeno) de uma doenca se ndo fosse possiveifgpaaros sintomas por ele
causados (Amorim, 1995).

Embora a importdncia da quantificacdo de doencgas amplamente
reconhecida, existe falta de padronizacdo nos rogtotilizados na avaliagdo de
doencas. O problema da desuniformidade de métodowga pela propria
terminologia utilizada, uma vez que o0s termos fdémaa, incidéncia e
severidade, que representam as variaveis a serdatitlasg sdo muitas vezes

Estado da Arte em Fitobacterioses TropicaisGama, M.A.S. et al. (Eds.). 2016.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
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utiizadas de formas inadequadas. Prevaléncia l&agkh para descrever a
frequéncia relativa, em porcentagem ou proporcée, uqna doenga ocorre em
uma area geografica definida, ou seja, 0 nUmeadgos em que a doenga esta
presente dividido pelo nimero total de campos aadss. Incidéncia descreve
a porcentagem ou proporgéo de plantas (ou part@dadéas) doentes em uma
amostra ou populagdo, ou seja, 0 niumero de uniddakstes em relacdo ao
namero total de unidades avaliadas. Severidaderad@s@ porcentagem ou
proporcao da area ou do volume de tecido cobentsiptomas da doenca em
uma unidade amostral, por exemplo, uma folha (Cathgb Madden, 1990;
Madden et al. 2007; Nutter et al. 1991).

Os métodos de quantificacdo de doencas podem sgraaps em métodos
diretos, onde a estimativa da quantidade de doérfe#ta diretamente através
dos sintomas, ou métodos indiretos, onde a qualgida doenca é estimada pela
populagdo do patdégeno ou varidveis associadasricaod escolha do método
de quantificagdo a ser utilizado dependera do patesna e dos objetivos do
estudo, bem como da disponibilidade de um métoeligmente utilizado.

2. Métodos diretos de avaliagdo de doencas

Entre os métodos diretos de avaliacdo de doencasntam-se as
estimativas da incidéncia e da severidade, indieesloencas e contagem do
namero de lesdes por are, bem como outras técnieds sofisticadas, como
analise de imagens digitais e sensoriamento remoto.

2.1. Quantificacdo da incidéncia da doenca

A incidéncia é uma variavel discreta, de naturemarta, ou seja, existe ou
nao existe a doenca (Madden et al., 2007). A centagp nimero de plantas de
tomateiro com murcha bacterianRalstonia solanacearum), do numero de
plantas de alface e couve-chinesa com podriddo nfBketobacterium
carotovorum) ou do nimero de frutos de meldo com mancha aqAcsdovorax
avenae subsp.citrulli) é facil de ser obtida, sem nenhuma subjetividaden @
contagem do numero de plantas doentes em detemnipatela da area de
plantio, a incidéncia da doenca (ID) pode ser ¢attaicomo:

ID (%) = (NPD/NTP) x 100
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onde NPD = nimero de plantas (ou suas partes)aoemMiTP = nimero total de
plantas (ou suas partes) avaliadas.

A quantificagdo da incidéncia é simples para sé¢idale propicia elevados
niveis de precisdo nas estimativas. No entantotasiezes a avaliacdo da
doenga baseada na incidéncia fornece dados al@snantndo reflete a
intensidade real da doenca no campo, pois leva @mideracdo somente a
presenca do sintoma e ndo a intensidade deste. ditf&sm, do ponto de vista da
quantificacdo de danos, a utilizacdo da incidéreséa sujeita a algumas
limitacdes, uma vez que deve ser usada para agi@agas que atacam a planta
toda, como as murchas vasculares, ou para aquelgsi&uma Unica infeccao é
suficiente para impedir a comercializagdo do predabmo as podridées de
frutos, raizes e tubérculos. No entanto, na queatfio de bacterioses foliares
pode ser utilizagdo da incidéncia. Como exemplo, estudo envolvendo a
podriddo negra do repolh&gnthomonas campestris pv. campestris) a expressao
dos sintomas foi avaliada em cada planta pela dicaggo da incidéncia de
folhas doentes (expressa como a propor¢cdo de falbastes por parcela)
(Kocks et al., 1998).

2.2. Quantificacdo da severidade da doenca

A severidade da doenca pode ser obtida através oife mfocessos:
estimacao, quando a doenga é quantificada visuédmenm mensuracao, quando
a doencas € quantificada através da analise deeimeamu por reflectancia da
copa. Apesar dos avanc¢os nos sistemas baseadaosagiens e nas ferramentas
disponiveis para auxiliar na mensuracédo da sewdsi@@arbedo, 2014; Lamari,
2008; Pethybridge & Nelson, 2015), avaliagBes \vssugualitativas ou
guantitativas ainda sdo comumente usadas (Bock, €040; Del Ponte et al.,
2016).

A severidade é a mais apropriada para a quantificde doencas foliares,
como bacterioses causadoras de manchas e crestaméldstes casos, a
porcentagem da area de tecido foliar coberto patorsias retrata melhor a
intensidade da doenca do que a incidéncia. A farmas simples de estimar a
severidade é a quantificacdo direta da intensidiaddoenca. No entanto, esse
procedimento esta sujeito a um elevado nivel de &ara facilitar a avaliacédo
da severidade de doencas, varias estratégias dénpipostas, dentre as quais
se destacam a utilizacdo de escalas descritivasscidas diagramaticas e da
analise de imagens digitais. Qualquer que seja teatégia adotada, €
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fundamental que o estadio de desenvolvimento daraué o 6rgédo da planta
amostrado sejam bem definidos.

2.2.1. Escalas descritivas

Escalas descritivas utilizam chaves com certo nanmeée graus para
quantificar a severidade das doencas. Cada grauestala deve ser
apropriadamente descrito ou definido. Sdo numerosaxemplos de utilizacédo
de escalas descritivas. Algumas séo bastantegll@igamente empregadas, pois
representam uma metodologia uniforme de coletaadi®dsd Muitas, por outro
lado, séo mal elaboradas e ndo permitem uma afalgistematica de doengas.

A escala de notas mais utilizada em Fitopatologia éesenvolvida por
Horsfall & Barrat (1945), que apresenta 12 clasleseveridade (Tabela 1). As
classes, que representam a porcentagem de tegdtaldoente, tém intervalos
variaveis, espacados logaritmicamente. Como exenspiponha que durante a
avaliacao de determinada doenca no campo, umadgejhancluida na classe 4,
correspondendo entre 12 e 25% de severidade. &mtivet na fase de
processamento dos dados, esse valor sera tabuamold,5%.

Tabela 1.Escala de notas de Horsfall & Barrat (1956) paiantificacéo de
doencas de plantas.

Classe Severidade Severidade
(%) média (%)

0 0 0

1 0-3 1,5

2 3-6 4,5

3 6-12 9,0

4 12-25 18,5

5 25-50 37,5

6 50-75 62,5

7 75-87 81,5

8 87-94 91,0

9 94-97 96,5
10 97-100 98,5
11 100 100
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Um aspecto importante na quantificacdo com esdassritivas é a precisédo
dos limites dos niveis de severidade da doengcaexéimplo de grande precisao
nos limites da severidade da doenca é a escalaitidesaitilizada para

quantificacdo da sarna em tubérculos de batatapfomyces turgidiscabies)
(Tabela 2).

Tabela 2.Escala descritiva para quantificacdo da severidadsrna em
tubérculos de batat&t(eptomyces turgidiscabies) (Sakuma et al., 2011).

Classe Namero de lesBes/tubérculo
0 0
1 la3
2 4al0
3 11a20
4 >21

Outro exemplo de escala descritiva com elevadaigii®aa descricdo dos
limites da intensidade da doenca € a utlizada pprantificacdo do fogo
selvagem em flores de maciei\yinia amylovora) (Tabela 3).

Tabela 3.Escala descritiva para quantificacdo da severidimdiogo selvagem
em flores de macieir&(winia amylovora) (Mikicinski et al., 2016).

Classe Limites
0 flor aparentemente sadia
1 necrose visivel no nectarifero da flor
2 necrose em todo o ovario
3

necrose cobrindo, pelo menos, metade do compramen
do pedinculo

4 necrose cobrindo a flor, incluindo todo o pedimcu

Nos dois casos anteriores (Tabelas 2 e 3), osebmie severidade das
doencas estdo claramente estabelecidos, propicial@@das precisdes nas
estimativas da severidade. Por outro lado, esdalsaritivas mal elaboradas séo
frequentes na literatura. Um exemplo desse tipemmt ilustrado pela escala
descritiva destinada a quantificacdo da mancheaebant do pessegueiro e da
nectarina Xanthomonas arboricola pv. pruni) (Tabela 4). Nessa escala sao
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definidos oito graus de intensidade da doencaestasativas de porcentagem de
area foliar lesionada sao baseadas na quantificdg&a. Qual o grande
problema dessa escala: baseado em que os avadiadarestimar os valores de
areas foliares lesionadas para definir os graussdala? Conforme destacado
anteriormente, a quantificagdo direta dos niveisddenca esta sujeito a um
elevado nivel de erro.

Tabela 4.Escala descritiva para quantificacdo da severidadeancha
bacteriana do pessegueiro e da nectalaatflomonas arboricola pv. pruni)
(Bardsley & Ngugi, 2013).

Classe Area foliar lesionada (%)
1 0
1-3
4-8
9-15
16-25
26-45
>45

N o ok, WwN

Existem muitas escalas descritivas utilizadas pgtentificacdo da
severidade de fitobacterioses semelhantes a apmdaema Tabela 4. No entanto,
0 uso dessas escalas descritivas sem precisdoimiss| dos niveis de
severidade das doencas deve ser evitado, poisgmodetuzir os graves erros
nas estimativas.

2.2.2. Escalas diagraméticas

As escalas descritivas podem ser efetivas em Siéisague ndo necessitem
de exatiddo. A estimativa direta da area foliafolesda pode apresentar alta
subjetividade, com risco de baixa precisdo e, owti@dho, além de baixa
reprodutibilidade, principalmente com avaliadomsxperientes. Excetuando-se
0s estagios iniciais de epidemias, a contagem dweral de lesbes € pouco
aplicavel em condicdes de campo, pois demanda ltegpo para execucéo e,
frequentemente, requer amostragem destrutiva, meupesempre € indicado em
estudos epidemioldgicos. Para contornar esses\Jap@ntes, a avaliagdo da
severidade com o auxilio de escalas diagramétimds ponstituir uma excelente
opc¢éo em estudos de campo.
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Escalas diagramaticas sao representacfes ilustdedama série de partes
de plantas ou de plantas inteiras com sintomas daredtes niveis de
severidade. Atualmente, essas escalas se constitaerincipal ferramenta de
avaliacdo da severidade para muitas doencas.

Diversas escalas diagramaticas estdo disponivditersetura em periodicos
especializados para os mais variados patossistévMoagntanto, o nimero de
escalas diagramaticas para quantificacdo de fitebames € reduzido quando
comparados as doencas fungicas. Como exemploxdlesliagramaticas para
quantificacdo de fitobacterioses podem ser destacad escalas da clorose
variegada em folhas de citroxylella fastidiosa) (Figura 1), do cancro
bacteriano em folhas de videirX. (campestris pv. viticola) (Figura 2), da
bacteriose em folhas de maracujazeiXo &onopodis) (Figura 3), da sarna
comum em tubérculos de batateira, causad&pegtomyces scabies (Figura 4),
do crestamento bacteriana em vagens de feijoeimuey causado pokK.
axonopdis pv. phaseoli (Figura 5), do cancro citrico em frutos de laraaje
(Xanthomonas citri subspcitri) (Figura 6) e da murcha bacteriana em planta de
tomateiro R solanacearum) (Figura 7). Esses sdo apenas alguns exemplos de
escalas diagramaticas com representacées ilustiadasiveis de severidade de
bacterioses em partes de plantas (Figuras 1-6)lantag inteiras (Figura 7).
Véarios outros exemplos de escalas diagramaticas pprantificacdo da
severidade de fitobacterioses sao apresentadoah®dars.

| ./ Hh
: ;?.‘—Qﬁia}; 1)
| - |
A,
3 6 15 25 35

Figura 1. Escala diagramatica para quantificacdo da seadsidda clorose
variegada dos citrosxylella fastidiosa), indicando niveis de 3, 6, 15, 25, 35 e
56% da area foliar com sintomas da doenca (Amoriah £€1993).
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£
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82 91
Figura 2. Escala diagramatica para quantificacdo da seadgiddo cancr
bacteriano da videira&Xanthomonas campestris pv. viticola), indicando niveis d

2,4,8, 17, 34, 63, 82 e 91% da area foliar caortosias da doenca (Nascime
et al., 2005).

W &
VW

Figura 3. Escala diagramatica para quantificacdo da severidadbacterios
(Xanthomonas axonopodis pv. passifiorag) do maracwjzeirc, indicando niveis
de 5, 10, 20, 35, 55 e 80% da area foliar com siatula doenca (Castillo et a
2010).
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Figura 4. Escala diagramatica para quantificacdo da seadgida sarna comum
(Streptomyces scabies) da batateira, indicando niveis de 1, 10, 25 e 8@%rea
do tubérculo com sintomas da doenca (James, 1971).

i

1 (10 |25 |50

-

Figura 5. Escala diagramatica para quantificacdo da seadgidlo crestamento
bacteriano Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli) em vagens de feijoeiro
comum, indicando niveis de 1, 10, 25 e 50% da daeeaagem com sintomas da
doenca (James, 1971).
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9

Figura 6. Escala diagramatica para quantificagdo da seadeido cancro citrico
(Xanthomonas citri subspcitri) em frutos de laranjeira, indicando niveis de 0.5,
1, 3,9, 20 e 40% da area do fruto com sintomatodaca (Braido et al., 2014).

2 3 4

Figura 7. Escala diagramatica para quantificacdo da seadgidda murcha
bacteriana do tomateiroRé stonia solanacearum), onde: 0 = auséncia de
sintomas; 1 = planta com 1/3 das folhas murchaspnta com 2/3 das folhas
murchas; 3 = planta totalmente murcha; 4 = plardgar(Gomes, 1997).
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Tabela 5. Exemplos de escalas diagramaticas para quanéificda severidade
de fitobacterioses.

Hospedeiro Orgéo Doenca Pat6geno Referéncia
Alface Raiz Podridao de Sphingomonas suberifaciens  O’Brien & van
cortica Bruggen (1992)
Alfafa Caule Murcha Clavibacter michiganensis Harvey (1982)
bacteriana subspinsidiosus
Cafeeiro Folha Crestamento  Pseudomonas syringae pv. Belan et al. (2014)
bacteriano garcae
Citros Folha Cancro citrico  Xanthomonas citri subsp. Belasque Jr. et al.
citri (2005)
Couve-flor Folha Podriddo negra Xanthomonas campestrispv.  Cassanello et al.
campestris (1989)
Caupi Folha Mancha Xanthomonas axonopodis Lima et al. (2013)
bacteriana pv. vignicola
Feijoeiro Folha Crestamento Xanthomonas axonopodispv.  James (1971), Diaz
comum bacteriano phaseoli et al. (2001)
Laranjeira Fruto Cancro citrico  Xanthomonas citri subsp. Braido et al. (2015)
citri
Milho Folha Mancha branca Pantoea ananatis Capucho et al.
(2010)
Pessegueiro Folha Mancha Xanthomonas arboricola pv.  Citadin et al. (2008)
bacteriana pruni
Repolho Folha Podriddo negra Xanthomonas campestrispv.  Azevédo et al.
campestris (2000)
Tomateiro Folha Mancha Xanthomonas euvesicatoria Duan et al. (2015)
bacteriana
Tomateiro Folha Mancha Xanthomonas vesicatoria Mello et al. (1997)
bacteriana
Trigo Folha Estria da folha  Xanthomonas campestrispv.  Duveiller (1994)

translucens

Embora algumas criticas tenham sido feitas congdela rigidez dos niveis
das escalas diagramaticas, seu uso tem sido bedidag principalmente nos
trabalhos de levantamento e avaliacao do progrsstoencas, bem como na



Quantificagcdo de Fitobacterioses 94

selecao de materiais resistentes em programas lleram@ento. A utilizacdo de
escalas diagramaticas serve, na verdade, comopgué 0 avaliador que vai
determinar a severidade de uma doenca e, sempigogsivel, o avaliador deve
ser treinado previamente (Amorim & Bergamin, 2011).

Caso nao haja uma escala diagramatica para a figegéo de uma
determinada doenca de interesse no estudo, a mesdesd ser elaborada e
validada seguindo diferentes métodos. Na elabordedescalas diagramaticas
devem ser considerados alguns aspectos, destasandpeos limites inferiores e
superiores da escala devem corresponder a intélesigidnima e maxima de
doenca observada no campo; b) a determinacdoatidade real de doenca no
campo deve ter alta precisdo; c) o padrdo dosmagaepresentados na escala
deve ser 0 mais proximo possivel dos observadoplaats; d) os intervalos de
severidade da doenga devem ser espagados linearifgmtk et al., 2010;
Nutter & Esker, 2006). Poucas sdo as escalas digicas publicadas seguindo
intervalos lineares, mas a tendéncia é que elasnsepada vez mais comuns
(Duarte et al., 2014). Até o momento, nenhuma asdelgramatica publicada
para quantificacdo da severidade de fitobacterigsgsiiu intervalos lineares.
Por outro lado, tem sido comum o0 uso de intervglosdominantemente
logaritmicos, como nas escalas diagramaticas arer@ bacteriano da videira
(Nascimento et al., 2005), crestamento bacteriancafeeiro (Belan et al., 2014)
e mancha bacteriana do caupi (Lima et al., 2018p método de validacao é
determinado se uma escala diagramatica desenvodvidél ou ndo para a
obtencdo de estimativas de severidade das doempsmtd et al., 2014).
Detalhes sobre os procedimentos de elaboragéo idagéb de escalas
diagraméticas sdo disponiveis na literatura eslmesmia (Duarte et al., 2014;
Madden et al., 2007).

2.2.3. Erros na avaliagéo da severidade de doencas

Em muitos casos, a severidade da doenga estimadanpavaliador pode
ser muito diferentes da real e esta diferenca entralor estimado e o real € o
qgue denominamos de erro de quantificacéo. Os s@imwvaridveis em fungdo de
caracteristicas da doenca, do avaliador, da plaeta, como da interacdo entre
esses multiplos fatores (Lopes et al., 2014). Nesstexto, varios fatores podem
afetar a avaliacdo da severidade de doencas dapldopes et al., 2014; Souza
et al., 2014), com destaque para:

- Numero e tamanho das lesdes: 0 nimero e o tandamhdesdes podem
variar de acordo com o patossistema, as condiddraticas e a fenologia da
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cultura, dentre outros fatores. Geralmente, maieress de estimativa ocorrem

qguando o 6rgdo possui baixos valores de severidaddoenca com muitas

lesBes pequenas, enquanto as estimativas de selesiiid doengas com lesGes
maiores ou agregadas sdo menos sujeitas a erros.

- Complexidade de sintomas: alguns sintomas de gésempodem ser
confundidos com a senescéncia natural dos tecidoshaspedeiro, sendo
importante que o avaliador conheca bem os sintalaakenca. Outra situacéo é
no caso de manchas foliares que apresentam angdicap motivo pelo qual
deve estar bem definido o que sera avaliado, sergena area necrosada ou a
area necrosada e clorotica.

- Habilidade intrinseca do avaliador: cada avaligomssui uma maior ou
menor capacidade de quantificar doencas. O treinnuos avaliadores, muitas
vezes, melhora significativamente a qualidade dsiativas realizadas.

- Tendéncia nas estimativas: um dos erros mais aemas avaliagfes é a
tendéncia dos avaliadores em superestimar ou sulesh intensidade da
doenca, ou ambos.

- Valores preferidos: os valores de severidade nadss na escala
diagramatica servem para balizar as estimativagnt@nto, alguns avaliadores
tendem a repetir determinados valores durante cefdimento de avaliacdo da
doenca.

- Tempo para avaliacao da doenca: de modo geralagdores que levam
mais tempo para estimar a quantidade de doengarteadazer estimativas mais
precisas do que avaliadores que levam menos tempo.

- Tipo de folha: em folhas compostas é mais diftilestimativa da
porcentagem de area foliar com sintomas.

- Fadiga e dificuldade de concentracdo: a qualidddeestimativa é
influenciada por estimulos e respostas psicolégicas

Em estudos de campo, os métodos de quantificacdosedaridade
necessitam ser de facil e rapida utilizacdo para ampla gama de condicdes,
mas também adequadamente confiaveis e reprodyzbmisados e precisos
(Campbell & Madden, 1990). Acuracia refere-se axipnawlade de uma
estimativa da amostra (por exemplo, média) em &elagz um valor real de
quantidade de doenga avaliada. Portanto, numaagéialicom elevada acuracia
os valores da estimativa sdo muito proximos dosreal reais, havendo baixa
tendéncia de superestimativas ou subestimativagcisdo refere-se a
repetibilidade e reprodutibilidade das estimativRgpetibilidade refere-se a
variabilidade dos valores estimados por cada al@liem diferentes tempos de
avaliacdo, enquanto reprodutibilidade refere-se aéiabilidade dos valores
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estimados entre os diferentes avaliadores combsnaas pares (Nutter

Schultz, 1995). Uma analogia aos conceitos de eieuré preciséo n
guantificagcéo de doengas de plantas pode ser madal quando um arquei
tem como olgtivo colocar todas as flechas no circulo cenadlgdo (Figura 8)
O circulo central corresponde as quantidades deadoenca. Se as flechas

colocadas como na Figura 8.A, 0 arqueiro é acueapieciso. Se as flechas ¢
colocadas como na FiguraB3 o arqueiro é preciso (baixa variabilidade), |
inacurado. Na Figura 8.C, os resultados evidengjaeno arqueiro é inacuradc
impreciso, enquanto na Figura 8.D o arqueiro éaatyrmas imprecis

D

Figura 8. Acuraciae precisdo de um arqueiro quando o objetivo é eoltmrlas
as flechas no circulo central. A = acurado e poed@s= inacurado, mas precis
C = inacurado e impreciso; D = acurado, mas impoetadaptado de Campb
& Madden, 1990).

Os graus de acuraci e precisdo necessitam ser obrigatoriam
considerados na escolha de um método de quanéificde doenca. O melh
método de estimativa da severidade da doenca dessbpitar ao avaliadc
obter o maximo de acurécia e precisdo em sua djoagéo (ligura 8.A). Varios
estudos demonstraram que avaliadores, ao utilizascalas diagramatice
variam grandemente em sua habilidade de estimaveridade de doenca cc
acuricia e precisdo. No entanto, na maioria dascgies, o uso de esca
diagramatias propicia reducdes significativas nos niveisrde, eom melhoria
na acuracia e precisdo das estimativas (Del Parik, 2016). Como exempl
de reducdes significativas dos erros das estingmtioan a utilizacdo de esca
diagramaticas podem ser si@cados os constatados nas quantificacfe
severidade do cancro citrico em frutos de laramj@raido et al., 2014, 201&
cancro bacteriano da videira (Nascimento et al0520crestamento bacteria
do cafeeiro (Belan et al., 2014), bacteriose doamguzeirc (Castillo et al.,
2010), mancha bacteriana do caupi (Lima et al.3p0hancha bacteriana
pessegueiro (Citadin et al., 2008), mancha brafeanilho (Capucho et al
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2010) e mancha bacteriana do tomateiro (Duan ,e2@1l5). Uma ilustracdo da
importancia do uso de escala diagramatica paralaonee das estimativas de

severidade de doengas é apresentada na Figurae9reguesenta 0s erros
(residuos) dos avaliadores sem e com a utilizagesdala diagramatica para
guantificagéo da severidade do cancro em folhasideira. Sem a escala

diagramética a maioria dos avaliadores tendeu arestimar a severidade da
doenca. As diferencas (residuos) entre os valstmados visualmente e os
reais obtidos eletronicamente na quantificacaoetlarlade sem a utilizacao da
escala diagramatica foram muito elevadas, chegaratingir 73,8%. Por outro

lado, com a utilizacdo da escala os residuos seentmaram na faixa de 10% e
poucas vezes atingiram o valor de 20% (Nascimerab,&005).

a0

Residuos

Residuos
L 1]
= [= . =]
$

0 0 20 30 40 50 60 70 80 80 0 0 20 30 40 50 60 70 80 80
Severidade real Severidade real
Figura 9. Residuos (severidade estimada - severidade reslgstanativas do
cancro bacteriano da videira realizadas sem oiawddl escala diagraméatica (A)
e com auxilio da escala diagramatica (B). (Nascimenal., 2005).

2.2.4. Treinamento de avaliadores

Para a maioria dos métodos de quantificagdo deridade de doengas
baseado no uso de escalas diagramaticas estaosajeiterto grau de
subjetividade, o qual pode ser minimizado desde agieavaliadores sejam
treinados. Os avaliadores podem ser treinados dagnasnas conhecidos, com
material recém coletado ou preservado, fotografieerial fotocopiado, com a
projecdo de imagens, ou com programas de computadpecificamente
elaborados para o treinamento. Atualmente, o pnogrde computador mais
utilizado no treinamento de avaliadores é o Dideaseque usa doencas foliares
do amendoim como modelo (Nutter et al., 2015). Uemgplo da importancia do
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treinamento prévio dos avaliadores pode ser obdervea Figura 10, que

apresenta os residuos (severidade estimada - dadenieal) das estimativas do
cancro citrico em folhas de laranjeira realizadas co auxilio da escala

diagramatica antes (A) e apos (B) o treinamento icoagens de folhas doentes
com niveis de severidade conhecidos (Belasquet &l.,e2005). Os niveis de

erros apresentados pelos avaliadores submetidosiaamento prévio sdo muito

inferiores aos apresentados pelos avaliadoresrsgmarmento.

A
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2 0 b ; -
v w"ﬁ o
T 40— .
=20
0 5 10 15 20 25
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Figura 10. Residuos (severidade estimada - severidade reakksianativas do
cancro citrico em folhas de laranjeira realizadas co auxilio da escala
diagramatica antes (A) e apos (B) o treinamento ioagens de folhas doentes
com niveis de severidade conhecidos (Belasqué dk, 2005).

O treinamento é essencial, particularmente se yva@vwaliadores trabalham
conjuntamente em um projeto. Entretanto, apenaseinamento pode nédo
eliminar todas as fontes de erro, mesmo quando Sadas escalas
diagramaticas. Treinamentos especificos, baseaduos testes realizados
previamente, podem melhorar significativamente osedgenho nas
mensuragfes, desde que os avaliadores sejam ddsntmanto aos aspectos
particulares a serem corrigidos. Além disso, otefeenéfico do treinamento de
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avaliadores na quantificacdo de doencas limita-senacurto periodo, sendo
necessaria a realizacdo dessa atividade de forgodares imediatamente antes
de cada avaliacao.

2.3. indices de doenca

Em alguns casos, as escalas descritivas ou diaticam&mpregadas na
avaliacao de certas doencas ndo sao de natureEnpel, ja que os graus das
escalas sdo arbitrarios e estdo indicando uma esidpde crescente dos
sintomas em varios 6rgaos da planta. Para obtaloo mtegrado de uma parcela
ou cultura, pode-se empregar varios indices de gdgeque possibilitam a
determinagéo de valores variando de 0 (nenhumacdpanl00% (nivel maximo
de doenca). Dentre estes, o indice de McKinney3JLl&2im dos mais utilizados,
sendo calculado pela equacao:

indice de Doenca (ID)= 2.(graudaescalax frequéncig x 100
(no.totaldeunidadesx graumaximodaescala)

Exemplo: A severidade da murcha bacteriana do tomateirce$timada em

cinco parcelas, com 12 plantas cada parcela, coauxdio de uma escala
diagramética de 0 a 4, onde: 0 = auséncia de sa#pin= planta com 1/3 das
folhas murchas; 2 = planta com 2/3 das folhas nascB = planta totalmente
murcha; 4 = planta morta (Gomes, 1997). Utilizandodice de doenca (ID) de
McKinney, quais os niveis de doenca nas parcelas?

Parcela Planta/Severidade ID
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 (%)
1 2 3 1 1 3 4 4 0 2 4 2 1 56,3
2 3 4 4 3 4 4 4 0 2 1 1 4 70,8
3 4 3 3 3 4 2 0 0 0 0 2 0 43,8
4 3 4 0 0 0 3 3 2 1 0 2 3 43,8
5 0 0 0 0 2 3 2 3 4 2 1 0 35,4
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Parcela 1: ID = [(0x1) + (1x3) + (2x3) + (3x2) +@)] x 100/ (12 x 4) = 56,3%
Parcela 2: ID = [(0x1) + (1x2) + (2x1) + (3x2) @] x 100/ (12 x 4) = 70,8%
Parcela 3: ID = [(0x5) + (1x0) + (2x2) + (3x3) +@)] x 100 / (12 x 4) = 43,8%
Parcela 4: ID = [(0x4) + (1x1) + (2x2) + (3x4) +@] x 100/ (12 x 4) = 43,8%
Parcela 5: ID = [(0x5) + (1x1) + (2x3) + (3x2) +@] x 100 / (12 x 4) = 35,4%

2.4. Contagem do numero de lesbes por area

A contagem do namero de lesbes em uma determimadada folha (cfy
por exemplo), ou unidade de fruto ou tubérculo, epakr utilizada na
guantificagdo da severidade de algumas fitobacesjqrincipalmente quando
os tamanhos das lesdes sdo uniformes. Essas awtpgdem ser efetuadas
diretamente no 6rgao da planta ou com o auxiliprdgramas computacionais.
No entanto, esse procedimento ndo tem sido utdizad quantificacdo de
fitobacteriores em condi¢cBes de campo.

2.5. Andlise de imagens digitais

A precisdo da avaliagdo por andlise de imagensagig¢ muito elevada e
ndo esta sujeita aos problemas inerentes a acuidsule humana. Ha varios
programas computacionais capazes de avaliar aidagerde doencas de plantas
(Barbedo, 2014; Bock et al., 2010). Dentre estegrograma Assess 2.0 (The
American Phytopathological Society, St. Paul, EWAmari, 2008) é um dos
mais utilizados. Com esse programa podem ser @bt@ktimativas nao
subjetivas da quantidade de doencas, mesmo contramdg folhas compostas
ou com bordas recortadas, de frutos e de raizesndgens podem ser obtidas
por maquinas digitais ou scaners, no primeiro gassibilitando a amostragem
ndo destrutiva do objeto a ser avaliado, o quetitonama grande vantagem
guando é necessaria a quantificacdo da doenca mamanobjeto em diferentes
periodos. Como exemplo, o programa Assess 2.Qifiaado para quantificacéo
da severidade da mancha bacteriana em folhas deircajXanthomonas spp.)
(Gama et al., 2011), bem como para quantificacdcasaro em folhas de citros
(Bock et al., 2009, 2015).

Recentemente, pesquisadores de Fitopatologia ddaddss Unidos
(Pethybridge & Nelson, 2015) desenvolveram um afilio para iPhone, iPad e
iPod, denominado Leaf DoctdFigura 12), que permite a quantificacdo da
severidade de doencas foliares com elevada acwdcicisdo. Esse aplicativo é
disponivel no iTunes Store. Até 0 momento, ndotexigegistros da utilizagao
desse aplicativo na quantificacéo de fitobacterioes
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T AL R e T e Crmih, oyt Y

Figura 11. Representacdo do programa Ass@s8 para quantificacao
severidade de doencas de plantas pela andlise aigems digitais (Lamar
2008).

Figura 12. Representacéo do aplicativo Leaf Doctor, pRiwne, iPad e iPo
desenvolvido por pesquisadores dos Estados Unidethybridge& Nelson,
2015) para quantificacdo da severidade de doenljaset.
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2.6. Sensoriamento remoto

Por sensoriamento remoto entende-se um conjunttéaiecas capaz de
propiciar informacdes de um objeto sem que hajsatoriisico com este objeto
(Amorim & Bergamin, 2011). As propriedades radiantie tecido de plantas
sadias diferem daquelas de tecidos de plantas elelm geral, tecidos
infectados apresentam menor reflectincia na regio infravermelho
(comprimento de onda maior que Q) quando comparados com tecidos
sadios. Assim a avaliacdo de doencas pode serzaéalicom qualquer
instrumento capaz de quantificar as diferencaseflectancia desta faixa do
espectro (Prabhakar et al., 2012).

As técnicas disponiveis para quantificagdo de dasemgcluem fotografia
aérea, onde podem ser utilizados diferentes compbasade filmes, filtros e
cameras, e radiébmetros. O uso de filmes coloridivaviermelhos tem fornecido
0 maior nimero de resultados promissores na a#aliadde doencas por
fotografia aérea, embora esta técnica tenha a deg)eanm de ndo ser especifica
para doencas, uma vez que a reflectancia do infrealko pode ser afetada por
outros fatores, como estresse hidrico e maturidladetecidos das plantas. A
utilizacdo de radidmetros na quantificacdo de dasreve inicio na década de
80, sendo que estudos mais recentes tém utilizaddmetros portateis de
multiplo espectro para medir a reflectancia dasafigéns (Amorim & Bergamin,
2011). Até o momento, ndo existem registros dazagifio de sensoriamento
remoto e reflectancia por espectro radibmetro reantificacao de fitobacterioses.

3. Métodos indiretos de avaliacdo de doencas

A avaliacdo direta de doencas é dificil de selizadh quando os sintomas
observados na planta envolvem apenas reducdo dw, viiminuicdo de
producdo ou enfezamento. As principais estratégidiizadas para a
guantificacéo desse tipo de doenca séo: a) estanddi populacdo do patdgeno,
como o numero de unidades formadoras de colonigerEnas em amostras de
solo ou vegetais; e b) mensuracdo de variaveisciass a doenca, como
reducédo do crescimento do hospedeiro e da prodNgiolltimos anos, o uso de
PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real (QPE€R propiciado
grandes avancas na quantificagdo indireta de fitebases pela especificidade
das deteccdes e precisdo das estimativas (Mairgell., 2015; Narayanasamy,
2011).
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4. Consideragoes finais

A quantificag8o de fitobacterioses em condicbesatmpo continua sendo
um grande desafio, pois a disponibilidade de métqgumdronizados é muito
pequena comparada aos métodos disponiveis paragadodingicas. Essa
deficiéncia de métodos padronizados de quantifcggide ser decorrente do
reduzido nimero de estudos envolvendo levantameptdemiologia e manejo
de fitobacterioses em condi¢cdes de campo. Portaatn,0 aumento do nimero
de estudos nessas areas, a demanda por métodamipadins se elevara,
impulsionando o desenvolvimento da quantificacabtdeacterioses.
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1. Introducao

O manejo de doencas de plantas se baseia no commtciepidemioldgico,
iniciando, em geral, com levantamentos nas aregwathucdo. Levantamentos
fitopatolégicos tém como objetivos fornecer infogBas sobre a importancia
relativa das doengas, monitorar as flutuacdes ¢ensidade destas ao longo da
estagdo de cultivo e dos anos, e verificar a éicd@ aceitagdo das medidas de
controle recomendadas (Campbell & Madden, 1990détokss, 2002; Madden
et al., 2007). No entanto, para que os dados abtis levantamentos sejam
confiaveis, ha necessidade da padronizacdo nosdofde amostragem das
plantas no campo e na quantificacdo da doenca (g Madden, 1990;
Holderness, 2002). Aspectos relacionados a queatdio de fitobacterioses
foram abordados no capitulo anterior (Silva & Migig 2016), enquanto nesse
capitulo serdo abordados aspectos gerais sobretragem de doencas de
plantas e suas aplicacfes envolvendo fitobacteriose

2. Amostra e amostragem

Uma amostra € uma colegdo enidades que possuem em comum um ou
mais atributos mensuraveis e se obtém com o pitopdsiestimar os parametros
da populacad sobre a qual foi retirada a referida amostra. Uomufacéo pode
ser definida como a totalidade do universo rdenidades com determinado
atributo presente em determinado tempo e espatas Hsas dimensdes, tempo
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e espaco, conferem as populacSes um carater dinasendo a razao para
considerar a variabilidade do tamanho 6timo da &mo¥/ma populagdo tem
pelo menos um atributo mensuravel com dois par@sestatisticos associados:
uma médiau e uma variancia”. Portanto, se um subconjunto de unidades da
populacdo é extraido com um critério estatisticnii®, entdo é possivel
estimar gu e ac’com certo grau de precisdo e exatiddo. Pode-seafijue este
subconjunto, a amostra, é suficiente para caraatea populacdo em relacéo a
um atributo especifico. Os estimadores e ¢°sdo denominados média e
variancia da amostra, porém sdo representados com®&’, respectivamente.
Por essa razdo se considera que a média e a vari@omwstituem a base da
amostragem (Cochran, 1977).

A necessidade da realizacdo de inferéncia a pdeiruma amostra €
importante, pois raramente ha recursos financeirbsmanos suficientes para a
realizacdo de um censo completo do estado fitofgitml de um conjunto de
plantas de interesse em um campo ou em todos oposade uma regido
(Campbell & Madden, 1990; Holderness, 2002; Madeleal., 2007; Parnell et
al., 2011). A amostragem constitui uma das maisointaptes atividades no
estudo de epidemias de doencgas de plantas e permlitencdo de estimativas
representativas das caracteristicas da epidemmaausto reduzido, com a maior
exatiddo e precisdo possivel (Campbell & Madde®01¥adden & Hughes,
1999; Madden et al., 2007). Por isso, 0 objetiviagipal da amostragem para
avaliacdes de doencas de plantas é obter um nimiaimmo de individuos que
represente as caracteristicas da epidemia de umadagéo determinada, com
um custo razoavel (Neher & Campbell, 1997). Alémréduzir os custos, a
amostragem propicia economia no tempo de realizagds atividades,
permitindo a execugdo de levantamentos em maiss.&®@atro aspecto a
considerar é que a amostragem de pequenas panpepdiacao pode propiciar
valores mais confidveis devido ao trabalho e awmel de avaliacdes serem
reduzidos (Cochran, 1977).

O desenvolvimento de um plano de amostragem requesnhecimento
minucioso do patossistema a ser amostrado, um oterceito de como os dados
obtidos serdo avaliados e uma mensuracao reabstanapo e/ou dos recursos
financeiros disponiveis. Um plano de amostragene depresentar um acordo
entre o que é biologicamente e estatisticamenteavat. Nesse sentido, para
sucesso com um plano de amostragem é requeridgGarapbell & Duthie,
1989):

* Os objetivos sejam definidos de forma clara e @anci
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* A unidade amostral seja claramente definida e allpgfio amostral seja
razoavel sob o ponto de vista biolégico.

+ O método de amostragem permita a obtengdo de éstiae niveis de
doenca que sdo exatos, precisos e reproduziveidqua a populagéo.

* A amostragem seja efetuada eficientemente dentraudéo e tempo
determinados.

Um plano de amostragem é constituido de trés etegsenciais (Kranz,
1993):

a) Definicdo do método de amostragem.
b) Determinacao do tamanho ideal da amostra.
c) Execucéo da amostragem.

3. Métodos de amostragem

Muitos métodos de amostragem tém sido desenvolvelgsodem ser
aplicados no estudo de epidemias de doengas deaglatom destaque para
(Campbell & Madden, 1990; Kranz, 1993):

* Amostragem aleatéria simples
 Amostragem sistematica
 Amostragem estratificada

e Amostragem multi-estagio

e Amostragem sequencial

3.1. Amostragem aleatéria simples

Amostragem aleatéria simples € um método de selégdounidades sem
reposicao da popula¢cd uma vez que cada uma das unidades tem iguale€hanc
de ser amostrada (Cochran, 1977). Como exemplmidades na populacao sdo
numeradas de 1M e uma série de nimeros aleatérios entré&lBalepois tirada
de uma tabela de numeros aleatérios ou determigada um gerador de
ndmeros aleatérios de um programa de computadounidades retiradas do
total den unidades constituirdo a amostra. Raramente tem wgitizada em
trabalhos de amostragem de doengas de plantasp tend vista que a
casualizagdo requer o prévio conhecimento do nidemantas por unidade de
area e seu padrao de espacamento. Devido a digfidbdas doengas néo ser
normalmente uniforme, amostragem aleatéria podedeca eficaz e ndo ser



Amostragem de Fitobacterioses 110

representativa. Amostragem aleatéria nao deveasduidida com amostragem
arbiraria. Na amostragem aleatéria cada unidade staho tem igual
probabilidade de ser selecionada. No entanto,as@liador caminha na linha de
plantio de um campo, para e selecionana uma plansar avaliada, isto é
amostragem arbitraria. Esse tipo de amostragem sgrdepropriado em algumas
situagfes, mas constitui uma amostragem arbiteéni@o deve ser erroneamente
denominada de amostragem aleatéria (Campbell & Eadt990).

3.2. Amostragem sistematica

Amostragem sistematica é comumente usada em estedesivendo
doencgas de plantas, pois é de facil execugéo, giaom@sultados suficientemente
acurados e precisos, e normalmente € menos traalboe amostragem
aleatéria (Campbell & Madden, 1990; Kranz, 1993).dostragem sistematica,
se existemN unidades na populacéo, depois de definidasmidades a serem
amostradas, é tomada aleatoriamente uma unidadpridasirash unidades, e
amostrada cadéy, unidade depois dessa (Cochran, 1977). Na pratissa
amostragem ¢€ realizada pela adocdo de um padréandiehamento e tomada
das unidades amostrais a distancias pré-fixadasorsgo do caminho. Por
exemplo, se o comprimento do campo é de 500 metocosamanho da amostra é
de 25, a planta apés 20 metros do inicio do cangpé a proxima unidade
amostral (Kranz, 1993).

Como muitas doencas de plantas e patégenos tém admdiq espacial
agregado, a amostragem aleatéria é realizada cadogéo de um padrdo de
caminhamento apropriado, como diagonal, diagonaacta, diagonal paralela,
forma de W, ziguezague, diamante, perimetro, fate#l, aleatéria e retangular
(Figura 1) (Been & Schomaker, 2006; Campbell & Mamld1990; Kranz, 1988,
1993). A adequacao do padrao é testada pela copdjpada precisdo e acuracia
das estimativas obtidas por varios padrées de sagesh-piloto. Simulagao por
computador pode ser usada para a comparacdo dmdprex acurdcia das
estimativas. Embora ndo exista um padréo espedéa@mostragem adequado a
todas as situac¢des, os padrdes em forma de W anfi@rtém sido adequados
para muitas situacdes em que os propagulos e/ooneaca sao agregados
(Campbell & Madden, 1990).
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Figura 1. Diferentes padrbes de amostragem de plantas entampo. A,
diagonal; B, diagonal cruzada; C, diagonal paral€la forma de “W”; E,
ziguezague; F, diamante; G, perimetro; H, forma&Me |, aleatério; J, grade
retangular (adaptado de Been & Schomaker, 2006).

Em algumas situacBes é impossivel a realizacdomissteagem por um
padrdo pré-determinado, como diagonal ou forma deléido ao crescimento
do hospedeiro que impossibilita a passagem deasdihas de plantio. Nessas
situagfes, a amostragem sistematica pode seradalizela selecdo aletdria do
ndmero de linhas de plantio e da sele¢do das plamsarem avaliadas dentro da
linha de plantio por um critério sistematico emdam do comprimento das
linhas. Por exemplo, se a linha de plantio tem B@iros e precisam ser
avaliadas 10 plantas na linha, as plantas paréea#alserdo selecionadas a cada
50 metros de distancia.

3.3. Amostragem estratificada

Na amostragem estratificada, a populacadl deidades é primeiro dividida
em subpopulaces d¥;, N,, N, ..., N_ unidades, respectivamente (Cochran,
1977). Essas populacdes ndo sobrepostas sdo clradwméatratos. Na pratica,
esses estratos podem ser partes de um campo, wivBiais da copa de uma
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planta, partes de uma planta, tipos de solo ouumdidade de um solo
(Campbell & Madden, 1990). Apdés os estratos terado estabelecidos,
amostras aleatdrias ou sistematicas sdo tomad#a® diencada extrato para um
total de n amostras (Cochran, 1977). Esse procedimento peodpiciar a
adequada representacdo de subdivisdes existentepnkacao se a informacao
sobre isso é disponivel previamente ao levantan{ertale amostragem-piloto).
Estratificacdo permite somente estimativas de exnagstrais dentro do estrato.
Se isto é requerido, pelo menos duas unidadessprat@ou a maioria do estrato
pode ser selecionada. A populacdo pode ser es@dtaf para duas ou mais
caracteristicas (multipla estratificacdo) (Krar@93).

3.4. Amostragem multi-estagio

Na amostragem multi-estagio existem unidades amisstnas alguns tipos
de subunidades também sado interessantes, e emsalgasos também
subsubunidades sdo amostradas. Esse pode ser encagoe uma parcela é a
unidade amostral, plantas inteiras dentro da pars&b as subunidades e as
folhas nas plantas sdo as subsubunidades (Camfb#bdden, 1990). O
método de amostragem pode ser o mesmo ou difeeznteada estagio. Na
pratica, amostragem multi-estagio pode ser usada glanos de amostragem
aleatdria, sistematica ou estratificada. Amostragautti-estagio introduz maior
flexibilidade, permitindo a selegdo de subdivisGegurais como unidades
amostrais e a otimizagdo do tamanho da amostragmasnos acurado que 0s
métodos com um estagio. Amostragem multi-estagiarécularmente valorosa
em levantamentos em areas menos desenvolvidassontinte a estrutura para
0 primeiro estagio necessita ser construida ngoirdo levantamento (Kranz,
1993).

3.5. Amostragem sequencial

A amostragem sequencial € um método para facditdecisdo sobre tratar
ou nao tratar, sendo mais adaptado a doencas fipadds pela incidéncia. O
racional para amostragem sequencial é obter umiaagdesim ou ndo, isto &,
controle justificado, néo justificado, a baixo custcom o menor risco de tomar
uma deciséo errada.

Para o desenvolvimento de um plano de amostrageueseial, certas
informacdes basicas sdo necessarias: a) o arrgpgeial da doenca é uniforme,
aleatéria ou agregada; b) uma estimativa da peroiladenica ou limiar de dano
econdmico; c) probabilidades tém que ser associaddsis erros: alfa, para
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guando dizemos que a incidéncia € baixa e na eslic® alta, e beta, para
qguando dizemos que a incidéncia é alta e na relaliéabaixa. Com esses trés
requisitos um plano de amostragem sequencial prd#esenvolvido baseado na
hipétese alternativa Hpara a incidéncia causando baixas perdas ou Yarits
(a incidéncia causando elevadas perdas ou dana®)stfas consecutivas sao
tomadas e o numero de 1 (para infectada/infestamla) 0 (para nao
infectada/infestada) sédo acumuladas até o limiteim@ ou minimo (que séo
pré-determinados a um grau de probabilidade p#aaeabeta) ser atingido. A
decisdo para o tratamento pode ser baseada ne lsujperior ou nenhum
tratamento pelo limite inferior (Kranz, 1993).

4. Tamanho da amostra

O tamanho da amostra em um experimento ou levantan@e campo
normalmente determina a qualidade ou a confialbibdados dados de
guantificagéo da doenga obtidos e o custo da thiaiaPoucas amostras poderédo
resultar em dados ndo confidveis e ndo represesgatienquanto muitas
amostras poderdo oferecer dados de melhor qualidsatedesperdicar recursos
valiosos. Consequentemente, o0 objetivo da amosira@ealocar os recursos
sabiamente e, a0 mesmo tempo, determinar 0 nlneeamndstras que pode ser
tomado para atingir um determinado nivel de coiliiltle e precisédo
(Campbell & Madden, 1990).

Todos os métodos utilizados na determinacao dortamae amostras se
baseiam em amostragens-piloto, que consistem ragh@ da intensidade da
doenca numa pequena parcela da populacdo, normalnestre 30 e 100
plantas. Preferencialmente, devem ser efetuadastegens-piloto em cultivos
em diferentes estadios fenoldgicos e niveis desidade da doenca (Campbell
& Madden, 1990). Outro aspecto importante a comaide que o tamanho da
amostra para quantificacdo da doenga necessitirgenico, uma vez que pode
variar com o progresso da doenca (Duthie et aB118ranz, 1988) e com as
mudancas do padrao espacial de plantas doentesampoc durante o
desenvolvimento da epidemia (Campbell & Duthie, %t ger, 1990).

4.1. Arranjo espacial de doencas de plantas

Considerando que a confiabilidade da estimativa udea doenca é
relacionada diretamente ao tamanho da amostra® ldeserogeneidade espacial,
0os métodos de determinacdo do tamanho da amosteanpestar associados a
distribuicdes, que representam diferentes padrégacais da doenca no campo
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(Perry, 1994). Nesse contexto, o conhecimento cenjar espacial das plantas
doentes é um pré-requisito para a determinacdardartho da amostra (Kranz,
1993; Madden et al., 2007).

Em doencas de plantas, o padrdo espacial é defoud® o arranjo ou
posicionamento das plantas doentes, umas em relagdoutras, podendo
apresentar trés classificacGes: aleatério, agregadmiforme (Figura 2). No
padrdo uniforme a variancia é menor do que a mé&fia X ), indicando
subdispersdo; no padrdo aleatério, a varianciam@dia séo iguais{ = X ),
indicando dispersdo ou distribuicdo independente amatéria das plantas
doentes; no padrdo agregado, a variancia é maiogugoa médiaS >X ),
indicando superdispersdo (Campbell & Madden, 189anz, 1993; Madden et
al., 2007). O arranjo espacial das plantas doehtessultado de mudltiplas e
complexas interagBes entre os processos de dispersfatores ambientais
(Madden et al., 2007). O padrdo aleatério em dcerggos patégenos sdo
veiculados pelo ar significa que a probabilidadeude esporo cair sobre uma
planta hospedeira é igual para todas as plantgsetiesas. Padrao espacial
aleatério estd intimamente relacionado a iguaisrtapmlades de infec¢éo.
Portanto, a ocorréncia da doenca nao é influengietta distancia da fonte de
in6culo, seja a fonte localizada na mesma plantaaovizinhanga préxima. Por
outro lado, se o patdgeno for disperso apenastascdistancias (por respingos
de chuva, por exemplo), a probabilidade de umaalser infectada é maior para
aquelas plantas situadas proximas a fonte de inddal que para aquelas
situadas longe da fonte de in6culo. Nesse casadfip espacial sera agregado,
com focos visiveis ao redor das fontes priméariagdeulo. O arranjo espacial

uniforme ou regular é pouco frequente em condig@aésrais de infeccdo (Jeger,
1990).
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Figura 2. Arranjos espaciais de plantas doentes numa paratdatorio (A),
agregado (B) e regular (C). Cada ponto representaplanta doente.



Amostragem de Fitobacterioses 115

Véarios métodos podem ser utilizados para deternonamranjo espacial de
plantas doentes, com destaque para analise deetluahalise de sequéncias
ordinarias, mapeamento, ajuste a distribuicbesratss, indices de dispersao,
variancia em quadrilateros, andlise de autocoidelaspacial, analises baseadas
em distancia e geoprocessamento (Campbell & Madd99).

A anadlise do padrao espacial da doenga deve dmadsae inferéncias sobre
esse aspecto podem ser determinadas a partir dos das amostragens-piloto
(Parnell et al., 2011). O método baseado em indieeslispersdo é o mais
utiizado em estudos envolvendo amostragem de dsede plantas com a
utilizacdo de dados das amostragens-piloto. Derstiess, o indice de agregacao
de Loyd (LIP) pode ser utilizado para indicar owgde agregacao relativa, sendo
calculado como:

LIP = [(X+(S*/X) —1)IX Equagéo 1
em gue X é a intensidade média da doenca (incidéncia ouridade) nas
plantas submetidas & amostragem-pilof € a variancia da amostra. Valores de
LIP menor, igual ou maior que 1 indica padrao esgpaegular, aleatorio e
agregado, respectivamente (Campbell & Madden, 19%0)significancia
(P=0,05) dos valores pode ser testada usandoe desfui-quadradof) com
(n-1) graus de liberdade (Silva et al., 2008).

4.2. Determinacgdo do tamanho da amostra

A acuracia e a precisdo das estimativas de umalgfmisédo, em geral,
diretamente proporcionais ao nimero de unidade® uma amostra, ou seja, 0
tamanho da amostranotivo pelo qual determinar o nimero 6timo das
unidades resulta em um dos aspectos analiticosafumatais da amostragem
(Cochran, 1977).

Os dados obtidos nas amostragens-piloto sdo diilizanas analises de
tamanho de amostras. Ha pelo menos trés métodasesimar tamanho de
amostra, os quais dependem da definicdo operacitana@onfiabilidade e dos
custos impostos na coleta das amostras (Campbelit&ie, 1989; Campbell &
Madden, 1990):

a) Confiabilidade é definida pelo coeficiente de vgdim da média ou erro
padréo.
b) Confiabilidade é definida por equacdes de proldduiie.
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c) Componentes da variancia e funcdes de custo séosupara otimizar o
nimero de amostras, considerando que cada tipandsta tem um
custo associado.

4.2.1. Analises baseadas no coeficiente de variagiBomédia

As andlises baseadas no coeficiente de variagdeonéliia podem ser
realizadas pelos métodos gréfico, e especificandondiabilidade associada a
distribuicdes (Campbell & Madden, 1990).

4.2.1.1. Método gréfico

O coeficiente de variacdo da médi@ys; ) é utilizado como um indicador

grafico para determinar o tamanho da amostfaX média (x ) e a variancia
(), calculadas para amostras incrementando em tameekiem ser utilizadas
para obter o coeficiente de variacdo da médiaquplacao:
S ~
CVy =—%.100 Equacéao 2
x
em queS, (erro padrao da média) é obtido pela formula:

S, = /i Equacéo 3
n

Os valores obtidos para os coeficientes de varidgdmédia sédo plotados
contra nimeros crescentes de amostras, sendo ahandeal indicado pelo
ponto em que a curva tende a estabilizacéo.

4.2.1.2. Método especificando a confiabilidade

O tamanho da amostran)( € estimado para uma confiabilidade pré-
estabelecida (Por ex., 5 e 10%), determinada peddiciente de variacdo da
média CV, = 0,05 e 0,1), utilizando-se a equacao:

n = S? Equacéo 4
x2.cvy?

A escolha do nivel de erro aceitavel (confiabiligaié-estabelecida) a ser
utilizado depende do propésito da amostragem (@ocht977; Kranz, 1988).
Assim, em levantamentos de campo, um nivel de@& de erro é considerado
normal, enquanto que em estudos mais precisosautitse niveis de 5% ou 3%
(Southwood, 1978).
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4.2.1.3. Método especificando a confiabilidade agsada a distribuicdes

Numa aplicagdo mais sofisticada do método acimadistsibuicdes de
Poisson e binomial negativa, que representam régpeente casos de arranjo
espacial aleatério e agregado de plantas doeesnsoduzidas no calculo do
nimero de amostras. Considerando a distribuicaBoieson, em que = S, o
tamanho da amostra)(é calculado como:

n= _ 1 Equacao 5
x.CV:?

Para a distribuicdo binomial negativa, em q8€ =Xx+(x2/k), cujo
parametrck pode ser estimado das estimativas de varidnciéddanda amostra
como quek = x°/(S” —x), o tamanho da amostra (n) é calculado como:

n=_ktx .
% k.CV)—C2 Equacéo 6

4.2.2. Analises baseadas em equacdes de probabiliea

As andlises baseadas em equacdes de probabilida@enpser realizadas
pelos métodos fixando probabilidades e fixando abdidades associadas a
distribuicdes (Campbell & Madden, 1990).

4.2.2.1. Método fixando probabilidades

O tamanho da amostra) (€ estabelecido para obter uma estimativa em torno
da média da populacdo (Por ex., 5 e 10%; ou se@, 05 e 0,1), a niveis de
probabilidade estabelecidos (Por ex., 5 e 10%gp@ B = 0,05 e 0,1), utilizando
a formula:

2 2 5
_S%.Z,, Equacao 7
n e —
D?.x?
em queZp, € o0 valor tabelado déda distribuicdo normal padrao, considerando

P/2 e os graus de liberdade-{) da amostra. Para P = 0,0%;,&ad0= 1,96 € para
P =0,1; Zbelado= 1,64.
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4.2.2.2. Método fixando probabilidades associadasdéstribuicdes

Numa aplicagdo mais sofisticada do método acimanwmnho da amostra
(n) é estimado conforme as distribuicbes especifeadaeviamente.
Considerando a distribuicdo de Poisson, o nimerardestras é calculado
como:

n= DQ—_ Equacéo 8
X

Enquanto para a distribuicdo binomial negativa,Umeéro de amostras €
calculado como:

_(k+%).Z,°

Equacéo 9
D? kX

4.2.3. Andlise baseada na variancia e no custo

Esse método de analise utiliza os dados geradosampostragem multi-
estagio. O procedimento é baseado, em parte, Hisead@ variancia aninhada
com efeitos aleatorios. Se estimativas da varidedaasto associado com cada
unidade e subunidade sdo disponiveis ou podem aeuladas, depois o
tamanho 6timo da amostra pode ser calculado (Cdh&béadden, 1990).

Numa amostragem em dois estagios (ex. ramos esjokaaariancia total da
média [V(x)] pode ser calculada como:

2 2
g, , 0.
n, N,

u

V(X) = Equacéo 10

onde g,* é a variancia entre as unidades (= ramos) potmidades es’ éa
variancia entre os elementos (= folhas) dentro midagles comn_ elementos.

Neste casox representa a média geral da amostra (ramos xsfolha

Para cada nivel de amostragem existe um custoadsspiara obtencéo e
avaliacao do material. Custo pode ser mensuraddifementes unidades como
dinheiro ou tempo. A funcdo de custo para amostnage dois estagios pode
ser escrita como:

C; =¢,n, +cn ng Equagédo 11

em queC,, C,e C;s&o os custos por unidade (ramo), por elementba(fce
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custo total, respectivamente.
O ndmero 6timo de elementoslsgopt)), por ex. folhas, como fung&o dos

componentes de variancia e funcdo de custo podmkeilado como:

ag C ~
Ngopty = (J—EJ C—“ Equagdo 12

u e

O numero 6timo de unidades . ), por ex. ramos, pode ser calculado

opt

como:

2
n 1 o2+ Ye Equacéo 13
u(opt) V ()A() u n
S(opt)

Outros métodos passiveis de serem utilizados reandigiagdo dos tamanhos
ideais das amostras para quantificacdo de doeecpkdtas, como amostragem
binomial, amostragem inversa e amostragem sequegéia apresentados por
Madden et al. (2007).

5. Execucao da amostragem

Nessa fase, o plano de amostragem precisa ser insantente detalhado,
com a definicdo de aspectos relevantes como:

a) Unidade amostral: folha bandeira, folhas basaimspga frutos, etc.

b) Método de amostragem: sistematico, estratificaddti+®stagio, etc.

c) Tamanho da amostra: numero de campos, parcelaparselns,
guadrilateros, plantas, folhas, ramos, etc.

d) Tecnologia de amostragem: unidade amostral fixadaremovida;
escalas diagramaticas ou descritivas, etc.

e) Datas de amostragem: se apropriado, relacionadoestadio do
hospedeiro, eventos climaticos, etc.

f) Procedimento de amostragem: o que fazer com ammpgiesa onde
enviar, etc.

Uma vez aprovado, esse plano de amostragem pregisabservado por
todos os participantes do levantamento, bem comdogistica para o
processamento dos dados e a supervisdo do trglraitisa ser assegurada nesse
estagio.
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6. Amostragem de fitobacterioses tropicais: resultlos de
pesquisas

Estudos envolvendo o desenvolvimento de planos rdestetagem para
guantificacdo de doengas de plantas sdo escassas nmioria envolve
amostragem de doencgas fungicas. Em seguida, seréseatados os resultados
obtidos em algumas pesquisas de desenvolvimentplad®s de amostragem
para quantificacéo de fitobacterioses tropicais.

6.1. Podriddo negra em repolho

O repolho é uma olericola folhosa de grande ex@oessondmica para a
regido Agreste do estado de Pernambuco, onde sdagéo é reduzida devido a
ocorréncia de doengas, destacando-se a podriddoga negusada por
Xanthomonas campestrig/.. campestris Como ndo existiam estudos sobre o
tamanho ideal das amostras para quantificacdo deridade da doenca em
levantamentos de campo, um dos objetivos do tralfaltdeterminar o tamanho
ideal das amostras para quantificacdo da podriégoanem repolho na regido
Agreste do estado de Pernambuco (Azevédo et @0)2@oram conduzidos
levantamentos da severidade da podriddo negra eplaBfios comerciais de
repolho na regido, em dois anos de cultivo. Em éaea, utilizando amostragem
sistematica com padrdo de caminhamento em diagowoahda, 15 sulcos de
plantio com 8 plantas/sulco foram selecionados t@l@enente em cada
diagnonal. A severidade foi determinada em 5 folbasais por planta, pela
porcentagem de area foliar lesionada, com o auxidioescala diagramatica
apresentando niveis de 0 a 32% de severidade dafmahegra. Os dados de
severidade obtidos nos levantamentos foram utiigadmo amostragens-piloto
e 0s tamanhos ideais das amostras foram estimadasg@da area, considerando
extratos de 4, 6 e 8 plantas por sulco, pela anéliseada no coeficiente de
variagdo da média especificando a confiabilidagquacdo 4 Os niveis de
confiabilidade (erros aceitaveis) pré-estabelecfdomm de 3%, 5% e 10%CY,
=0,03; 0,05; 0,1).

A severidade da podriddo negra variou de 0,02 %.6(1 niimero de sulcos
a serem amostrados reduziu com a elevagdo do egithwel e do niumero de
plantas avaliadas por sulco (Tabela 1). Consideracidco folhas basais
avaliadas por planta, uma amostra composta de $188ds com 4 plantas/sulco
deve ser utilizada para quantificar a severidadpadidao negra quando o erro
aceitavel é de 3%, enquanto esse valor reduz [Brae 670 sulcos quando os
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erros aceitaveis se elevam para 5 e 10%, respewtite. Com a elevacéo de 4
para 8 no niumero de plantas avaliadas por sulcoreacuma reducao superior a
50% no namero de sulcos a serem amostrados, guceagderando um erro de
10%, ocorreu a reducdo do niimero de sulcos a serastrados de 170 para 84.
N&o foram constatadas correlacdes significativa® ers niveis de severidade da
doenca e os tamanhos das amostras. Como o nieelala ser adotado depende
do propodsito da amostragem, os autores consideranaivel de 10% adequado
em levantamentos de campo, motivo pelo qual recdaram que em
levantamentos futuros, utilizando o caminhamento démgnonal cruzada, em
cada area fossem amostrados 84 sulcos, com 8 ghkunta e 5 folhas
basais/planta.

Tabela 1. Tamanho da amostra, em nimero de sulcos, paraifipegio da
severidade da podriddo negra do repolho, consideraimco folhas avaliadas
por planta, com a confiabilidade definida pelo efite de variacdo da média
(erro) para trés niveis de plantas amostradasybcw §Azevédo et al., 2000).

Numero de Erro (%) / Tamanho da amostra
plantas/sulco 3 5 10
4 1.89% 681 170
6 1.383 498 124
8 170 124 84

*Média de 39 areas de plantio.

6.2. Murha bacteriana em tomateiro

A producao do tomateiro apresenta expressiva irpoid na regiao Agreste
do estado de Pernambuco, onde a incidéncia da mbatteriana, causada por
Ralstonia solanacearunconstitui um fator limitante. Apesar da import@nc
mundial, ndo existiam estudos envolvendo a detexgdim de planos de
amostragem para quantificacdo da murcha bactedansmateiro no campo.
Nesse sentido, o estudo teve como objetivo detarmoim plano de amostragem,
envolvendo padrdes de caminhamento e tamanhosasranpara quantificacdo
da incidéncia da murcha bacteriana em plantiosmateiro tutorado no Agreste
de Pernambuco (Tavares et al., 2000a).

Os experimentos foram realizados em areas de @ldattomateiro tutorado
(cv. Santa Clara), localizadas no municipio de Gamale Sao Félix, Agreste
de Pernambuco. Inicialmente foi determinado o padi& caminhamento para
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quantificacdo da murcha bacteriana. Para isso, @eas de plantio (C-1 e C-6),
com aproximadamente 1 ha e plantas no estadioodgflo-frutificacdo, foram
submetidas a amostragem para avaliacdo da incad@aainurcha bacteriana. Em
cada area, a incidéncia da doenca foi avaliada npameela de 50 linhas
contiguas e 10 sulcos por linha, com 12 plantasisutonsiderando a
porcentagem de plantas com sintomas no sulco @ga®lao total avaliado. No
interior dessa parcela, foram testados os padréesathinhamento aleatério,
diagonal, diagonal cruzada eforma de “V", sendoliastas 50 sulcos por
caminhamento, com 12 plantas/sulco. A selecdo ddhamepadrdo de
caminhamento foi efetuada pelo teste para amostras independentes,
comparando os valores de incidéncia de murcha asbtich parcela integral
(geral) com os verificados pelos diferentes camimdratos.

Posteriormente, foi determinado o tamanho ideal atmostra para
guantificagdo da murcha bacteriana. Foram efetuadesntamentos da
incidéncia de murcha bacteriana em 15 areas dé@l@1 a C-15), quando as
plantas se encontravam no estadio vegetativo offodm;éo-frutificagdo. Em
cada area, utilizando o padrdo de caminhamento gnahal cruzada, a
incidéncia da murcha bacteriana foi avaliada ersul€os com 12 plantas/sulco,
totalizando uma populacéo de 480 plantas. Os dadosbtidos nos
levantamentos foram utilizados como amostragemsepilsendo estimados os
tamanhos ideais das amostras para cada area, baseadeficiente de variacdo
da média especificando a confiabilidade e em emsad@ probabilidade. Na
andlise baseada no coeficiente de variacdo da pn@diemanho da amostra) (
foi estimado para confiabilidades (erros aceitjvais-estabelecidas de 3%, 5%,
8% e 10% CV, = 0,03; 0,05; 0,08; 0,10), utilizandoEmuacédo 4 Na analise
baseada em equacBes de probabilidade, o tamanamaktra foi determinado
para obter estimativas em torno de 3%, 5%, 8% e (@M% 0,03; 0,05; 0,08;
0,10) da média populacional, a 5% e 10% de praidabié P = 0,05 e 0,10),
utilizando aEquacéo 7 Apenas o caminhamento em diagonal cruzada poapici
estimativas da incidéncia da murcha bacterianacenateiro que nao diferiram
significativamente das constatadas no levantamarémral das parcelas nas
duas éareas (Tabela 2).
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Tabela 2.Incidéncia da murcha bacteriana em duas areasadgqtie tomateiro
tutorado, estimada na parcela inteira e com azagfio de varios padrbes de
caminhamento (Tavares et al., 2000a).

Tratamento Area

C-1 C-6
Caminhamento aleatorio 426 33,4
Caminhamento diagonal 23,3 42,9*
Caminhamento diagonal cruzada 14,0 38,2
Caminhamento V 33,6* 40,6
Levantamento geral 20,4 33,3

®Média de 50 sulcos nos caminhamentos e 500 sukqsarcela integral (geral), considerando a
porcentagem de plantas com sintomas no sulco eméelao total de 12 plantas avaliadas. Médias
seguidas de asterisco (*) no sentido vertical eifesignificativamente da obtida pelo levantamento
geral, considerando o testpara amostras independentesq,05).

O proposito de um plano de amostragem é aumenfae@sao de uma
amostra com o minimo de custo. Cada padrdo de mwgest tem seus
beneficios especificos e pode ser apropriado s@bgama de circunstancias. As
boas estimativas da incidéncia da murcha bactedantomateiro propiciadas
pelo padrdo de caminhamento em diagonal cruzadadues areas de plantio,
podem ter sido associadas ao grau de agregacguasias doentes. Embora a
escolha do padréo de amostragem dependa da digiobespacial da doenga no
campo, esse aspecto ndo foi considerado nesteoeqtaid em outro trabalho
realizado no Agreste de Pernambuco, foi constatp@oo arranjo espacial das
plantas de tomateiro com murcha bacteriana vadamforme a area de plantio e
o progresso da doenca (Silveira et al., 1998). A&gadcao do padrao de
caminhamento em diagonal cruzada na avaliagdo dmcde de plantas,
principalmente quando considerada a incidéncia efodicdes de arranjo
agregado de plantas doentes, tem sido evidenciadegos patossistemas.

Na estimativa do tamanho da amostra baseada nicieat$ de variacdo da
média com confiabilidades pré-estabelecidas, cermmiio a média das 15 areas
de plantio, uma amostra de 130 sulcos com 12 meidao parece ser
apropriada para quantificar a incidéncia da mursheteriana quando o erro
aceitavel é de 10%. No entanto, esse valor aunpana208, 533 e 1.484 sulcos
guando os erros aceitaveis reduzem para 8%, 5% ec3pectivamente (Tabela
3).
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Tabela 3. Tamanho da amostra, em nimero de sulcos, paraifipagio da
incidéncia da murcha bacteriana em tomateiro, cocordiabilidade definida

pelo coeficiente de variagdo da média (erro), erargas de plantio (Tavares et
al., 2000a).

Area  Incidéncia® Erro (%) / Tamanho da amostra
(%) 3 5 8 10

C-1 14,0 4.182 1.505 588 376

C-2 18,6 1.630 587 229 147
C-3 49,2 729 262 102 66
C-4 16,6 421 151 59 38
C-5 7,2 1.565 563 220 141
C-6 38,2 930 335 131 34
C-7 4,0 2.760 993 388 248
C-8 51,3 430 155 60 39
C-9 6,6 2.074 746 292 187
C-10 29,7 1.390 500 195 125
C-11 68,8 141 51 20 13
C-12 14,2 1.344 484 189 121
C-13 10,3 1.979 712 278 178
C-14 32,1 1.483 534 208 133
C-15 36,0 1.205 424 169 108
Média 26,2 1.484 533 208 130

®Média de 40 sulcos, considerando a porcentagemadéap com sintomas no sulco em relagdo ao
total de 12 plantas avaliadas.

Na analise baseada em equacgdes de probabilidadenero de sulcos a ser
amostrado foi superior ao estimado quando a arfaissfetuada somente pelo
coeficiente de variagdo da média e aumentou coradagéo dos niveis de
probabilidade. Portanto, considerando a média dasarkas avaliadas, uma
amostra de 284 sulcos parece ser apropriada quamderro de 10% e uma
probabilidade de 90% s&o aceitaveis na quantifccalghmurcha bacteriana do
tomateiro. No caso do erro ser reduzido para 5%tendo-se 0 mesmo nivel de
probabilidade, seria necessario a amostragem d& $ulcos (Tabela 4).
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Tabela 4 Tamanho da amostra, em numero de sulcos, pardifipecdo da
incidéncia da murcha bacteriana em tomateiro, caonéiabilidade definida por
equacdes de probabilidade (P=0,05 e 0,01) e pedficente de variacdo da
média (erro), em 15 areas de plantio (Tavares,e2G00a).

Erro (%) / Probabilidade (P) / Tamanho da amostra
Area 3 5 8 10
0,05 0,1 0,05 0,1 005 01 0,05 0,1

C-1 6.517 4.182 2.346 1.505 917 588 587 376
C-2 6.260 4.017 2.254 1.116 880 565 563 362
C-3 2.799 1.796 1.008 647 394 253 252 162
C-4 1.515 1.036 582 373 227 146 145 93
C-5 6.011 3.857 2.164 1.389 845 542 541 347
C-6 1.450 930 522 335 204 131 130 84
C-7 10.596 6.799 3.815 2.448 1.490 956 954 612
C-8 1.651 1.059 594 381 232 149 149 95
C-9 7.966 5.111 2.868 1.840 1.120 719 717 460
C-10 5.339 3.425 1.922 1.233 751 482 481 308
C-11 541 347 195 125 76 49 49 31
C-12 5.162 3.312 1.858 1.192 726 466 465 298
C-13 7.599 4.876 2.736 1.755 1.069 686 684 439
C-14 5.695 3.654 2.050 1.316 801 514 512 329
C-15 4630 2.971 1.667 1.070 651 418 417 267

Média 4.915 3.158 1.772 1.115 692 444 443 284

A determinagdo do tamanho de amostras com o uslifetentes niveis de
probabilidade, além da definicdo do erro aceitépessibilita estimativas mais
precisas, o que foi evidenciado pelo incrementondmero de sulcos a ser
amostrado com a elevacao dos niveis de probabdlidéanl entanto, esse aumento
da precisdo pode necessitar a amostragem de umraimeéto elevado de
unidades, impossibilitando muitas vezes que a aagah seja realizada devido
as limitacdes de tempo, recursos humanos ou recfirenceiros. Diante disso,
baseado nos resultados obtidos pelos dois métaoaldulo do tamanho ideal
da amostra e na execuibilidade da amostragem, toseausugeriram que uma
amostra de 130 sulcos com 12 plantas/sulco ser@p@ada para quantificar a
incidéncia da murcha bacteriana no Agreste de Réiweo quando o erro
aceitavel é de 10%.

Em outro estudo realizado no Agreste de Pernambacobpjetivo foi
determinar planos de amostragem de solo para arddisiscos de infeccdo de
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tomateiro porR. solanacearum(Tavares et al., 2000b). Os ensaios foram
conduzidos em duas areas (A-1 e A-2) que se ems@mr sem plantio,
localizadas no municipio de Camocim de S&o FélssaE areas haviam sido
cultivadas com tomateiro, quando foram submetidageantamento da murcha
bacteriana (Silveira et al., 1998), evidenciandeeisi de 94,3% (A-1) e 75,0%
(A-2) de incidéncia da doenca. A area A-1 havia sithntida em pousio desde a
colheita até a realizacdo do ensaio, enquanto @ &2 havia sido cultivada
sucessivamente com milho, repolho e tomate. Em &gedg foi estabelecida uma
subarea de aproximadamente 1,0 ha, onde forandéssthferentes padrbes de
caminhamento e tamanhos de amostra. Foram testadogpadrées de
caminhamento em diagonal cruzada (“X”), formas d&, “V" e “W", e
aleatério. Para cada padrdo de caminhamento, focdetadas 10, 20, 40, 60 e
80 amostras de solo, com aproximadamente 300 g cetidtadas a profundidade
de 10-15 cm e acondicionadas em sacos plasticaserifomente, as amostras
foram peneiradas em malha de 0,8 cm e depositediagdualmente, em copos
plasticos descartaveis com fundos perfurados echgme de 300 ml. As
amostras foram mantidas em casa de vegetagdo tsobhmaidade, obtida pela
manuten¢do dos copos dentro de pratos plasticoartseis contendo 40 ml de
agua. Para analisar o risco de infeccdo de tornapair R. solanacearunmas
amostras de solo coletadas, foi utilizado o métddobioensaio com plantas
indicadoras. Plantulas de tomateiro (cv. Santaaflazom 21 dias de idade,
cultivadas sob condicdes de casa de vegetacdo lestrato Plantma foram
removidas de bandejas tipo plantagio, submetidievagem para remogdo do
substrato e ao corte das raizes com tesoura flalad seguida, as plantulas
foram transplantadas, individualmente, para os sopldsticos contendo as
amostras de solo. As plantas foram observadas adiarite quanto ao
aparecimento de sintomas externos da murcha letaeraté 28 dias apéds o
transplantio, quando os caules das sobreviventemamfo seccionados
longitudinalmente desde o colo até o meristemaafmendo avaliada a presenca
de descoloracdo vascular e retirados fragmentoa pealizacdo de corrida
bacteriana pelo teste do copo, visando a confirmagédiagndstico de murcha
bacteriana. A selecdo do melhor método de caminhi@mneedo tamanho ideal de
amostra foi baseada nos valores de incidénciaicaifs no bioensaio com
plantulas de tomateiro em casa de vegetagdo, emtego testeZ para
diferenca entre proporcdes.

Na area A-1, onde a incidéncia de murcha bactehawne sido de 94,3%, a
coleta de amostras de solo utilizando o padrdocadd@nthiamento em forma de
“V" propiciou a deteccdo de 21,7% de incidénciaddanca pelo bioensaio com
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plantulas de tomateiro quando considerada a médiadiderentes tamanhos de
amostra, sem diferir significativamente=0,05) dos caminhamentos em “X”,
“W” e aleatério. Na area A-2, onde a incidénciamle@cha bacteriana havia sido
de 75,0%, a coleta de amostras pelo caminhamentW\&rropiciou a detec¢éo
de 41,6% de incidéncia da doenca pelo bioensaindguaonsiderada a média
dos diferentes tamanhos de amostra, sem diferinifisigtivamente dos
caminhamentos em “V” e “X". Nas duas areas, a aadiet amostras de solo pelo
caminhamento em<” propiciou a deteccao dos menores valores de éncia
da doenga, diferindo significativamente do obtiétop caminhamentos em “V”
e “X" na area A-le “V" e “W” na area A-2 (Tabela.%}onsiderando a média
dos caminhamentos, com os tamanhos de 10, 20,0460,89 amostras de solo,
foram detectados valores de incidéncia de murclutebana pelo bioensaio
entre 10% e 22,5% na area A-1 e entre 29,0% e 40@%rea A-2, sem
diferirem significativamente entre si dentro da masarea. Os elevados niveis
de incidéncia de murcha bacteriana verificados draas na safra anterior a
amostragem, indicavam que a densidade do inéculoRdesolanacearum
apresentava-se igualmente elevada, refletindo nuamja espacial proximo ao
uniforme, o que se assemelhava ao relatado emacela@utros fitopatbgenos
habitantes do solo (Benson, 1994). Em virtude daelfganca dos resultados
obtidos para os padrdes de caminhamento utilizadosoleta das amostras de
solo visando a deteccdo de solanacearumo caminhamento em "W" foi
escolhido por ser considerado o mais seguro patadass envolvendo
amostragem de fitopatdgenos habitantes do solos(®eril994; Campbell &
Neher, 1994 ).

A semelhanca dos resultados obtidos em relacdaraanho da amostra a
ser considerada para detec¢caddrkdsolanacearunndicam que qualquer nimero
de amostras testado € representativo nas condigbegsie o ensaio foi realizado.
Entretanto, embora a precisdo dos métodos de detede fitopatdgenos
habitantes do solo seja efetiva com o0 aumento deraide amostras avaliadas,
os custos devem ser considerados na definicdo wd dé precisdo aceitavel
para amostragem em larga escala (Benson, 1994%eNsntido, os autores
(Tavares et al., 2000b) concluiram que 40 amosigasolo coletadas em 1,0 ha
constituia uma boa escolha em termos de padronizalgd metodologia,
representando um valor intermediario entre os thoan
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Tabela 5 Valores deZ para diferenca entre propor¢bes da incidéncia no
bioensaio, para deteccdo de riscos de infeccadrplstonia solanacearuram
diferentes padrdes de caminhamento e tamanhos destram (nUmero de
amostras de solo) (Tavares et al., 2000b).

Area Padrédo de caminhamento
< \ W Aleatério
X 2,3* -0,64 0,58 1,13
< - 2,92* -1,72 -1,20
\% 1,22 1,75
W 0,52
A-1 Numero de amostras de solo
20 40 60 80
10 - 0,68 -1,48 -1,04 -1,34
20 -0,87 -0,31 - 0,65
40 0,75 0,37
60 - 0,47
Padrao de caminhamento
< \Y w Aleatério
X 1,62 -0,87 -0,51 0,04
< - 2,47* - 3,54* -1,27
\% -1,05 1,19
W 2,22%
A-2 Numero de amostras de solo
20 40 60 80
10 1,32 0,97 1,15 0,75
20 -0,61 -0,45 -1,05
40 0,25 -0,49
60 - 0,87

* Significativamente diferente pelo te&epara diferenca entre propor¢6Es@,05).

Posteriormente, foi efetuada a andlise de riscaafdecdo de tomateiro por
R. solanacearunem solos da regido Agreste (Tavares et al., 20aDé3oito
areas destinadas ao cultivo comercial de tomateitorado, localizadas no
municipio de Camocim de Séo Félix, foram submeta@lamalise de riscos de
infeccdo porR. solanacearumseis meses antes do plantio. Em cada éarea, foi
estabelecida uma subarea de aproximadamente 1obid, utilizando o padrédo
de caminhamento em forma de “W”, foram coletadasaridstras de solo a
profundidade de 10-15 cm, com aproximadamente 368dga. As amostras de
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solo foram processadas e a andlise efetuada pétmlonda plantula indicadora,
conforme descrito previamente. Durante a safragfieiuado o levantamento da
incidéncia da murcha bacteriana nas 18 areas aditsscom tomateiro tutorado
(cv. Santa Clara), analisadas previamente quargaisoos de infeccdo pd.
solanacearumEm cada é&rea foi avaliada a incidéncia da doentd 30 sulcos
com 12 plantas/sulco, utilizando o caminhamento"¥t (diagonal cruzada).
Com os valores da incidéncia estimada pelo bioer(HaB) e da incidéncia real
no campo IRC) das 18 areas amostradas, foi efetuada a and&isegilesséao,
tendo aAEB como variavel independentdRC como variavel dependente.

As amostras de solo provenientes de 18 areas a@éatinao plantio de
tomateiro e avaliadas quanto aos riscos de infepgei®R. solanacearunpelo
método do bioensaio, aos seis meses antes dooplamidenciaram niveis de
incidéncia de murcha bacteriana entre 0% e 57,5%®s a maioria (55,6%)
apresentou incidéncia inferior a 10%. Na safra iségua amostragem, a
incidéncia de murcha bacteriana nos plantios eflesiaessas areas variou entre
0% e 70%, mas a maioria (61,1%) evidenciou incidéimferior a 10%. Quando
aplicada a andlise de regressdo dos dados dennoiEdde murcha bacteriana
estimada pelo bioensaidE@) versus os valores de incidéncia da doenca no
campo (RC), foi determinada uma equacao de previsdo de dedafeccéo por
R. solanacearun{IRC = 3,393 + exp(1,338 + (0,051)*IER) indicando a
possibilidade de estimativas com elevado nivelpdecisdo R = 98,68%)
(Figura 3).

Nos dois estudos envolvendo a murcha bacteriantoesateiro, o primeiro
para determinacdo do padrao de caminhamento e merodde sulcos a ser
amostrados para a quantificacdo da incidéncia dangdo nos plantios, e o
segundo para determinacdo do padrao de caminhamemnimero de amostras
de solo para deteccao de riscos de infeccdo, amietedo de um plano de
amostragem foi essencial para obtencdo de elevad&fio nas estimativas da
doenca.
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Figura 3. Relacéo entre incidéncia de murcha bacteriamamadh em bioensaio
com plantulas de tomateiro aos seis meses antgdadto e a incidéncia da
doenga em 18 areas cultivadas do Agreste de Peucam{@Tavares et al.,
2000b).

6.3. Mancha aquosa em meloeiro

A mancha aquosa do meloeiro, causada pela bad&érmvorax citrulli
causa perdas de 40 a 50% na produgéo e depreciagé@bor comercial do fruto
no Rio Grande do Norte, principal pélo produtoxpatador no Brasil. Um dos
objetivos do estudo foi determinar o tamanho dasstnais para quantificacdo da
incidéncia da doenca nos campos de producdo deo niBifva et al., 2003).
Foram conduzidos levantamentos da incidéncia dainaaaquosa em 18 areas
de plantio nos municipios de Mossoré e Barauna. ¢ada area, foram
delimitadas quatro parcelas de 1,0 ha e demarcalasaso 10 subparcelas de
100 nf(10x10 m). A incidéncia foi estimada em cada sutglar pela
porcentagem de frutos com sintomas da doenca @géceho total de 20 frutos
avaliados/subparcela, selecionados arbitrariamaatéongo de uma diagonal.
Os dados obtidos nos levantamentos foram utilizados amostragens-piloto e
os tamanhos ideais das amostras para cada area @itidos pela analise
baseada no coeficiente de variagdo da média especid a confiabilidade
(Equacédo 4 Os niveis de confiabilidade (erros aceitaveisy-gstabelecidos
foram de 5%, 10%, 15% e 20%\(, = 0,05; 0,1; 0,15; 0,20).
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A incidéncia da mancha aquosa variou entre 4,3%7,8% nas areas de
plantio. Ndo foram constatadas correlagBes sigtifias £>0,05) entre os
niveis de incidéncia da mancha aquosa e os tamadlss amostras.
Considerando a média das 18 areas de plantio,toseauwecomendaram que em
futuros levantamentos da incidéncia da mancha agfmsse utilizada uma
amostra de 12 subparcelas com 1Gthane 20 frutos avaliados por subparcela
qguando o erro aceitavel for 10%, considerado idaalevantamentos de campo.
No entanto, caso houvesse a necessidade de uniadprevais elevada nas
estimativas, com erro aceitavel de 5%, o tamanhanutastra se elevaria para 47
subparcelas. Por outro lado, com erros aceitaeelbllo e 20% os tamanhos das
amostras reduziriam para 5 e 3 subparcelas, réspeente (Tabela 6).

Tabela 6. Tamanho da amostra, em nimero de subparcelas de’1(Dx10
m), para quantificacdo da incidéncia da mancha smuwo meldo, com a
confiabilidade definida pelo coeficiente de varag média (erro), em 18 areas
de plantio (Adaptado de Silva et al., 2003).

Area Incidéncia® Erro (%) / Tamanho da amostra
(%) 5 10 15 20
VA-1 6,6 65 16 7 4
VA-2 14,3 19 5 2 1
VA -3 18,0 31 8 3 2
VA -4 8,6 60 15 7 4
VA -5 9,9 57 14 6 4
VA -6 4,3 67 17 8 4
VA -7 22,3 46 11 5 3
VA -8 13,0 34 9 4 2
VA -9 29,6 57 14 6 4
VA -10 19,2 31 8 3 2
VA -11 21,3 66 16 7 4
VA -12 13,6 56 14 6 3
VA -13 21,3 26 7 3 2
VA -14 28,0 69 17 8 4
VA -15 46,6 23 6 3 1
VA -16 47,3 38 10 4 2
VA -17 43,3 54 14 6 3
VA -18 26,0 39 10 4 3
Média 21,9 47 12 5 3

*Média de 10 subparcelas com 20 frutos avaliadogésubla.
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Os resultados obtidos neste estudo servem como pase futuros
levantamentos da mancha aquosa do meldo no Riad&im Norte, uma vez
gue os dados foram originados de campos sob diéreondicbes e estimados
considerando as necessidades crescentes de precisdo

6.4. Podridao mole em alface e couve-chinesa

A podriddo-mole, causada poPectobacterium carotovorumsubsp.
carotovorum € uma das doengas mais destrutivas nas cultaradfate e da
couve-chinesa. Diante disso, o0 objetivo do estudaléterminar os tamanhos
ideais das amostras para quantificacdo da incid&wessa doenca em campos de
producdo de alface e couve-chinesa (Silva et 8082 Foram conduzidas
amostragens da incidéncia da podriddo-mole eméoéas de plantio de alface e
cinco de couve-chinesa, situadas nos municipiosiuwoes do estado de
Pernambuco As areas foram escolhidas aleatoriamente e as aplasé
encontravam préximas a colheita, quando os sintodsasloenca sao mais
evidentes. Em cada &area foram demarcadas 20 padel4,5 (1,5 x 3,0 m)
para alface e 20 parcelas de 10,5 (%5 x 3,0 m) para couve-chinesa. A
incidéncia da podriddo mole foi estimada em cadagta pela porcentagem de
plantas com sintomas da doenca em relacdo ao t#al20 plantas
avaliadas/parcela, selecionadas ao longo de duagortiis cruzadas (10
plantas/diagonal). Os dados de incidéncia da padrichole obtidos nas
amostragens foram utilizados na determinacéo doarthos ideais das amostras
baseado no coeficiente de variagdo da média egpexib as confiabilidades
(erros aceitaveis) pré-estabelecidas de 5%, 10084 associadas a distribuicao
binomial negativaquagédo §, uma vez o indice de Lloyd&Equacao ) indicou
gue o arranjo espacial da doenga nas parcelagmgaao.

A incidéncia da podriddo mole em alface variou entt5% e 10,5%,
enquanto em couve-chinesa variou entre 10,0% e%37,8aso existam
limitacdes financeiras, de equipe técnica e de terppra execucdo dos
levantamentos, um nivel de erro de 20% é aceitdvetsse caso em alface
deveriam ser amostradas 32 parcelas/ha e 20 plpntaparcela de 4,5 In
enquanto em couve-chinesa deveriam ser amostr@daar@elas/ha e 20 plantas
por parcela de 10,5 ‘mCaso ndo existam limitagbes para execucdo dos
levantamentos, pode ser adotado um erro de 1086¢8ib em que 0s ndmeros
das amostras para quantificacdo da doenga em a#faceuve-chinesa se
elevariam para 130 parcelas/ha e 87 parcelas#@ectvamente (Tabela 7). Nas
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duas culturas ndo foram constatadas correlacfesicigivas entre os niveis de
incidéncia da podriddo mole e os tamanhos das aasost

Tabela 7. Tamanho da amostra, em nimero de parcelas de &facef) e de
couve-chinesa (10,5 3y para quantificacdo da incidéncia da podriddoemol
com a confiabilidade definida pelo coeficiente dmiagdo da média (erro)
associado a distribui¢cdo binomial negativa (Adaptel Silva et al., 2008).

Cultura Area Incidéncia® LIPP Erro (%) / Tamanho da
(%) amostra
5 10 20

A-1 15 2,79* 982 246 61

A-2 2,0 2,08* 632 158 39

A-3 3,7 1,65*% 365 91 23

A-4 4,0 2,16* 566 141 35

3 A-5 55 1,59 310 77 19

£ A-6 6,2 1,64* 320 80 20

< A-7 9,8 2,35* 581 145 36
A8 105 193 410 102 26

Média 5,4 - 521 130 32

3 C-1 10,0 2,37* 589 147 37

g C-2 15,5 1,43* 197 49 12

5 C-3 17,8 2,52* 630 157 39

a'>a C-4 26,8 1,39% 173 43 11
S . C5 378 138 163 41 10

(&) Média 21,6 - 350 87 22

*Média de 20 arcelas com 20 plantas avaliadas/parcel

Pindice de Lloyd. Valores seguidos por asteriscosignoificativamente maiores que 1,0 (P=0,05) e
indicam que o arranjo da doenga segue o padragaiye

7. Consideracdes finais

O desenvolvimento de planos de amostragem pardifigegéio de doengas
de plantas € um grande desafio, particularmenteetsgdo as fitobacteriores.
Muitos levantamentos dessas doencas sao realizsadosnétodos padronizados
de amostragem, o que pode resultar em dados com banfiabilidade. Um
pressuposto basico para estimar o tamanho da anogtre os dados dos locais
analisados sejam representativos do que poderiaeo@n outros campos. Para
gue esse pressuposto seja atentido, ha necessdligadalizacdo de amostragens-
piloto em um nimero consideravel de éareas de plardom diferentes
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caracteristicas de manejo cultural e niveis de glnebssa exigéncia operacional
desestimula a realizacdo de estudos visando o d#genento de planos de

amostragem de doencas de plantas. No entanto, serealzacdo de

amostragens-piloto  representativas, as estimativds tamanhos de

amostraspodem n&o atingir os niveis de precisa)atss.
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1. Introducao

As fitobactérias constituem um importante grupopdgdgenos de plantas
cultivadas, provocando perdas em diversas frutelasgtalicas, ornamentais,
grandes culturas e espécies florestais de impdat&mondmica no Brasil e no
mundo (Kado, 2010; Kimati et al., 2011). Emboraasajn grupo menor de
fitopatégenos, quando comparado aos fungos, abafitérias causam danos
desastrosos, podendo inviabilizar toda uma arealtigo (Agrios, 2005).

No Brasil, assim como nas demais regides de climmpical, as
fitobacterioses tém alcancado maior destaque, wnajue as condicdes de alta
temperatura e umidade favorecem o desenvolvimesstasl doencas. Aliado a
isto, a frequente ocorréncia de chuvas é essepaial que haja a disseminacéo
das fitobactérias. Além dos fatores climaticosutiivo de um ndmero variado
de culturas durante todo o ano, diferente do guentace em ambientes
temperados, favorece a ocorréncia das doencas (Ro2@05).

Dentre os sintomas mais comuns de fitobacteriopedemos citar as
podridées moles, murchas vasculares, manchas &sliarancros, morte dos
ponteiros, crestamentos, galhas, talo oco e canefa nas mais diversas culturas
(Kado, 2010; Pontes & Lopes, 2012; Romeiro, 2005).

O manejo de fitobacterioses tem sido um grandefidgsara os produtores,
principalmente pela dificuldade de encontrar métode controle eficientes.
Portanto, para realizar o manejo dessas doengas¢assario o conhecimento
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Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
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prévio do patégeno, entendendo como ocorre sua&wwbncia de uma safra a
outra e a sua disseminagéo dentro e entre as &vgkado, 2010; Romeiro,
2005). Além disso, é necessério entender comor#s/ess climéaticas afetam as
fitobactérias. Desta forma, € possivel realizar aneyp integrado de doencas,
que consiste em conjunto de medidas de controged® nas caracteristicas do
patogeno, visando reduzir a doenga. Estas medidamasobre o patdgeno, o
hospedeiro ou 0 ambiente, reduzindo a quantidadeddelo inicial ou a taxa de
progresso da doenca, bem como alterando ou evitemldicbes favoraveis a
sua ocorréncia (Lopes & Duval, 2007).

Neste capitulo, serdo discutidas as caracterigjmass relacionadas ao ciclo
das relacdes bactéria-planta, as medidas de cemuel podem ser adotadas e o
manejo geral de doengas, com exemplos de alguntabadierioses de
importancia no Brasil.

2. Ciclo das relagfes bactéria-planta

Cada fitopatdgeno possui um ciclo de vida tipico.ddso de fitobactérias, o
ciclo de vida esta condicionado ao contato comgpédeiro. Este ciclo envolve
todas as etapas de desenvolvimento da bactégarido com a sobrevivéncia,
passando pela disseminacédo, até a chegada dodrmzylonto de infeccdo na
superficie da planta hospedeira (Figura 1). Em idagwa bactéria penetra o
tecido da planta e entra em contato com as célaktapelecendo a infecgao.
Posteriormente, ocorre a colonizacdo dos tecidogpldata e a reproducéo,
gerando mais indculo, que poderd infectar novosldscou sobreviver, na
auséncia do hospedeiro ou de condi¢cBes favoraveisas infeccoes.

Entender o ciclo de vida de uma fitobactéria é sspanicial para o sucesso
do manejo integrado da doenca. Dentre as diveasas o ciclo de vida desses
organismos, podemos destacar a sobrevivéncia,saniisacdo e a penetracao,
uma vez que a maioria das medidas de controle ditatamente sobre estas
fases.



Manejo de Fitobacterioses 139

Inoculagdo >  Penetragéo

% N

Disseminacéo Infeccédo
Sobrevivéncia Colonizagao

% Reproducao

Figural. Ciclo das rela¢des bactéria-planta.

As fitobactérias podem sobreviver de uma safra taaoem sementes e
outros materiais de propagacao vegetativa, hospsdalternativos, restos de
cultura, insetos vetores, ferramentas e utensiltiizados na lavoura e no
préprio solo. A disseminacdo pode ocorrer por ntgomaterial propagativo
contaminado (mudas, rizomas, tubérculos e semenpes) implementos e
ferramentas agricolas, pela agua de irrigagdoylon,spor respingos de agua da
chuva ou irrigacdo, chuva e vento (aerosol) e pegtds. A penetracdo, ou seja,
0 modo com que a bactéria alcanga os tecidos dadapfede ser por meio de
aberturas naturais (estdmatos, nectarios, hidatéginticelas) ou ferimentos,
gue podem ser causados pelo atrito entre plantas,ingetos e por tratos
culturais (Kado, 2010; Kimati et al., 2011; Rome2605).

3. Principios e métodos de controle de fitobacteses

As medidas de controle de doencas baseiam-se ntlaséde controle
legislativo, cultural, fisico, bioldgico, genétice quimico, e podem ser
organizadas dentro dos principios da excluséo,dieagdo, imunizacao,
protecdo, terapia, escape (evasdo) e regulacaotZ@h&929; Kimatiet al.,
2011). Tais medidas podem atuar sobre o patégehosmedeiro ou 0 ambiente
(Figura 2), tendo como obijetivo final a reducaaldanca.
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(Excluséo, evasao
e erradicacao)
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Figura 2. Esquema representando o triangulo de doencas mna fie atuacao
dos diferentes principios de controle.

Exclusdo - As medidas de exclusdo visam impedir a entrada rda u
fitobactéria em determinada area agricola (senrantpropriedade, municipio,
estado, pais, etc.) e atuam impedindo a dissenundgdpatdgeno. Dentre as
medidas, podemos citar as leis quarentenarias,oodesmaterial propagativo
sadio, a qualidade da 4gua de irrigacédo, o trateantEnmateriais propagativos e
a desinfestacdo de implementos e ferramentas &gicéd eficiéncia das
medidas de exclusdo depende, principalmente, decickguie de sobrevivéncia e
disseminacdo da bactéria por meio de sementes,smadaertos e 6rgdos de
propagacgédo vegetativa, bem como da distancia arfoate de indculo e a area
onde se deseja evitar sua entrada.

Erradicacdo - S&o medidas que consistem em eliminar ou reduzir ao
maximo a quantidade de indculo da fitobactéria ema uarea onde foi
introduzida, geralmente impedindo a sua sobrevigéic erradicacdo pode ser
feita do ponto de vista absoluto, quando se deskjainar totalmente as
bactérias da area (0 que é extremamente dificd fiesbactérias) ou, ainda,
visando apenas reduzir a quantidade de inéculoain& cada safra. Como
exemplos de medidas de erradicacdo, podemos citdiminacdo de plantas
vivas doentesrfguing), podas sanitarias com retirada de 6rgéos doeuesjo,
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preparo de solo, rotacdo de culturas, solarizagdioninacao de restos de cultura
e de plantas espontaneas.

Imunizagdo - Consiste no desenvolvimento de plantas resisteates
imunes, por meio da imunizagdo genética ou quindisanedidas de imuniza¢éo
genética, que incluem o uso de gendtipos resistetidos por transgenia ou
melhoramento classico, estéo entre as mais desefga@ 0 manejo de doencas
de plantas. A imunizacdo quimica pode ser alcangamha a aplicacdo de
indutores de resisténcia, como o acibenzolar-Skmeti

Protecéo - Medidas que visam proteger a planta contra noviexddes,
principalmente utilizando barreira fisica ou quimi€ o caso da aplicacdo de
antibiéticos, fungicidas protetores e inseticidean(role de vetor), além do uso
de adubacéo adequada das plantas.

Terapia - Baseia-se no tratamento de plantas doentes, vigastibelecer
sua sanidade. Dentre as medidas, podemos citdiradeede partes de plantas
doentes e o uso de produtos quimicos, como algutitsiGdicos que possuem
movimento sistémico. No entanto, para fitobactespso uso de controle
guimico curativo € pouco eficiente. A termotera@iautro bom exemplo para
controle de bactérias em sementes ou 6rgdos dagacfo vegetativa.

Evaséo -Consiste na fuga de locais onde o patdgeno estémieee/ou das
condi¢cdes ambientais mais favoraveis ao seu desémemto. Como medidas,
podemos citar a escolha do local de plantio detdr@ropriedade ou da regido
geogréfica, evitando-se areas com histérico ddditterioses, evitar o plantio
em épocas que favorecam a ocorréncia da doencplantio de variedades
precoces.

Regulacéo -As medidas de regulacéo possibilitam a alterac&andaiente,
de forma a torna-lo desfavoravel a infecgdo e aemelvimento da doenga.
Dentre estas medidas, estdo o cultivo em ambiemtieegido, o aumento do
espacamento de plantas, o sistema de irrigacaguardidade de agua aplicada,
o sistema de conducéo da lavoura e a realizacfodies de formacéo.

4. Fitobacteriosesde importancia no Brasil

As doencas bacterianas em plantas apresentam gramgertancia
socioecondmica, causando prejuizos em diferentpgécies cultivadas. No
Brasil, diversas fitobacterioses séo responsawgi€levados danos na producao
e qualidade do produto, levando a perdas expres@R@meiro, 2005).

Em hortalicas, destacam-se a podriddo negra defemas, a podriddo mole
de hortalicas, a murcha bacteriana em solanaceasna da batata, a mancha, a
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pinta e 0 cancro bacteriano do tomateiro, e a n@m@acjuosa do meloeiro. Em
frutiferas, o cancro citrico, greeninge a clorose variegada em citrus, o cancro
bacteriano da videira, 0 moko da bananeira e ad@Egonteiras em goiabeira.
Além disso, podemos citar o raquitismo das sogseifa cana-de-acucar, o
crestamento bacteriano em mandioca, feijdo e sojaurcha do eucalipto e a
galha-da-coroa em diversas culturas.

A maioria destas fitobacterioses tem se destacaitocpusar doencas
importantes em todo o mundo (Mansfield et al., 2012

5. Manejo integrado de fitobacterioses

O manejo de doencas causadas por bactérias termumsidgrande desafio
para os produtores, sobretudo em condicBes trapigae favorecem estas
doencas. Dentre as diversas caracteristicas queuldim o manejo de
fitobacterioses, podemos destacar a rapida mahigdio do patégeno e a pouca
disponibilidade de medidas curativas para estangdge Por isso, a maioria das
medidas de controle de fitobacterioses baseia-ggeneencdo da doenga ou de
condigbes favoraveis a sua ocorréncia (Lopes & DW®R@07; Mariano, 2001;
Romeiro, 2005).

No manejo integrado, as medidas de controle come@msere
implementadas antes mesmo da implantacdo da cufiassando por todo o
ciclo de cultivo e se estendendo até a pos-colhEgtas medidas podem ser
aplicadas em ambito nacional, a exemplo das ledsemenarias, ou em nivel
regional ou local.

A seguir, serdo discutidas diversas medidas visamdiuzir os danos
causados pelas fitobacterioses.

Leis quarentenarias

Diversas fitobacterioses de potencial importanéea acorrem no territério
nacional e algumas, embora estejam estabelecidgsaisp ainda ndo estdo
amplamente disseminadas em todos os estados. Higthacterioses sé&o
conhecidas como “pragas quarentendrias” ausergessentes, respectivamente
(Tabelas 1 e 2). Devido a importancia destas deemganecessidade de impedir
seu estabelecimento no territorio nacional, a date o transporte de materiais
de origem vegetal, que potencialmente contenharesepatdégenos, sao
regulamentados por lei.
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Tabelal.Lista de procariotos quarentenarios ausentes nsil BKAPA, 2016).

Fitobactérias

Outros Procariotos

Burkholderia glumae
"Candidatud.iberibacter africanus"
Clavibacter michiganenssubspinsidiosus
Clavibacter michiganenssubspnebraskensis
Clavibacter michiganenssubsp sepedonicus
Erwinia amylovora

Pantoea stewartii

Pectobacterium rhapontici

Pseudomonas syringaw. atrofaciens
Rhodococcus fascians

Xanthomonas axonopodis. aurantifolii raga B
Xanthomonas axonopodis. axonopodis
Xanthomonas cassavae

Xanthomonas oryzgev. oryzae

Xanthomonas oryzgev. oryzicola
Xanthomonas populi

Xanthomonas campestps. musacearum
Xylophilus ampelinus

Apple chat fruit phytoplasma
Apple proliferation phytoplasma
Grapevine flavescencedorée phytoplasma
Palm lethal yellowing phytoplasma
Peach rosette phytoplasma
Peach X-disease phytoplasma
Peach rosette phytoplasma
Peach yellows phytoplasma
Pear decline phytoplasma
Spiroplasma citri

Tabela 2.Lista de fitobactérias quarentenarias presenteemiborio nacional,
seus hospedeiros e atual distribuicdo no BrasilRMA2016).

Bactéria Hospedeiro Estado
"Candidatud.iberibacter spp." Citros Minas Gerais, Parana e Séo Paulo
Murta
Ralstonias olanacearumaca 2 Bananeira Amapéa, Amazonas, Para, Pernambuco,
Helicbnia Rondbnia, Roraima e Sergipe
Xanthomonas citrsubspcitri Citros Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Paran, Rio Grande do
Sul, Roraima, Santa Catarina e S&o
Paulo
Xanthomonas campestgs. Videira Bahia, Cearda, Pernambuco e Roraima

viticola
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Escolha da época de plantio

As fitobactérias necessitam de condicdes espesifigaara seu
desenvolvimento, principalmente em relacdo a teatpex e umidade. Assim,
para a maioria das fitobacterioses, é primordialaevo plantio em periodo
chuvoso e de elevada umidade do solo, pois estagicées favorecem a
infeccdo, multiplicacdo e disseminacdo das bastd@asta & Ventura, 2010;
Lopes & Duval, 2007).

Escolha do local de plantio

Antes de iniciar o plantio, é importante conhecelhistérico da area,
evitando o cultivo em local onde tenha ocorriddastacédo da fitobactéria. Esta
medida é importante, sobretudo para bactérias gesupm a capacidade de se
manter no solo, comBectobacterium carotovoruifpodriddo mole e talo oco),
Ralstonia solanacearuifmurcha bacteriana) Rhizobium radiobactefgalha em
coroa em roseira e videira) (Czajkowskiet al., 2CEtphinstone, 2005; Kado,
2010; Lopes & Duval, 2007). Nestes casos, é recdadmrealizar o plantio em
areas cujo solo possua boa drenagem e que nda |g&jo a inundagao.

Evitar plantios escalonados

Quando possivel, deve-se evitar novos plantios ipi@x a areas mais
velhas. Esta medida é importante, principalmentea @ fitobactérias que
infectam folhas, pois podem ser facilmente dissadas para as lavouras novas
por meio de respingos d'agua, aerossois e trathgrais (Costa & Ventura,
2010).

Utilizar gendtipos resistentes

Quando disponivel, deve-se utilizar genétipos casisténcia a doenca
predominante na regido. Esta medida de controleséjével, por ser de facil
implantagdo e ndo causar impacto ambiental. Digecsétivares resistentes a
fitobacterioses foram testadas (Araujo et al., 26E2ix et al., 2014) e outras ja
estdo disponiveis comercialmente (Tabela 3). Odesporta-enxertos resistentes
a R. solanacearuntambém vem sendo estudado (Lopes & Boiteux, 2015) e
inclusive, na regido serrana do Espirito Santo, ¢&n amplamente utilizados,
devido & alta ocorréncia destas bactérias em deeasltivo de tomate.



Manejo de Fitobacterioses

145

Tabela 3. Alguns genétipos comercializados no Brasil, apres®lo resisténcia

a bacterioses.

Hospedeiro Doenca Cultivares e hibridos*
Brocolis Podridédo negra Hanabai
Cenoura Queima das folhas Mariana

Couve-brécolis Podriddo negra

Couve Podridéo negra
Espinafre Podridédo negra

Feijao Crestamento bacteriano
Milho Enfezamento

Pepino Mancha angular
Pimentao Mancha bacteriana
Repolho Podridéo negra

Soja Crestamento bacteriano
Tomate Pinta bacteriana
Tomate Mancha bacteriana
Tomate Cancro bacteriano

Porta-enxerto Murcha bacteriana
de tomate

Bibou, Piracicaba precoce verdo, Ramoso Santana,
Saiteki, Yahto

Atsui, Bella, Gaudina, Juliana, Sabrina, SarahaSay
Sharon, Top Bunch, Viena

Hulk
BRS Esplendor, BRS Notavel

BRS 1001, AS 3466, PL 6880, BRS 3003, BRS 3150,
BRS 1030, Bozn Amarelo, Sintético Flint, Al
Piratininga, AlBianco, CPATC-4, Caatingueiro, CMS
47

Caramba, Calypso, Exocet, Darlington,Eureka,
Encantador, Merengue

Anabell, Dahra RX, Gianni, Gladiador, Hibrido
commandant, Impacto, Magistral, Shakira

Bobcat, Fénix, Fuyutoyo, Rubyqueen, Suki, Musashi,
Taishita, Takami,

BR 4, CAC 1, FT 7 (Tarobd), FT 103, FT Cometa, FT
Maracaju, IAC 15, IAS 5

Hibrido aP 533, Hibrido Sm 16, Hibrido cienaga,
Liberty, Tyna

Hibrido aP 533, Hibrido aP 533

Bar&o vermelho AG-561, Jumbo AG-592, Principe
Gigante AG-590, Roquessa AG-591

Endurence, Hawaii 799, Hibrido Guardi&o, Hibrido
Magnet, Hibrido Muralha, Hibrido Protetor, Woodstoc

* Informag@es obtidas junto as empresas Feltrintieires, Sakata, Seminis, Syngenta e Takii, que
comercializam cultivares resistentes, e a EmpreasilBira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa).
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Rotacao de culturas

Consiste no cultivo de plantas ndo hospedeirasalfgente plantas
botanicamente diferentes), em sucesséo a cultgta. reedida é eficiente para
fitobactérias que sobrevivem em restos de cult@assemplo de&X. campestris
pv. campestrigKocks et al., 1998)Xanthomonag Pseudomonasem tomateiro
(Costa &Ventura, 2010) Acidovorax citrulli (Oliveira, 2008). No entanto, é de
dificil implementacéo em culturas perenes, comeoaso de fruteiras.

Manejo da irrigacéo

Deve-se atentar para o sistema de irrigacdo, adqdel e a quantidade da
agua. O sistema de irrigacdo por gotejamento rédidolzacterioses de parte
aérea, pois a agua € importante para a dissemiragi@netracao (Lopes &
Duval, 2005; Romeiro, 2005). Em cultivos de tomaugustrial no estado de
Goiéas, tem sido priorizada a substituicdo do siatdmirrigacdo de pivo central
pelo gotejo, visando a reducgdo, dentre outras @serda mancha bacteriana
(Xanthomonaspp.). A irrigacdo por sulco deve ser evitadangiypialmente em
areas onde foi constatada a presenca de bactériasla pois favorece a sua
disseminacao (Pérombelon & Kelman, 1980). A irrigaexcessiva no inicio da
formacéo dos tubérculos de batata deve ser evipaifacilita a penetracdo de
Streptomyces scabiemumentando a incidéncia da doenca (Bruehl, 1987).

Deve-se evitar a reutilizacdo de agua residuariibdores de hortalicas.
Esta operacdo é comum, principalmente nas cultl@dmtata, tomate e cenoura,
onde pode facilmente dissemin&ectobacterium Streptomyces pp. e R.
solanacearum(Costa & Ventura, 2010; Mariano et al., 2001). Eiveiros de
eucalipto, o uso de ultrafiltros para tratar ageaeliso se mostrou eficiente para
reduzir a quantidade de in6culo BesolanacearunMachado et al., 2013).

Revolvimento do solo

Esta pratica pode contribuir para diminuir a inod& de vérias
fitobacterioses, principalmente daquelas causada@ctérias aerdbicas, uma
vez que cria um ambiente com menor concentracaxidénio. Por outro lado,
€ pouco eficiente pardectobacterium que é uma bactéria anaerobica
facultativa. O revolvimento do solo acelera a deposicdo dos restos de
cultura, dificultando a sobrevivéncia de algumtabfictérias.
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Uso de material propagativo sadio

Diversas fitobactérias podem sobreviver e ser disslas por meio de
sementes, mudas ou materiais de propagacdo vegefaibérculos, bacelos,
toletes, manivas, etc.) (Tabela 4) (Fundecitrusl62Kado, 2010; Mariano,
2001; Oliveira et al., 2001; Romeiro, 2005). Pepbjsdeve-se utilizar sementes e
materiais propagativos isentos de fitobactériada @auisicdo de materiais
certificados por empresas idoneas.

Tabela 4.Exemplos de fitobacterioses disseminadas por rahfopagativo.

Hospedeiro Material propagativo ~ Patégeno

Batata Tubérculos Clavibacter michiganenssubsp sepedonicum

Cana-de-acucar Toletes Leifsonia xyli

Citros Gemas Xanthomonas citrsubspcitri

Citros Gemas “CandidatosLiberibactet

Feijao Sementes Pseudomonas syringge. phaseolicola

Goiabeira Mudas Erwinia psidii

Mandioca Manivas Xanthomonas campestps. manihotis

Melao Sementes Acidovorax citrulli

Tomateiro Mudas Pseudomonas syring@e. tomatq Xanthomonaspp.

Videira Mudas Rhizobium radiobacteiXanthomonas campests.
viticola

Videira Bacelos X. campestripv. viticola

Calagem e nutricdo adequada das plantas

E necessaério realizar a anélise de solo e a calagadubac&o, conforme a
recomendacdo. A deficiéncia ou excesso de nutdepiede acarretar no
desequilibrio da formacdo das camadas de protegdplaita, facilitando a
penetragdo da bactéria, principalmente daquelaspgonetram via ferimentos
(Lopes & Guedes, 2012).

Outro fator importante é a correcédo do pH do oo, meio da aplicacdo de
calcario (calagem), que garantirda uma maior didptedde de nutrientes,
sobretudo de célcio, que da maior rigidez a lameddia das células, reduzindo
os danos causados por bactérias pectinoliticas,océmn carotovorum
(Czajkowski et al., 2011; Lopes & Guedes, 2012). éatudos com aplicacédo de
calcio no manejo de doencas, verificou-se reducdopddriddo mole em
tubérculos de batata e da podriddo mole em couvesdh (Ngadze, 2012; Park,
1969). A aplicacéo de fosfito de calcio e fosfi® pbtassio demonstrou efeito
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satisfatorio no controle da podriddo mole em pifere. carotovorun (Silva
et al., 2014).

O pH também pode ter efeito direto sobre as fittdras. A sarna comum
da batata §. scabigstem maior severidade em solos com pH acima de 5,2
enguanto a sarna acida. (acidiscabigsocorre principalmente em solo com pH
em torno de 4,5 (Lambert & Loria, 1989). Portamteegulagdo do pH do solo é
de grande importancia para diminuir estas doencas.

Deve-se também evitar adubacBes com excesso dmgémito, pois os
tecidos da planta ficam mais tenros, favorecenama@réncia de bacterioses,
sobretudo das podridées moles (Czajkowskiet al.1 R0

Eliminag&o de plantas vivas doentespguing)

A retirada de plantas sintométicas visa elimingorde de inéculo dentro da
area, sendo recomendada para fitobactérias quegqanmv murchas, comR.
solanacearum Apds oroguing é recomendado isolar a area, para evitar a
disseminacao do patdgeno junto com o solo infest@dsta & Ventura, 2010).

O roguingtambém tem sido utilizado no manejo do cancrécoiffX. citri subsp.
citri) e do greening ("Candidatus Liberibacter spp.") em areas de citros
(Belasque-Junior et al., 2009; Fundecitrus, 2016).

Retirada de partes de plantas doentes

Esta pratica € recomendada para bacterioses de géma e consiste na
retirada de folhas e ramos doentes, mantendo daplen area. No caso da
clorose variegada dos citroXy(ella fastidiosy, é recomendada a retirada de
ramos sintomaticos (Fundecitrus, 2016). Para hoakal essa pratica sé deve ser
realizada em pequenas lavouras, devido ao custadele

Sistema de conducao da lavoura

Deve-se utilizar um sistema de cultivo e conducg@® mlantas que facilite a
secagem das folhas. No caso de lavouras de tometsiducédo em fileira Unica,
ao invés do sistema de “V” invertido, pode redwuzimcidéncia de manchas
foliares (mancha e pinta) e cancro bacterianoreduzir a umidade nas folhas
(Costa & Ventura, 2010). Em fruteiras, a poda denégdo tende a manter a
copa mais aberta, favorecendo sua secagem.
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Evitar ferimentos

E uma importante medida para a reducédo de fitobases, pois muitas
bactérias penetram via ferimento. Portanto, devessar cuidado ao realizar os
tratos culturais, como capina, desbrota e podamEatos provocados pelas
desbrotas e colheitas em cultivo de tomate podementar a incidéncia de
cancro bacterianoClavibacter michiganensisubsp.michiganensise talo oco
(P. carotovarum (Costa & Ventura, 2010). Em cultivo de citros,fedmentos
provocados por insetos, como a larva minadoPdyl{ocnistis citrellg,
aumentam a incidéncia de cancro citrigo ¢itri subsp.citri) (Christiano et al.,
2007) e, por isso, sempre que possivel, seu centi®le ser realizado. Evitar
ferimentos em o6rgaos carnosos, como no caso dalibas; reduz a incidéncia
de podridées moles causadas PectobacteriunfCzajkowskiet al., 2011).

Eliminar hospedeiro alternativo

Varias fitobactérias podem infectar e sobreviver glemtas daninhas que
ocorrem nas lavouras. As fitobactérids solanacearunf{Lopes et al., 2002),
Xanthomonas perforans X. gardneri(Aradjo et al., 2015)X. campestrigv.
viticola (Peixoto et al., 2007; Santos et al., 2014A. ecitrulli (Nascimento &
Mariano, 2004; Oliveira et al.,, 2003; Santos & \4ar2000) foram relatadas
infectando plantas daninhas. Nestes casos, a alj@indestas plantas daninhas,
dentro e no entorno das lavouras, é a medida rewada para reducédo destas
doencas.

Limpeza de implementos e ferramentas

A limpeza de implementos usados para o preparogetade cultivo evita a
disseminacao de bactérias que habitam o solo, &rsolanacearuniHayward,
1991),PectobacteriunfCzajkowski et al., 2011Ktreptomyces Rhizobium

A limpeza de ferramentas de poda, maquinarios de eodemais materiais
utilizados na colheita (escadas e caixas) podeziredu disseminagdo de
fitobactérias de parte aérea, coMocampestripv. viticola na videira (Naue et
al., 2014),L. xyli em cana-de-agucar (Hoy et al., 1999) citri subsp.citri em
citros (Fundecitrus, 2016[R. solanacearumaca 2 em bananeirésewinia psidii
na goiabeira. A limpeza deve ser feita com uso afgtisantes, como aménia
guaternaria (Fundecitrus, 2016; Gillaspie JuniorT&akle, 1989; Naueet al.,
2014).
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Evitar a reutilizacdo de material usado na condugada cultura

Deve-se, sempre que possivel, evitar a reutilizatgionateriais (mourdes,
estacas, arames, madeiramentos para barracdo, jdsande semeadura e
transporte) utilizados na cultura anterior, solifetse ocorreu alta incidéncia de
bacterioses (Costa & Ventura, 2010). Esta recong@udae aplica tanto para
bactérias de parte aérea, co@omichiganensisubsp.michiganensigMiguel-
Wruck et al., 2006), quanto para aquelas que hahitsolo, pois ambas podem
ser disseminadas por estes materiais. Em cultutasatias como tomate e
pimentdo, recomenda-se que 0s tutores de bambm sejastituidos por fitilho,
que é descartavel (Costa & Ventura, 2010).

Tratamento térmico de sementes e 6rgaos propagatiso

A termoterapia consiste em submeter o 6rgédo irdecta determinada
temperatura e tempo, suficiente para eliminar@béttéria, porém sem causar
danos ao material tratado. Tratamentos de matefaapagativos vém
apresentando resultados positivos para o contrelalidersas fitobacterioses
(Damann Janior & Benda, 1983; Romeiro, 2005). A dlab5 apresenta
exemplos de tratamento térmico para algumas fitébas.

Tabela 5. Tratamento térmico de sementes para erradicachimblactérias.

Hospedeiro Fitobacteriose Fitobactéria Tratamento

Brassicas Podridéo negra Xanthomonas campestris ~ 50° C por 30 min
pv. campestris

Feijao Crestamento bacteriano Pseudomonas syringae. 70°C por 12 h
aureolado phaseolicola

Meldo Mancha aquosa Acidovorax citrulli 60° C por 20 min

Tomate Cancro do tomateiro  Clavibacter michiganensis  21° C por 96 h

subspmichiganensis

Mancha pequena Pseudomonas syringge. 52° C por 60 min
tomato
Cana-de-agUicar Raquitismo da soqueira_eifsonia xylisubspxyli 52°C por 30 min ou

50°C por 2 h
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Solarizagéo

Este método tem sido pouco utilizado nas condi¢ifesileiras, mas se
aplica a pequenas areas onde se deseja elimin@@rinacque habitam o solo,
comoR. solanacearun(Baptista et al., 2007; loannou, 2001).

Refrigeracéo

Esta medida é importante para reduzir a podridate ram pos-colheita,
causada poP. carotovorum que ocorre principalmente em hortalicas carnosas
(Czajkowskiet al., 2011).

Controle de insetos

Além de serem vetores de bactérias, os insetospodasar ferimentos em
plantas, que servem como porta de entrada parmasviéiobactérias. O controle
da mosca das frutas, vespas e abelhas, que visipamto de abscisdo das flores,
provoca a reducdo consideravel da transmissaoRdesolanacearumem
bananeira. O controle de minadores, combyllocnistis citrella reduz
consideravelmente a incidéncia ®e citri subsp.citri em plantas de citros
(Fundecitrus, 2016). Para controle doeening considerada hoje a principal
doenga da citricultura, € de extrema importancieoltrole do inseto vetor, 0
psilidio (Diaphorina citri), para evitar a dissemina¢do da doenca para outras
plantas (Bassanesiet al., 2013; Fundecitrus, 2016).

Controle bioldgico

Consiste na utilizacdo de organismos vivos paraiziedo indculo do
patdgeno. E uma técnica bastante estudada e gessitacdo conhecimento da
biologia do agente de controle biologico e da fittBria, bem como da sua
interacdo com os fatores ambientais. Existe um ndigc@ensideravel de produtos
bioldégicos comerciais que proporcionam resultadositiros no controle de
diversas fitobacterioses. O controle biolégico paio do uso d&. radiobacter
K84, a qual produz uma bacteriocina (agrocina &gyesenta efeito sobiR.
radiobacterpatogénica para diversas culturas. A aplicacaedauras também
tem sido estudada e vem apresentando potenciabrdeole da podriddo mole
em couve-chinesa (Mello et al., 2011) eAdeitrulli na cultura do meldo (Mello
et al., 2015).
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Controle quimico

O controle quimico de fitobacterioses baseia-sapl@acédo de fungicidas
com efeito bactericida e/ou bacteriostéatico, intkgale resisténcia, antibioticos
e inseticidas (discutido no item ‘Controle de insdt (Romeiro, 2005). Estes
diferentes produtos tém sido testados no contrelaidersas fitobacterioses,
como mancha aquosa do meldo (Sales Junioret &5; Zules Junior et al.,
2007), mancha branca do milho (Manerba et al., R0dancha bacteriana do
tomateiro (Pontes et al., 2016), pinta bacteriamaamateiro (Andrade et al.,
2013) e cancro citrico (Behlau et al. 2010). Nosima@ls anos, foram
desenvolvidos diversos produtos para o controlefitdbacterioses foliares,
principalmente daquelas com potencial de causardaperem culturas
economicamente importantes).

Fungicidas protetores, normalmente o0s cuUpricosfesaptam efeito
bacteriostatico e/ou bactericida e sdo amplametiigados para o controle
preventivo de varias fitobacterioses que afetamaepaérea de plantas. Em
algumas culturas, apos as operacdes de podas, @ncanmaplicacdo de cobre,
visando proteger os tecidos feridos contra infesddmcterianas. No entanto, o
uso de produtos no controle de bacterioses deveestizado com cautela,
devido a possibilidade de surgimento de populagdsistentes do patégeno,
como relatado parBseudomonas syringgey. tomato (Silva & Lopes, 1995) e
X. campests pv.viticola (Marques et al., 2009).

O manejo de fitobacterioses constitui um grandafiepara produtores e
técnicos da area, conforme abordado neste capitafdsso, o manejo integrado
€ fundamental para o sucesso na redugdo destagadpesobretudo nas
condic¢des climaticas encontradas no Brasil. Na [eaheencontram-se exemplos
de fitobacterioses de importancia no Brasil e usvérresumo de seu manejo,
baseado nas informac®8es discutidas neste capitulo.
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Tabela 6.Resumo das principais fitobacterioses no Braddemedidas gerais
para seu manejo.

Fitobacteriose Hospedeiro Manejo

Cancro citrico Citros Controle da larva minadeooguing aplicagdo de cobre

Cancro do Tomateiro Descarte ou desinfestacdo do materialouaa longo da

tomateiro cultura, evitar ferimento, cultivares resistentaglicacéo
de cobre

Cancro da videira  Videira Material propagativo sadiesinfestacdo de materiais de

poda e variedades resistentes

Clorose variegada  Citros Mudas sadias, controlecidarrinhas e eliminagédo de
ramos doentes

Crestamento Feijao Cultivares resistentes, sementes sadiaferamlar-S-
bacteriano metil, aplicagdo decobre

Crestamento Soja Cultivares resistentes, aplicacéo de cobre

bacteriano

Crestamento Mandioca Cultivares resistentes, material propagatadio
bacteriano

Galha da coroa Varios Mudas sadias, controle hioog

Greening Citros Mudas sadias, controle do psilideo vetaguing

Mancha aquosa Cucurbitaiceas  Sementes certificadta, ferimento, aplicagdo de cobre
Mancha Tomateiro Cultivar resistente, sementes sadiagagéo localizada,
bacteriana rotacdo de cultura, aplicacdo de cobre, acibenshaetil

e casugamicina

Moko da Bananeira Leis quarentenérias, desinfestacdo d&o fasado para
bananeira colheita

Murcha Solanaceas Rotacgao de cultura, limpeza de implasieslo drenado,
bacteriana porta-enxertos resistentes

Murcha Eucalipto Mudas sadias, qualidade da agua de ¢&mam viveiros
bacteriana

Pinta bacteriana  Tomateiro Sementes sadias, irrigacéo localizadag&o de cultura,
do tomateiro aplicacéo de cobre, acibenzolar-S-metil

Podriddo negra Brassicas Sementes certificadagc@ot de cultura, cultivares

resistentes, aplicacéo de cobre
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Tabela 6.Continuacao

Fitobacteriose Hospedeiro Manejo
Podriddo mole Varios Rotagdo de cultura,aplicagda@abre, refrigeragdo, evitar
ferimentos

Raquitsmo da  Cana-de-agUcar Termoterapia dos toletes e desipEstie laminas e facGes
sogueira

Sarna comum Batata Evitar pH do solo entre 4,55; Bso de batata semente
certificada

Seca das Goiabeira Mudas sadias, desinfestacdo de ferrameydea poda e

ponteiras eliminagdo de ramos doentes
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1. Importancia socioeconémica das anacardiaceas

A familia Anacardiaceae é composta por 81 génemgs@imadamente 800
espécies (Pell, 2009), as quais apresentam digéitpantropical, com algumas
espécies ocorrendo em regides temperadas (Cronfja&t). Nesta familia séo
encontradas fruteiras, espécies utilizadas paranentacdo e plantas para
extracdo de madeira. Dentre as espécies frutifdestacam-se: mangueira
(Mangifera indica L.), cajueiro Anacardium occidentale L.), cajazeiras,
umbuzeiras e seriguelasppndias spp.). A aroeira vermelhaSghinus
terebinthifolius Raddi) e a aroeira do sertddyfacrodruon urundeuva Allemao)
sdo exemplos de espécies ornamentais e que apmsenadeira de boa
gualidade, respectivamente (Souza & Lorenzi, 2005).

Entre as Anacardidceas, a mangueira, 0 cajueirg eafs destacam-se
devido a elevada importancia socioeconémica. A meing € uma planta nativa
da india, tendo se espalhado pelo mundo a partisé@uilo XVI devido a
abertura do comercio maritimo entre Europa e AB@. volta do ano de 1700
chegou ao Brasil por meio de mudas trazidas daredidevido as condigdes
climaticas favoraveis, espalhou-se por quase tedaggides do pais (Souza et
al., 2002).

Os maiores produtores mundiais de manga s&o i@hiaa, Tailandia,
México e Indonésia, respectivamente. Dentre osepagxportadores, o Brasil
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ocupa a quarta colocacdo, ficando atras da Méfiutia, Tailandia e Peru
(FAO, 2016).

No Brasil, os principais estados produtores de m@ars§o Bahia,
Pernambuco, Sdo Paulo, Minas Gerais, Ceara, Rindérdo Norte e Sergipe
(IBGE, 2016). A regido Nordeste caracteriza-se petalucdo de mangas para a
exportacdo, destacando-se a regidao do vale do Salcisco, a qual é
responsavel por quase todas as exportacdes nacom#iuta (Silva, 2014). Em
2014 o volume exportado foi cerca de 133 mil toteda 0 que representou uma
receita de aproximadamente US$ 16 milhdes (AnuBrésileiro e Fruticultura,
2015).

O cajueiro é uma planta tropical, originaria do dlrareconhecido como
centro de origem da espécie, sendo dispersa ene qods territério nacional
(Aratjo & Silva, 1995), onde se destaca pela dowegdo e elevado
aproveitamento econémico (Melo & Bleicher, 2002)r Bua vez, a cajucultura é
uma atividade de fundamental importancia socioetice® para a regiao
Nordeste, devido aos empregos diretos que gerajuios 35 mil no campo e 15
mil na industria, além de 250 mil empregos indsatos dois segmentos. Para o
semiarido nordestino, a importancia é ainda maiois os empregos do campo
séo gerados na entressafra das culturas tradisiooaio milho, feijdo e algodéo,
reduzindo, assim, o éxodo rural (CODEVASF, 2012).

Dentre os principais paises produtores de améndeasaju do mundo

destacam-se o Vietna, Nigéria, india e Costa ddiMgFAO, 2016). No Brasil,
a regido Nordeste é a principal produtora de an@ndeendo responsavel por
aproximadamente 106.000 toneladas de castanhaBjzilas na safra de 2014.
Nesta safra, os principais estados produtores f@eaané, Rio Grande do Norte,
Piaui, Bahia, Maranhao e Pernambuco (IBGE, 2016).

A producao nacional de améndoa destina-se tradicimnte ao mercado
externo, sendo os Estados Unidos, Canada e oss fmibes responsaveis por
importar cerca de 80% da améndoa brasileira (CON2RE). Adicionalmente,
em 2015, as exportacdes brasileiras de castanttajdeatingiram a cifra de
40.826 milhdes de ddlares (SECEX, 2015), demordtranvalor desta cultura
para o agronegocio.

No Brasil e, principalmente no Nordeste, o cajaumobu e a seriguela
apresentam importancia tanto econdmica, quantcalsatiante da crescente
comercializacdo de seus frutos e produtos processaeim mercados,
supermercados e restaurantes da regido. Todasfegsass sdo exploradas de
forma extrativista, mas apresentam grande potenalal exploracdo
agroindustrial. Ainda em processo de domesticaedtas espécies produzem
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frutos do tipo drupa, com aroma e sabor agradasleifyjoa qualidade nutritiva,
desejados para o consumo como fruta fresca ou maaf@rocessada como
polpa, sucos, doces, néctares, picolés e son@&tezd, 1998).

O aumento das areas de cultivo, aliado as cond@®bsgentais favoraveis e
ao uso de variedades e cultivares suscetiveis matejo inadequado, tem
propiciado o aumento do ndmero e intensidade da&ngds nos polos de
producdo de frutas do semiarido nordestino. Nees¢éexto, atencdo especial
deve ser dada a mancha angular, causada por hadaérigéner&anthomonas
Dowson. Essa doenca incide sobre a parte aéreaivdesat espécies de
Anacardiaceas, comprometendo diretamente a quelidiasl frutos produzidos e,
consequentemente, reduzindo consideravelmenteoodalproducéo.

2. Etiologia da mancha angular

A mancha angular foi detectada pela primeira vezrangueiras na Africa
do Sul por Doidge (1915), o qual isolou uma baatgigmentada (amarela) e a
classificou comoBacillus mangiferae Doidge. Em seguida, a bactéria foi
reclassificada comd&rwinia mangiferae (Doidge) Bergey et al. (Breed et al.
1957). Na india, Patel et al. (1948b) verificararoc@rréncia de sintomas em
folhas e frutos de mangueiras similares aos descpbr Doidge (1915). No
entanto, devido a diferencas de algumas caraitedstntre a linhagem isolada
na Africa do Sul e a linhagem isolada na indiajuimclo a coloracio desta
Ultima, a qual era branca, Patel et al. (1948bpygseram a criacdo de uma nova
espéciePseudomonas mangiferae-indicae Patel et al. (1948a).

Na década de 70, Robbs et al. (1974) classificargatégeno em um outro
género, resultando no epiteXanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae
(Patel et al.) Robbs et al. Levando-se em congjdera variabilidade patogénica
entre isolados de uma colegcdo mundial obtidos deos/agéneros de
Anacardidceas e com base na divergéncia evoluiiodds genomas, observada
por polimorfismo de comprimento de fragmento angddo (AFLP), foi
verificado a formacao de trés grupos geneticamgistantos e relacionados aos
grupos 9.5, 9.6 e 9.7 d¢ axonopodis Starr e Garcesensu Rademaker et al.
(2005). Assim, foi proposta a reclassificacdo &e campestris pv.
mangiferaeindicae em trés patovares dé axonopodis, a saberX. axonopodis
pv. mangiferaeindicae, X. axonopodis pv. anacardii e X. axonopodis pv.
spondiae (Ah-You et al. 2007a).

Posteriormente, analises de sequéncias multiloddsSA), AFLP e
hibridizacdo DNA-DNA, demonstraram relacdes filo§gcas congruentes do
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pv. mangiferaeindicae com isolados deX. axonopodis subgrupo 9.5, o qual
inclui X. axonopodis pv. citri Vauterin et al. De forma similar, o panacardii
responsavel pela mancha angular do cajueiro noilBfas incluido em X.
axonopodis subgrupo 9.6 (sinonimiX. fuscans Schaad), enquanto o pv.
spondiae ndo apresentou uma posicao definida. Dados deiletdde térmica da
reassociacdo do DNA confirmaram os resultados ebtitbr meio de MLSA e
AFLP, demonstrando que os pwsangiferaeindicae e anacardii possuem niveis
de similaridade consistentes, sendo membros da anespécie (Ah-You et al.
2009). Estes dados também apoiaram a elevac&o a@nopodis pv. citri ao
nivel de espécie con¥ citri (ex Hasse) Gabriel (Schaad et al., 2005) e, per su
vez, a reclassificacdo dos pwsangiferaeindicae e anacardii como patovares de
X. citri, a sabeK. citri pv. mangiferaeindicae e X. citri pv. anacardii.

E importante esclarecer que, até o momento, edtie®si epitetos néo
foram validados pelo Comité para Taxonomia de BmstéFitopatogénicas
(Committee on the Taxonomy of Plant Pathogenic &&t da Sociedade
Internacional de Patologia de Plantas (Internati@oziety of Plant Pathology)
por ndo estarem de acordo com as normas 17 e padiéo internacional para
classificacdo de patovares de fitobactérias (lateznal Standards for Naming
Pathovars of Plant Pathogenic Bacteria), as queigrmiinam que novas
combinacBes sejam acompanhadas por descricdesigoendesignadas como
comb. nov., respectivamente (Bull et al., 2012)r Bso, neste capitulo as
bactérias patogénicas as Anacardiaceas sdo tratamas patovares deX.
axonopodis ao invés de serem tratadas como patovares déi.

3. Isolados pigmentadosersus apigmentados

Desde a primeira ocorréncia da mancha angulagdeslpigmentados vem
sendo obtidos de tecidos de mangueiras apresentsinttimas da mancha
angular na Africa do Sul, Brasil, Estados Unidoghas Reunifio. Apds os
diversos estudos, tais isolados foram consideradow patégenos casuais em
mangueiras (Gagnevin & Pruvost, 2001; Ah-You et 2007a), embora nédo
tenham sido incluidos nos estudos que reclassifitaX. campestris pv.
mangiferaeindicae como X. axonopodis pv. anacardii, X. axonopodis pv.
mangiferaeindicae e X. axonopodis pv. spondiae (Ah-You et al., 2007a; Ah-You
et al., 2009). Além disso, desde 2003, isoladomeigados vem sendo obtidos
de folhas e frutos de cajueiro no Brasil, os qu&is sido classificados
provisoriamente com&. campestris pv. mangiferaeindicae (Viana et al., 2005;
Viana et al., 2006a).
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Poucos estudos analisaram o relacionamento eoleslis pigmentados de
X. campestris pv. mangiferaeindicae obtidos de mangueira e cajueiro, e 0s
patovares deX. axonopodis patogénicos as Anacardiaceas. Contudo, os
resultados obtidos até o momento indicaram quesaados pigmentados sdo
firmemente relacionados> axonopodis pv. anacardii (Gama et al., 2011). Por
meio da andlise do perfil de restricdo da regifagesdora 16S-23S de isolados
pigmentados e apigmentados oriundos de mangueitksXe axonopodis pv.
anacardii (isolado IBSBF 1508), verificou-se o agrupamengégsg Ultimo com
os isolados pigmentados oriundos de mangueira, mEnamdo uma estreita
relacdo entre eles (Destéfano et al., 2001).

Andlises de rep-PCR (ERIC e BOX-PCR em conjuntejnanstraram que
isolados pigmentados dé campestris pv. mangiferaeindicae e X. axonopodis
pv. anacardii apresentam similaridade de 55%, indicando umaeitstr
associagdo entre eles. InoculagBes em folhas deiajcom isolados dessas
duas bactérias induziram os mesmos sintomas, déraods a estreita relagéo
entre esses isolados, independente da hospedeivaiggen e da presenca ou
auséncia de pigmento. Assim, estes dados indicaga® o0s isolados
pigmentados de X. campestris pv. mangiferaeindicae apresentam-se
possivelmente como uma forma variante Xe axonopodis pv. anacardii,
sugerindo especificidade destes isolados em relagacajueiro (Gama et al.,
2011). No entanto, como 0 posicionamento taxonbmiims isolados
pigmentados ainda ndo foi definido, esses isolasfs tratados comaX.
campestris pv. mangiferaeindicae neste capitulo.

Em aroeira, caja e cajarana apenas colfnias apigdentem sido isoladas
e, embora essas espécies de Anacardidceas estemtps no Brasil, nenhuma
ocorréncia foi registrada até o momento. Além dissulados deX. campestris
pv. mangiferaeindicae também sdo patogénicos a aroeira e a mangueiraguan
inoculados artificialmente (Gama et al.,, 2011), destrando que essas
Anacardidceas podem fazer parte do ciclo da doemmgao hospedeiras
alternativas desses isolados.

4. Ocorréncia e distribuicao da mancha angular no smdo e no Brasil

Desde os primeiros registros até os dias atuaissimiemas da mancha
angular em mangueiras ja foram constatados na dastBrasil, Emirados
Arabes Unidos, Filipinas, Estados Unidos, llhas Gas, llhas Mauricio, llhas
Reunido, india, Japdo, Malasia, Nova CaledéniapiBtimp, Quénia, Tailandia,
Taiwan (Gagnevin & Pruvost, 2001), Benin (Afoundale 2013), Burkina Faso
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(Zombre et al., 2016), Gana (Pruvost et al., 20Mignmar (Ah-You et al.,
2007b) e Republica do Mali (Pruvost et al., 2012).

No Brasil, o primeiro registro desta enfermidaderé&alizado por Robbs
(1955) em levantamento efetuado no Distrito Fedemrabora, o referido autor
ndo deixasse claro o hospedeiro, fazendo pareesa @corréncia do patdogeno
naquela regido estava associada a mangueira. Bapaos contornos angulosos
das manchas caracteristicas da enfermidade, @ ciaidr deu-lhe o nome de
mancha angular. Atualmente esta enfermidade tanébéwnhecida como cancro
bacteriano ou bacteriose da mangueira (Ah-You et 2007a; Robbs &
Rodrigues Neto, 1999).

No Nordeste, a primeira ocorréncia da mancha andalarealizada por
Robbs et al. (1978) em mangueiras no estado doaCeéo tendo sido feita
referéncia & sua ocorréncia em cajueiros, naqualsido. Posteriormente, Robbs
et al. (1981) registraram a ocorréncia desta bastecausando les6es angulares
em folhas de cajueiros na regido Nordeste. Alérsodi®apa et al. (2001)
relataram a ocorréncia da mancha angular em cajoeimunicipio de Selviria,
no Estado do Mato Grosso do Sul. Além do Brasibcarréncia natural da
mancha angular do cajueiro foi detectada apenasBerkina Faso (Africa
Ocidental) (Zombre et al., 2016).

Em 2003, além da usual mancha-angular, manchasastipausadas por
isolados pigmentados dé€ campestris pv. mangiferaeindicae foram observadas
em folhas e frutos de cajueiro em pomares do egfadBiaui (Viana et al.,
2006a) e, devido a ocorréncia de sintomas distideosnancha angular, uma
nova doenga foi descrita em cajueiro: a manchaam¢hrmonas (Viana et al.,
2005). Além do Piaui, a mancha de xanthomonas teamiioé observada no
Ceara, em Minas Gerais (Viana et al., 2005; Vianal.e 2006a; Viana et al.,
2006b) e em Séo Paulo (Gama et al., 2011).

5. Sintomatologia

Os sintomas causados pof. axonoposis pv. mangiferaeindicae em
mangueiras sdo mais comuns em folhas e frutos rgrig)y porém toda planta
pode ser afetada. Nas folhas, os sintomas camt®ise como pequenas lesdes
encharcadas delimitadas pelos vasos, as quaisrsernt@levadas, escurecidas e
algumas vezes com halo clorético. Nos frutos, agosias caracteristicos sao
lesbes escuras, deprimidas e arredondadas, cordagd®ms gomosas. Nesses
casos, € frequentemente observado um padrédo deadofem forma de lagrima.
As vezes os frutos apresentam apenas depressdestamio, ha deterioragio da
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polpa, causando descoloracéo e podridao da mesasafbiccées mais graves
geralmente em cultivares mais suscetiveis, sdondies cancros em galhos
ramos. Adicionalmente, a mancha angular da marguegio € sistémica e n
afeta a raiz (Gagnevin & Pruvost, 2001; Xbu, et al., 2007).
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Gagnevin & Pruvost (2001)

Figura 1. Sintomas da mancha angular da mangueira causacXanthomonas
axonopodis pv. mangiferaeindicae em frutos (A e B) e folha (C

Inoculacdes artificiais demonstraram qie axonopodis pv. anacardii
também é capaz de infectar a mangueira. No entdifidoentemente das lesd
provocadas porX. axonopodis pv. mangiferaeindicae, X. axonopodis pv.
anacardii provoca manchas necréticas e achatadas de colaragéom escura
preta nas folhas. No fruto, € observado um apothertio interno da polpa (+
You et al., 2007a). Adicionalmente, Brasil, a mancha angular da mangu
apresenta pouca importancia e depende das condigiieéticas para
desenvolvimento e estabelecimento da doenca (Basdtad., 2000

Em cajueiros X. axonopodis pv. anacardii foi derita inicialmente apens
como agente causal de manchas angulares de cagragi-escura em folhas
(Ah-You et al., 2007a) (Figura 2A). Posteriormente,demonstrado que tan
X. axonopodis pv. anacardii quanto isolados pigmentados X. campestris pv.
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mangiferaeindicae sdo capazes de induzir a mesma sintomatologisobitasf e
ramos de cajueiros (Gama et al., 2011).

Os sintomas da mancha de xanthomonas podem serrvatse
principalmente em folhas e frutos, podendo ocaetbém em ramos jovens.
Nas folhas, embora o limbo foliar possa apresentanchas angulares, os
sintomas mais caracteristicos encontram-se nasmsrvas gquais se mostram
escuras (Figura 2B). O escurecimento passa da memrincipal para as
secundarias. Enquanto o patégeno coloniza os fabaeges livremente, essas
mesmas nervuras impedem o avanco da bactéria bo fialiar, motivo pelos
guais as manchas nesse local sdo pequenas e asgejamuitas vezes, bem
préximas as nervuras (Viana et al., 2006b). Asdssfbliares progridem em
dire¢cdo aos ramos e caule podendo ocasionar secpotieiros (Gama et al.,
2009) (Figura 2C). O fruto apresenta lesbes enadas; as quais se
transformam em necroses escuras, disforme, sentellzauma queimadura
(Viana et al., 2006b) (Figura 2D).
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Figura 2. Sintomas da mancha angular em folha (A) e da mardd
xanthomonas sem folha (B), ramo (C) e fruto de agjucausada por isolad
pigmentados e apigmentadosXithomonas axonopodis pv. anacardii.
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Até recentemente ndo existiam relatos de infecg@dsrais em cajueir
causadas poX. axonopodis pv. mangiferaeindicae. No entanto, esta bactéria
recentemente reportada causando infeccdo sob éesditaturais em cajuei
em Burkina Faso. Além da mama angular nas folhas (Figura 3A), tamk
foram reportadas les6es nos ramos (Figura 3B) emaanencharcadas no frt
(Figura 3C) e no pseudofruto (Figura 3D) (Zombralgt2016;
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Zombre et al., (2016)

Figura 3. Sintomas da mancha angular causada por isoladXanthomonas
axonopodis pv. mangiferaeindicae em folha (A), caule (B), fruto (C)
pseudofruto (D) de cajueiro.
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Em cajarana Spondias cytherea Sonn.), isolados de&. axonopodis pv.
spondiae provoca lesdes pequenas, angulares e encharcagase estendem e
eventualmente coalescem. As lesdes podem se toaraons, necroticas, planas
e escuras, por vezes, delineada pelas nervurahaktes, sédo formadas lesdes
encharcadas, que se transformam em cancros. Tart@ransido observadas
exsudacBes de goma alaranjada escorrendo dos galhogancro, a grande
guantidade de ramos com cancro pode induzir a ndagearvores. Lesdes em
frutos ndo tém sido relatadas. O cajpofdias mombin L.) apresenta sintomas
similares, mas aparentemente € bem menos suscefivglatdégeno. Até o
momento ndo foram detectadas infeccBes em mangumirgajueiros causadas
por X. axonopodis pv. spondiae (Ah-You et al., 2007).

6. Epidemiologia e controle

A maioria dos estudos incluindo etiologia, epiddod@, ecologia e
controle foram realizados com a mancha angular degoeira. Neste
hospedeiroX. axonopodis pv. mangiferaeindicae sobrevive eficientemente em
lesdes foliares e em cancros nos ramos. A incidédai doenga nos frutos é
fortemente correlacionada com a severidade nasidplbbservada seis meses
antes da frutificacdo. A presenca de &gua livremper a liberacdo e
redistribuicdo da bactéria a partir de rupturasepaerme, sendo um pré-
requisito para infeccdo (Gagnevin & Pruvost, 20@&nicon & Pruvost, 1994;
Robbs & Rodrigues Neto, 1999). A disseminacao danda a longas distancias
ocorre através de material de propagacdo contamifN&b existem registros de
infeccdes em sementes, porém, pode ocorrer a agfestda superficie das
mesmas. A curta distancia, a chuva com vento € imcipal forma de
disseminacao desta bactéria. A funcdo dos insetoglisseminacdo d&.
axonopodis pv. mangiferaeindicae ndo esta esclarecida, embora seja sugerida
(Gagnevin & Pruvost, 2001; Manicon & Pruvost, 1994)

Para o controle da mancha angular da mangueirama@a-se o uso de
materiais de propagacao sadios, variedades preqiaeto de quebra-vento nas
bordas do pomar e aplicacdo de fungicidas cupridoproducdo de material
livre de doenca em viveiros é de grande importaeaiaum esquema de controle
integrado. Algumas praticas de viveiro podem ewataparecimento da doenca,
incluindo: desinfestagéo de borbulha usando baades, destruicdo de qualquer
fonte potencial de indculo, e redugdo da populdgieriana epifitica por meio
de pulverizagdes com fungicidas a base de cobém Alisso, o estabelecimento

7

de novos pomares em dareas secas € imprescindivellg a agua livre na
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superficie das plantas € um pré-requisito paréeag¢ao bacteriana. No campo, o
controle quimico da doenca é geralmente ineficazefhtanto, compostos a base
de cobre podem ajudar a reduzir in6culo epifiti@ auséncia de lesdes
(Gagnevin & Pruvost, 2001; Manicon & Pruvost, 19®hbbs & Rodrigues
Neto, 1999).

Por se tratar de uma doenca recente, os aspedatesnsgogicos da mancha
de xanthomonas ainda néo foram esclarecidos. Nm#&nto monitoramento de
pomares de caju no Piaui e no Ceara mostra quédggre € capaz de causar
perdas consideraveis, visto que as plantas cujagisiécastanhas de caju verde)
estdo infectados resultam em frutos impréprios pazamercializacao (Viana et
al., 2006b). Além disso, dependendo do clone atilig os prejuizos podem ser
elevados, pincipalmente em periodos chuvosos, pedem algumas situagdes,
comprometer mais de 90% da producéo de frutos,oomef observado para o
clone FAGA (Freire, 2015).

Quanto as medidas de controle, em pomares deirca@n historico da
mancha de xanthomonas, recomenda-se que sejamadsalj logo no inicio das
chuvas, pulverizacbes preventivas com oxicloreto cdere, em intervalos
guinzenais, até que as castanhas percam a coloragi® Em pomares onde a
doenca esteja ocorrendo, recomenda-se poda dezhmu® meio do corte de
cachos onde se inserem maturis afetados, bem cpodsade ramos afetados ou
gue contenham folhas sintomaticas e, pulverizagio oxicloreto de cobre
(Viana et al., 2006b).

7. Deteccdo e identificacdo patovares deX. axonopodis
associadas ao cajueiro

Varios métodos moleculares tém sido utilizados atectar, identificar e
analisar a variabilidade de fitopatégenos. Nestdeoto, a técnica de rep-PCR
permite a determinagéo de perfis gendmicos espesifjue podem ser utilizados
para estudos de identificacdo e diversidade dethast(Louws et al., 1999). As
vantagens desta técnica consistem no fato que neamtwecimento prévio da
estrutura gendmica de uma determinada espécie eunamselecao inicial de
primers sd0 necessarios para identificacdo de bactériaswd et al., 1999).
Além disso, rep-PCR foi consistentemente utilizgelra diferenciacdo de
isolados e para avaliacdo da diversidade genéticgéderoXanthomonas spp.
(Rademaker et al., 2005).
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BOX e ERIC-PCR foram utilizados para identificars dsolados
pigmentados d&. campestris pv. mangiferaeindicae e diferencia-los de isolados
de X. axonopodis pv. spondiae, X. axonopodis pv. mangiferaeindicae e X.
axonopodis pv. anacardii (Gama et al., 2011). Além disso, a analise de
agrupamento realizada isoladamente e em conjunto a® dados gerados por
esses marcadores permitiram a diferenciacéo estisotados pigmentadoX,
axonopodis pv. anacardii, X. axonopodis pv. mangiferaeindicae e X. axonopodis
pv. spondiae a um nivel de 70% de similaridade.

A observacdo da presenca de elementos de insegdanlia 19595
apenas no genoma @& axonopodis pv. mangiferaeindicae (Ah-You et al.,
2007a) permitiu a construcao de primers (IS 3F -
GGGCGACCTGCGTTAAGCGT e IS 3R — AAGCTGCGCACCGGCTCAAT
especificos para deteccdo e identificacdo de axonopodis pv.
mangiferaeindicae (Gama et al. 2011). Estpsimers amplificam um fragmento
de 979 pb da sequéncia de inser¢éaib®S encontrada apenas no genoma dessa
bactéria (Ah-You et al., 2007a),tornando-os umaiafie ferramenta a ser
adotada em medidas quarentenarias.

8. Consideracgoes finais

Diversos aspectos sobre a diversidade dos isolatBos<anthomonas
associados as Anacardiaceas ja foram esclareditb®ntanto, mais estudos
ainda sdo necessarios para esclarecer o relaciotmmentre isolados
pigmentados deX. campestris pv. mangiferaeindicae e isolados deX.
axonopodis pv. anacardii. Além disso, aspectos etiol6gicos Xleaxonopodis pv.
spondiae causadores de mancha angular Saondias sp. também precisam ser
elucidados.

Aspectos da interacdo bactéria-planta também preciser esclarecidos
mais adequadamente para servir como embasamentmwdes medidas de
controle que possam ser inseridas no manejo imtegitas doencas provocadas
por essas bactérias em Anarcadidceas. Nesse semtidoente sequenciamento
do genoma do isolado referéncia LMG 941 @& axonopodis pv.
mangiferaeindicae foi anunciado (Midha et al. 2012) e, aliado ao
sequenciamento do genoma de isolados pigmentadoX. dampestris pv.
mangiferaeindicae e X. axonopodis pv. anacardii, 0s quaisestdo sendo
realizados atualmente pela equipe do LAFIBAC, @brinovas perspectivas para
o entendimento das relacdes entre esses isolaslssaespectivos hospedeiros,
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bem como servirdo para o0 melhor entendimento solorggem e evolugcédo dessa
bactérias.
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1. Introducao

As hortalicas inserem-se de maneira cada vez rfetigae valiosa na dieta
da populacao brasileira e mundial. O consumidosileieo vem pouco a pouco
valorizando mais os produtos ligados a qualidadevida, entre esses, as
hortalicas.

Em 2010, a producdo mundial de hortalicas folhdsasi em torno de 90
milh6es de toneladas (FAO, 2010). No Brasil, a pgdd desse segmento
aumentou em 63% entre os anos de 1990 e 2006,chegar79 mil toneladas
em 2007, numa area plantada de 771 mil hectarage(z, 2010). O cultivo de
hortalicas gera 2,4 milh6es de empregos diretosseja, 3,5 empregos por
hectare (MAPA, 2011).

Entre as hortalicas produzidas no estado de Peuwmb cultivo da couve-
chinesa e alface tém se destacado pela expressp@téncia econdmica. Em
2011, segundo informacdes da Central de Abastetimde Pernambuco
(CEASA-PE, 2012) foram comercializadas 135 tonedada couve-chinesa e
127 toneladas de alface, sendo Camocim de Saqg BE#& Grande, Garanhuns,
Bonito, S8o Joaquim do Monte e Gravata os pringipainicipios produtores de
couve-chinesa e Vitoria de Santo Antdo, de alface.

Outras hortalicas que se destacam no estado darRteuno sdo pimentéo,
tomate e batata Essas hortalicas pertencem adata8 Solanaceae (Filgueira,

Estado da Arte em Fitobacterioses TropicaisGama, M.A.S. et al. (Eds.). 2016.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
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2008) e apresentam grande importancia socioecoadnacBrasil, pois podem

ser cultivadas em diferentes sistemas de producgfor gequenos e grandes
produtores. A produgdo nacional em 2012 de pimemnt&cate e batata foi cerca
de 43 mil, 3,8 e 3,7 milhdes de toneladas, resgauente (FAO, 2013).

Diversas doencas podem afetar estas culturas, oomependo a sua
qguantidade e qualidade. Além disso, todas as paatetanta podem ser atacadas
por fitopatdgenos em diferentes estadios de desememto da cultura (Kimati
et al., 2005).

De um modo geral, a producéo de hortalicas é picgdd pela ocorréncia
de doencas devido ao cultivo intensivo e escaloead@equenas areas (Pereira
et al. 2013). No Brasil e em outros paises é nagtaum, no campo ou na fase
de poés-colheita, a ocorréncia da podriddo mole dR,a¥997), sendo esta uma
doenca considerada limitante para hortalicas comalface, couve-chinesa,
batata, pimentdo, tomate, entre outras (Mariamab. ,€2005).

2. A podridao mole

A podriddo mole, causada poPectobacterium carotovorunsubsp.
carotovorume outras bactérias pectinoliticas, € muito comonBrasil, seja no
campo ou na fase de pés-colheita. E consideraddaton limitante para o
cultivo de hortalicas (Mariano et al., 2005). Der@o com um levantamento
publicado por Mansfield et al. (2018, carotovorumsubsp.carotovorumesta
entre as dez fitobactérias de maior importanciatifiea e econémica do mundo.

As perdas econf6micas causadas pela podriddo mmlgraédes, variando
com o valor da cultura e época de plantio, seveeiddo ataque, condigbes
ambientais e das praticas aplicadas do cultivoraectializacdo dos produtos
(Pérombelon & Kelman, 1980). Em 2004, na mesormegigreste do estado de
Pernambuco, foi constatada prevaléncia de 100%odddéio mole em couve-
chinesa e de 42,9% em alface, com incidéncia \doiantre 1 a 67% para
couve-chinesa e 0 a 22% em alface (Silva et ab7R0

As pectobactérias estdo alocadas no filo Proteebagct classe
Gamaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, fantiihterobactereaceae e
génerosPectobacteriume Dickeya Em nivel de espécies, sao classificadas
como:P. atrosepticun{van Hall) Gardan et alB. betavasculoruniThomson et
al.) Gardan et al.P. cacticidium Hauben et al.,P. carotovorum subsp.
brasilienseDuarte et al.P. carotovorumsubsp.carotovorum(Jones) Hauben et
al., P. carotovorunsubsp odoriferum(Gallois et al.) Hauben et aPR, wasabiae
(Goto and Matsumoto) Gardan et &., cypripedii (Hori) Brenner et al.D.
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chrysanthemiBurkholder et al.) Samson et ab, dadantii Samson et al.D.
dianthicola Samson et al.D. dieffenbachiaeSamson et al.D. paradisiaca
(Fernandez-Borrero and Lopez-Duque) Samson eDakplanivan der Wolf et
al., eD. zeaéSamson et al. (Duarte et al. 2004; Hauben et @8;19amson et al.
2005).

As espécies de bactérias pertencentes a estegé&dEr Gram-negativas,
anaerobicas facultativas, baciliformes e modveis. BEmio de cultura tém
crescimento 6timo entre 28-30° C, formam colénigmpntadas de coloracéo
creme, opacas, circulares ou amebodides, com bordegulares e de
aproximadamente 1,5 a 3,0 um de didametro (Jabuehski, 1986).

Espécies dePectobacteriume Dickeya sdo comumente denominadas de
pectobactérias porque sdo produtoras de enzimamngéicas que causam
inicialmente encharcamento ou anasarca, sendo n&speis pelo sintoma de
podriddao mole (Maringoni, 1997). Essas bactérigeddem em grande parte da
temperatura, umidade e concentracdo de oxigéni ipariar a infec¢do, bem
como para a producdo e intensidade dos sintomasniBélon & Kelman,
1980).

Para que haja sucesso na infeccdo € requerida dugdim e secrecdo
coordenada de diferentes fatores de viruléncia feletéria. As enzimas
pectinolicticas (pectina metil esterase, pectirmselj pectina acetil esterase,
pectato liase, poligalacturonases, celulases egses) degradadoras da parede
celular da planta hospedeira (plant cell wall ddig enzymes - PCWDES) sao
comumente o0s principais determinantes da viruléngiaproducdo dessas
enzimas extracelulares é controlada pela densiceld&ar (dependente), através
da sinalizagdo molecular (N-acil-homoserina lacterfsHLs) mais conhecido
comoquorum-sensingAlém das PCWDEs, varios outros fatores e mecarssm
tais como a motilidade, producdo de lipopolissaemrs, exopolissacarideos,
harpinas, proteinas efetoras, toxinas, sideréfocosdicGes ambientais e o
hospedeiro, contribuem para o desenvolvimento @sgho (Barras et al., 1994;
Kado, 2010; Kersey et al., 2012; Pérombelon, 200 et al., 2003; Toth et al.,
2006). Yang et al. (1992) verificaram que as engine@mdopectato liase,
exopectato liase e endopoligalacturonase foramuaidds sequencialmente até
as 12 primeiras horas apoés a inoculaca® dearotovorumsubsp.carotovorum
em tubérculos de batata, revelando sua import@acea patogénese. Hossain et
al. (2005) verificaram que mutantes Blecarotovorunsubsp.carotovorumsem
motilidade apresentavam reducdo na producdo denaszé na severidade da
doenca em couve-chinesa.
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Em couve-chinesa os sintomas ocorrem inicialmeatbase das folhas em
contato com o solo infestado, progredindo rapiddenpara o caule principal,
resultando no colapso de toda a planta (Figura 1R)e(Ren et al., 2001). Em
alface, a maceracéo dos tecidos surge inicialmeam® uma murcha nas folhas
externas, sendo as plantas adultas (proximo a diadelheita) mais suscetiveis.
A murcha é causada pelo colapso dos tecidos vassulaesultando na
descoloragéo do tecido. Com o progresso da doant&dula do caule torna-se
encharcada, macerada e esverdeada (Figura 1D)stadias avancados, toda a
planta pode apodrecer, inclusive no periodo pdsedtal (Raid, 1997).

Em pimentdes e tomateiros, a podriddo mole poder@ctanto nos frutos
guanto no caule. Neste Ultimo caso, a doenca é memi chamada de talo oco
(Figura 1E) (Lopes & Quezado-Soares, 1997). Nosodtua penetracdo da
bactéria ocorre na regido do peduinculo devido amal de dgua de chuva ou
de irrigacdo, provocando depressdes aquosas (AgRifi6; Amorim et al.,
2012). A bactéria também pode penetrar por meifed@entos provocados por
insetos (brocas e tracas). Nesse caso, o frutaegme fica pendurado na planta
como se fosse uma pequena bolsa d’'agua (Figur@L&p®s & Quezado-Soares,
1997). A doenca continua a aparecer mesmo em fageds-colheita, pois a
bactéria penetra por ferimentos provocados durasteperacées de colheita,
embalagem e transporte (Agrofit, 2016).

A bactéria penetra na planta através de ferimeotosberturas naturais,
localizando-se nos espacgos intercelulares dos oecigarenquimatosos e
eventualmente no tecido vascular (Pérombelon, 2B@2pmbelon & Kelman,
1980), no qual se multiplicam produzindo as enzipginoliticas que atuam na
lamela média. O tecido afetado se desintegra emmassa pastosa de células
desorganizadas rodeadas por bactérias e suas snacagionando o sintoma de
podriddo mole. A maceracdo do tecido vegetal élteaga da perda de
componentes da parede celular e liberacdo de fdlulares (Kado, 2010).
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Figura 1. Sintomas de podriddo mole em plantas de c-chinesa (A-C) e
alface (CD), de talo oco em tomateiro (E) e podriddo deoBw@m tomateiro (F

3. Aspectos epidemioldgicos

O conhecimento epidemioldgico das doencas de plantssencial para
correta adocdo de medidas de controle (Miller, 1988endo assin
levantamentos de informagfes sobre o comportangastaoencas em fungéo
idade da planta hospedeira, da faixaategeratura e do periodo de exposic:
umidificacdo, bem como a concentracdo de inéculeqaada para
estabelecimento de altos niveis de severidade desegndefinidos para cas
associacdo patdgeno-hospedeiro.

O dificil controle dessa enfermidade se @@vrincipalmente ao patéger
gue possui ampla gama de plantas hospedeiras,idag@cde sobreviver e
restos de cultura, em plantas voluntarias, na fiomede plantas como epifitict
e/ou endofiticos, bem como sapréfitas (Pérombe&082), se dissemnando pela
agua de irrigagdo (Maddox & Harrison, 1988), insdiiéloepper et al., 1979
movimento de solo, tratos culturais, implementosicatps (Pérombelon «
Kelman, 1980), e sementes (Hadas et al., 2001)oCator importante qu
dificulta o controé da doenca é a alta variabilidade das pectobasiA grande
diversidade de hortalicas cultivadas nas areasatbupdo, assim como plant
daninhas presentes na regido que podem ser hosmedsternativas d¢
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pectobactérias, podem conribuir como mecanismo aahilidade para as
bactérias pectinoliticas (Alvarado et al., 2011).

Em levantamento epidemiolégico realizado por Sietaal. (2007) foi
verificado que em alface, a maior intensidade ddrigéo mole foi constatada
em areas com mais de 17 anos de plantio, nasar@§WCacheada, Elba e Taina,
em solo argiloso, irrigadas pelo sistema de rega otangueira e drenagem
deficiente. Porém, os autores verificaram menanisitade da doenca em areas
de plantio com as cultivares Verdinha e Salad Bawltivadas anteriormente
com coentro, no qual as mudas foram produzidas enddjas. Em couve-
chinesa, observou-se que a intensidade da podridéofoi maior em areas com
mais de 10 anos de cultivo e em plantios com ma0ddias.

4. Manejo integrado

O manejo da podriddo mole deve ser realizado dedqreventiva (Reis et
al, 2015). Nesse sentido, recomenda-se 0 uso dedades resistentes (Ren et
al., 2001) ou plantas transgénicas (Fray et aR91®83ae et al., 2001), controle
biolégico e alternativo (Dong et al., 2004, Silvaat, 2012), uso de calcio
(Flego et al., 1997), indutores de resisténcicb@tiolar-S-metil) (Benelli et al.,
2004) e emprego de antibidticos (Mello et al., 2011

As principais medidas recomendadas para o conttalgpodriddo mole
incluem: evitar plantio em solos de baixada e mehddos; erradicar plantas
doentes; destruir restos culturais; rotacdo dem@sgdtpor trés a quatro anos; nédo
armazenar produtos doentes e sadios conjuntamamtggzenar produtos em
local ventilado, seco e frio; evitar ferimentos ahte tratos culturais; controlar
insetos mastigadores; desinfestar depoésitos e anmazom sulfato de cobre;
utilizar agua de boa qualidade para irrigagdo lideecontaminacao; evitar o
excesso de umidade com o maior espacamento possitrel plantas; efetuar
adubacao equilibrada e rica em calcio e utilizarcclna agua de lavagem
(Mariano et al., 2001).

5. Controle cultural: mediado pelo uso de célcio

O controle cultural pelo uso de calcio (Ca) tenoaitilizado em inimeros
trabalhos com sucesso para o controle de divesasgds, tanto na pré quanto
na pés-colheita (Conway et al., 1992; Gomes eR805; Hajhamed et al., 2007;
Mcguire & Kelman, 1986; Sugimoto et al., 2010).
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O célcio € um macronutriente essencial para alemin papel importante
na integridade estrutural das membranas e da paebdar (Dayod et al., 2010)
e atua como um mensageiro secundario para inUm&r@ss ambientais
(bidticos e abitticos) e hormonais das plantasqueeux et al., 2006). Esse
elemento (Ca) encontra-se mais proeminente no agptoplespaco da parede
celular onde desempenha pelo menos duas func@@statis interligar cadeias
pécticas com o elemento boro, contribuindo consgqueente para a
estabilidade da parede e a formacéo do gel p§&jestein & Bloom, 2006).

O célcio é absorvido pela planta por meio da solugd solo na forma
divalente (C&) e move-se com a 4gua, sendo sua translocac@paefdastica e
seu teor nos tecidos esta sujeito as taxas depiragdo, no qual o fluxo de agua
(transpiracao) carrega ions de célcio das raizesgmfolhas, via xilema, sendo
distribuido apoplasticamente para o interior degarcelular (Conn et al., 2011).
Uma vez depositado, o célcio ndo apresenta rduigtéio para outras partes da
planta, sendo acumulado principalmente em tecidos tanspiram mais
facilmente (Millaway & Wiersholm, 1979). Devido asttibuicdo intracelular
diferencial do célcio, a concentracdo de célciveliyC&") no citoplasma é
rigidamente controlada (White & Broadley, 2003).

Além da parede celular, o calaoencontrado em altas concentracdes em
outros compartimentos intracelulares, como vacumticulo endoplasmatico,
mitocOndrias, cloroplastos, e em baixas concentig®d citoplasma (Doyod et
al. 2010). A concentragcao de ions de calcio noplEtma acima de 0,1 uM
regula diversos processos, incluindo a secrecdaodeponentes da parede
celular. Na parede celular a concentragdo de iemsldio é cerca de 10 uM a 10
mM. O célcio se liga as cargas negativas sobreeainps e confere rigidez
estrutural a parede. A membrana plasmatica ocugapasicdo central entre os
dois compartimentos, em que os canais seletivagdanego influxo de ions de
calcioe os transportadores especificos bombeiam iontojplasma de volta para
a parede celular (Hepler & Winship, 2010). O actoma) ou concentracdo de
fons de calcio na parede celular varia grandemeois o tipo de tecido e
condicdes ambientais (Sattelmacher, 2001), e difese tipos de célula
respondem diferentemente ao célcio extracelulaygbeat al., 2010).

Storey e Leigh (2004) estudando a distribuicdo dei@ em folhas de
limoeiro (Citrus jambhiri Lush.) usando microandlise de raio-X, observarae q
o calcio se acumulou em diferentes tecidos prihcipate nos tecidos do
parénquima palicadico e esponjoso, havendo tamioématdo de cristais nas
células idioblasticas, evidenciando a importanciassds tecidos como
reservatorios de calcio, sendo sua distribuicdereete a taxa de absorcdo em
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diferentes tecidos. Estudos de ultraestrutura aidds durante os Gltimos anos,
utilizando microscopia eletrénica de transmissadcrascopia eletrénica de
varredura e microanalise de raios-X, contribuiraamapa compreensao das
diferentes células e organelas que acumulam iorgld® (Hepler & Winship,
2010; Sattelmacher, 2001; White & Broadley, 20@8@porcionando assim um
maior entendimento da complexidade entre as ligacGeansporte e
armazenamento do calcio nas plantas (Doyod e2Gl0).

Diversos trabalhos tém indicado os efeitos bengfim calcio na fisiologia
da planta e por consequéncia na prevencao de doé¢bigdicas e abidticas),
relacionando cloreto de calcio (CACé nitrato de célcio [Ca(Ng] como as
principais fontes de célcio utilizadas (Dayod et aD10; Liang et al., 2009;
Mcguire & Kelman, 1986; Sen et al., 2010; Sugimetal., 2010).

Schober e Vermeulen (1999) observaram que o u§ta@d ocasionou uma
resisténcia parcial da podriddo mole em chicégads atribuida essa reducéo ao
calcio pelo retardamento da atividade do fator grimde patogenicidade de
carotovorumsubsp.carotovorum As enzimas pectato liase e poligalacturonase
foram detectadas apenas as 24 e 48h apés a indeuldg patégeno,
respectivamente. Ngadze (2012) verificou uma realugd@ podriddo mole e
canela preta em tubérculos e plantas de batata, gpicacdo de Ca(N{,
também associada a interferéncia do calcio na dgéd@nzimas pectato liase e
poligalacturonasesEm couve-chinesa, apenas um trabalho realizadohiza C
relatou a eficiéncia do calcio no controle da paéisimole (Park, 1969).

6. Controle bioldgico e alternativo

Dentre as alternativas para redugdo do uso de wgnaps o controle
biolégico € uma das alternativas mais discutidaslepdo tanto aproveitar o
controle biolégico natural quanto realizar a introflo massal de antagonistas
(Bettiol & Morandi, 2009).

Segundo Baker e Cook (1974) controle bioldgico mbasna reducdo da
guantidade de in6culo ou das atividades determesagié doenca incitadas por
um patdgeno ou parasita, nos seus estadios déaatéevou dorméncia, por um ou
mais organismos, realizado naturalmente ou atrad@s manipulacdo do
ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela in¢@m em massa de um ou
mais antagonistas.

Barra et al. (2009), avaliando bactérias com padépara o biocontrole da
podriddo mole do tomateiro observaram que dosetadss estudados, 14 foram
capazes de inibir o crescimeritovitro de P. carotovorunmsubsp.carotovorum.



Manejo da Podriddo Mole em Hortalicas 185

Enquanto que, nos ensaiosvivo apenas as rizobactérias UFV-006 e UFV-043
foram as que se destacaram, apresentando potesgiab controle bioldgico de
P. carotovorunsubsp carotovorumem tomateiro.

Mello et al. (2011), realizando estudo para avaliafeito de antibidticos e
leveduras no controle da podriddo mole em couveesai, observaram que os
isolados $accharomyces cerevigae Rhl Rhodotorula sp.) reduziram a
severidade em até 84% em experimento realizado exrunas destacadas da
hortalica. Em casa de vegetacéo, o isolado Scidiflertestemunha reduzindo a
severidade da doenca em até 27,6%. Os autores esfatam que a baixa
eficiéncia das leveduras em campo pode ser resultid dificuldade de
colonizacédo do filoplano nas condi¢c8es climatiaavalentes neste habitat.

O controle alternativo de doengas figura como uenementa a mais, a ser
incorporada nos sistemas alternativos e converisigigaproducéo de alimentos,
como forma de aumentar a sustentabilidade e segum@es mesmos (Silva et
al., 2012).

A acédo dos fosfitos foi testada inUmeras vezesradiferentes patdogenos
das mais variadas plantas cultivadas (Dianese &BR010). Esses compostos
nao sao fitotéxicos, podendo atuar diretamentanidd o desenvolvimento dos
microrganismos fitopatogénicos e também indiretameativando o sistema de
defesa da planta hospedeira (Silva et al., 2014).

Silva et al. (2014), analisando o efeito de antagonistas e poedu
alternativos no manejo da podriddo mole em pimentdasada porP.
carotovorumsubsp.carotovorum,obtiveram resultados satisfatérios nos ensaios
in vivo, onde o tratamento com fosfito de célcio e fosfite potassio
demonstraram os maiores valores de periodo de agéobe reducdo da
severidade da doenca, demonstrando ser o melhaiutprao manejo pos-
colheita da podriddo mole em pimentdo. Ainda nomeetrabalho, os autores
obtiveram bons resultados com isolados Recillus pumilus Rhodotorula
glutinis e R. aurantiacaque foram mais eficientes no manejo p6s-colhedta d
podriddo mole do pimentéo.

Em um estudo realizado por Silva et(@012) avaliando o efeito de 6leos
essenciais e extratos vegetais no controle dagimrole em alface crespa, foi
verificado que o 6leo essencial @erymbia citriodorae os extratos de ramos de
Parkinsonia aculeata folhas deChamaecrista cytisoidggodem ser utilizados
para controle da podriddo mole da alface em sistimeultivo protegido, sem
comprometimento das caracteristicas fisico-quindeaslanta.

Vérios autores estudaram os efeitos de 6leos easescbre o agente causal
da podriddo mole. Costa et al. (2008) constataraenaqoleo puro de citronela
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(Cymbopogon winterianygoi mais efetivo do que o antibiético tetracielina
inibicdo do crescimento de seis isolados”dearotovorunmsubsp.carotovorum
Também Jeong et al. (2009) observaram atividatédnia do 6leo essencial de
capim limdo Cymbopogon citratyssobre trés isolados de. carotovorum
subsp. carotovorum com completa inibicdo do crescimento ap6s 48 h de
incubacéo.

7. Controle genético

A resisténcia de plantas é o principal método detrote para muitas
doencas, isso pode ser alcancado através do cdiiylantas que ja possuem
resisténcia ou pela incorporacédo de genes deémesiatpor meio de cruzamento,
selecdo ou por técnica de engenharia genéticagi\alLenné, 2001).

A resisténcia é caracterizada pela sua natureZanitta e coordenada, onde
a efetividade depende da expressdo dos seus nmmaoan&m uma sequéncia
I6gica, apos o contato do patégeno com o hospedbiostra-se como um
sistema multicomponente, onde o nivel de resistéresulta da somatéria das
contribui¢cBes individuais de diferentes mecanisamsesisténcia (Pascholati &
Leitel, 1995).

Os mecanismos de defesa das plantas sdo divididosstruturais e
bioguimicos, podendo estes ser pré-formados e, Os-fgpmados. Os
mecanismos estruturais sdo constituidos de barésias, que dificultam a
penetracdo e, ou colonizacao do agente patog&dgmecanismos bioquimicos
sdo substancias, que possuem caracteristicas queossibilitam o
desenvolvimento do patégeno, podendo também genaligdes adversas para a
sobrevivéncia deste nos tecidos da planta (Schaimaeda et al., 2008).

O uso de cultivares resistentes a doencgas tenssitiodivida o método de
controle mais eficiente, sendo uma das principgitigas de sustentabilidade da
agricultura moderna. Essa técnica é, ao mesmo tempeeio mais eficiente,
econdmico e seguro do ponto de vista ambiental, neduzir o uso de
agroquimicos, sendo compativel com outras pratieamanejo de doencas de
plantas (Camargo, 2011b).

A busca por cultivares resistentes consiste nurbalina de grande
complexidade, no qual estratégias de melhorameewend ser tracadas. Para
isso é necessario que se identifique fontes dstéesia, que posteriormente
ser@o cruzadas com cultivares de interesse, pamaféréncia dessa resisténcia
(Lima et al., 2005).
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Na identificacdo de fontes de resisténcia, podermtsizar métodos de
inoculacBes artificiais em condicbes controladasrealizar experimentos em
areas que apresentem longo historico de infecg@diando-se a resisténcia de
diversos acessos com base na incidéncia e/ou dederida doenca,
comparando-se com o comportamento de cultivareseusis. Outra etapa
indispensavel é verificar se essa resisténcia @velr pois muitos agentes
patogénicos apresentam variabilidade genética fgrech em agressividade, em
diferentes cultivares de uma cultura. Assim, astéscia depende tanto do
gendtipo do hospedeiro como da variante do patggemios afetados pelo
ambiente. Por isso, o conhecimento da variabilidgaetica do patégeno é pré-
requisito para um teste rigoroso e inteligentealacdio de materiais resistentes
(Lima, 2005).

Estudos de selecdo de cultivares vém sendo reatizadim de encontrar
fontes de resisténcia que possam ser utilizadagregramas de melhoramento.
Felix et al. (2014), quando testaram 41 gendtigoalthce quanto a resisténcia a
podriddo mole causada pBr carotovorumsubsp.carotovorum verificaram que
a cultivar Vitéria de Santo Antdo, tém uma resisi@&nduravel, sendo
considerada uma boa fonte de resisténcia paragmagrde melhoramento.

Alguns pesquisadores tém realizado trabalhos visanbusca de cultivares
e clones de batatas com potencial fonte de resiat@npodriddo mole. Benelli
et al. (2004) testaram quatro cultivares de bajatnto a suscetibilidade R
atrosepticum P. carotovorumsubsp.carotovorume Dickeya chrysanthemios
autores observaram que a cultivar Asterix mostma menor suscetibilidade a
podriddo mole. Oliveira (2011), estudando resistéme clones de batatas a
podriddo mole e canela preta, avaliou 125 cloneseréicou que 13 deles
apresentaram alto nivel de resisténcia a podridfle encanela preta.

A busca por cultivares resistente a podriddo moieportante, entretanto
torna-se mais dificil porque. carotovorumsubsp.carotovorumé um patégeno
gue sobrevive no solo, tem ampla gama de hospadeiralta variabilidade
genética. Alvarado et al. (2011) estudando uma lpgga dessa bactéria oriunda
de couve-chinesa de véarias éareas de cultivo nodeestiee Pernambuco,
constataram uma alta variabilidade, reafirmandoortancia de se testar varios
isolados em estudos de selecdo de cultivares.
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Manejo da Mancha Aquosa em Meloeiro
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1. Introducao

O Nordeste é a principal regido produtora de mg@mumis melo L.) do
Brasil, com cerca de 90% da area total plantadpai® Os estados do Ceara e
Rio Grande do Norte destacaram-se em 2014 comQh&%® a regido do Vale
do Sédo Francisco com 2.800 ha de area plantada THRBRITI BRASIL,
2015). O meldo é a principal fruta fresca exportpdid Brasil em volume,
atingindo 177.829 toneladas em 2014, sendo o estadteara responsavel por
62,4% desse montante (CEASA-CE, 2015).

A grande adaptacdo do meloeiro a regido Nordeste-ske as condicdes
edafoclimaticas, pois o clima semiarido favoreaesenvolvimento da planta, a
produtividade e também a qualidade dos frutos (Bletral., 2011). No entanto,
mesmo com toda tecnologia aplicada, o meloeirosapta peculiaridades que
dificultam o controle fitossanitario, como o cicborto, cerca de 60 dias em
média, e o plantio de forma escalonada, favorecendugracdo de pragas e
patdgenos de uma cultura mais velha para uma rpt@ttada (Fernandes et al.,
2000).

No ano de 1997 foi detectada no Rio Grande do N@vsis et al., 1999)
uma nova doenga nos plantios de meloeiro, a maagbasa, que tem como
agente etiologico a bactérdeidovorax citrulli (Schaad et al.) Schaad et al. (Sin:
A. avenae subsp.citrulli Schaad et al.). Embora ja assinalada nessa cultasa
regibes Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do RRdiibs et al., 1991), s6 a
partir desse ano apresentou impacto econdmicogoar@oeiro. Em seguida, foi

Estado da Arte em Fitobacterioses TropicaisGama, M.A.S. et al. (Eds.). 2016.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
ISBN: 978-85-7946-259-7
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registrada no Ceara (Santos & Viana, 2000), Rion@Gado Sul (Ueno et al.,

2003), Minas Gerais (Macagnan et al., 2003), Pebnam e Bahia (Mariano &

Silveira, 2004) (Figura 1). As perdas de produgd® primeiros anos giraram em
torno de 40 a 50%, todavia, chegou a dizimar tatatm algumas lavouras nos
municipios de Quixeré (Ceard) e Mossor6 (Rio Gragméorte) nos periodos
chuvosos (Santos & Viana, 2000). Além disso, ogufres econdmicos séo
elevados devido as restricbes de comercializac&ofrdbos (Carvalho et al.,

2013).

RR — Roraima
CE —Ceara
RN — Rio Grande do Norte
PE - Pernambuco

BA - Bahia

MG — Minas Gerais

SP — Séo Paulo

RS - Rio Grande do Sul

A MELANCIEIRA

@ MELOEIRO
C. S. Conceigédo

Figura 1. Ocorréncia da mancha aquosa em meloeiy@ (melancieira 4) no
Brasil.

Para a cultura da melancieir@itfullus lanatus (Thunb) Matsum. & Nakai
no Brasil, a mancha aquosa nao tem importanciadecioa, ao contrario do que
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ocorre em outros paises, como os Estados Unidedud@m ja foi assinalada nos
estados de S&o Paulo (Robbs et al., 1992), MinesisS®lacagnan et al., 2003),
Roraima (Halfeld-Vieira & Nechet, 2007), PernambuRo Grande do Norte e
Rio Grande do Sul (Carvalho et al., 2013) (FiguyraShbe-se que isolados Ae
citrulli provenientes de meloeiro sdo patogénicos a melaadOliveira et al.,
2007; Walcott et al., 2004) e plantios dessas duasurbiticeas s&o
freqiientemente encontrados numa mesma area, orepeupa 0s produtores e
pesquisadores. Surtos epidémicos em melancieir&staslos Unidos incluiram
perdas econdmicas diretas, assim como processass ldgpendiosos contra
produtores de sementes e mudas, forcando algumpeesas de sementes a
sairem do mercado (Walcott, 2005)

Atualmente, a mancha aquosa encontra-se distritufda0 paises da Asia,
dois da América do Norte, trés da América Centr&laibe (sendo que na
Nicaragua a doenca foi erradicada), um na Aménic&ul, quatro na Europa e
trés na Oceania (CABI, 2015). Recentemente foktadina Turquia, Sérvia e
Califérnia (Horuz et al., 2014; Kumagai et al., 20Popovt & Ivanovi¢, 2015).
Devido a esses recentes relatos, a mancha aquasdidionada a lista de alerta
Al da European and Mediterranean Plant Protectiggai@zation (EPPO), a
gual relaciona as doencas de grande impacto ecoadmindial (CABI, 2015).
Acidovorax citrulli foi considerada como uma séria ameaca para ctécehs,
em particular meloeiro e melancieira (EPPO, 2015).

N&o existe cultivares comerciais de cucurbitaceas icnunidade a mancha
aquosa (Walcott, 2005), sendo o principio da ef&dus mais recomendavel,
pois uma vez introduzida em uma area, a erradicacgaoito dificil (Costa et al.,
2006). Assim, uma vez detectada a mancha aqudssentes métodos devem
ser integrados para o manejo eficaz da doenca.

2. Ciclo da mancha aquosa

Para um eficaz manejo integrado da mancha agquonsaessario conhecer o
agente causal e o ciclo da doenca (Figura 2), qaeadiferentes estratégias de
controle possam ser utilizadas.
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Figura 2. Ciclo da mancha aquosa em meloeiro (Mariano £2@01).

Acidovorax citrulli € uma bactéria Gram negativa, aerobica, mével aom u
unico flagelo polar e com formato de bastonete e8@nta bom crescimento em
meio de cultura de rotina como &gar nutritivo-axtrde levedura-dextrose
(NYDA) onde forma colénias pequenas com 0,7 a 1Inf brancas ou cremes.
Cresce a temperatura de 41 °C, mas néo a 4 °Cabebal., 1978). Colbnias de
A. citrulli podem ser identificadas utilizando o perfil dedasi graxos - FAME
(Hodge et al. 1995; Somodi et al. 1991), Biolog GEHNMicroPlate™ com a
base de dados MicroLog (Isakeit et al., 1997) e R@Iando dois pares de
primers especificos: WFB1/WFB2 e SEQID4m/SEQID5h¢zal et al., 2000;
Walcott & Gitaitis, 2000). Inicialmente, os isoladdeA. citrulli formavam uma
populagdo homogénea, mas com base em testes dsiagae, bioquimicos e
moleculares, verificou-se que ha uma variabilidagmética na populacao
(Burdman et al., 2005; Burdman & Walcott, 2012; @B & Martin, 1999;
Somodi et al., 1991; Yan et al., 2013; Walcott let 2004). Com base nessa
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diversidade Walcott et al. (2000, 2004) separaransolados dé\. citrulli em
dois grupos: Grupo |, isolados provenientes de mhiceas diferentes de
melancieira juntamente com o isolado tipo da esp@&T CC29625), que foram
moderadamente agressivos ao meloeiro cantaloupbpedira Cucurbita spp.)

e abobrinhaQucurbita pepo L.), e o Grupo Il, formado por isolados obtidos de
melancieira, que s80 mais agressivos a essa culloraque a outras
cucurbitaceas. No Brasil, 34 isolados obtidos dereites areas de producéo de
meldo da regido Nordeste foram caracterizados quardua agressividade a
frutos de meloeiro, perfil de utilizacdo de sulissae gendtipo. Os resultados
indicaram baixa diversidade da populacdo e osdssldormaram um Unico
grupo, correspondendo ao Grupo | (Silva et al. 620&Essa baixa diversidade é
um fator positivo no manejo da mancha aquosa, ipaimente para 0s
programas de melhoramento genético que buscamis®ecgendtipos com
resisténcia a doenga.

A disseminacao dé. citrulli a longa distancia é feita principalmente por
sementes contaminadas (infestadas ou infectaddB)i€® & Martin, 1999;
Oliveira et al., 2001), consideradas a principaitéode in6culo primario para
epidemias da mancha aquosa (Burdman & Walcott, 2064 2ransplantio de
mudas de cucurbitaceas infectadas (Hopkins €t@96). Apds a germinacédo da
semente contaminada, em condi¢cdes de umidadeveekdvada, a bactéria é
facilmente disseminada entre as plantulas por mgepi de agua, 0s quais sao
responsaveis por significativa propor¢do de mudésciadas (Hopkins, 1993,
1994). Uma Unica semente contaminada em um lote padsmitir a doenga em
niveis variando de 16,7 a 100% (Dutta et al., 2D1Rl auséncia de sintomas
nas plantulas, populacdes epifiticas da bactémemaniciar surtos epidémicos
de mancha aquosa em condi¢gfes de campo favorBegigesses fatores, o risco
de desenvolvimento da doenca é elevado, mesmolqtasade sementes com
niveis baixos de contaminacdo (Walcott, 2005). Adidee que as plantas v&o
crescendo no campo, o patégeno dissemina-se paws rfolhas e plantas
vizinhas, principalmente através de respingos de& &g chuva e de irrigacédo
(Santos & Viana, 2000), sendo condicdes favoraweiglade relativa elevada e
alta temperatura (Walcott, 2005). LesGes foliarpepulacdes epifiticas servem
como reservatorios dé. citrulli e contribuem para o desenvolvimento da
mancha aquosa em frutos (Burdman & Walcott, 2012a $leto et al., 2006), e
as sementes oriundas de frutos infectados aband®max solo podem resultar
em plantas voluntarias infectadas, servindo deullodprimario para o proximo
plantio (Latin, 1997). Os frutos de melancieiraveaen como fonte de infeccao
limitada, por contato, na pés-colheita (Rushinglgt1997) e sementes de frutos



Manejo da Mancha Aquosa em Meloeiro 198

sintomaticos e assintomaticos podem originar plastocom sintomas tipicos da
doenga, com transmissao da citrulli de até 35,3 e 8,7%, respectivamente
(Carvalho et al., 2013).

A bactéria penetra nas folhas de meloeiro atrasé®dtdmatos e ferimentos
e permanece nos espagos intercelulares (apopldst)tecidos infectados.
Existem evidéncias de infecgdo sistémica em plastdé meloeiro (Alves et al.,
2010; Bahar et al., 2009). Nos frutos, a penetragémrre via estdmatos e
lenticelas, sendo os frutos verdes mais susceptiv@ivasao poA. citrulli do
gue os maduros, devido a deposicao de ceras néisigédos frutos maduros
(Silva Neto et al., 2006). No entanto, os sintordasdoenca nos frutos sé
aparecem quando estes estdo préximos a maturigactdtebita (Walcott, 2005).
Nas sementes, a bactéria ao penetrar pelo pericdopavario resulta na
contaminacdo superficial da casca e camadas dseppema-endosperma, e
qguando a invaséo ocorre através do pistilo, hasighpo no embrido (Dutta et al.,
2012a).

Os sintomas da mancha aquosa sao detectados eentdife estadios de
desenvolvimento da planta. Nao parece haver quakfe&o deA. citrulli na
qualidade das sementes, uma vez que a aparéncied@ntes, germinacdo e
vigor das mudas ndo sdo afetadas. Em plantula8edesncharcadas sao
observadas nos hipocétilos e cotilédones, progdedipara verde-escuras
(Santos & Viana, 2000) e marrons nos cotilédonedepdo correr necrose do
hipocétilo e morte das mudas (Hopkins et al., 1926) lesdes nas folhas de
plantas adultas sdo inicialmente pequenas, comctasp#eoso e coloragédo
verde-clara, assumindo posteriormente uma coloragioom-escura (Santos &
Viana, 2000), com ou sem halo (Hopkins et al., )996esfes s&o
frequentemente observadas ao longo das nervurasasumargens da folha
(O'Brien & Martin, 1999). Os sintomas foliares m&sultam em desfolhamento,
tornando as folhas importantes reservatérios d&bagara a infeccao do fruto
(Hopkins, 1994). Os frutos exibem pequenas manclesas que se expandem
e se tornam marrons e necréticas, causando pequepasssdes na casca,
podendo ainda apresentar rupturas no centro; arente a bactéria coloniza a
polpa do fruto, onde causa podriddo seca de cd@loraastanha (Melo et al.,
2015; Walcott, 2005), podendo assim contaminar @siestes externa e
internamente (Mariano & Silveira, 2007). A necragesimples lesdo na casca
néo reflete o dano que ocorre na polpa imediataanabaixo, ou seja, a parte
interna ja pode estar bastante comprometida, megoando essa leséo,
externamente, se mostra com apenas 0,5 cm a 2deatidmetro. (O'Brien &
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Martin, 1999). Ap6s a colheita, as lesfes supaificindo aumentam
drasticamente nos frutos (Mariano & Silveira, 20Rdshing et al., 1997).

Durante periodos de temperaturas elevadas e dsaéaeados com chuvas
ao entardecer, os sintomas da doenca desenvolvenadscteriose dissemina-
se sobre folhas e frutos mais rapidamente (Hopird., 1992). Infeccdes bem-
sucedidas podem ocorrer num periodo de 30 mingorahamento na folha a
temperatura de 28C (Latin, 1997). Silveira et al. (2003) verificarague o
prolongamento da duracdo do periodo de molhametito iumentou o indice
de doenca, sendo o maior indice obtido em plantametidas a cAmara Umida
por 48 h. Em relacdo a infeccdo em frutos, atralésteste de inoculagéo
artificial, verificou-se que a temperatura e umigacfluenciaram a severidade
da doenca, sendo as maiores lesdes observadasasadm frutos de meloeiro
incubados a 30 e 3& na auséncia de umidade e £#8&m camara Umida por
6 horas (Silveira et al. 2004).

Os hospedeiros mais suscetiveis dentre as cuagh#d&sao o meloeiro e a
melancieira, nos quais os sintomas se desenvolaefolbas e frutos. Em outras
cucurbitaceas como pepineif@ucumis sativus L.) e aboboreira os sintomas séo
apenas foliares (EPPO, 2010). Em estacdo de qaaeeatn Israel, a bactéria foi
detectada em plantulas de tomateiBolgnum lycopersicum L.) e berinjela
(Solanum melongena L.) provenientes de sementes importadas dos Estado
Unidos (Assouline et al., 1997), porém nado sao eoidlas infeccbes naturais
dessas culturas (O'Brien & Martin, 1999). No Brasibculagfes artificiais d&.
citrulli nas folhas induziram sintomas em chuchuzeBechjum edule L.)
(Robbs et al., 1991), maxixeirdCcumis anguria L.), aboboreira moranga
(Cucurbita maxima Duchesne) e pimentd€#gpsicum annuum L.) (Nascimento
et al., 2004).

Acidovorax citrulli sobrevive eficazmente por periodos maiores quen86 a
em sementes de meloeiro e melancieira. A local@zagiembrido/endosperma
aumenta esta sobrevivéncia, o que dificulta a &agéo (Dutta et al., 2016).

Em condicGes de camp@,. citrulli sobrevive em plantulas voluntéarias,
como também em hospedeiras alternativas presenmedreas de cultivo de
meloeiro, como as cucurbiticeas nativas meldo-oleadtano Nlomordica
charantia L.), bucha Luffa cylindrica Roemey (Santos & Viana, 2000), melao-
pepino Cucumis melo var. cantalupensis Naud.) (Oliveira et al., 2003) e cabaca
(Lagenaria wvulgaris Ser.) (Viana et al., 2000). Na Australia e no Bexa
respectivamente, as plantas invaso@gumis myriocarpus L. e Citrullus
lanatus (Thunb.) Mansf. varcitroides (Bailey) Mansf. foram assinaladas como
hospedeiras da bactéria (Isakeit, 1999; O'Brien &rtiv, 1999). A. citrulli
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também sobrevive em tecidos de folhas e frutos dmeaimo incorporados ao
solo nas profundidades de 0,5 e 10 cm por 21 dias15 cm por 14 dias. No
solo na auséncia de uma planta hospedeira, a laastdrevive menos de uma
semana (Oliveira, 2008).

3. Estratégias para o manejo da mancha aquosa

Todos os tipos de meloeiro apresentam suscetibdi@a. citrulli, incluindo
Amarelo, Orange Flesh, Pele-de-Sapo, Charentadlia (katin, 1997; Mariano
et al., 2001) e ndo existem cultivares comerciasstentes a doenca. Varias
selecdes foram realizadas com acessos e variedieaseloeiro e outras
curcubitaceas (Bahar et al., 2009; Buso et al.42@arvalho, 2013; Hopkins,
1993; Hopkins & Thompson 2002; Sowell & Schaad, 9970 entanto,
variacbes nos resultados freqientemente tém sidocongadas, devido
principalmente a diferencas nas condi¢Bes expetaige(Carvalho et al., 2013;
Hopkins & Thompson, 2002) e a alta variabilidades dsolados utilizados
(Hopkins, 1993).

Bahar et al. (2009) avaliaram o nivel de tolerarcianancha aquosa de
varios genoétipos de meloeiro através da inoculapdsementes e em plantulas.
Os genotipos testados apresentaram reacfes difgrgarém alguns resultados
consistentes foram encontrados, sendo selecioma@ascultivares (ADIR339 e
6407) resistentes em todos os testes e duas limha@l B-B e EAD-B)
resistentes no ensaio de inoculacdo em sementeBrd$d, Buso et al. (2004)
avaliaram 76 acessos do Banco Ativo de Germoplatenileldo da Embrapa
Hortalicas e encontraram cinco genétipos (CNPH &3-CNPH 83-101, CNPH
00-881, CNPH 00-585, CNPH 01-925) com significatgrau de resisténcia a
mancha aquosa, sendo indicados como fonte deémsist

Mesmo ndo sendo considerada de importancia ecoagmi@ o Brasil em
melancieira, mas considerando que isolados de mels&o patogénicos a essa
cultura (Melo et al., 2015; Oliveira et al., 200Yalcott et al., 2004), programas
de melhoramento genético incluem selecdes parstéasia a mancha aquosa.
Geno6tipos de melancieira pertencentes ao Bancoo Ay Germoplasma de
Cucurbitaceas para o Nordeste Brasileiro (BAG) dibiapa Semiarido foram
inoculados conA. citrulli em diferentes estadios de desenvolvimento daglant
sementes (74 gendtipos), plantulas e plantas datéloracédo (29 gendtipos) e
plantas durante a floragdo e frutificacdo (7 gemw&). Nenhum gendtipo foi
imune & mancha aquosa, e a maioria apresentouc&arinas reacfes de
resisténcia. Porém, os gendétipos BGCIA 979, BGCKA 8 ‘Sugar Baby’
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mostraram altos niveis de resisténcia na maiories destadios de
desenvolvimento da planta, indicando possuiremgpara resisténcia a mancha
aquosa (Carvalho et al., 2013).

Diante da inexisténcia de cultivares resistentesianejo bem-sucedido da
mancha aquosa nao sera obtido pelo uso de umameid@a, mas depende da
utilizacdo de sementes e mudas sadias, de prétittasais adequadas e do uso
de bactericidas.

3.1. Manejo da mancha aquosa na producéo de semeste

A estratégia mais importante para o manejo da neaaghosa € a exclusdo
de A. citrulli pela utilizacdo de sementes livres do patdgencemente é a
principal fonte de in6culo para disseminagéo ddéua; sendo responséavel pela
introducdo da doenca em areas livres. No Rio Graluddlorte, por exemplo,
acredita-se que a mancha aquosa tenha sido intdadumadvertidamente pela
importacdo de sementes contaminadas (Assis 49809).

As sementes devem ser produzidas em regides da ftlore seco de paises
sem histérico de mancha aquosa, empregando rotales a 5 anos com
culturas que nado pertengam a familia das cucudsticOs campos sao
inspecionados visualmente, e somente € utilizadsemente proveniente de
campos livres da doenga. Mesmo assim, é imposgérahtir que as sementes
estejam livres do patdégeno, mas a realizagao tiestde sanidade reduz o risco
de surtos epidémicos. O teste padréo indicado & @eakcimento de plantulas a
partir do semeio de 10.000-30.000 sementes poy éotecondi¢cdes condutivas
ao desenvolvimento da doenca. O ensaio pode ld¢gairés semanas e exige
técnicos treinados para reconhecer variacfes ntsrss da mancha aquosa nas
mudas, dependendo da interacdo patégeno-hosped@iaicott, 2005).
Finalmente, ensaios de laboratério sdo necessdai@s confirmar a identidade
de bactérias isoladas a partir de mudas. Além adanento em meio
semisseletivo (Hopkins et al., 2003), testes altaensensiveis e que requerem
menor tempo podem ser utilizados, a exemplo de PBI®, separagdo
imunomagnética combinada com PCR (Walcott & G#aifi000), teste ELISA
com anticorpo monoclonal (Himananto et al., 201&pnda cadeado e
hibridizacéo dot-blot (Tian et al., 2013). Uma w#tectada a bactéria, o lote de
sementes deve ser descartado porque a toleran@appessenca de sementes
contaminadas é zero.

Nos Estados Unidos, para proteger os produtoregihentes de processos
legais, cada pacote de semente de melancieiranépaobado de um termo de
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responsabilidade, declarando que embora as senmentemm sido testadas, nao
ha garantia que estejam livresAleitrulli. No momento da compra, € solicitado
aos agricultores para renunciarem aos seus dimdtdsiciar acdes legais contra
0s produtores de sementes, caso aconteca uma épidemmancha aquosa
(Walcott, 2005).

Adicionalmente, alguns tratamentos quimicos edésitas sementes podem
ser realizados. Embora nenhum consiga erradicaitrulli totalmente, reduzem
significativamente a transmissdo da mancha aquarsags plantulas. Os fatores
gue influenciam a eficacia dos tratamentos de swwéncluem, a incapacidade
do tratamento em penetrar no tegumento da sememniealizacdo da bactéria
externa e/ou internamente a semente (Burdman &Mtak012).

Para o tratamento das sementes sdo recomendatteptamicina por 16
horas (1,0 mg/ml) (Sowell & Schaad, 1979); &cidoridrico 1,8% por 5
minutos; hipoclorito de sddio 0,5% por 20 minutBsufe & Latin, 1992); &cido
latico 2% por 20 minutos; imersdo em agua quent°‘aC por 10 minutos
(Santos & Viana, 2000); acibenzolar-S-metil (Biahp1% por 20 minutos;
sulfato de estreptomicina 0,1% por 30 minutos;agalfle estreptomicina 0,1% +
solucdo salina 1,5% por 30 minutos (Moraes et28l02); acido peroxiacético
1.600 pug/ml por 30 minutos, seguindo-se secagem com haixdade a 40°C
por 24 horas (Hopkins et al. 2003); e sulfato déreptomicina 0,1%,
kasugamicina 0,1%, oxicloreto de cobre 0,5% e Eid@1%, isoladamente ou
em mistura por 30 minutos (Silva Neto et al., 2003)

Agentes de biocontrole também tém sido testados oowbjetivo de
diminuir a concentracdo de inoculo decitrulli nas sementes de meloeiro. As
bactérias endofiticas ENM5B4cillus Cohn sp.), ENM9 Racillus cereus
Frankland e Frankland), ENM13B4cillus sp.), ENM16 B. cereus), ENM32
(Bacillus subtilis Cohn) e ENM43 Bacillus sp.) utilizadas para microbiolizacao
de sementes artificialmente infectadas daraitrulli, revelaram potencial para o
controle da doenca (Oliveira et al., 2006). Sastad. (2006) obtiveram controle
da mancha aquosa através do tratamento de sencentd$équidos fermentados
com ou sem presenca das célulaBdmibtilis (R14),B. megaterium de Bary pv.
cerealis Hosford (RAB7),B. pumilis Meyer e Gottheil (C116) &acillus sp.
(MEN19), sendo os melhores resultados obtidos c@B7Rque proporcionou
reducéo da incidéncia (89,1%) e do indice de do®”a%), elevou o periodo
de incubagdo da mancha aquosa de 9,8 para 11,6 tBdsiziu a area abaixo da
curva de progresso da doenca de 3,36 para 0,1Trel&hisolados de bactérias
endofiticas e epifiticas obtidas de meloeiro e asutulturas, o isolado RAB9
(Bacillus sp.) foi selecionado como eficiente no controle nd@ancha aquosa
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(Medeiros et al., 2009). O tratamento das semestss extrato metabdlico da
leveduraPichia anomala (Hansen) Kurtzman diminuiu a incidéncia da doenca
em plantulas, e a sua eficacia ndo diferiu sigaiii@mente dos tratamentos
quimicos com sulfato de estreptomicina (0,1% p/écielo hidrocloridrico (2%
v/v) (Wang et al., 2009). As levedurBhodotorula aurantiaca (Saito) Lodder
(LMA1) e P. anomala (CC-2) aplicada as sementes por imersédo reduziram
indice de doenca e area abaixo da curva de progdessoenca em até 34,3 e
45,5%, respectivamente, pelo tratamento de semg@vitds et al., 2015).

3.2. Manejo da mancha aquosa na producéo de mudas

A primeira medida a ser tomada € a utilizacdo deesées livres da bactéria,
de firmas credenciadas e em embalagens herméfeasog & Viana, 2000;
Viana et al., 2000). Mesmo assim, as epidemias alecha aquosa em meloeiro
e melancieira tém sido atribuidas ao plantio dees¢@s contaminadas (Assis et
al., 1998; Walcott, 2005). Nao esquecendo que,anuiezes o produtor utiliza
sementes de frutos produzidos na propriedade, aantmm o risco de
disseminacao da doenca.

Visando minimizar a disseminagdo da doenga entrplé&adulas, algumas
medidas devem ser tomadas, tais como: utilizar djasdesterilizadas; plantar
sementes provenientes de lotes diferentes em edligiintas e, quando néo for
possivel, utilizar barreiras plasticas de 60 cmatfera entre essas bandejas;
diminuir o contato fisico entre as plantulas; maliadubacdo e controle de
pragas adequados, para promover o crescimento dasnsaudaveis; realizar a
rega por aspersao ao meio dia para permitir a aggedagem da superficie das
folhas e com pressao de saida da agua baixa, pemaaformacdo de aerossois;
evitar o trafego e movimento de equipamentos esstafas (Walcott, 2005);
manter temperatura e umidade em niveis baixos (Biaal., 1998); realizar
inspecdes visuais das plantulas para detecgdontiemsis da doenga (Walcott,
2005); erradicar plantulas com sintomas (Diad.etl898). Apos cada ciclo de
producdo das mudas, as estufas devem ser dedifestmmpletamente e
esvaziadas por pelo menos duas ou trés semanagdamevo plantio (Walcott,
2005).

Uma vez queA. citrulli sobrevive de forma epifitica em plantulas
assintomaticas, todas as mudas produzidas em stafale a mancha aquosa
foi detectada devem ser descartadas. No entant@odaos custos, as mudas
sintométicas e vizinhas devem ser descartadasrenasescentes tratadas com
bactericidas a base de cobre (Walcott, 2005).
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Bactérias antagonistas tém sido testadas visandontrole da mancha
aquosa em plantulas de meloeiro, com resultadomigsores. A bactéria
Paenibacillus lentimorbus Dutky (MENZ2) pulverizada em plantulas protegeu as
folhas, reduzindo a incidéncia (77%) e severidadddaknca (81%) (Medeiros et
al., 2009). As leveduraB. anomala CC-2 eR. aurantiaca LMA1 reduziram a
severidade da doenga, com resultados similaresndotor de resisténcia
acibenzolar-S-metil (Melo et al., 2015). Essas dewvas pulverizadas nas
plantulas e combinadas com silicato de calcio pe@do ao substrato (1,41 g
Si/lkg) ou silicato de potassio (17mM Si) pulveriagadambém reduziram a
severidade da mancha aquosa, embora sem efeitvoaditi sinergistico
(Conceicao et al., 2014).

Para confirmar a presenca Aecitrulli nas plantulas, pequenos (~ 4 thm
pedacos de tecidos sintoméaticos séo colocados engata de dgua esterilizada
ou solucdo salina de tampdao fosfato 0,1 M, macsrasmeados em meio semi-
seletivo e incubados durante 2-3 dias a 28°C. pasterior confirmacao, extrair
DNA gendmico de colbnias isoladas e realizar urtetde PCR em tempo real
utilizando iniciadores especificos (Dutta et aQ12b).A. citrulli também pode
ser detectada por imunotiras disponiveis comereiaten (ImmunoStrig3 Test,
Agdia Inc.), que é uma ferramenta para a detecgdida da bactéria nas folhas,
frutos e mudas com sintomas da mancha aquosa, ddéidentificar culturas
bacterianas.

3.3. Manejo da mancha aquosa em campos de produgde frutos

Medidas de manejo para evitar a doenca em culéstabelecidos consistem
na protecdo das plantas através de aplicacdes eqaiiszou semanais com
fungicidas cupricos, tais como hidréxido de cobimelroxisulfato de cobre ou
oxicloreto de cobre, iniciando-se na floracao, ates, e se prolongando até a
maturagdo dos frutos (Walcott, 2005). Sales Juetoal. (2005) obtiveram
resultados positivos na redugdo da incidéncia dachzaaquosa em frutos de
meloeiro em campo com o uso de oxicloreto de c(#80 ppm), kasugamicina
(70 ppm), kasugamicinatoxicloreto de cobre (40+12%0m) e sal de
oxitetraciclina (82 ppm). Séo indicadas tambémmuaplicagbes com intervalos
semanais de acibenzolar-S-metil (Sales Junior .et28D7). Além disso, nos
plantios de meloeiro do Rio Grande do Norte, sébzados o indutor de
resisténcia mananoligossacarideo fosforilado déoivda parede celular da
levedura Saccharomyces cerevisae 1026 (Agro-Mos) e cobre micronizado



Manejo da Mancha Aquosa em Meloeiro 205

(particulas manomeétricas de cobre na forma de ssépe dispersas em uma
solucdo polimérica) (Informagéo Pessoal, RosembBergeira Senhor).

Como medidas culturais, principalmente apés a eéatdeA. citrulli no
campo séo indicadas: erradicar plantas com sintaimasancha aquosa (Dias et
al., 1998); destruir restos de culturas, princigaita em campos infectados;
diminuir a movimentagdo de pessoas ou implementosampo, quando as
plantas estiverem molhadas (orvalho, irrigacdo,vajjuevitar plantio direto
(Isakeit, 1999; O'Brien & Martin, 1999); fazer rof@ de culturas por pelo
menos trés anos, ndo utilizando hospedeiros atteosade A. citrulli; evitar
plantio em areas Umidas ou em periodos de muitagash efetuar adubacédo
equilibrada, sem excesso de nitrogénio (Viana.e2@00); incorporar silicato de
calcio ao solo (Ferreira et al., 2015); eliminacubitaceas silvestres, como
meldo-pepino (Oliveira et al., 2003), bucha, cabacaeldo-de-sdo-caetano
(Santos & Viana, 2000; Viana et al., 2000).

Grandes avancos ja foram obtidos nas pesquisaatdesgstema\. citrulli-
meloeiro/melancieira, resultando no estabelecimai#oalgumas estratégias
eficientes para 0 manejo da mancha aquosa, o quedssibilitado a reducéo
das perdas em plantios de diversas partes do miNwl@ntanto, essa doenca
ainda é considera de grande impacto econémico mlrmim riscos elevados
para essas culturas e outras cucurbitdceas, umgueenovas epidemias vém
sendo assinaladas, indicando que se o manejo nmacedtizado de forma
adequada nas trés etapas do processo de prodeg@n(ss, plantulas e frutos),

A. citrulli continuara causando problemas para o produtor.
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Deteccéo e Variabilidade de<anthomonas
campestris pv. viticola, Agente Causal do
Cancro Bacteriano da Videira

Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira

1. Introducao

Com vinhedos do sul ao nordeste brasileiros, awitira ocupa uma area de
cerca de 81 mil hectares no Brasil. Duas regidmsdéstaque, o Rio Grande do
Sul por contribuir, em média, com 777 milh6es dédogude uva por ano, e o
Submédio do Vale do S&o Francisco que, com os pieldaitas de Petrolina/PE
e Juazeiro/BA, responde por 95% das exportacdasnaas de uvas finas de
mesa. No Rio Grande do Sul sdo elaborados, em raéda, 330 milhdes de
litros de vinhos e derivados, concentrando mai®@k da producéo nacional
(MAPA, 2015a).

No semiéarido brasileiro, as condicdes de solo malialém da irrigacao,
favoreceram o estabelecimento e a expansdo decultuta irrigada, em
particular da viticultura, propiciando a producée flutos de alta qualidade
durante todo o ano (Lima & Moreira, 2012). A uwa miesa do Vale do Séo
Francisco é produzida com participacao signifieatile pequenos produtores,
que representam 70% dos viticultores. Embora datanapenas 17% da éarea
cultivada, produzem mais de 60% da uva do vale (MAE)15a). A viticultura
também gera um grande nimero de empregos diratafiretos. O seu cultivo
no Nordeste gera cerca de 5 empregos/hectarefpresentando o maior indice
entre as culturas perenes e anuais (Silva & CQ126i20).

Apesar de todos os aspectos positivos da exparsdred cultivada no
Brasil, alguns fatores tém contribuido para a efdmig de novas doencas na
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videira: o plantio de material suscetivel, condgz@mbientais favoraveis, a
coexisténcia das varias fases fenoldgicas da plaoggparreirais, a importacéo
de materiais genéticos e o transito de materigbrdpagacdo ndo certificado.
Além de algumas doencas causadas por virus e fubgoerioses emergentes e
quarentenarias representam novos desafios paticaltura nacional. Sdo elas
as doengas causadas por pragas quarentenariateau@et), comaXylophilus
ampelinus, agente da necrose bacteriana e por pragas qerdeas presentes
(A2), como Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv), agente do cancro
bacteriano (MAPA, 2013; MAPA 2015b). Importante tdear tambénXylella
fagtidiosa (X. fastidiosa subsp.fastidiosa) agente do Mal de Pierce (Janse &
Obradovic, 2010), que embora ndo incluida na lilgapragas quarentendrias
(MAPA, Instrugdo Normativa n° 59, 2013) néo tendainegistro no pais.

2. Ocorréncia do cancro bacteriano da videira no Basil

No Brasil, até o ano de 1998, doencas bacteriacasriam de forma
esporadica na videira e sem causar grandes prgjizee limitavam a galha da
coroa Rhizobium radiobacter, R. vitis) relatada em parreirais do Nordeste, em
Minas Gerais e Sao Paulo (Malavolta Jr. et al. 820G@vares et al., 2000). No
inicio de 1998, detectou-se pela primeira vez @rabacteriano em parreirais
da variedade Red Globe no Submédio Sdo Francisw.afente causal foi
determinado comaX. campestris pv. viticola por meio de isolamento, testes
nutricionais, bioquimicos e de patogenicidade (Lenal., 1999; Malavolta Jr. et
al., 1999a).

Mundialmente, a doenca havia sido observada someniiedia em 1969. O
seu agente causal foi descrito por Nayudu (197@jpdeseudomonas viticola sp.
nov., mas reclassificado por Dye (1978) co¥iocampestris pv. viticola. Por
mais de 10 anos, desde o primeiro relato na irdidgenca ou o patbgeno nio
foram alvo de atencdo. Sua importancia s6 foi reotatjuele pais na década de
1980, quando a doenca apareceu de forma epidémésaooando perdas entre
60 a 80% (Chand & Kishun, 1990). Com o passar aapte tornou-se um
problema comum nas regides viticultoras de Mah&@ashNorth Karnataka e
Andhra Pradesh (Jambenal, 2008). Midha & Patil £2@itam uma ocorréncia
na Africa em 2005, embora sem a referéncia. O oabacteriano permanece,
portanto, um problema potencial para cultivos dkeiva das Américas, Australia
e Europa.

No Brasil, apds a primeira deteccdo em Petrolin®@mEL998, a doenca foi
também detectada em cultivos comerciai¥/dénifera na regido de Teresina/Pl
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(Malavolta Jr. et al., 1999b) e novos focos da daeforam observados nos
municipios de Curacd, Casa Nova, Sento Sé e JoameiBahia, nas variedades
Festival Brasil, Benitaka, Patricia, Piratininga, Ribierat&unha (Lima et al.,
1999). Nos anos seguintes, observagfes de plantamaticas e a confirmagéo
da presenca do patégeno ocorreram em Jaguarua(fersie & Oliveira, 2001),
Boa Vista/RR (Halfeld-Vieira & Nechet, 2006), ForsadGO (Junqueira et al.,
2006), Tupi Paulista/SP (Rodrigues Neto et al.,12@ Cianorte/PR (Tomaz et
al., 2011). Em alguns desses locais, € relatadm quecedimento de erradicacdo
de plantas foi adotado. No estado de Sao Paulogyemplo, 4.700 plantas
foram eliminadas.

O cancro bacteriano €, portanto, uma das doencamaiter preocupacao
fitossanitaria no Vale do Sdo Francisco. Além desaaqueda na produtividade,
impede o transito de material propagativo a pdds estados onde a bactéria foi
registrada e pode limitar a exportacdo da uva paraercados interno e externo.
Como ja exposto, a bactéria é considerada uma peggé&mentada, classificada
como quarentenaria presente (A2) e esta sujeitanaprograma oficial de
controle segundo a Instrugdo Normativa N° 2, de federeiro de 2014 (MAPA,
2014).

2. Ocorréncia do cancro bacteriano da videira no Basil

No Brasil, até o ano de 1998, doencas bacteriacasriam de forma
esporadica na videira e sem causar grandes prejiz®e limitavam a galha da
coroa Rhizobium radiobacter, R. vitis) relatada em parreirais do Nordeste, em
Minas Gerais e Sao Paulo (Malavolta Jr. et al.820@vares et al., 2000). No
inicio de 1998, detectou-se pela primeira vez @mabacteriano em parreirais
da variedade Red Globe no Submédio S&do Francismo.afente causal foi
determinado comX. campestris pv. viticola por meio de isolamento, testes
nutricionais, bioquimicos e de patogenicidade (Lenal., 1999; Malavolta Jr. et
al., 1999a).

Mundialmente, a doenca havia sido observada someniledia em 1969. O
seu agente causal foi descrito por Nayudu (197@jpdeseudomonas viticola sp.
nov., mas reclassificado por Dye (1978) co¥ioccampestris pv. viticola. Por
mais de 10 anos, desde o primeiro relato na irdidgenca ou o patbgeno nio
foram alvo de atencdo. Sua importancia s6 foi rotatjuele pais na década de
1980, quando a doenca apareceu de forma epidémésdooando perdas entre
60 a 80% (Chand & Kishun, 1990). Com o passar aapte tornou-se um
problema comum nas regides viticultoras de Maha&@ashorth Karnataka e
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Andhra Pradesh (Jambenal, 2008). Midha & Patil £2@itam uma ocorréncia
na Africa em 2005, embora sem a referéncia. O oabacteriano permanece,
portanto, um problema potencial para cultivos dkeiva das Américas, Australia
e Europa.

No Brasil, apds a primeira deteccdo em Petrolin®@mEL998, a doenca foi
também detectada em cultivos comerciai¥/denifera na regido de Teresina/Pl
(Malavolta Jr. et al., 1999b) e novos focos da daeforam observados nos
municipios de Curaca, Casa Nova, Sento Sé e JoameiBahia, nas variedades
Festival Brasil, Benitaka, Patricia, Piratininga, Ribierat@&unha (Lima et al.,
1999). Nos anos seguintes, observacdes de plantamaticas e a confirmagéo
da presenca do patégeno ocorreram em Jaguarua(fai€ie & Oliveira, 2001),
Boa Vista/RR (Halfeld-Vieira & Nechet, 2006), ForsadGO (Junqueira et al.,
2006), Tupi Paulista/SP (Rodrigues Neto et al.,12@ Cianorte/PR (Tomaz et
al., 2011). Em alguns desses locais, € relatado quecedimento de erradicagao
de plantas foi adotado. No estado de Sdo Paulogyemplo, 4.700 plantas
foram eliminadas.

O cancro bacteriano €, portanto, uma das doencamaiter preocupacao
fitossanitaria no Vale do Sao Francisco. Além desaaqueda na produtividade,
impede o transito de material propagativo a pdds estados onde a bactéria foi
registrada e pode limitar a exportacdo da uva paraercados interno e externo.
Como ja exposto, a bactéria é considerada uma peggéamentada, classificada
como quarentenaria presente (A2) e esta sujeitanaprograma oficial de
controle segundo a Instru¢do Normativa N° 2, de tedereiro de 2014 (MAPA,
2014).

3. Sintomas, ciclo da doenca e condi¢des favoraveis

Os sintomas podem surgir no limbo foliar como psntaecréticos
inicialmente até a necrose de grandes areas. Nlasrae e peciolos das folhas
aparecem manchas escuras alongadas e irregulaoss.rafos surgem o0s
cancros onde a bactéria permanece latente durarmgeriodo seco. Outros
sintomas sdo: necrose nas inflorescéncias, maesbasas e alongadas na raquis
dos frutos, desuniformidade e lesdes necréticasbagss (Lima & Moreira,
2002; Lima et al., 1999) (Figura 1). No semiaridancidéncia e a severidade da
doenca tém sido maiores no primeiro semestre do deweido as chuvas,
condicdo que propicia a disseminacéo e a infecedtebana (Lima & Moreira,
2002). O principal prejuizo verificado nas variegladnais suscetiveis (Red
Globe e variedades sem sementes) é a reducédo macfoo Plantas infectadas
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produzem cachos com cancros no engaco, inutilizando frutos para
comercializagéo (Lima & Moreira, 2002; NascimentdA&riano, 2004).

A bactéria pode sobreviver epifiticamente e em @@nformados nos érgéos
da parte aérea, sendo esses responsaveis pelengiwte indculo na auséncia
de condicdes ideais para a infeccao (Araudjo, 20Ddin a ocorréncia de chuvas,
ha abundante exsudacéo a partir desses cancrog, favprece a disseminacao
da bactéria e o surgimento de novos focos. A solifeeia deste patdgeno pode
também estar relacionada a cancros presentes mwiahatgetativo podado e
remanescente no pomar (Lima, 2008). Apb6s a perd&tra@ ferimentos, a
bactéria multiplica-se rapidamente colonizando spaegos intercelulares e
atingindo o sistema vascular, sendo transmitid@dong os 6rgaos da planta
(Nascimento & Mariano, 2004). Além de sobreviver emidos assintomaticos
(Aradjo et al., 2004), a bactéria pode também sakee em altas populagfes
por, no minimo, 80 dias em tecido vegetal infectadsuperficie do solo (Silva
et al.,, 2012). Uma associagdo com as sementegas lzanfirmou a natureza
sistémica da colonizacéo (Tostes et al., 2014).

Figura 1. Sintomas do cancro bacteriano da vide#a:lesdes necroticas na
folha; B. Cancro no ramo; C. Cancro na raquis; Bcridse na baga. A, C e D.
fotos de L.C. Trindade; B. foto de A.C. Freitas.
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Um dos principais meios de disseminacdo da doetgagas distancias é o
material propagativo de copa e porta-enxerto infiwte utilizado em enxertia e
na formagdo de mudas. Entre as plantas do mesmeirphrou entre areas
proximas, a disseminacao é favorecida por ventdesf@ssociados a chuvas, o
que pode, também, causar ferimentos em folhas,igmodo a entrada da
bactéria na planta. Tratos culturais que resultamnfiezimentos como desbrotas e
podas, realizadas no periodo chuvoso, em cultiwaresetiveis, podem propiciar
a ocorréncia de novas infec¢cdes no parreiral (LiB@0Q8). Temperaturas em
torno de 25 a 30 °C e alta umidade relativa do rapgrcionam condicdes
favoraveis ao desenvolvimento da doenca (Nascingmariano, 2004).

Além de infectar a videira, infeccdo natural tambéon observada em
plantas invasoras délternanthera tenella (alecrim,), Amaranthus sp. (caruru),
Glycine sp. (soja perene) &nna obtusifolia (fedegoso,) coletadas em parreirais
de Juazeiro e Petrolina (Peixoto et al., 2007)mAttessad)esmodium discolor,
Azadirachta indica (nim), Solanum lycopersicum e Vigha unguiculata
apresentaram sintomas apos inoculagdo artificets et al., 2014). Plantas da
familia Anacardiaceae, como a manguelargifera indica), também foram
descritas como hospedeiras potenciais por inocefaghtificiais (Araljo &
Robbs, 2000; Chand & Kishun, 1990).

4. Xanthomonas campestris pv. viticola: deteccéo e identificacéo

O agente causal do cancro bacteriano da videiraginalmente
Pseudomonas viticola sp. nov. Nayudu (1972), pertence ao géi@amhomonas,
reclassificado por Dye 1978 como campestris pv. viticola (Nayudu) Dye. A
ndo inclusdo desse patovar nos estudos de Vawderah (1995) tornou sua
classificagdo na espéc@mmpestris sujeita a revisao. Parkinson et al. (2009)
demonstraram o posicionamento da estirpe NCPPB @M& 965), referéncia
do patovar, no grupo filogenético deaxonopodis pv. citri (X. citri subspcitri)
por comparacdo de sequéncias da DNA giraseg@B). Com base na
comparacado de sequéncias de outros seis genesusikeeping desse isolado
indiano e de isolados do Brasil (dados ndo pubtisadonfirmou-se tratar de um
patovar distinto dentro da espéieaxonopodis (Rademaker group 9.5), e nao
X. campestris. O sequenciamento do genoma do patotipo (Midhaatl, 2014)
revelou um genoma de 5,1 Mb e, também pela anddisem conjunto de genes
conservados, demonstrou-se uma relacao filogengtibdma aos patovares de
outras fruteirasdtri, punicae e mangiferaeindicae) todos com origem na india
e, possivelmente, membros de uma Unica espécie.
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A diagnose precisa do cancro bacteriano da vidkipende de métodos que
possam detectar a presenca de células bacteriamaecelos (frutos, folhas,
ramos) e, ao mesmo tempo, identifica-las. Preféabnente, esse método deve
ser aplicavel também a material assintomatico qoelepconter baixas
populacdes sem induzir nenhum tipo de sintoma omoglana planta. Os
primeiros trabalhos no Brasil demonstraram queagrdise do cancro podia ser
feita com base na avaliagdo dos sintomas, observdgéfluxo bacteriano,
isolamento em meio de cultura, realizacdo de tdsteEgiimicos e nutricionais,
teste de hipersensibilidade em folhas de tomate @anta Clara) e
patogenicidade em videira (Lima et al.,, 1999; Malav et al., 1999). No
entanto, esses métodos apresentam limitac6es egaofldo tempo gasto e da
dificuldade de se fazer a diagnose precoce em i@asssintomatico (Trindade
et al., 2007). Métodos ja desenvolvidos que auniliza deteccdo da bactéria e
diagnose da doenga séo: anticorpos policlonais ypssaem ELISA (Aradjo et
al., 2005), meio semisseletivo (Peixoto et al., )00 oligonucleotideos
semiespecificogppfimers) para PCR (Trindade et al., 2007).

Peixoto et al. (2006) desenvolveram um meio semeitee, NYDAM
(NYDA + ampicilina), para isolamento de Xcv. O iawlento a partir de folhas
de videira pode apresentar dificuldades pela pgesefrequente de
Microbacterium barkeri, bactéria de crescimento rapido e que apresenta
caracteres culturais que inicialmente podem serfuodidos com Xcv.
Ampicilina adicionada ao meio na concentragcédo den inibe o crescimento
desse saprdfita e permite o crescimento do patégerimra com coldnias de
didmetro reduzido de 2,5 mm para 1,5 mm. O meio NMDfacilita o
isolamento de Xcde folhas, principalmente. Combinado com a BIO-RQBO0
desse meio favorece a detecgdo do patdgeno ens fufolhas assintomaticos
(Freitas, 2012).

Métodos moleculares e soroldgicos podem ser femtamseadicionais para a
diagnose do cancro bacteriano. Anticorpos poligkrantra o patégeno foram
produzidos, caracterizados por ELISA indireto e sespecificidade e
sensibilidade determinadas (Araujo et al., 2005)intite de deteccao dos dois
anticorpos produzidos (AC 4558 e AC 4560) variou1d8 a 16 UFC/ml.
Embora os autores tenham verificado reacdes crezadan os patovares
vesicatoria, campestris e mangiferaeindicae, 0 método tem relevancia pratica
considerando-se que essas bactérias ndo infecderag. Além da deteccao
para fins de diagnose, os anticorpos foram usagiosnsaios de imunomarcacao
para localizacdo e estudos de colonizacao da Emaér diversas partes da
planta (Araugjo et al., 2004; Tostes et al., 2014)
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Com o objetivo de desenvolver um método molecudaebdo em PCR, trés
primers foram desenhados com base na sequéncia paraigingdrpB6 (hrcN),
que codifica proteina integrante do sistema deegéortipo 1l (TTSS) (Trindade
et al, 2007). As combinacBes geimers XcvlF/Xcv3R e RST2/Xcv3R que
amplificaram fragmentos de 243 e 340 pb, respevtvde, foram testadas
quanto a especificidade e sensibilidade para débedp DNA de Xcv. Com
ambos os pares, amplificacdo foi positiva com o DiA44 isolados de Xcv,
mas também com quatro isolados do pangiferaeindicae e cinco do pv.
passiflorae. Contudo, a digestdo dos produtos de PCR com ianariae I
permitiu diferenciar Xcv desses patovares. Nenhom abis pares dprimers
amplificou o DNA de videira, nem de 20 bactérias patogénicas isoladas da
flora da videira, ou de 10 isolados de fitobactdaersas. A sensibilidade dos
primers Xcv1F/Xcv3R e RST2/Xcv3R foi de 10 pg e 1 pg defpurificado de
Xcv, respectivamente. O limite de deteccdo de R&ARAR foi de 16 UFC/ml,
mas com uma segunda rodada de amplificacdo cqminger interno XcvlF
(Nested-PCR), esse limite foi reduzido paralBC/ml.

A aplicacdo desseprimers para a deteccdo e identificacdo de Xcv foi
testada em diferentes formatos e tipos de amd3ii& purificado, suspensdes
de células, extratos de macerado de tecidos déaigeeviamente inoculados,
lavados de folhas e frutos enriquecidos ou ndo @i mhe cultura liquido ou
sélido (Freitas, 2012; Trindade 2007; Trindade let2007). Nao foi possivel
detectar por PCR a presenga de Xcv usando-se rdasata tecidos diretamente
na reagdo, mas amplificacdes sé@o positivas quaadotiiza uma etapa de
enriquecimento em meio de cultura antes da PCR-I® conforme Schaad et
al., 1995). Detectou-se Xcv emul da suspenséo obtida do lavado das placas e
em uma suspensao obtida a partir de uma Unicaiadf®rindade et al., 2007).
Assim, o uso da PCR com qualquer das combina¢dpsmers, ou no formato
Nested-PCR para maior sensibilidade, pode ser usadwm ferramenta para
confirmacdo da identidade da bactéria, seja arpddi DNA purificado,
suspensao de células ou coldnias em meio de c(Rigara 2).
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Susp. bact

DNA

*+ PCR Xcv 1F/3R

seudomonas cichoni

*BOX-PCR

Figura 2. PCR especifica e BOX-PCR corferramentas para identificacdo
Xanthomonas campestris pv. viticola. A esquerda: amplificacdo positiva
isolados de Xcv (DNA ou suspensdo) comparados majamostras suspeitas.
direita: perfis de BOXPCR mostram padrdes idénticos entre dois isolae
Xcv e trés isolados suspeitos, confirmando suatiidieshe. O padio de bandas
de outra bactéria ndo relacionadgseudomonas cichorii, foi incluido para
comparacao.

Para fins de deteccdo em material assintomaticéimibe minimo de
deteccdo de Xcv por BIO-PCR e Nest@R foi determinado com a inoculag
de Xcv em frups e folhas de videira em concentracdes crescdetd€’ a 16
UFC/ml. O limite minimo de detec¢cdo por BRIZR em frutos e folhas foi «
10 UFC/ml. Com a NesteBCR o limite minimo de detecgdo em frutos foi
10° UFC/ml e de 19 UFC/ml em folhas, no eanto, nessas concentracde
deteccéo nao foi possivel em 100% das repeticGe®xmerimentos realizad
(Freitas, 2012).

A validacdo da BIO-PCR e Nest&E:R para deteccdo de Xcv foi realize
com a coleta de amostras de folhas e peciolos dé&Rdecom e sem sintoma
em dois viveiros e em trés areas de producdodigraiem Petrolina, PE, €
2012. A BIOPCR foi mais eficiente na deteccédo de Xcv (Fig)r&Em relacéac
as amostras com sintomas, a deteccdo foi positvaBfO-PCR em 97% das
amostras contra 69,7% por Nese@R. Das amostras sem sintomas, cerc
30% foram positivas por BI®CR, mas nenhuma amostra foi positiva
NestedPCR. Nos viveiros, do total de 60 amostras deafolassintomatice
coletadas, trés amostras (5%) foram positivas porBCR, mas nenhuma del
foi positiva por Nested-PCR.
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Figura 3. Comparacédo entre BIO-PCR e Nested-PCR utilizarsdmioiadores
Xcv1lF/Xcv3R para a deteccdo déanthomonas campestris pv. viticola em
amostras coletadas em Petrolina , PE, 2012. M <a&dar 100pb DNA Ladder
(Promegd); CN — controle negativo: reacéo livre de DNA; GPcontrole
positivo de DNA purificado do isolado A-2; 1-7: laado de folhas de Red Globe
com sintomas; 8-14: Lavado de folhas de Red Glabme sintomas (Freitas,
2012).
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5. Xanthomonas campestris pv. viticola: variabilidade

Variabilidade fenotipica: X. campestris pv. viticola € uma bactéria
bastonetiforme Gram-negativa, com um (nico flagetdar e metabolismo
aerobico. As coldnias sdo arredondadas, converdiwriies e de bordos lisos e
coloragcédo creme-esbranquicada. (Lima et al. 19%lawblta Jr. et al., 1999a).
Isolados coletados na época da primeira ocorré&aidoenca no pais (1998/99)
oriundos de Pernambuco e Bahia mostraram-se uno gpupogéneo em relacéo
as propriedades bioquimicas e nutricionais, temshooc caracteristicas comuns:
atividade de catalase, auséncia de pigmentos floenées em meio King's B e
de atividade de urease e oxidase, nao utilizacZasplaragina como Unica fonte
de carbono e nitrogénio, auséncia de inclusdes ael3fhidroxibutirato e
crescimento médio (48 - 72 horas) entre 28°C &,38%as nao a 41°C e
producéo de acidos a partir de glucose, manosactgak, trehalose, e frutose
(Malavolta Jr. et al., 1999a; Lima et al., 1999)pvyducao de acidos a partir de
celobiose foi positiva segundo Lima et al. (1999as ndo foi detectada nos
isolados estudados por Malavolta Jr. et al. (199Rapcdes variaveis também
ocorreram quanto a tolerancia a NaCl, variandceerdncentracdes de 1 e 2 %,
podendo chegar a 5%, e quanto a reacdo de hipkitdade em fumo
(Nicotiana tabacum). Em fumo, enquanto alguns isolados nédo induzethurea
reacdo, outros induzem reacéo fraca, caracterfgeldaaparecimento de clorose
e necrose apés 72 horas (Ferreira et al., 2000).tdinate Santa Clara, ao
contrario, todos os isolados tiveram reacao pasifMalavolta Jr. et al., 1999,
Marques, 2007). Entretanto, no estudo de Gama j20iblvendo 115 isolados,
foi verificada reacdo variavel, com 24 isoladosapntando reacao negativa em
tomateiro.

Variabilidade na sensibilidade ao cobre: O controle quimico com
produtos a base de cobre logo apés a poda, brotacgaando ha a ocorréncia
de ferimentos, é recomendado. No entanto, sabeesup utilizacdo frequente
pode levar a resisténcia. Araljo (2001) demonstoocorréncia de isolados
tolerantes ao cobre na regido de Petrolina (todéadn vitro até 300 pg/mL de
cobre). Em outro estudo, isolados mais tolerar#etém foram detectados na
Bahia e Piaui (Marques, 2007; Marques et al., 20BS3es estudos assim como
o de Chand et al. (1994) indicam que a resistéacianetal esta presente em
isolados do Brasil e india. A variabilidade na tateia encontrada entre e dentre
areas de coleta sugere que houve uma disseminag&oladdos mais tolerantes
por meio de material propagativo para esses dileselocais ou mesmo uma
selecao local dos isolados com menor sensibilidacksionada pela pressao de
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selecdo devido as aplicacdes excessivas de produtdsase de cobre.
Corroborando os resultados de tolerameigtro aos ions cobre, Marques (2007)
verificou a presenca do genepA em todos os 37 isolados de Xcv testados. O
gene foi amplificado por PCR copnimers desenhados a partir das sequéncias
dos genes de Xcv %. axonopodis pv. citri. O isolado patotipo de Xcv, NCPPB
2475 da india, ndo mostrou tolerancia ao cobre, apresentou o respectivo
gene envolvido na resisténcia ao cobre.

Variabilidade genética: O método de rep-PCR (repetitive PCR) tem sido
usado para estudos de variabilidade intrapatovarXemm Em um primeiro
estudo, 40 isolados, coletados entre 1998 e 200Rezmambuco, Bahia e Piaui,
tiveram seus padrées gendmicos comparados. A aréisbinada dos padrdes
obtidos com ogprimers REP, ERIC e BOX, mostraram similaridade superior a
80% entre a maioria dos isolados brasileiros (2@)isolado tipo NCPPB 2475,
originario da india. Os isolados brasileiros apnem@m padrdes similares e
algumas bandas diagndsticas, presentes em todeslaos (Fig.4). Os padrdes
foram distintos dos isolados de outros patovars em isolado ndo-patogénico
obtido de folhas de videira. O polimorfismo detdotaentre os isolados
brasileiros permitiu a diferenciacdo de cinco supgs, sem relacdo com
cultivar de origem, local ou ano de coleta, masngindicativo de variabilidade
nesse conjunto de isolados (Trindade et al., 2005).

Um estudo posterior avaliou mais 27 isolados cdtetaentre 2003 e 2006 e
comparou seufingerprints por rep-PCR. Da mesma forma, foram observados
padrdes semelhantes entre os isolados com ceniodgrgolimorfismo, porém
muito limitado principalmente por BOX-PCR, em qu8 dos 33 isolados
apresentaram o mesmo perfil (Marques, 2007). Aitcaade ITS-RFLP também
foi avaliada para detec¢cdo de variabilidade em Xwv.entanto, ndo mostrou
nenhum polimorfismo entre os 33 isolados avaliados.

Mais recentemente, um estudo envolvendo um maimendl de isolados de
Xcv (Gama, 2014) avaliou a variabilidade metabdlicaemdar e patogénica de
115 isolados brasileiros, por meio de testes fpiwots (127 caracteristicas
metabdlicas por testes bioquimicos convencionaissigtema Biolog),
componentes epidemiologicos da doenca apés indmukam folhas da variedade
Red Globe e rep-PCR. Os isolados formaram um ghgqoogéneo com alta
similaridade metabdlica (77 a 97%) e similaridadena de 88% entre os perfis
de rep-PCR dos isolados. A avaliagdo dos compeseapidemioldgicos
permitiu verificar a existéncia de variabilidade agressividade entre isolados,
sendo a maioria dos isolados (106) classificadesgnopos A e B de severidade
gue correspondem a agressividade média e alta.tipesde estudo é relevante
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no sentido de permitir a selec@le isolados representativos da variabilid
intrapatovar para o desenvolvimento de cultivaresistentes ao canc
bacteriano, assim como para a investigagdo daagéer videir-Xcv (Gama,
2014).
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Figura 4. Variabilidade genética de<anthomonas campestris pv viticola
detectada por ERIRCR. Isolados brasileiros coletados entre -2001 foram
comparados ao isolado de referéncia do patovar BCHEFP5. NI: bactéria nd
patogénica isolada comumente de folhas de videid®, identificada; WC
Controk negativo da PCR ; M: marcador 1 Kb DNA ladder Y1100 b-DNA
ladder (M2). Os produtos de PCR foram separadosledroforese em gel ¢
agarose a 1,5% (Trindade et al., 2005).

Além de repPCR, outras alternativas para andlise da diversithadteriaa
tém sido utilizadas com maior poder de resolucaloVM (multi locus variable
number of tandem repeat analysis) € um método emestdo extensivamen
utilizado para monitorar epidemias e determinarstautura de populagfes
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patégenos humanos. Para as fitobactérias, esqudmas ja foram publicadas
paraX. citri pv. citri (Bui et al., 2009), &. oryzae pv. oryzicola (Zhao et al.,
2012), entre outras. A técnica baseia-se na deted@ polimorfismo
intrapatovar, relativo a diferengas no niimero daasdde pequenas sequéncias
nucleotidicas repetidaisi tandem (micro ou minissatélites). As vantagens da
MLVA séo a alta reprodutibilidade e o alto podescadiminatério, no entanto, é
necessario, em um primeiro momento, avaliar londaatos para identificar os
mais informativos. Estudos com uma colecdo de Xaitaeloci VNTR (Ferreira

et al., dados nado publicados) detectaram variaidcom 101 tipos VNTR em
107 isolados. O numero de alelos vaiou de 5 a 12 I@ous. A analise
diferenciou a populacéo brasileira de dois isoladdganos, que apresentaram,
em trés loci, alelos ndo encontrados entre osdeslarasileiros. Nossos estudos
indicam que MLVA pode-se constituir uma excelenwrdmenta para o
monitoramento da variabilidade do patoviicola nas areas de ocorréncia do
cancro bacteriano no Brasil.

6. Consideracdes finais

O manejo do cancro bacteriano baseia-se principaémea adocdo de
medidas preventivas, tais como o uso de materigirdpagacdo sadio. Nesse
contexto, métodos eficazes de deteccao da baogtrdanta (areas de producéo
ou viveiros) com especificidade e sensibilidadehegidas sdo extremamente
importantes. O que temos hoje disponivel como fieerdas de deteccéo (BIO-
PCR) apresenta alguma limitacdo com relacdo ao mirde etapas e a
sensibilidade, e ainda ha a necessidade de estahetdo de controles internos
para falso negativos. Dessa forma, alternativasoca PCR em tempo real, que
propiciem mais rapidez com maior sensibilidade cest@ndo consideradas e
desenvolvidas.

Outra pratica comum no manejo da doenca é o ugwathitos a base de
cobre logo ap6s a poda, brotagdo ou quando ha méac@ de ferimentos.
Contudo, estirpes resistentes ao cobre ja foraatadds, 0 que pode limitar a
eficiéncia dessa medida de controle.Nessa situagitgbilidade da bactéria
guanto a tolerancia ao cobre deve ser alvo comstd@t monitoramento. Da
mesma forma, a existéncia da variabilidade inta@atquanto a agressividade
ja relatada de Xcv deve ser levada em consideragiselecdo de material
resistente ao cancro bacteriano.

O estabelecimento do patovaticola no Brasil foi possivel por condi¢cdes
ambientais que favoreceram uma populacdo inicislapée agressiva e que se
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diversificou com o tempo. Metodologias para aval@r monitorar essa
variabilidade e os mecanismos que esse patégdiza ytara gerar variabilidade
ainda devem ser alvos de pesquisa mais aprofundadas
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Manejo do Cancro Bacteriano da Videira no
Vale do Sao Francisco
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1. Historico da doenca

O cancro bacteriano da videira é causado pela r@c¥&anthomonas
campestris pv. viticola (Nayudu) Dye, tendo sido descrito, pela primega,\na
india, no ano de 1969 (Nayudu, 1972). Esta bacféridetectada pela primeira
vez, no Brasil, em marco de 1998, em PetrolinafREVale do Sdo Francisco
(Malavolta Jr. et al., 1999a) e, até este momesitdiavia tido um Unico registro
em todo o mundo. Apesar do cancro bacteriano der eincontrado infectando
plantas jovens da cultivar Red Globe (Malavoltaedal., 1999a), esta cultivar ja
havia sido introduzida no Vale do S&o Franciscodees ano de 1984,
proveniente dos Estados Unidos. No entanto, arhrtano de 1996, houve uma
grande procura por novas cultivares sem semempdpsntroduzidos materiais
de varias partes do mundo de forma clandestinaimisacredita-se que.
campestris pv. viticola foi introduzida a partir de um desses materia@gidos,
provavelmente, da india e, ao encontrar condicdebiemtais propicias e
cultivares suscetiveis, como a Red Globe, houwvdcioida epidemia.

O agente causal do cancro bacteriano da videireorésiderado pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e AbastecimeijlddAPA), na Instrucao
Normativa N° 59/2013, como Praga QuarentenarieeRtegA2) nos Estados da
Bahia, Ceara, Pernambuco e Roraima, estando sajeitatrole oficial (Brasil,
2013). Apesar da IN 59/2013 reconhecer a presem@aachmpestris pv. viticola
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nesses estados, ja houve varios relatos de oc@rdaccancro bacteriano em
outras partes do Pais.

ApOs a doenca ser detectada em Petrolina/PE, sast@aracteristicos do
cancro bacteriano foram observados, em maio do masim, em ramos e folhas
das cultivares Red Globe, Italia e Ribier em cokicomerciais da regido de
Teresina/Pl, sendo, portanto, o segundo relataattigpno no pais (Malavolta Jr.
et al., 1999b). Entre os anos de 1998 e 1999, oradacteriano ja havia sido
encontrado em varios parreirais dos municipioseteofha/PE e de Santa Maria
da Boa Vista/PE, assim como em municipios da Bak&izados no Submédio
do Vale do Sao Francisco. Inspecdes fitopatolégieabizadas no ano de 2001
no Municipio de Jaguaruana/CE comprovaram a octig&o cancro bacteriano
em videiras das cultivares Red Globe, Flame e Supéfreire & Oliveira,
2001).

Em julho de 2006, em plantag6es de videiras no cipini de Boa Vista/RR
verificou-se a presenga de plantas com sintomasuero e necrose nas folhas,
sendo confirmada a presenca do cancro bacterianioleiea no estado e este foi
0 quinto relato da bacteriose no Brasil. As plab¢sc de videira em Boa
Vista/RR tinham sido estabelecidas com materialpggativo oriundo de
Petrolina, local de ocorréncia da bacteriose (thNéeira & Nechet, 2006).
Apbs estes primeiros relatos, a presencaxXdeampestris pv. viticola foi
comprovada em Goias, Sdo Paulo e Parana (Junaiesda 2006; Rodrigues
Neto et al., 2011; Tomaz et al.,, 2011), onde medide erradica¢cdo foram
adotadas.

Apesar da adocao de medidas de erradicacdo natoedde Goias, Sao
Paulo e Parand, novos focos vém surgindo ao longerdpo e novas ac¢des do
processo de erradicacdo tém sido implementadaget&mio, o risco de
disseminacao dX. campestris pv. viticola para regides de clima mais favoravel
para a ocorréncia da doenca € uma ameaga constante.

2. Sintomatologia

Os sintomas do cancro-bacteriano da videira surggsfolhas, na forma de
pequenas lesdes necréticas e angulares, com paesenauséncia de halos
amarelados, distribuidas no limbo foliar (Figura).lEstas manchas podem
coalescer e formar grandes areas necréticas (Nayl@iR). Nas nervuras,
peciolos, ramos e raquis dos frutos, € comum oeaaento de manchas
escuras deprimidas e alongadas. Estas manchas eevopara fissuras
longitudinais de coloracdo negra, conhecidas coamcros. Nos cachos, 0s
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sintomas também podem aparecer nas bagas, na fieniasées necréticas
arredondadas, desuniformes no tamanho e na con, @émurcha das bagas
quando ocorre grandes cancros na raquis (Lima,et%99; Malavolta Jr. et al.,
1999a, Nayudu, 1972) (Figura 1B).

O cancro bacteriano da videira pode causar grampdefiizos para a
producdo de uvas. A bactéria pode infectar as $olhaduzindo a area
fotossintética da planta, consequentemente, dimiltusuas reservas, afetando,
assim, a producdo. Quando a infeccdo ocorre deaf@@wera no ramo, ha o
comprometimento da safra seguinte e se 0s sintapw@m®&cem nos cachos, estes
ficam comprometidos para a comercializacao.

3. Epidemiologia

Xanthomonas campestris pv. viticola pode sobreviver em condi¢gdes de
campo, em videiras infectadas, epifiticamente eantpk assintomaticas (Arauijo,
2001), e em grande gama de hospedeiros alternativesido inoculada
artificialmente (Aradjo et al., 1999; Peixoto et &007; Santos et al., 2014). No
entanto, foram encontrados sintomas de cancro rimwte ocorrendo
naturalmente apenas nas plantas invasoidtsrnanthera tenella Colla,
Amaranthus sp., Glycine sp. e Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby)
(Peixoto et al., 2007). A bactéria ainda foi encatd em restos de poda na
superficie do solo por, pelo menos, 80 dias (Silval., 2012) e em ferramentas,
mesmo sem a presenca de material organico, poRdatéoras (Naue et al.,
2014a).

Figural. Sintomas do cancro bacteriano nas folhas e rafos (o cacho (B)
de videira. Fotos: Maria Angélica Guimaraes Barbosa
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A disseminacdo d&. campestris pv. viticola ocorre a longas distancias,
principalmente, pelo transporte de material propaganfectado (Nascimento et
al., 2000), podendo ocorrer também por meio deafieentas utilizadas em
plantas infectadas (Naue et al., 2014a). A cursgédcia, o principal meio de
disseminacao é por respingos de chuva ou de aguaigkgdo e por tratos
culturais, como poda, torcdo dos ramos, desbrataior desponte e desfolha.
Outra forma de disseminacdo dessa bactéria é auditjpada para a hidratacdo
dos bacelos na producdo de mudas, pois bacelodtadfes podem servir de
fonte de in6culo para bacelos sadios que estejameasmo tanque de hidratacao
(Naue et al.,, 2014a). Apesar da bactéria tambérnerigsido encontrada em
sementes de cachos assintomaticos (Tostes eDa#l),2ste ndo é considerado
um meio de disseminagdo importante, visto que ainddhdo é propagada por
sementes e as uvas destinadas para consumo, nuifité atingem areas
produtivas.

A intensidade do cancro bacteriano da videira vdeaacordo com as
condicdes climaticas e com o nivel de resisténasaadiltivares plantadas (Lima,
2000). Essa doenca tem como condicGes climaticasoréeeis, altas
temperaturas e alta umidade relativa do ar, semdardcida pela ocorréncia de
chuvas (Naue et al., 2014b).

4. Manejo

Assim que o cancro bacteriano da videira foi digtjnado no Vale do Séo
Francisco, foi formada uma comissdo composta goesentantes da Secretaria
de Defesa Agropecudria pertencente ao Departam@atdefesa Sanitaria
Vegetal do MAPA, pesquisadores da Embrapa Semiarejiresentantes da
Associacdo dos Produtores e Exportadores de Huigifanjeiros e Derivados
do Vale do Séo Francisco (Valexport) e outros psidinais envolvidos no setor
produtivo, para discutir e regulamentar o cancrctdr@ano da videira (Lima &
Ferreira, 2012). A partir desta reunido, foi elaloar a Instrucdo Normativa n
233/1998 (Brasil, 1998), na qual sao recomendasiasealidas a serem tomadas
na prevencédo e na contencao da disseminac&ocdenpestris pv. viticola.

De acordo com a IN 233/1998, as areas com planm@aminadas deveriam
ser interditadas e, as plantas, erradicadas. Gitbate plantas e partes de plantas
a partir das propriedades com ocorréncia da dofmgaroibido, os veiculos,
equipamentos e materiais de colheita deveriam asinf@stados com amonia
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quaternaria a 0,1%, apés cada utilizacdo. Sendectdela a ocorréncia da
bactéria na area, a recomendacdo era de execucgmdie drastica, com
eliminacdo de todos os ramos infectados, deixapeémas o tronco principal,
com altura de até 40 cm acima do ponto de enx@tiaonco resultante deveria
ser pulverizado com amdnia quaternaria, na coregitr de 0,1 % e
recomendava-se a aplicacdo de pasta clprica no doca@orte. O material

removido pela poda, bem como os restos de cultkisieates na projecao da
copa, deveriam ser juntados o mais proximo possivefoco e incinerados
imediatamente. O mesmo deveria ser feito com astgdainvasoras que
estivessem no local afetado. Ainda segundo a IN1288, a eliminacdo s era
recomendada no caso de plantas severamente irde@ambm suscetibilidade ja
demonstrada, como no caso das cultivares Red Gleéstjval (Sugraone),

Catalunha e Perlette.

Simultaneamente & publicagdo da IN 233/1998, atigentificos
preconizavam medidas de controle para o cancreig@ob, tais como plantio de
mudas sadias, poda dos ramos infectados, elimindedoestos de cultura
infectados, eliminacdo da préatica de tor¢cdo dososaapOs a aplicacdo de
cianamida hidrogenada, aplicacdo preventiva deidigas cupricos, aplicacdo
de pasta cuprica apés a poda, pulverizacdo de epbea floracédo e a brotacéo,
desinfestacdo de ferramentas e de equipamentoslttta com hipoclorito de
sédio a 2% ou amOnia quaternaria a 0,1%, interdilfii¢ransito de veiculos e
equipamentos das areas com ocorréncia para asanelassem ocorréncia da
doenga e higienizacdo das méos dos trabalhaddrea @t al., 1999; Malavolta
Jr. et al., 1999a). Nascimento et al. (2000) recmtamam a adocdo das medidas
citadas acima, além da realizacdo de inspe¢fesnagnao parreiral para
deteccdo da doenca nos estagios iniciais. Recomamngdainda, eliminagdo de
plantas severamente atacadas, programacédo da épgrala de modo a evitar
gue as ocorréncias de chuvas coincidissem comnsas fanoldgicas de brotacao
e chumbinho e utilizacdo de pedilivio para destatg® de veiculos.

Apesar das orientacfes, ocorreu rapida dissemindeao campestris pv.
viticola no Vale do S&o Francisco, provavelmente, devidoaautencdo de
plantas infectadas nos parreirais, que serviraforte de indculo para infecgbes
posteriores. A grande troca de material propagaiuece as fazendas, a méo-de-
obra itinerante, que realizava os tratos cultueaisuma fazenda em um dia e no
dia seguinte em outra, na maioria das vezes, mhrtanas proprias ferramentas
contribuiram para a rapidez na disseminacéo da&tiecAlém desses fatores, a
falta de conhecimento dos sintomas da doenca pde ms produtores
contribuiu para que ndo houvesse uma rapida adtggionedidas de contencdo
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da doenca. Para agravar a situacdo, poucos edtnam sido realizados, até
entdo, visto que, em todo o mundo, havia tido tegide X. campestris pv.
viticola apenas na india, onde néo provocava grandes wej(Nayudu, 1972).

Varios trabalhos foram realizados com o objetivaléterminar os niveis de
resisténcia de cultivares de videiraXa campestris pv. \ticola por meio de
inoculacdes artificiais. Foram avaliadas as culésaRed Globe, Italia, Benitaka
e Rubi, devitisvinifera L., e os hibridos Niagara Rosada e Niagara Brdata
vinifera x V. labrusca L. As cultivares déV. vinifera foram mais suscetiveis a
bactéria, no entanto, os hibridos avaliados tambprasentaram sintomas da
doenca (Malavolta Jr. et al., 2003). Em outro titadyafoi avaliada a reacao de
20 clones de videira, sendo 13 de copa, das adtvRed Globe, Benitaka,
Brasil, Italia, Moscatel, Thompson, Crimson, Supe(Festival ou Sugraone),
Catalunha, Patricia, Isabel, Cabernet e Petit Sgrabte de porta-enxerto, das
cultivares Courdec, IAC 766, Harmony, IAC 572, 420S0O4 e Paulsen. Os
clones deV. vinifera foram muito suscetiveis ao patdégeno, enquantoltgazes
Isabel e Paulsen 1103 apresentaram reduzidos migai®enca (Nascimento et
al., 2006).

Mais recentemente, foram avaliadas 51 cultivaresvideira quanto a
resisténcia ao cancro bacteriano. As cultivardml&aRed Globe apresentaram
0s maiores niveis de doenca em todos os componeapigemiolégicos
avaliados, enquanto que os menores niveis de ddenga observados nas
cultivares Moscato, Petit Verdot e BRS Cora (ZucaQ14). Em outro
experimento, este autor observou que as cultidesta, Reliance, Flame e Red
Globe apresentaram os maiores niveis de doencaamrioqos menores niveis
foram observados em nas cultivares Niagara Rosalolety, Lassif, Freedom e
Paulsen 1103.

Além dos trabalhos de avaliacdo da resisténciauttevares de videira ao
cancro bacteriano, estudos foram realizados pagkateoracéo e validacao de
escala diagramatica para auxiliar na avaliacdoadéssenca (Nascimento et al.,
2005a). Outros estudos realizados foram relaciamadmétodos de preservacao
e crescimento d&. campestris pv. viticola (Nascimento et al., 2005b), assim
desenvolvimento de meio de cultura semisseletivas naalequado para o
isolamento dessa bactéria (Peixoto et al., 20063todos sorologicos e
moleculares para deteccdo e identificacdcXdeampestris pv. viticola (Aradjo
et al., 2005; Trindade et al., 2007).

Do ponto de vista da regulamentacao fitossanitéoiggublicada uma nova
Instrucdo Normativa em substituicdo a IN 233/1988IN 09/2006 (Brasil,
2006), que definia as cultivares de videira e seespectivos graus de
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suscetibilidade a&X. campestris pv. viticola, sendo classificada a cultivar Red
Globe com alto grau de suscetibilidade, as culisarhompson, Benitaka,
Festival (Sugraone), Sonaka, Itdlia e Rubi, comimnédscetibilidade, e Niagara
Rosada, Niagara Branca e Princés, com baixa Soiiciile.

A IN 09/2006 também estabeleceu as normas par@dugio de mudas,
exigindo a adogdo de medidas fitossanitariasctaiso inspecgbes periddicas das
mudas e eliminacdo do lote quando encontrada ptamtasintomas, utilizacéo
de pedilavio, acesso restrito de pessoas estrambagnterior do viveiro,
desinfestacdo de equipamentos e ferramentas dtbkzaa producdo com alcool
iodado, além de laudo laboratorial das plantasinesticom resultado negativo
paraX. campestris pv. viticola.

Além disso, a IN09/2006 também determinava as nasdde prevencao,
controle e erradicagcdo a serem adotadas pelos tpredu Como medidas de
prevencdo, foram recomendadas a desinfestagdo @milog maquinas,
implementos, equipamentos e material de colheita poodutos sanitizantes
indicados pela pesquisa e a interdicdo do traadstpessoas e equipamentos de
areas contaminadas para areas sem ocorréncia deagdogem as devidas
medidas profilaticas. Como medidas de controlepal@s ja existentes na IN
233/1998, exigiu-se que, durante o periodo chuvdsegria ser realizado o
controle quimico a partir do inicio das brotac@sn produtos recomendados
pela pesquisa nos talhdes plantados com cultisuesetiveis. Destacava-se,
ainda, que a poda das cultivares altamente susizetifio deveria ser realizada
no periodo chuvoso. As plantas com sintomas e roiizinhas deveriam ser
eliminadas e, nas &reas cujas plantas tivessemesiddicadas, durante os 12
meses seguintes, realizar, apenas, o plantio dwartes com médio ou baixo
grau de suscetibilidade.

Estas medidas ndo foram eficazes para o controbmtencéo da doenca no
Vale do Sao Francisco, visto que nessa época,@ahacteriano ja havia sido
disseminado para varias propriedades. A dissenonagdrreu rapidamente
porque as mudas das cultivares menos suscetiveigpnésentavam sintomas e,
mesmo estando infectadas, os métodos de diagnissentes naquela época néao
tinham sensibilidade suficiente para detectar &biacem baixas concentracoes.
Além desses fatores, ainda ocorria o transito lildganudas.

Com o objetivo de proporcionar a utilizacdo seglos restos de poda como
matéria organica e promover o retorno dos nutrieaies solos do semiarido
nordestino, foi investigada a sobrevivéncia Xlecampestris pv. viticola em
tecidos infectados de videira, na superficie d@ #lna compostagem desse
material (Silva et al.,, 2012). Os autores verificar que a compostagem,



Manejo do Cancro Bacteriano da Videira 236

utilizando restos de poda triturados em forrageit®ernados com camadas de
esterco caprino, na propor¢do 2,5:1, e molhadostantemente por meio de
microasperséo, elimina a bactéria em 10 dias.

Diante das dificuldades na adocdo de medidas deot®rpara o cancro
bacteriano da videira, novos estudos foram realizadom o objetivo de
proporcionar uma alternativa econémica e eficigram a producdo de mudas.
Assim, foi testada a limpeza clonal de mudas deiradinfectadas poiX.
campestris pv. viticola, o efeito da termoterapia (3€/30 dias) e a acdo de
antibiéticos na eliminacéo da bactéria em videinéectadas (Silva et al., 2013).
Segundo os autores, o cultivo de explantes com 3posgibilita a obtencdo de
plantas livres d&X. campestris pv. viticola e com boa regeneragéo. No entanto, a
termoterapia de mudas infectadas, associada deociritvitro, ndo eliminou o
patégeno. Ainda, segundo 0s mesmos autores, dabiddobs testados,
tetraciclina, cefotaxima, cloranfenicol, acido datico, eritromicina e
estreptomicina, apenas o cefotaxima inibiu o apaesto de bactérias no meio
de cultura e formou plantas normais.

Ainda na tentativa de obtencdo de um método efeipara a erradicacéo de
X. campestris pv. viticola de material propagativo de videira, por ser este o
principal modo de disseminacdo da bactéria e pgmlesizos causados com a
implantacdo de um parreiral com mudas infectadassnm nas areas de
ocorréncia da doenca, foram realizados novos arpetbs com termoterapia,
bactericidas e sanitizantes (Naue et al., 2014ly. aDtores testaram as
temperaturas de 50 °C por 30 e 40 min e 53 °C got® min. Foram avaliados
também os bactericidas oxitetraciclina + sulfatocdbre e oxitetraciclina e os
sanitizantes cloreto de dodecil dimetilaménio, blpato de soédio e cloreto de
benzalcbénio, em diversas doses. Como resultaddyunerdos tratamentos foi
eficiente na erradicacao &ecampestrispv. viticola de bacelos de videira.

Devido a necessidade de adocdo de diversas med@antrole para
minimizar os prejuizos causados pelo cancro bacterila videiraassim como
de orientar os produtores quanto aos sanitizaffigerdes contraX. campestris
pv. viticola, conforme expresso na IN 09/2006, foi avaliado oiqukr de
sobrevivéncia da bactéria em tesouras de ralei,l&@minas de ago inoxidavel,
assim como a sensibilidade do patdgeno aos saréizecloreto de dodecil
dimetilaménio, cloreto de benzalcdnio, dicloroismuireto de sodio, hipoclorito
de sodio, hipoclorito de calcio, oxicloreto de a#le dioxido de cloro, nas
concentracdes recomendadas pelos fabricantes (Mawd., 2014a). Como
resultado, foi verificado qui¥. campestris pv. viticola pode sobreviver por 24 h
em tesouras de raleio e pode ser transmitida 2t corte ap6s a contaminacdo
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da tesoura. Apenas os sanitizantes hipoclorito &tkose cloreto de dodecil

dimetilaménio foram 100% eficientes na desinfestagdas tesouras

contaminadas e mantiveram a eficacia por 8 h, semdolados cortes de ramos
e condicBes de incidéncia solar do parreiral, assimo temperatura e umidade
relativa. Os sanitizantes cloreto de dodecil dilmetdnio, hipoclorito de sédio e

cloreto de benzalconio também podem ser utilizasogatamento da dgua dos
tanques de hidratacéo no processo de producéo dkesmu

Diante da dificuldade de controle do transito iledgmmudas, dos insucessos
na tentativa de encontrar um método eficiente a¢rale da bactéria, dos novos
focos da doenca ocorridos nas regies Sul e Suyddém da incerteza dos
possiveis danos causados pela ocorréncia do chacteriano da videira em
regides onde a época de producao coincide comiadoeguente e chuvoso, uma
nova instrucdo normativa, a IN02/2014, foi publz#Brasil, 2014).

Nesta IN, h4d uma distingdo entre as medidas a sedetadas nas areas com
ocorréncia da doenga e as medidas para serem iemiedas nas areas sem
ocorréncia, independentemente se, na Unidade derd¢ggab, a doenca ja tiver
sido assinalada, apresentando maior rigor na igdicdas medidas de controle.
Para as areas sem ocorréncia do cancro bacterdenleira, € recomendada a
inspecédo periddica e, no caso de laudo positiomnapleta erradicacdo de todas
as plantas e partes de plantas do talhdo ou dmdotéveiro, inclusive, as ervas
daninhas, e a proibicdo do plantio das cultivarass rauscetiveis a bactéria no
local da erradicacéo, durante trés anos. O tradsitmaterial propagativo de area
com ocorréncia para area sem ocorréncia da doéngerd permitido quando as
mudas forem produzidas por micropropagacéo e imdexparaX. campestris
pv. viticola. Em se tratando de frutos para consumpatura, o transito s6 sera
permitido se estiverem acompanhados do documefecente & Permissédo de
Transito Vegetal (PTV). Quando se tratar de mdtaerggetal para fins de
pesquisa institucional, 0 mesmo devera ser acongglankle PTV, que sera
emitida apés a o recebimento do Termo de Compromassinado pelo
pesquisador solicitante, que se responsabilizdeand® dispersédo do patégeno e
pela esterilizacdo do material apés a realizacgwedquisa.

Diante do exposto, fica visivel que esforgos fofaitos, tanto pela pesquisa
como pela Defesa Sanitéria Vegetal, para evitarssethinagdo do patégeno,
assim como para encontrar medidas para o manejloelzca. Paralelo a estes
esforgos, os produtores do Vale do S&o Francisemdpram a conviver com o
cancro bacteriano da videira e a produzir uvas @sande alta qualidade,
voltadas para um mercado consumidor extremamengerdg. Algumas das
medidas de controle preconizadas pela pesquisal @ela Defesa Sanitaria
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Vegetal ndo foram adotadas, na pratica, pelo ggttutivo, enquanto outras
foram seguidas e hoje fazem parte do manejo darautio Vale do Séo
Francisco.

Atualmente, na pratica do campo, dentre as medidatadas, a principal
delas é a néo realizagdo da poda em periodo chu®esacordo com o regime
de chuvas do semiarido brasileiro, os meses der pegaipitacdo pluviométrica
sé@o os de fevereiro e marco. Nesses meses, a paulEpénsa na maioria das
fazendas. Caso haja ocorréncia de chuvas logoaapdda, ou quando os ramos
ainda nao estdo lignificados ou, ainda, na florat@oa suspensdo de todos os
tratos culturais e é proibida a entrada de qualgessoa na area até que nao haja
mais agua livre na superficie da planta. Mesmoenestmento, procura-se nao
realizar atividades que provoquem ferimentos natplaAssim, se estiver na fase
de amarrio, a atividade deve ser momentaneamespessa. Se precisar fazer o
raleio dos cachos, é importante esperar um pousim, que, se houver infecgdo
durante a floracdo ou inicio da frutificacdo, p@dercorrer alto indice de
abortamento. No periodo da desfolha, algumas fameadotam a pratica de
retirar o limbo das folhas e deixar o peciolo, pogsmo que haja a penetracéo
da bactéria nesse segmento, este secara e sendesarela planta em curto
espaco de tempo.

Como o ciclo da cultura € muito rapido, principafteenas condicdes de
cultivo do Vale do S&o Francisco, diariamente sgalizadas atividades nos
parreirais e, muitas dessas atividades ndo podemdssias por muito tempo,
como, por exemplo, a aplicacdo do acido giberélititizado para provocar o
aumento do tamanho de bagas de uvas sem semargelante de sua acéo
tanto no aumento da divisdo e da expansédo celdanp no alongamento da
raquis dos cachos e no raleio de flores (Ledo, RaDdvido a interferéncia do
acido giberélico na formacéo de tecidos jovenspbtamocorre o adiamento nas
aplicac6es do produto nos periodos mais favoradaeacorréncia do cancro
bacteriano.

Apesar de ndo haver nenhum ingrediente ativo cgstre para o controle
de X. campestris pv. viticola (Agrofit, 2016), ha um intensivo uso de produtos a
base de cobre, seja fungicida ou cobre quelatizaaioparte dos viticultores do
Vale do Sdo Francisco. Um dos produtos mais utiizana regido é a “calda
louca”, que consiste na mistura da calda feita cofangicida mancozebe e
outra, com um cuprico (oxicloreto de cobre ou hiittéd de cobre), misturadas e
deixadas em descanso por 8 a 12 horas antes dagiigli Apesar dos produtores
assegurarem a eficiéncia dessa mistura, as apdisagddevem ser realizadas até
o florescimento ou inicio da frutificacdo, sob aste fitotoxidez ou permanéncia



Manejo do Cancro Bacteriano da Videira 239

de residuo na fruta. Outra opcdo de controle qoipara o cancro bacteriano,
utilizado em todas as fases fenologicas da planta, mistura de fosfito com
cobre. Salienta-se que, nos periodos criticos, a@ernutilizacdo do cobre, os
amino&cidos e alguns produtos de pH mais baixdizadbs na cultura da
videira, tém sua aplicacdo reduzida ou eliminada @vitar problemas com
fitotoxidez.

Ressalta-se aqui, o risco do uso indiscriminad@g®icos na selecdo de
isolados tolerantes ao cobre. Esta situacdo j&eidficada com isolados d.
campestris pv. viticola coletados entre os anos de 1998 e 2006 no Vaado
Francisco (Marques et al., 2009).

Outros cuidados também sdo tomados nos periodoshala, como a
reducdo da irrigacdo, da densidade de brotos pamtgyl para favorecer o
arejamento da cultura, da adubag&o nitrogenada) assno a retirada das ervas
daninhas para evitar a formacgao de microclima prog@ ocorréncia da doenga,
além da manutencédo do equilibrio nutricional datala

Para a producdo de mudas, os viveiristas tentamziredho maximo, o
tempo das mudas no viveiro, fazem aplicacdes sidteas de cobre que,
inclusive, interfere no crescimento inicial da pé&anEm alguns casos, dao
preferéncia para a enxertia de campo, com plaotipatta-enxerto nos meses de
junho até novembro e enxertia da cultivar copa dirpde maio, quando
diminuem os riscos de ocorréncia de chuvas. A dadé da muda é de extrema
importancia, pois, em caso de infec¢cdo bacteriamalanta jovem, havera o
comprometimento da formacdo da planta adulta esemprentemente, da
producéo.
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Diversidade e Variabilidade deRalstonia spp.
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1. Introducao

A murcha bacteriana causada pafstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi
et al. € uma das doencas mais destrutivas, patasrailturas importantes nos
tropicos. A bactéria foi primeiramente observadalapdo causando murcha em
plantas de tabaco, cerca de 200 anos antes deescaacéo em 1896 (Kelman,
1953). O patdgeno foi descrito comacillus solanacearum Smith sendo
posteriormente classificado comoBacterium  solanacearum Chester,
Pseudomonas solanacearum Smith, Phythomonas solanacearum (Smith) Bergey
et al., Burkholderia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. & solanacearum.
Recentemente, Safni et al. (2014) sugeriram a &eviexonOmica deR.
solanacearum em trés espécies:R. solanacearum (filotipo 1), R
pseudosolanacearum sp. nov. (filotipo | e 1ll) eR. syzygii com trés subespécies:
R. syzygii subspindonesiensis subsp. nov. (isolados do filotipo IV causadores da
murcha bacterianaR. syzygii subsp.syzygii subsp. nov.R. syzygii associado a
doenga de Sumatra do cravo na IndonésR¥p&ygii subsp celebesensis subsp.
nov (Blood Disease Bacteria) (Tabela 1). Baseado amilises de gendmicas
comparativa, hibridizagdo gendmica comparativatgimica e caracteristicas
metabdlicas, Remenant et al. (2010) e Prior e{28116) também suportam a
divisdo do complexo em trés espécies. Remenarit €04.0) propds a criagédo
das espécieR. solanacearum, Ralstonia sequeirae e Ralstonia haywardii e trés
subespécieRhaywardii subsp.celebesensis, R. haywardii subsp solanacearum
e R. haywardii subspsizygii) ao concluirem que o complexo era polifilético.

Estado da Arte em Fitobacterioses TropicaisGama, M.A.S. et al. (Eds.). 2016.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
ISBN: 978-85-7946-259-7
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No Brasil,R. solanacearum foi detectada pela primeira vez em plantas de
tabaco, no estado do Rio Grande do Sul, por VoseRat em 1922 (Takatsu &
Lopes, 1997). Hoje, sabe-se que as espécidldmnia spp que ocorrem no
Brasil sdoR. solanacearum (filotipo 1) e R. pseudosolanacearum (filotipo II).
Esse complexo tem como caracteristica a capacidadgenetragdo nas raizes
das plantas por ferimentos ou tecidos emergenteslanizacdo do sistema
vascular (VASSE et al., 1995). Sob condicSes anbienfavoraveis ao
desenvolvimento da doenca, geralmente se constatalinente, a perda de
turgescéncia das folhas superiores. Transcorridecq@dempo, toda a planta
apresenta murcha generalizada (Akiew & Trevorrd®®4). O in6culo pode ser
disperso por solo, agua de rios, mudas infectadasetos, ferramentas
contaminadas durante o trato cultural, irrigac&oib®rculos (Hayward, 1991).
Diferentes espécies de plantas sdo relatadas cospedeiras dessa bactéria. Ha4
na literatura relatos de plantas pertencentes & o&i54 familias botanicas
listadas como hospedeiras (Hayward, 1994; Wickealgt2007). Dentre as
culturas de maior importancia econdmica afetadasegsa bactéria estdo as
espécies de Solanaceae, como batata e tomate.

Apesar dos esforcos para controle da doenca, aersjgis da murcha
bacteriana continuam limitando a produtividade deas culturas em diversas
regibes do Brasil. Acredita-se que a falta de coimento da variabilidade,
ecologia e dos principais mecanismos evolutivos afeéam as populacfes do
patégeno dificultam a selecéo efetiva de cultivares resisténcia duradoura.
Diversas cultivares resistentes foram desenvolvidaa diferentes hospedeiros,
porém, comumente constatam-se variagdes na regpesesisténcia. Algumas
variedades séo eficientes em uma regido e bastitéelas pela murcha, quando
cultivadas em outras areas (Lopes, 1994).

Juntamente com a regido compreendida entre a Is@omé Australia, o
Brasil € um dos provaveis centros de origem do d¢exopde espécieR
solanacearum (Wickeret al., 2012). Por essa razdo, o estudo vdamcoes
genéticas com as populacfes que aqui ocorrem sgmdde interesse mundial
para entender melhor como o patégeno evolui. Neafdtulo pretende-se
apresentar o estado da arte das variages genééif@bstonia spp. no Brasil.
Nesse contexto, ser@o enfatizados: (i) a caraatgiw de isolados dealstonia
spp. por biovar, filotipo, sequevar; (ii) os estsdia estruturacdo genética da
populagdo do patégeno, por regido e hospedeirdi)ea(iinvestigacdo para
determinar a contribuicho dos mecanismos evolutipgee moldam a
variabilidade genética da populacdo brasileira Rie solanacearum e R.
pseudosolanacearum.
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Tabela 1. Diversidade genética, geografica e ecoétipos dederdRalstonia
spp(Adaptado de Genin & Denny, 2012).

Filotipo Origem Clado Informacgé&o dos ecotipos Espée
| Asia 1 Murcha bacteriana efblanaceae, Ralstonia
gengibre e amora pseudosolanacearum
2 Murcha bacteriana efplanaceae e
banana Ralstonia
A Ameérica Murcha bacteriana efolanaceae solanacearum
3 (Sudeste dos Estados Unidos e
Caribe)
4 Moko da bananeira e novos
variantes NPB Ralstonia
1B Ameérica Murcha bacteriana em batata, solanacearum
5 tomate e geranio, Moko da
bananeira
1] Africa 6 Murcha bacteriana e®olanaceae Ralstonia
pseudosolanacearum
Blood Disease Bacteria Ralstonia syzygii .
7 subspcelebesensis
v Indonésia Murcha bacteriana efolanacese ~ RASONA YA
subspindonesiensis
Ralstonia syzygii, Doenga do Ralstonia syzygii
8 Sumatra de cravo subsp syzygii

2. Caracterizacéo fenotipica de isolados brasileisodeRalstonia
spp.

Por muito tempdR. solanacearum foi considerada como um complexo de
espécies devido sua ampla variacdo na gama de deis propriedades
fisiolégicas e genéticas (Denny, 2006). A primeieatativa de se estudar a
variabilidade dos isolados pertencentes a esse@éoiepor meio de racas e
biovares (Hayward et al., 1994; He et al., 1983)cldssificacdo de raga esta
relacionada a capacidade de infectar diferentepddasros. Cinco ragas de
Ralstonia spp. sdo reconhecidas atualmente (Buddenhageh, €1982). No
Brasil, as racas 1, 2 e 3 foram encontradas askssce diferentes hospedeiros e
estéo distribuidas por todo o pais. A raca 1 égéaiioa a um grande nimero de
plantas, incluindo tomate, fumo, batata e outrdansm@eas. A raca 2 ataca
banana e similares e a raca 3 é considerada paag&imcipalmente a batata e
gerénio. Isolados das racas 4 e 5, patogénicas regibge e amora,
respectivamente, ndo foram relatados no pais (Halyw891; Hayward, 1994).
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Outra caracterizacdo fenotipica muito utilizada diavar. Definiram-se as
biovares como grupos fisiologicos que diferem goianttapacidade de utilizar
diferentes fontes de agucares (lactose, maltosdobiose) e alcoois (manitol,
dulcitol e sorbitol). Atualmente, as biovares 1, 2A, 3, 4 e 5 so relatados na
literatura (Hayward, 1994). Apenas as biovaresl,ZRe 3 foram encontrados
no Brasil. Embora a classificacdo por raca sejasnmatieressante para fins
agronOmicos praticos, a caracterizacdo por biovar ndais aceita pela maior
reprodutibilidade dos ensaios em laboratério.

No Brasil, a classificacdo por biovar revelou ungésvina distribuicéo
geografica e por hospedeiro. Verificou-se predomsigada biovar 1 (racas 1, 2),
seguida pelas biovares 2 (raca 3) e 3 (racas A Ripovar 1 ocorre em todas as
regides do Brasil e esta associada principalmentenate, pimentdo, pimenta
longa e eucalipto, diferentemente do que acontece & biovar 2, a qual é
encontrada comumente na regido Sul, associadaigaimente a batata e
berinjela. Comparados aos isolados das biovare8,1os isolados da biovar 2
apresentam menor capacidade de sobrevivéncia no(Goklho Netto et al.,
2004). A biovar 2T tem maior versatilidade metat®itomparada com a biovar
2A e é encontrada principalmente em regides trapicde baixa altitude,
enquanto a biovar 2A em regides temperadas e aleatitudes.

Isolados classificados como biovar 3 ocorrem emfadtquéncia nas regides
Norte e Nordeste do pais. Entretanto, isoladosaleab3 ja foram detectados na
regido central. Até 0 momento, ndo ha relato derénoia de isolados da biovar
3 nas regibes Sul e Sudeste (Santiago et al.,, 2M&) acordo com a
classificagdo atual, a biovar 3 corresponde a espégseudosolanacearum,
filotipo I.

3. Caracterizacéo genética dRalstonia spp. no Brasil

Métodos baseados em andlises de fragmentos repetido genoma,
sequéncias parciais de genes e, atualmente, o gecompleto do organismo
permitem analisar detalhadamente diferentes conmpesela histéria evolutiva
de Ralstonia spp., assim como inferir as implicacdes de cgrtosessos para 0
manejo da murcha bacteriana (Fegan & Prior, 20B&seado na analise da
sequéncia dos genéspB (fator de patogenicidade), da regido do ITS (irak
transcribed spacer) localizado entre a regido sihosl 16S e 23S,
endoglucanase €¢l) fator de viruléncia] enutS (responséavel pelo reparo do
DNA), quatro grupos distintos denominados "filospdoram identificados para
o complexo de espéci€s solanacearum (I, 1l, 1l e IV). Esses filotipos estédo
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correlacionados com a origem geografica dos isalafilotipo I, inclui isolados

originados principalmente da Asia; filotipo Il, d&snéricas; filotipo I, da

Africa; e filotipo 1V, da Indonésia (Fegan & PrioR005). Recentemente,
verificou-se que o filotipo Il pode ser subdivididms subgrupos IIA e IIB
(Fegan & Prior, 2006).

Além da relagcdo de origem geogréfica, dentro dtidos € possivel
identificar sequevares e clados. As sequevares dé®rminadas por
agrupamento de isolados que apresentam variac@e®aku igual a 1% dentro
da sequéncia do geegl (Poussier et al., 2000; Wicker et al., 2007). Jélados
estdo associados a especificidade a determinadpedieiso ou condicédo
climéatica (Wicker et al., 2012). O filotipo | comtéo clado 1; filotipo IIA é
constituido dos clados 2 e 3; filotipo 1B é divdi entre os clados 4 e 5 e
contém isolados patogénicos a banana, batata eetajpando estas olericolas
séo cultivadas em regifes frias; no filotipo Il isslados estéo agrupados no
clado 6; e finalmente, o filotipo IV contém os abad’ e 8 (Tabela 1).

Atualmente, o sistema de classificagcdo por meidildgpo e sequevar € o
mais aceito pela comunidade cientifica para reftetliversidade deste complexo
de espécie (Prior & Fegan, 2005). Estudos de @izatao de isolados de
solanacearum por filotipo, sequevar e clados, bem como sua ildisgéo
geografica sdo escassos. Atualmente, ha informacé@oca da variabilidade
genética de isolados que afetam certos hospedeiens regides especificas do
Brasil (Costa et al., 2007; Garcia et al., 2018hBiro et al., 2012; Rodrigues et
al., 2012; Santana et al., 2012). Por exemplos@8lados ddr. solanacearum do
filotipo Il, obtidos de banana e heliconia nos dstado Amazonas, Para, Sergipe
e Pernambuco, foram caracterizados filogeneticeenasdndo os genesgl e
mutS (Albuquerque et al., 2014). Seis sequevares foraracterizados (II1A-6,
[1A-24, 1IA-41, 1IB-3, 1IB-4 e 1IB-25) e uma novaesjuevar foi descrita (I1A-53).
Em outro estudo hospedeiro-especifico, 19 isolades eucalipto foram
analisados. Dezoito agruparam no subgrupo A eisof@do no subgrupo 1IB.
As analises filogenéticas do gesgt confirmaram a classificacdo dos filotipos e
permitiram identificar as sequevares [IA-37 e lIA{#onseca et al., 2014).

Nos trabalhos realizados anteriormente o numerisalados caracterizados
e os marcadores moleculares empregados limitarast@po de inferéncia para
algumas analises importantes. Um conjunto de 4&des obtidos de diferentes
espécies de plantas (eucalipto, banana, helictabaco, tomate, jilo, berinjela,
batata e plantas ornamentais) distribuidas em tadasegibes do Brasil foi
caracterizado quanto a raca, biovar, filotipo eusegr. Trés diferentes racas,
cinco biovares e a predominancia do filotipo llleskquevares (1, 4, 18, 24, 25,
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26, 27, 31, 35 e 36) foram descritos (Rodrigueslgt2012). Santana et al.
(2012) caracterizaram 53 isolados esolanacearum da biovar 2 (2A e 2T)
obtidos de plantas de batata, em sete estados.cé¢@x de um isolado, os
demais foram classificados como pertencentes atipfil IIB. A caracterizacao
por sequevar néo foi realizada. No entanto, reoeemée, Santiago et al. (2012)
caracterizaram 301 isolados de diferentes estadasgedeiros no Brasil. Para
cada isolado determinou-se biovar, filotipo, sequevclado. Baseado nos genes
egl e mutS, o filotipo I, lIA e IIB, oito sequevares (1IB-1B-4, IIA-7, 1-18, 1IB-
27, 11B-28, 1IA-41 e 1IA-50) e quatro novos sequex@ foram reportados (lIB-
54, 1IB-55, 1IB-56 e 1IB-57). Isolados do sequewafst e 56 foram obtidos de
diferentes hospedeiros como: batata, tomate, p&oegeranio, pimenta longa e
eucalipto. O sequevar 55 foi caracterizado em @dacoletados em plantas
murchas de tomate encontradas principalmente n@or&udeste e sequevar 57
em plantas de batata coletadas na regido cenu@ést e Nordeste. Além disso,
utiizando Moko multiplex-PCR, quatro isolados démenta longa foram
reportados como sendo do ecétipo emergente 4/NPB.

Constatou-se predominancia e associacado de fil@ipequevar por regido
geografica e hospedeiro. O filotipo | foi encontradas regides Norte e
Nordeste. O filotipo IIA esta distribuido em todas regifes infectando
diferentes hospedeiros, principalmente, plantakd®te cultivadas em campos
de baixa altitude. Isolados do filotipo 1IB apretsen alta variabilidade e
infectam plantas de tomate e batata em areas itess @om relagdo a sequevar,
a excecgdo de IIA-41, 11A-50, 11B-54 e 1I1B-56 quet@s amplamente distribuidas
no pais, a distribuicdo das demais sequevareagst@iada a regido (Santiago et
al., 2012). O mesmo padréo de distribuicdo de sequmor regido foi observado
em eucalipto por Fonseca et al. (2014).

No geral, existe evidéncia de alta variabilidadepopulacédo ddRalstonia
spp. no Brasil reforcando que o pais € um dos agmte origem do patdégeno,
sendo observado um total de dois filotipos e 22isegres, de um total de 4 e
57, atualmente descritos no mundo, respectivamente.

4. Caracteristicas genéticas, bioquimicas e patoiég da
populacdo deR. solanacearum e R. pseudosolanacearum no
Brasil

As informagBes sobre a variabilidade e estruturgpaaulacdo podem ser
obtidas pela amostragem em diferentes regides steaacao longo do ano ou
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dos anos. E importante conhecer as caracterigtiokigjicas, tais como o modo
de transmissdo, eficiéncia em infectar diferentespldeiros, identificacéo
correta das espécies e variabilidade. No caso dehabacteriana, as primeiras
inferéncias sobre a populacdo foram feitas a palir suas caracteristicas
biologicas (eficiéncia de infectar diferentes hagims, transmissdo e
agrupamentos fisiologicos). Por exemplo, a doemgehecida como Moko da
bananeira causada pRr solanacearum ecotipo Moko tem como caracteristica a
capacidade de infectar naturalmente apenas batrgpiéiles e helicbnias. Esse
ecotipo esta restrito a alguns estados da regiddeNe Nordeste como
Amazbnia, Amapa, Rondénia, Para, Roraima e Ser@ipePA, 2007). Entre
1997 e 1999, um estudo da populacaoRdesolanacearum infectando batata
demonstrou que 94% dos isolados foram classificatoso raga 3/biovar 2
(R3B2) e 6% como raca 1/biovar 1 (R1B1) (Maciebkt 2001). No entanto,
quando o estudo foi realizado em uma area maistgjeeisolados foram obtidos
de tomate, tabaco e berinjela, observou-se a piliedogia de R1B1. Embora
ambos biovares ocorram numa regido, o clima inflizea prevaléncia de um ou
outro variante.

O sistema binario (raca e biovar) de classificagéadtil para avaliar as
diferencas geogréficas e patoldgicas dentro decespéas ndo possui resolucao
suficiente para diferenciar e caracterizar completate os isolados (Hayward,
1994). Por isso, é importante investigar a variddile genética entre os isolados
usando outras técnicas. Com o desenvolvimento dégdi molecular, a
abordagem utilizada para identificar e caracterizdividuos de uma populagéo
de bactérias ganhou resolugdo e poder de discertuni8chaadet al., 2003).
Atualmente, a variabilidade genética pode ser deterda usando marcadores
baseados em sequéncias repetidas como BOX, ERIEPePRER, amplificacdo
via PCR de fragmentos de DNA (AFLP), polimorfismamsbado no tamanho do
fragmento de restricdo (RFLP) e composicdo nudmati de varios locos
(multilocus sequence type - MLST).

Apesar da importancia do Brasil como o centro dgean do organismo, até
agora poucos estudos foram realizados para a edracfio genética da
populacdo brasileira deR. solanacearum. Em um primeiro estudo da
variabilidade deR. solanacearum no Brasil, Silveira et al. (2005) avaliaram a
variabilidade genética de 51 isoladosRieolanacearum oriundos de 25 campos
de batata, em dez municipios do Rio Grande doABdlise bioquimica detectou
a presenca das biovares 1 e 2, predominando artpeaquando submetidos a
estudos de variabilidade genética por ERIC e BQatnbém foi possivel
observar agrupamentos diferenciando as biovares 2L €onstatou-se alta
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variabilidade entre isolados da biovar 1 e baixaabéidade entre isolados da
biovar 2. Com o uso de marcadores RAPD, além depagros isolados por
biovar, foi possivel observar um perfil caractértstle estruturacédo dos isolados
por regido. O fato de a populagcdo apresentar esig#io genética, explica, ao
menos em parte, a variagdo de resposta de cultivre -cultivares séo
resistentes em uma regido, mas suscetiveis en).outra

Em contraste com a regido Sul, 70 isolados de mnpahentdo e chicoria,
em area de terra firme e varzea na regido amazoéfucam caracterizados
guanto a biovar e molecularmente por BOX-PCR. Qlosese a presenca das
biovares 1, 2 e 3, com predominancia da biovarldyado polimorfismo e
nenhuma correlacdo de agrupamento por biovar aéaaegografica (Costa et
al., 2007). Essa grande variabilidade encontradaisalados da Amaz6nia déo
indicios que a regido é o centro de origem ou deahiidade deR.
solanacearum (filotipo I1).

Além de fatores como solo e clima, o hospedeirobtam influencia o
padréo da populagéo. Dezenove isolados de eucalyttados em sete estados
(Bahia, Maranhao, Minas Gerais, Espirito SantoaPamapa e Santa Catarina)
foram caracterizados usando a técnica de ERIC-PoRve alta correlacdo da
variabilidade e a origem geografica dos isoladasngEca et al., 2014). No
entanto, a excecdo dos estudos de variabilidaétielos de batata e eucalipto,
a maioria dos estudos de variabilidade nao rewvaleelacdo com raca, biovar,
hospedeiro ou origem geografica no Brasil (Gartiale 2013; Pinheiro et al.,
2011; Rodrigues et al., 2012; Viana et al., 20E&ses resultados enfatizam a
grande variabilidade dos isolados do Brasil e a&ipebinfluéncia do transporte
do patégeno em mudas e tubérculos contaminadostmaueacio da populacao.
Com isso, sdo necessarios estudos mais amplosleatiis para entendimento
da populacao.

Santiago et al. (2012) realizaram um estudo solestratura da populacao
brasileira com um maior numero de analises e issladletados em todo pais,
principalmente de plantas murchas de batata e ¢éordsando BOX-PCR foram
observados trés agrupamentos: um composto exasive de isolados de
pseudosolanacearum; o segundo composto por isolados Rlesolanacearum
coletados predominantemente na regido Centro-Supale e; um terceiro,
formado de isolados da mesma espécie, porém adignda regido Norte. Além
disso, o estudo constatou que a populagddr.dsolanacearum (filotipo 1)
apresenta alta variabilidade genética e esta fracgnestruturada. Acredita-se
que a fraca estruturacdo € devido ao transportésalados entre regides,
mediado pelo homem, tubérculos e rios. Em contraste
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pseudosolanacearum apresentou uma menor variabilidade génica e guoati
indicando que a espécie foi recentemente introduzédpais.

5. Parametrizacdo dos mecanismos evolutivos que @im a
populacéo no Brasil

Além da estruturagdo da populagdo, programas déonaehento bem
sucedidos exigem conhecimento da evolugdo do paddges mecanismos que
influenciam a variabilidade (Mcdonald, 2014). A qgoeensao dos mecanismos
evolutivos pode dar indicios da adaptacdo do osgami (Stukenbrock &
Mcdonald, 2008).

Ralstonia spp. € uma bactéria capaz de se adaptar a diferamteientes e
hospedeiros. Além disso, o patdgeno consegue saplasisténcia e adapta-se a
novos hospedeiros com facilidade (Peeters et @L3)2 O conhecimento dos
principais mecanismos evolutivos que atuam sobmatdgeno e a estrutura
populacional pode ser obtido pelo estudo dos gedersminadofiousekeeping,
0S quais sdo essenciais, copia Unica e menososugeiransferéncia horizontal.
Os gene$iousekeeping estudados erRalstonia spp. sdogdkA, mutS, ppsA, adk,
leus, rpIB e gyrB (Wicker et al., 2012). Dentre os mecanismos ewabgtique
afetam a populacéo estdo: mutacdo, recombinacéieadeeclecdo e migracao.

Recentemente, a divergéncia dos isoladof.d@lanacearum em filotipo
despertou a atencdo dos pesquisadores para determs mecanismos
evolutivos responsaveis pela adaptacdo e sepagaespécie. O primeiro
estudo para caracterizar 0s mecanismos evolutisasthplexo de espéciés
solanacearum foi realizado utilizando MLSA (andlise de sequésanultilocus)

e houve evidéncia de uma populagéo clonal (Cadill@reenberg, 2007). No
entanto, o nimero de amostras foi limitado, umaquez a maioria dos isolados
pertencia ao filotipo 1IB, associado a batata. &omtmente, Wicker et al. (2012)
analisando 89 isolados detectaram os quatro fisti@, 1A, 11B, 1lI, IV). A
adaptacao a um hospedeiro especifico ou a intemsiHfo da plantagdo em uma
area pode ter promovido a formacao dos clados. Mesanismos evolutivos,
recombinacdo e migracdo a longa distancia parecedégsempenhado um
importante papel na evolucdo da populacdo mundidbtipo 11A e IIB
apresentam caracteristicas evolutivas contrastaBteguanto o filotipo IIB é
praticamente clonal, o filotipo IIA apresenta mawmariabilidade e esta em
expansdo. No entanto, os mecanismos responsaleidipiedo do filotipo Il em
IIA e lIB continuavam sem serem resolvidos. Alérasdi, ndo havia nenhuma
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informacdo detalhada sobre os mecanismos evolugvpsocessos ecoldgicos
gue afetavam a populacéo brasileiraRdsolanacearum.

Um estudo realizado por Santiago et al. (2014) adolt para a
parametrizacdo de mecanismos evolutivos foi cowlduzempregando a
abordagem de simulagédo de genealogia de genes@&espo de coalescéncia
das linhagens dRalstonia spp. presentes no Brasil (I, II1A e 1IB). Nesteuest,
os autores identificaram que 0s principais mecamssque afetam a populagéo
brasileira desta fitobactéria sdo mutacdo, recoagdin, selecdo e migracao, e
gue a mutacdo € mais importante no processo degdmwldesta populacdo do
gue a recombinacado. Fatores ecoldgicos foram @omeaveis pela divisdo do
filotipo Il, possivelmente hospedeiro e/ou climgafentemente, a populacdo do
filotipo IIA (em expansé&o) originou-se primeiramenseguida do filotipo IIB.
Com relagdo a espécR pseudosolanacearum, foi possivel identificar uma
recente introducéo no pais (Santiago et al., 2@Baeado nessas informagdes é
possivel antecipar que o desenvolvimento de valteslaresistentes &
solanacearum € um desafio para todos os hospedeiros, uma veaqopulacdo
€ recombinante e tem alta taxa de mutacéo, o quaklng para que a resisténcia
da planta seja facilmente suplantada.
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Melhoramento Genético Visando Resisténcia a
Murcha Bacteriana

Carlos Alberto Lopes
Leonardo Silva Boiteux

1. Introducao

A murcha bacteriana, causada pelo complBatstonia solanacearum, é
uma das doencas mais intrigantes e devastadorasundo, com importancia
destacada em paises de clima tropical e subtropfalca mais de 500
hospedeiras classificadas em dezenas de distiatasliafs botanicas, porém é
mais destrutiva em membros da familia Solanaceaegespecial a batateira
(Solanum tuberosum L.), tomateiro folanum lycopersicum L.) e piment&do
(Capsicum annuum L.) cultivados sob condicdes de alta temperaturalt@
umidade (Elphinstone, 2005; Hayward, 1991). Quarddcospedeira € a
bananeira, a doenca recebe o nome de Moko, qusaridratada na presente
revisao.

A complexidade dos patossistemas que resultam nédestacdo da murcha
bacteriana foi bem definida por Buddenhagen (198fi)e afirmou: “A
realidade... é que existem varias murchas bacteriarausadas por varias
Ralstonias solanacearum's... originarias e com processos evolucionarios em
locais muito distintos, com diferentes adaptacéesmdas as floras, nativa e
introduzida, e possivelmente a diferentes condig@esolos e ambiente”. Esta
afirmativa é forte indicacdo de que as pesquisaa pmenizar os efeitos da
doenca ainda perdurardo por muitos anos e quevas pwopostas de controle
necessitam ser comprovadas com experimentacao ¢ocdbrme serd destacado
mais adiante nesta reviséo.

Estado da Arte em Fitobacterioses TropicaisGama, M.A.S. et al. (Eds.). 2016.
Universidade Federal Rural de Pernambuco, RecitsiB
ISBN: 978-85-7946-259-7
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O controle da murcha bacteriana é dificil, pratieata impossivel apés o
inicio da epidemia. Isso se deve a diversidadefata#t®s de indculo, a rapida
multiplicagdo e dispersédo do patégeno, a longaesoliincia do patdgeno no
solo, ao aparecimento de variantes capazes depsolareleterminadas formas de
controle, a baixa frequéncia e/ou baixo nivel d®rés de resisténcia nas
cultivares. Somam-se a isso as estratégias deoignimico pouco eficiente e
controle bioldgico erratico devido, principalmené® precéario atingimento do
produto ao alvo e ao surgimento de tolerancia aoxipios ativos. Desta
maneira, 0 controle deve ser basicamente preveriageado em um conjunto
de medidas complementares dentro da filosofia airale integrado. E, dentre
essas medidas, a resisténcia a doencas é fateamile Merece destaque que,
independentemente da sua natureza, o controlerreqnbBecimento adequado
do patossistema, ou seja, de cada um dos compserdmtériangulo da doenca”
e de suas interacdes tempo e no espaco.

2. Melhoramento para resisténcia a doencas

E importante destacar que a resisténcia a doengpsré@s uma das muitas
caracteristicas buscadas em uma nova cultivar. fitergraticos, uma cultivar
resistente a uma doenca deve ser tdo boa quartoltasres disponiveis no
mercado, sendo a produtividade e qualidade astesisiicas mais relevantes.
Esta qualidade, visual ou ndo, pode variar desdeiloo da pele da batata
(aparéncia) até o teor de sdlidos sollveis em ®npaEra processamento
industrial (composi¢éo quimica).

SelegBes de gendtipos resistentes, em especiabealé pré-melhoramento,
€ comumente feita sob condi¢g6es controladas, engiguele niumero de plantas
podem ser desafiadas com um ou mais isolado doggra6por meio de
metodologia adequada para separar genotipos resistelos suscetiveis. Por
outro lado, sele¢cBes realizadas em campo (sob @eslide indculo natural)
aumentam as chances de obtencdo involuntaria devaceb resistentes a
doencas que nao tinham sido alvo direto do melhenémn em virtude da natural
presenca de pressdo de selecdo aos principais epaggendémicos ou
epidémicos em uma determinada regiao. Com issm, @évalidar os resultados
obtidos sob condi¢des controladas, testes de caogem evitar a sele¢éo de
gendtipos comercialmente promissores, porém comerest suscetibilidade a
outras doengas de ocorréncia local.
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3. Melhoramento genético para resisténcia a murcha
bacteriana

Nesta reviséo, serdo discutidos alguns aspectesargks relacionados ao
melhoramento para resisténcia a murcha bacterama,énfase nas solanaceas,
em especial em batata e tomate. Com base no porsEpico de que “é preciso
conhecer para controlar’, sera usado o “triangudo dibenca” (patdégeno —
hospedeira — ambiente) para analisar cada um dsscegnponentes e de suas
interacdes, tendo como foco o controle da murchetebana por meio do
melhoramento genético. Artigos de revisdo sobre tesha sdo encontrados em:
Boshou (2005); Buddenhagen (1986); Huet (2014)ghetet al. (2011); Prior et
al. (1994); e Scott et al. (2005).

A. O patogeno, um complexo —A bactéria R. solanacearum, antes
conhecida comaPseudomonas solanacearum e Burkohlderia solanacearum,
sempre foi considerada uma espécie de elevadabwaidale genética e
fenotipica. Durante muitos andsj classificada em cinco ragas patogénicas (em
funcdo da gama de hospedeiras) e em seis bioamashase na sua capacidade
de metabolizar aclcares e alcodis (Buddenhagen lénd¢e 1964; Hayward,
1991; Hayward, 1994). No Brasil, as racas 1, 2fer@m relatadas associadas a
varias espécies agronomicamente importantes, ndubrnamentais. A biovar 1
tem sido encontrada em todas as regides do phisyar 2 (que corresponde a
raca 3), tem sido predominantemente isolada detsbatan climas de
temperaturas amenas (Sul, Sudeste e Centro-Oeatbjovar 3 predomina em
regides com altas temperaturas, em especial ne Moiflordeste do Pais. As
biovares 4 e 5 ainda ndo foram detectadas no pais.

No inicio da década passada, apoiados na homalegizZNA-DNA, Fegan
& Prior (2005) concluiram qu®. solanacearum €, de fato, formada por um
complexo de espécies distintas, mas geneticametdeionadas; uma nova
classificacdo foi entdo proposta baseada em quaiveis taxondmicos,
equivalentes a espécies, subespécies, grupossibespecificos e linhagens
clonais. Nessa nova proposta, o termo “filotipolieg identificado por PCR
multiplex baseado na regido ITS (‘ribosomal inteigespacer region’) é usado
para designar grupos maiores no nivel de subespépie tém associa¢cdo com
distribuicdo geogréfica. O termo “sequevar”, quieléntificado pela analise de
sequéncia de genes de endoglucanase, € usado gmgmad grupos infra-
subespecificos.

Mais recentemente, no entanto, foi proposto queilaipb | de R
solanacearum (que acomoda isolados da biovar 3 no Brasil) seja mova
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espécie Ralstonia pseudosolanacearum (Prior et al., 2016; Safni et al., 2014).
Desta maneiraR. solanacearum seria referida apenas para os isolados do filotipo
Il, que acomoda as biovares 1 e 2. Isolados dotpfils 11l e IV, que recebem
outros nomes especificos, ainda néo foram relataol@rasil. Esta proposta tem
sido bem aceita pela comunidade cientifica. A divisle espécies no género
Ralstonia também foi apoiada por uma analise filogenémiczokendo 686
genes de cépia Unica encontrados nos genomasetterdéds isoladoZbang &
Qiu, 2016).

A partir dessas informacdes sobre a diversidadpatégeno, o melhorista
necessita estabelecer as estratégias para o pagtanmelhoramento. Se a
murcha bacteriana, de fato, sdo muitas murchagtiatas, qual delas deve ser
controlada em uma determinada regido? Indo alémdddmtas espécies, a
resisténcia encontrada em algumas situacdes nadspécie- ou biovar- ou
filotipo-dependente, e sim isolado-dependente. Gsgn, cada vez mais se
conscientiza de que o melhoramento para resist@énomurcha bacteriana nao
deve ser amplo, mas sim customizado para uma detaregido em fungéo
dos isolados e das espécies la prevalecentes.

B. O ambiente na manifestacéo dos sintomas€em ambiente desfavoravel
a doenca, ndo se pode identificar gendtipos resiste Neste caso, outras
varidveis permanecendo constantes, havera escagesenga em ensaios em
processos de selecéo, impedindo a identificacgxegssos resistentes. Por outro
lado, ambientes muito favoraveis podem levar a queata resisténcia, em
especial no caso da resisténcia quantitativa, caueée se tem encontrado para
as principais hospedeiras do compldxosolanacearum. No caso da murcha
bacteriana, sintomas serdo mais severos quantoathaifor a temperatura e a
umidade. Esses séo os dois fatores que devemisgrgos quando se inocula
0 patégeno, na sua forma virulenta, na hospedeirgual que se quer avaliar a
resisténcia, conforme sera discutido adiante.

C. A hospedeira frente ao patégeno complexo A resposta da planta
frente a infeccdo por um patégeno tdo variavel p@deria deixar de ser muito
complexa, mas tem sido elucidada com o auxilio maslernas ferramentas
moleculares. No caso do compleRalstonia, a viruléncia da bactéria €, em
grande parte, definida por efetores, que sdo madeinjetadas na célula
bacteriana por meio do sistema de secrecéo ddltifbrSS) e que corrompem
o sistema de defesa natural da planta, que ent@orsesuscetivel (Huet, 2014).
Duas espécies olericolas serdo usadas como exedeplusspedeiras: a batata e
o tomate, culturas sujeitas a grandes perdas e¢oa®imo Brasil e em paises de
clima tropical e subtropical. Estas espécies, @asca seguir, foram escolhidas
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pelo fato de serem bastante diferentes em termasiltieo e de estratégias de
melhoramento: a batata é, na sua forma comerciaf aspécie tetraploide
propagada vegetativamente por meio da batata-semenguanto o tomate é
diploide e propagado sexuadamente por meio de sesneerdadeiras.

4. Batateira - Avancos no melhoramento genético par
resisténcia a murcha bacteriana

A murcha bacteriana, omurchadeira, € uma das principais doencas da
batata, em especial em cultivos de ver&o chuvoscsi@omas de murcha séo
ocasionados pela limitagao imposta pelo patdgencaasporte de agua desde as
raizes até as folhas, devido ao comprometimentmtégridade dos vasos do
xilema. O sistema vascular fica escurecido, queepser percebido ao se
descascar o0 caule na base da planta. Tubérculzladetém o anel vascular
escurecido, com exsudacdo de pus bacteriano e emoadrfacilmente pela
invasdo de microrganismos secundarios. Tubércs@das como batata semente
podem ser infectados de forma latente (quiescemtegicular o patégeno a
longas distancias.

Embora seja considerado o método mais “elegantdicaz de controle de
doencas (principalmente por ser de facil adogaospagiricultores e ndo onerar
0s custos de produgéo), o emprego de cultivarestertes ndo tem sido
amplamente utilizado no caso da murcha bacteriandadata. Varios fatores
concorrem para a ndo adogdo comercial de resiat@eciética em batata, em
especial a lentiddo no processo de selecao desclorthorados, a propagacao
vegetativa para fins comerciais dessa espécie, &@mim diferenciada de
brotacdo e sua complexidade genética (ploidia raghktide). Além disso, os
niveis de resisténcia encontrados em bancos deogkrsma séo baixos e pouco
estaveis no tempo e no espaco em virtude da aitbilmlade do patdgeno e da
instabilidade da resisténcia do tipo horizontahg¢seVanderplank) a variacdes
climaticas (French & De Lindo, 1982; Nielsen & Hagn 1960; Tung et al.,
1990).

E facil aceitar que qualquer nivel de resisténaigilédentro do contexto do
manejo integrado. Vale mencionar que, em algunsscasultivares que néo
foram melhoradas para resisténcia a murcha batéegg@dem comportar-se
igual ou melhor do que clones experimentalmentecsstados para tal. Assim,
‘Ontario’ sobressaiu-se entre outras cultivaresEldsé e em Papua Nova Guiné
(French, 1994). Da mesma forma, ‘Prisca’ foi aicalt mais resistente dentre
9.000 gendtipos avaliados, motivo pelo qual foi udas mais importantes
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cultivares em Madagascar por muitos anos (Nielsd#agnes, 1960). No Peru,
as cultivares Molinera (De la Puente et al., 199 Qaxamarca (Herrera et al.,
1977) foram desenvolvidas especificamente paratéesiia a murcha bacteriana
e foram importantes para o controle da doenca ggéBeAndina do pais, onde
ocorre a racga 3 (biovar 2, filotipo Il) do patogefi@das essas cultivares foram
avaliadas em campos infestados com a raga 1 (bibyvdiotipo 1) de R
solanacearum, em Brasilia, DF, e ndo foram consideradas apes qultivo na
Regido Centro-Oeste para essa finalidade, em weirtiedbaixa adaptacao (baixa
produtividade) e grau de resisténcia abaixo doradpegLopes et al., 1998). Pelo
lado da interacdo patégeno x hospedeira, Frenchl.e{1998) ja haviam
comentado que a resisténcia a raca 3 (biovar&ipfil II) € mais facil de ser
obtida, visto que esta raca tem um circulo de himpEs mais restrito e € menos
variavel que a raca 1. Essas observac¢des també&m exst concordancia com a
hipétese de Tung et al. (1990), que afirmam queesisténcia a murcha
bacteriana se manifesta em funcdo da adaptabilididegendtipo a uma
determinada regido.

Conforme relatos de Schmiediche (1986) e de Tunglet(1990), a
resisténcia a murcha bacteriana em batata, indeptamdente da fonte de
resisténcia, € considerada complexa (poligénicaareial, envolvendo genes
com efeitos maiores e menores, com acdo ndo adite@istasia. A resisténcia,
portanto, ndo confere protecdo suficiente paraisada como medida exclusiva
de controle. Além disso, € dificl combinar a r&&isia com outras
caracteristicas de heranga poligénica (ex. tippele, formato de tubérculos e
produtividade). Isso se deve, em parte, a compmbinacdo génica em
espécies tetraploides (tais comduberosum), dificultada ainda pela associagéo
com a origem selvagem dos fatores de resisténcia.

Um marco na busca de controle da murcha bactefdanaesforco feito pelo
CIP que reuniu diferentes fontes de resisténciaoen@veu cruzamentos com
gendtipos de caracteristicas agrondmicas comer@aigsisténcia a outras
doencas, formando assim uma base genética de altr vientifico. As
principais fontes obtidas com resisténcia & mubmdizteriana foram(1) clones
derivados de genétipos colombianosSiphureja selecionados na Universidade
de Wisconsin na década de 197@) clone AVRDC-1287 derivado d&
chacoense e S raphanifolium; (3) a variedade Cruza 148, de origem
desconhecida e também resistente a requeimé}) goopulacdes diploides
derivadas de espécies silvestres Slehacoense e S sparsipilum, além das
espécies nativaS. stenotomum, S. phurgja e S. goniocalyx (Fock et al., 2005;
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Priou et al., 2005). Devido a facilidade de cruzaimea resisténcia derivada de
clones des. phureja tem sido a mais utilizada.

Na primeira década de 2000, o programa de melharanae batata do CIP
voltado para resisténcia a murcha bacteriana feca#inuado com a saida da
Dra. Sylvie Priou, que deixou um conjunto de clonasm resisténcia
diferenciada obtidos de selecdo por mais de 10.aklésn da selecdo pelo
sintoma de murcha, os clones passavam por testedededo latente por meio
de técnicas seroldgicas e moleculares conduzid&md¢Priou et al., 2005). Por
qguestdes burocraticas impostas ao intercambio deogdasma na Ultima
década, a transferéncia desses clones para test8sanil foi inviabilizada.
Mesmo sem o0 apoio histérico do CIP, os trabalhosedecédo de resisténcia a
murcha bacteriana na Embrapa Hortalicas tiveraniiragdade por quase 10
anos em Sao Joaquim, SC, gracas a colaboracdo d@mZilmar Souza, da
EPAGRI, que encaminhava para Brasilia as semenitgsdas dos cruzamentos
orientados, apos discussdes conjuntas. As selegées resisténcia e para
caracteristicas de tubérculos prosseguiram nos aamgturalmente infestados
com a bactéria na Embrapa Hortalicas. Desde entioa de 5.000 gendétipos
foram avaliados por ano. Nos Ultimos quatro angscrizamentos vém sido
feitos na Embrapa Clima Temperado, sob a coordendg@r. Arione Pereira,
lider do Projeto de Melhoramento de Batata da Epahra

No Brasil, ‘Achat’ foi a Unica cultivar disponivelo Pais que apresentou
certo grau de resisténcia quando avaliada em saioraimente infestado em
Brasilia-DF (Lopes, 2005). E interessante notar gueesisténcia de ‘Achat’
mostrou-se estavel e de amplo espectro como indieadensaios de campo em
Brasilia-DF, onde predomina a raca 1 (biovar 1peRio Grande do Sul, onde
prevalece a raca 3 (biovar 2) (Lopes, 2005; Mastiell., 2001; Silveira, 2007).
Essa caracteristica fez com ‘Achat’ tivesse o mendice de rejeicdo em
campos de producdo de batata-semente no Brasd, mujcipal causa de
condenacao era a murcha bacteriana (Lopes eB8aD).1A resisténcia a doenca,
entretanto, ndo foi suficientemente relevante gart@ar que ‘Achat’ (que foi a
lider de mercado durante as décadas de 1980 e fi88@)substituida por outras
cultivares suscetiveis, mas de melhor aparénégacteno ‘Monalisa’, ‘Cupido’

e ‘Agata’ (as duas ultimas ainda dominam o mercade)ece registro o fato de
gue ‘Achat’ nunca foi usada como genitor por né@oefcer e, nas raras vezes
gue isso acontecia, ndo produzia frutos, mesmo #&uacles altamente
favoraveis ao florescimento da batata.

O clone MBO03 (derivado d& phureja) selecionado na Embrapa Hortalicas,
em Brasilia, DF (Lopes et al., 2004) apresentoo altvel de resisténcia,
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significativamente superior ao da cultivar Achapto no Distrito Federal, onde

predomina a raga 1 (biovar 1, filotipo Il) como Rio Grande do Sul, onde

predomina a raca 3 (biovar 2, filotipo Il). Esteoret, apesar de apresentar
caracteristicas indesejaveis de tubérculos (pglerasolhos profundos) e ciclo

longo, ainda hoje tem sido utilizado como a priatifonte de resisténcia no

programa de melhoramento de batata da Embrapa,cpua da sua alta

resisténcia a doencas foliares e da alta prodatiad

Na busca de fontes alternativas de resisténciajtipes deS. commersonii
foram avaliados no Uruguai (Siri et al., 2009) eltddia (Carputo et al., 2009),
com resultados promissores, porém com nenhumaauliierivada deles ainda
disponivel para plantio comercial. A caréncia denege de resisténcia em
germoplasma de batata sugere a busca de novoseagarespécies distintas entre
as solanaceas. Por exemplo, Yu et al. (2013) pesaosa introgresséo de genes
de resisténcia de berinjeld fnelongena) para acessos dipl6ides batata. Embora
certa resisténcia possa ser conseguida por meie gescesso, questiona-se a
recuperacdo de gendtipos tetraploides de batataanienham a combinacéo de
caracteristicas de resisténcia e comerciais.

Existe um paradigma de que genoétipos resistentesea#m o risco de
facilitar a disseminacéo da doenca por infecc@ntat i.e., batata-semente que
tenha passado nas inspecdes por ndo apresentar@meas, mesmo estando
infectadas. Este fendbmeno nao foi constatado niogede plantio extensivo de
‘Achat’, embora o néo tenha sido analisado cierdifiente. De fato, a
resisténcia genética parcial, como disponivel maeaso da murchadeira em
batata, pode favorecer o estabelecimento de irdelagénte. No entanto, esta
restricdo sO serd valida quando a cultivar “reststefor plantada em lavouras
com alta infestacé@o pelo patdgeno. Em terrenoslzaira infestagdo, conforme
recomendado nas boas praticas de cultivo, tantivands suscetiveis como as
resistentes estdo igualmente sujeitas a infecciantéa condicionada pela
favorabilidade das condi¢fes climaticas ao apamtiondos sintomas.

5. Tomateiro - Avancos no melhoramento genético par
resisténcia a murcha bacteriana

A murcha bacteriana também é uma das principaisgd@edo tomateiro,
limitante em locais com alta temperatura e altadach, como observado ha
longo temo em lavouras conduzidas na Regido Nastéais, e sob cultivo
protegido, onde a rotacdo de culturas é restritdipiacéo de area de cultivo e
caréncia de alternativas de culturas com alto reedlio para compensar o custo
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de implantacdo do sistema. Embora esforcos tenldonfaitos no sentido de

desenvolver novas cultivares de tomateiro para axlicbes do Nordeste
(Silveira et al., 1999) e da Amazénia brasileirhgfly & Chu, 2002; Cheng &

Silva, 1988; Noda et al., 1988; Pena et al., 204Gjurcha bacteriana continua
sendo o principal entrave a producdo desta haataben especial na Regido
Norte (Coelho Netto et al., 2004; Lopes, 2009; Netlal., 1986; Souza et al.,
2013). Portanto, ndo existem cultivares com ademumdu deresisténcia, e 0

controle da doenca, como no caso da batata, depnd@elocdo de medidas
preventivas integradas.

Na busca de fontes de resisténcia estavel a doElogey Hai et al. (2008)
avaliaram 252 acessos silvestressd@num da colecdo do AVRDC, em Taiwan,
e da colegdo da Universidade da California, Dawasa resisténcia ao isolado
Pss 186, da raca 1, biovar 4, filotipo | Be solanacearum. A maioria dos
gendtipos foi altamente suscetivel a este isoladas cinco acessos d&
pennellii foram resistentes. No entanto, todos estes acémsws suscetiveis ao
isolado Pss4 e resistentes ou moderadamente néssstao isolado Pss 190,
também da raca 1 filotipo I. Carmeille et al. (2D@&aliaram 82 gendtipos de
diferentes espécies dmlanum (Lycopersicon) da colecdo de germoplasma de
tomate das llhas Reunido para resisténcia a régavar 2 filotipo Il, endémica
na regido. Com excecdo de um acess@.deeruvianum € um acesso ds.
lycopersicum var. cerasiforme, que foram parcialmente resistentes, todos foram
suscetiveis. Nesta avaliacdo, embora cerca da endéadsuas plantas inoculadas
tenham murchado, ‘Hawaii 7996’ foi considerada #harefonte de resisténcia a
esta raca, sendo indicada para programas de meléota na regido.

O acesso ‘Hawaii 7997’ foi identificado como sera@amelhor fonte de
resisténcia em termos de habilidade geral de cambm No entanto, o acesso
‘Hawaii 7996’ foi o que apresentou a maior estdhilie e maior espectro de
acdo entre um conjunto internacional de fontes efisténcia a doenca em
avaliacdes conduzidas em 11 paises (Lebeau e2(dll; Scott et al., 2005;
Wang et al.,, 1998). Pelo fato de RS ser um patégdtammente variavel, é
essencial que se tenha uma resisténcia estavelisgmr ‘Hawaii 7996’ vem
sendo usado na maioria dos programas de melhoranger®m estudos de
heranca da resisténcia. Deve ser levado em canitatanto, que a resisténcia de
‘Hawaii 7996’ pode sucumbir parcialmente na preaede variantes altamente
virulentas, como ja observado na Martinica (Wickeral., 2007), em Taiwan
com o isolado Pss190 da raca 1, biovar 1 filotifddng Hai et al., 2008) e no
Brasil, em testes na Embrapa Hortalicas com odsoeZNPH RS 488 da raca 3,
biovar 2, filotipo Il (Lopes et al., 2015). De fatoopes et al. (19944 haviam
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observado que existe uma reacéo diferencial detigesdéquando inoculados
com isolados das biovares | e lll, tendo sido etredos genotipos resistentes
apenas a representantes da biovar lll, ou as doaares, o que deveria ser
considerado em programas de melhoramento.

Esses resultados evidenciam a caracteristica dséresa do tipo isolado-
especifica neste patossistema, o que requer o \wbdgemento de programas
direcionados por regido geografica (melhoramentstornizado), em que o
monitoramento regional constante da prevalénciaisdtados bacterianos é
necessario. Outro fator complicador é o fato queiaimente todas as fontes de
resisténcia encontradas sao do tipo oligogénicapoligénica, conferindo
resisténcia horizontal a diversas variantes dogesit, porém sofrendo grande
influéncia ambiental com baixa expressao fenotipicacondicdes de elevadas
temperaturas (Lebeau et al., 2011; Prior et a@Q1PBrior et al., 1994).

Especialmente em cultivo protegido, o controle daama bacteriana tem
sido implementado pelo uso de cultivares de pan@rtos hibridas resistentes,
ja disponiveis no mercado (Lopes et al., 2015)rtAlee para o fato de que a
protecdo contra a murcha bacteriana ocorre emcéidgsade baixa pressao de
in6culo no solo e/ou condicdo de temperatura e adedpouco favoraveis a
doenca. Sob alta pressdo do inéculo (alta viruémtou alta populacdo do
patégeno), condicdes ambientais favoraveis e peasate isolados muito
virulentos, combina¢ces que podem ocorrer com éega no Pais, dificilmente
a enxertia de tomateiro em tomategd se proporcionara protecdo adequada da
planta enxertada contra a doenca. Nestes casosdasecbmplementares de
controle que visem a reduzir a populagdo do patgensolo ou escolha de
ambiente menos propicio a sua multiplicacdo (Bepis al., 2007; loannou,
2001). A instabilidade da protecdo por meio da ”ixeem porta-enxertos
comerciais resistentes foi também verificada peaRi et al. (2012) em campos
no sul dos EUA com diferentes niveis de infestat@solo e/ou com condi¢des
mais favoraveis a instalacédo da doenca.

Nenhuma fonte de resisténcia monogénica paraé&asiatfoi identificada a
murcha bacteriana em germoplama de tomate. Varibks @denominados
‘bacterial wilt resistance’ Bwr) foram identificados no acesso ‘Hawaii 7996’ e
numerados de acordo com a sua posicdo cromossOmgsas regides do
genoma explicaram entre 3,2% a 29,8% da variagdwtifeca da resisténcia a
murcha bacteriana em diferentes condi¢cbes expetdiseiCarmeille et al.,
2006; Debert et al., 1999; Mangin, 1999; Thoquetl €t1996), sendo que o QTL
Bwr-6 identificado como um dos principais fatores dsisténcia. Wang et al.
(2013), confirmaram, com distintos isolados, que)dd.s de maior efeito para
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resisténcia estavel do acesso ‘Hawaii 7996’ esi@alizados nos cromossomos
6 (Bwr-6) e 12 Bwr-12). Os QTLBwr-4 e Bwr-8 foram detectados apenas em
circunstancias de elevada temperatura (Carmeié,e2006; Wang et al., 2013).
Do ponto de vista do melhoramento, a presenca thefa de resisténcia
associados com o QTBwr-6 representa um enorme um desafio, pois ele esta
ligado (em repulséo) com frutos de tamanho peqeeoom susceptibilidade a
outros importantes patégenos de regides tropiagscomo os nematdides-das-
galhas Keloidogyne spp.) e begomovirus (Debert et al., 1999; Wanglet
2013). Marcadores do tipo SCAR (‘sequence charaettramplified region’)
em estreita ligacdo com os fatores de resisténeiseptes em ‘Hawaii 7996’
foram recentemente desenvolvidos (Hanson et al.§;Z@uong et al., 2015) e
podem facilitar a detec¢éo de eventos de recoméinde interesse nessa regido.

6. Metodologia para identificacdo de genotipos restentes a
murcha bacteriana

A selecdo de plantas resistentes a doen¢as enmapragrde melhoramento
genético so é eficaz se houver uma metodologiauadiegpara separar genotipos
resistentes dos suscetiveis. Quando se lida casisténcia quantitativa, como é
0 caso da murcha bacteriana, é necessario quenestaologia tenha precisédo
capaz de detectar diferencas sutis entre gendtiptesvar em conta que a
resisténcia pode ser “quebrada”’ por condicdo artddiemuito favoravel. A
padronizacdo de métodos também é desejavel, piiz 1@ discrepancia entre
dados, assim permitindo melhor comparacéo de esldtde diferentes autores.
O processo de selecdo, para melhor confiabilidamte dhdos que permite a
publicacdo de resultados em periddicos cientifierigentes, deve envolver
equipe multidisciplinar, em especial um melhorista, um
fitopatologista/bacteriologista e um estatistico.

A seguir, sdo listados passos importantes que eafeménte podem ser
adaptados a espécie ou a infraestrutura dispordv@yem seguidos quando se
pretende selecionar plantas resistentes a murcieriaaa:

1. Planejar o delineamento estatistico para que shamenrespostas
robustas em relacdo aos tratamentos que se quéaraRecomenda-se a
participagdo de um estatistico para a definicatad@nho minimo das parcelas e
0 numero de repeticoes.

2. Em condigBes de inoculacgéo artificial das plantastidas em vasos em
casa de vegetacdo, sugere-se usar parcelas denpelis seis plantas e, pelo
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menos trés repeticbes. Em testes de campo, ondwimente o patégeno nao
estd bem distribuido no solo, deve-se aumentarnoeral de repeticdes para
cinco e manter o numero de plantas por parcelasAlbeficientes de variagao,
gue levam a interpreta¢des confusas, sdo frequentenosbservados quando se
usam parcelas pequenas, lembrando que escapesos@msc para diversos

patossistemas envolvendo a murcha bacteriana;

3. Inocular plantas uniformes, vigorosas e sadiasddsdlafisiolégicas
diferentes de plantas de gendtipos distintos leeammascaramento da reacédo do
gendtipo. Por exemplo, plantas velhas normalmedite rsais resistentes que
plantas novas. Essa observacdo € mais relevanésiatencia quantitativa, que é
0 caso que se aplica a murcha bacteriana;

4. Selecionar isolados do patégeno que sejam repatis@st dos locais de
interesse. Com®. solanacearum é umpatdégeno muito variavel, € necessario
gue as plantas sejam desafiadas com isolados shti@aegido para onde a
cultivar se destina, pois assim se tem maior garalet uma resisténcia estavel e
duravel;

5. Usar a concentracdo de indculo adequada. Essantcagdo, que varia
normalmente de f0a 16 UFC/mL, ird depender principalmente da espécie
hospedeira, do grau de viruléncia do isolado, ddedda planta e do método de
inoculacéo a ser usado;

6. Usar um método adequado de inoculacédo que, deacond a idade da
planta e a concentragdo de inéculo, permita dit@aeros gendtipos resistentes
dos suscetiveis. Este método deve se aproximaaaonm do modo de infec¢éo
natural (Ver Tabela 1);

7. ApOs a inoculagdo, expor as plantas a um ambieaterdvel a
manifestacdo da doenca. A murcha bacteriana regumanutencdo de solo
bastante imido. Temperaturas devem estar na adlike 20 °C a 40 °C, sendo
o ideal em torno de 30 °C durante o dia. Em casaodes frias, deve-se instalar
aquecedor com termostato com acionamento automatiando a temperatura
atingir 20 °C;

8. Usar testemunhas suscetiveis (que servirdo parprowar o sucesso da
inoculagdo) e testemunhas resistentes (para aéearmétodo de inoculagao ndo
é excessivamente drastico). E essencial que a olegia permita diferenciar
claramente os genétipos resistentes dos suscetiveis

9. Usar escala de notas que permita clara diferenciagtre os
graus/niveis de resisténcia. De preferéncia, avaliancidéncia de plantas
murchas em leituras sucessivas. Analise estatiddeea ser realizada com base
na area abaixo da curva de progresso da doencm deitara Unica que tenha
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diferenciado melhor os gendtipos em termos detéegim. Em caso do uso de
escala de notas, esta deve ser quantitativa pasibpitar andlise estatistica
precisa. Se necessario, fazer transformagdo desdde@cordo com a instrucdo
de um estatistico;

10. Realizar analise estatistica adequada. Normalnmntesam testes de
agrupamentos que separam os individuos resistdogesuscetiveis. Em caso de
0 numero de gendtipos avaliados ser muito grandeanéade 30), ndo se
recomenda o teste de separacdo de médias (TukegabuKruskall-Wallis), e
sim 0s que separam 0s genétipos das testemunhas€fuou em grupos de
reacdo a doenca/patdgeno (Scott-Knott).

Tabela 1. Exemplos da combinagdo da concentracdo de indcutodo de
inoculacdo e idade da planta na efetividade* daarsgfo entre gendtipos
resistentes e suscetiveis & murcha bacterianareateio.

Plantula (“seedling™) Planta adulta

Quebra de resist.

Concentracéo de | Método drastico Método suave Método dréastico Métodesuave
inéculo
++ + ++ +
1¢° Algum escape Escape Possivel escape | Escape
+++ ++ ++ +
10’ Possivel escape Possivel escape | Escape
+ +++ +++ ++
10°

Possivel escape

*: Efetividade relativa da metodologia: +: poucetefa; ++: efetividade média; +++: muito efetiva.

7. Métodos para inoculacdo de plantas com o compxR.
solanacearum

Métodos drasticos —Insergdo no caule de palito contaminado na colénia
bacteriana, injecdo da suspenséao de in6culo bachéetamente nos vasos, corte
do limbo e peciolo da folha com tesoura contamiradauspensédo de indculo;

Métodos intermediarios —Mergulhia de raizes em suspensdo de indculo,
suspensdo de indculo vertida no solo apés ferimeat® raizes com faca,
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pulverizacdo com suspensao de indculo das raizessts ao se arrancar as
mudas das células, plantio no campo de mudas measi

Métodos suaves Plantio de mudas sadias diretamente em campdadfgs
embebigdo das sementes em suspenséo bacteriandag@m da parte aérea com
suspensao de indculo.

8. Consideracoes finais

Embora muitos esforgcos tenham sido despendidos@upetentes equipes
de pesquisa nas Ultimas décadas para a obtenc&altdares resistentes a
murcha bacteriana, os avancos tém sido muito leAtageguir, sao listados os
gargalos mais importantes encontrados nesseshoshal

 Tremenda variabilidade do patdégeno que, na verdaie € um
patégeno, mas um complexo de espécies capaz dar aaa vasta
gama de plantas hospedeiras. Esta caracteristiGadiéadora da
dificuldade de se obter controle por meio de mell@nto genético.

» A resisttncia é de controle genético complexo, rotada
gquantitativamente e fortemente influenciada peldiante, tais como
temperatura e umidade do solo.

» A selecao é dificil, pois o ambiente dificulta deséo eficaz em
populacdes segregantes. E comum se ter plantassgdomas em
genotipo resistente e plantas sem sintomas emiges&uscetiveis (dai
a necessidade de se dispor de metodologia adepaeala avaliacao).

» Presenca de genes de resisténcia ligados a gelesgjaveis, tais como
ciclo muito longo (em batata) e frutos pequenosresiseis a rachaduras
(em tomate).

» Fontes de resisténcia do tipo isolado-especifiga,rgquer programa de
melhoramento com a¢des regionais (melhoramentomizido).
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Raquitismo da Soqueira: a Realidade da Acao
de um Discreto Agente Nocivo em Canaviais
Brasileiros
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1. Introducao

A cana-de-acUcar é provavelmente originaria da fBanes, 1964) e foi
introduzida no Brasil em 1522 por Martim Afonso $euza (Fernandes, 1990).
As condicdes edafo-climéticas favoraveis ao dedemwento contribuiram para
a expansao da cultura para engenhos situadosamal ldo pais e estados do
Centro-Sul, tornando o Brasil lider mundial comdugio na safra 2015/16 de
665.586,0 milhdes de toneladas e area cultivad®.684,2 mil hectares. O
crescimento foi de 4,9% em relagcdo a safra ant¢@ompanhia Nacional de
Abastecimento-Conab, 2016).

Nesta safra, o ranking de produtores de cana-dmadirasileiros teve a
lideranca do estado de S&@o Paulo. Representantegida Nordeste, ocuparam
a sexta e sétima colocacéo (Tabela 1).

Diante do exposto, € expressiva a diferenca daugixadiade agricola
nordestina em relacdo aos outros estados brasileia@s bem colocados na
sequéncia de classificacdo. Este fato se deves entros motivos, a incidéncia
de problemas fitossanitarios na cana-de-acUcars#@oeagravados pelo cultivo
em é&reas de baixa fertilidade e baixa pluviometfiau mé distribuicdo de
chuvas.
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Tabela 1. Ranking dos maiores produtores da cultura da deraglcar no
Brasil-Safra 2015/2016 (CONAB, 2016).

Ranking nacional Progugéo Area Plantada Produtividade
Mil T) (Mil Ha) (TCH)

S&o Paulo 367.587,6 4.498,3 81,7
Goiés 73.190,5 885,8 82,6
Minas Gerais 64.932,4 866,5 74,9
Mato Grosso do Sul 48.685,4 596,8 81,6
Parana 41.286,1 515,7 80,1
Alagoas 16.193,4 323,6 50,0
Pernambuco 11.349,0 254,2 447
Brasil 665.586,0 8.654,2 76,9

As doencas mais comumente registradas em canaviagestinos séo
carvao §oorisorium scitamineum), nematosesVeloidogyne spp. ePratylenchus
sp.), escaldadura das folhaXafthomonas albilineans), ferrugem marrom
(Puccinia melanocephala), ferrugem alaranjadaPgccinia kuehnii) e pelo
advento da mecanizacdo agricola em areas de plantppdriddo vermelha
(Colletotrichum falcatum).

A maioria destas doengas apresenta sintomas aspecid que facilita o
diagnéstico, porém, o raquitismo da soquelir@fgonia xyli subspxyli — Lxx),
ndo apresenta especificidade, sendo este fato tamper para a pronta
disseminacéo desta bactéria em areas de cultivcardade-agtcar no mundo.

2. Histérico do raquitismo da soqueira (RSD) em camde-
acucar

O raquitismo da soqueira, também conhecido por RS&oon Stunting
Disease) foi detectado pela primeira vez na Auatr@ueensland) em 1944,
numa primavera seca. Na época, canaviais cultivados a variedade Q28
apresentavam soqueiras subdesenvolvidas, fato aie fréquentemente
observado por técnicos e pesquisadores. A aus@ecisintomas especificos
dificultou estudos de associa¢éo de um possivégpab associado aos tecidos
nas plantas, o que ocorreu através de experimamoduzidos ao final da
década de 40 (Steindl, 1949).
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O relato da doenca coincide com a producao dedoibrile cana-de-agucar
por cruzamentos entr@accharum officinarum e S. spontaneum, na década de
1940. Portanto, o surgimento do raquitismo da sogyede ter sido favorecido
pela intervencdo humana, através da criacao dosldgbgenitores da maioria
das variedades atuais de cana-de-agUcar comdsoimhley et al., 2006).

Inicialmente se creditou a etiologia do RSD a urnussi pelo fato do
patégeno nao ser facilmente cultivado em cultura pupor ser disseminado
rapidamente através dos instrumentos de corte dimsos. De acordo com
Cardoso (1986), extratos de folhas das plantas dilafdos 25000 vezes e ainda
assim infectavam plantas sadias. A doenca foi derama de “Q28 disease”
(Brumbley et al., 2006) e as duavidas em relacdooaganismo envolvido
perduraram durante muitos anos.

No Brasil, o RSD foi registrado pela primeira van 4956, na Estacdo
Experimental de Campos dos Goytacazes, por Fred¥eiga (Segato et al.,
2006) que utilizou em plantas sadias o in6cularagdd de plantas mal
desenvolvidas, que apresentaram o mesmo mal dégemeoto no campo
(Veiga, 1956).

Apesar de Gilaspie et al. (1973) terem visualizahe microscopia de
contraste de fase células bacterianas colhidasldio ce xilema de plantas de
cana doentes, apenas em 1980, Davis et al. (1#98@gguiram isolar Lxx em
meio de cultura. Na sequéncia, prosseguiram coreste tde patogenicidade
utilizando oito isolados da bactéria de diferentasses, inclusive do Brasil,
evidenciando o mesmo comportamento na variedadé-C@4.

A bactéria inicialmente foi classificada coi@tavibacter xyli subspxyli por
Davis et al. (1984) e posteriormente foi reclasada por Evtushenko et al.
(2000) comad_. xyli subspxyli. Esta classificacdo foi confirmada por Young et
al. (2006), que trabalharam com 105 isolados ra@adia andlises com os
marcadores BOX e ERIC (Brumbley et al., 2006).

O primeiro nome da bactéria foi em homenagem amgiro descritor do
géneroLeifsonia, Einar Leifson que descreveulaifsonia aquatica (Reddy et
al., 1983).

Esta doenca é reportada em pelo menos 61 paiséstqnes de cana-de-
acucar no mundo e esta distribuida em todos odassfaodutores da cultura no
Brasil (Tokeshi & Rago, 2005).
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3. Etiologia

Leifsonia xyli subsp.xyli € uma bactéria Gram-positiva, corineiforme, nao
movel, aerobica obrigatéria e restrita ao xilemas ddantas. As células
bacterianas sao bastonetes pleomoérficos (Figurandglindo de 0,25 - 0,5 um
por 1 — 4 um, sendo retos ou levemente curvos g@wmente dilatados nas
pontas ou no meio (Cardoso, 1986).

O crescimento de Lxx em laboratério ocorre de nraneiuito lenta e
somente em meios de cultura ricos em nutrientesélainen et al., 2000),
levando de 10 a 15 dias para o aparecimento deiaslé mais de trés semanas
para o crescimento razoavel em meio de culturaddquiEm meio sélido, as
colénias apresentam um aspecto nao pigmentadowacifDavis et al., 1984).

A espéciel. xyli compreende duas subespéclestyli subsp xyli e L. xyli
subsp cynodontis (Lxc), sendo ambas patogénicas a gramineas. Natent
Lxx sO6 ataca naturalmente a cana-de-acUcar e daec#iv é assintomatica
(Haapalainen et al., 2000).

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura ldg@fsonia xyli subsp.xyli. A.
Aspetos do aglomerado de células bacterianas aadenfil5000 X; B. Células
isoladas, formato corineforme caracteristico ememimde 20000 X (Gagliardi,
2003).

O genoma da bactéria € composto por um cromossamaac com 2,6
milhdes de pares de bases. Apresenta 2.351 gemesjudis 13% (307 genes)
sdo pseudogenes, truncados e incompletos, aléih segbiéncias de insergdo ao
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longo do cromossomo, upperon codificante de rRNA e 45 genes codificantes
de tRNA (Monteiro-Vitorello, 2004).

Esta bactéria é restrita aos vasos de xilema &ig@yr se limitando aos
elementos dos vasos, parénquimas e lacunas (Ka@m&ab Jr., 1980) e em
condi¢Bes de estresse hidrico obstrui a translocdedagua e nutrientes para a
planta (Teakle et al., 1973).

N@ nlisosss &t @ koo SO IS Sig
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Figura 2. Cortes de uma planta saudavel (A) e de uma piaftatada (B)
mostrando os vasos do xilema ocupadod pifgonia xyli subspxyli.

4. Sintomatologia da RSD

Leifsonia xyli subsp.xyli é considerada um patégeno oculto, ja que o0s
sintomas provocados em cana-de-acucar sédo discqetasdo comparados aos
sintomas causados por bactérias necrogénicas (vwivtitorello et al., 2009).

No Nordeste brasileiro, onde as condi¢cdes de cuttev cana-de-acicar nem
sempre séo favoraveis ao desenvolvimento da cultluRSD pode apresentar
maior severidade.

Comumente, plantas doentes apresentam-se raquitmasporte reduzido
crescimento retardado e encurtamento dos entréngsré 3). Esses sintomas
podem ser agravados ou mascarados de acordo caspamibilidade de agua
para a planta, idade, gendtipo e tipo de solo f@ns 2004). Em anos mais
secos, € comum observar esse comportamento daasplparém na auséncia de
déficit hidrico, estes sintomas ndo séo facilmeatdicaveis (Tokeshi, 1997).

Plantas suscetiveis e maduras podem mostrar interta algumas
pontuacdes ou virgulas na regido nodal (Figuraed¥aloracdo laranja claro a
vermelho escuro, que corresponde a reagdo da @lantdtiplicacdo da bactéria
em seus tecidos (Metzler et al., 1997; Tokeshi &da005). Na realidade,
nenhum sintoma interno ou externo de RSD tem pdidgnostico, por ndo ser
especifico para a doenga (Comstock et al., 1997).
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De maneira geral, os sintomas sdo mais pronunciadgssocas, onde
ocorrem muitas falhas de brotagdo ou emissdo deopoperfilhos raquiticos,
fazendo com que a renovacdo do canavial ocorrardeafantecipada (Young &
Brumbley, 2004). Esse fato foi considerado quandip@nca foi denominada
como “raquitismo da soqueira” ou “raquitismo daqusgiras”. Adicionalmente,
esses sintomas sdo confundidos com problemas asgtlificultando assim o
correto diagnéstico correto e causando grandesigele produtividade.

Figura 3. Comparacédo entre duas plantas em campo mostradiderenca de
desenvolvimento de uma planta sadia (maior porti) @ma planta infectada por
Leifsonia xyli subsp.xyli (planta menos desenvolvida). Os genotipos utiizad
para este estudo foram: A. RB763710; B. SP79-1G1B8008 e D. SP78-4764
(Chaves et al., 2002).
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Figura 4. Pontuagbes e virgulas na regido nodal de colorkgaaja claro a
vermelho escuro em colmos maduros, evidenciandeagao da planta a
presenca da bactéria (Tokeshi, 1983).

5. Importancia econdmica

RSD é considerada uma das mais graves doencaa patara de cana-de-
acucar, sendo a mais importante (Davis & Baile@020causando prejuizos em
média de 30% na produtividade, dependendo do gendétiltivado e condicbes
hidricas, podendo infectar até 100% do canaviab¢Bbo & Santiago, 2007). A
doenga esta presente em todas as regides de caditieana-de-agucar, sendo
uma das mais importantes economicamente no muraag & Bailey, 2000).

Na Flérida, Dean e Davis (1989) estimaram perdasiarvariando de 5 a
15%, o que representou cerca de U$ 36,8 milhdesaifna 1988-89. Na Australia
estas perdas chegaram a 10 a 20 milhdes de dd&ilaremo, e no Brasil,
pesquisas mostram que entre os anos de 1975 a@éo26freram prejuizos de
mais de U$ 2 bilhdes no estado de S&o Paulo peldéimcia da bactéria em
canaviais (Tokeshi & Rago, 2005).

Em experimento realizado em Macaé-RJ, onde seisdaates de mudas de
cana-de-acUcar (CB 46-364, CB 45-3, CB 49-260, @Q €P 51-22 e NA 56-
79) foram tratadas termicamente e comparadas cosasrinoculadas com Lxx,
observaram-se reducgfes significativas de prodailédvariando de 4 a 14
ton/ha (Chagas & Matsuoka, 1988).

Estudos conduzidos por Chaves et al. (2002) moddifarengas expressivas
no desenvolvimento de 10 variedades comerciaisada-de-acucar inoculadas
com Lxx e plantas sadias (Figura 3), que resultazamaté 25% de perda de
produtividade agricola para plantas com a bactrios
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Além de reduzir a produtividade agricola da canaglear, o RSD reduz o
nimero de cortes em talhSes altamente infectadds, gpmprometimento do
crescimento das plantas (Rosa, 2006).

6. Disseminacao

A disseminacao da Lx& antropica, ocorrendo através do corte do canavial
onde a seiva de uma planta infectada entra emtoarden plantas saudaveis. De
acordo com Dauvis et al. (1988) populacées deéntxe 16 a 10 células/mL no
fluido vascular sdo capazes de disseminar o pabogdravés implementos
agricolas, tais como plantadoras, colheitadeifas@es de corte, por ocasido do
plantio e da colheita da cana, aumentando consiglenante as perdas no
campo.

A contaminacgdo de rebolos é a principal forma dseininagdo da doenca
em longas distancias. Os principais veiculos fadtires desse evento séo os
implementos agricolas, veiculos de mecanizacédog d@ préprio trabalhador
rural. De acordo com Gatti (2008), o transito ddmos infectados por
carreadores pode ocasionar a infeccdo de colmassgaelo contato com colmos
doentes.

Em experimento conduzido na Africa do Sul, plantisentes foram
cultivadas a 2 m de intervalo de plantas sadias, campo livre da doenca. Na
colheita, instrumentos de corte ndo foram desiaflest e isso causou uma
frequéncia de 63% da doenca na socaria (Comst@9§ titando Andnimo,
1990/1991).

A simples passagem de uma colheitadeira por taudefectada pode
transmitir Lxx de 4 a pouco mais de 7 m em umaalidé plantio da cana (Hoy,
1999). O advento da intensificacdo da mecanizagéicada no Nordeste € um
fato preocupante para produtores e técnicos do setwoalcooleiro em fungéo
de um provavel aumento das areas infectadas. Aimcobrevive nos tecidos
da planta de um ciclo para outro, nas coroas eariso@Giglioti, 1997).

7. Controle do RSD

A utilizacdo de mudas sadias para o plantio € endode controle mais
utilizada para o controle do RSD. O tratamento igsrde rebolos deve reunir o
binbmio temperaturaversus tempo de forma harmoniosa. Por esta técnica,
rebolos sdo imersos em agua quente por determieagmo, com 0 objetivo de
destruir as proteinas e enzimas da bactéria, sejudpar os toletes. Os
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tratamentos térmicos mais comuns sdo o trataménttcdo curto (TTC), 52°C
por 30 minutos (Copersucar, 1989) e o tratamemtni¢é longo (TTL) de 50°C
por 2 horas (Damann & Benda, 1983).

Os cuidados com o equilibrio entre temperaturagiea @o tanque e tempo
de imersdo dos rebolos é muito importante, poisemes decorrentes deste
processo incorrem em comprometimento da sanidadenaterial tratado ou
aumento de falhas de brotacdo das gemas.

Tanto o TTC quanto o TTL ndo eliminam por completobactéria,
apresentando “escapes”’. Comumente, ocorre a ndadeside realizar
novamente o tratamento de rebolos dos viveiros, gae o produtor tenha mais
seguranca em relacdo a sanidade do material (§té®itd). O TTC, por ser
mais rapido, é mais utilizado nas unidades prodstde cana-de-aglcar (Benda,
1994).

Apesar da utilizagéo do tratamento térmico ser dasamelhores opgdes no
controle do RSD, esta € uma operagédo trabalhosanesempre seguida pelos
produtores (Fernandes Jr. et al., 2010), principaten no Nordeste brasileiro,
onde a maioria das usinas parece esquecer a maissie formacéo de viveiros
com mudas sadias para alavancar a produtividadieosge industrial.

Os instrumentos de corte da cana devem ser desitdésscom produtos a
base de aménia quaternaria, solucdo de acidoicoesiletanol 50% (Steindl,
1961; Teakle, 1983; Gillaspie Junio & Teakle, 198@)utilizando o calor pelo
método fisico (Figura 5).

A desinfeccéo de laminas de corte manual ou memdmideve ocorrer tanto
para areas de viveiros como também em areas diéopl@mercial. Esta técnica
deve ser repetida no minimo para cada corte dédadlu lote, ou para cada
variedade que estiver sendo colhida dentro dos ogsm

O uso de mudas meristematicas ou calos embriogérociginados de
diferenciacéo celular também pode ser adotada fpamacdo de viveiros em
unidades produtoras de cana-de-aclUcar (Hoy eR@D3), porém, o elevado
custo das mudas, além dos cuidados com a manutelec&iiveiros primarios
parecem limitar o plantio deste material no cantperéld, 1992).

A resisténcia genética de gendtipos ao RSD seéardca mais desejada por
produtores e pesquisadores do setor canavieirénpexiste maior dificuldade
na selecdo de variedades resistentes em funcadicadaéde no diagndstico
rapido e eficiente da doenca (Comstock & LentifD2).
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Figura 5. Adaptacdes de flambadores para desinfesta¢éo tdenmentos de
corte através do método fisico (calor).

Estudos relacionando o controle biolégico atravesdctérias endofiticas
foram conduzidos por Carneiro Jr. et al. (2006a@amaliar a sanidade e vigor de
mudas micropropagadas de cana-de-agUcar e inosulama Lxx em cana
planta. Os resultados mostraram que ocorreu umacdad de tolerancia ao
raquitismo, pois foram observadas reacdes soroyEsiho patdbgeno e aumento
de produtividade agricola. A bactértderbaspirillumn seropedicae estirpe
SmR1, mostrou-se um controlador bioldégico potenaialolonizagdo de Lxx
baseando-se em evidéncias indiretas, como no aardanmassa dos colmos e
com tendéncia a maiores rendimentos de producazéSa012).

8. Diagnostico do RSD

Na prética, o diagndstico de RSD néo é facil, emsequéncia da auséncia
de sintomas externos especificos (Gagliardi, 2008).

Por esta dificuldade, varias técnicas foram dedeit\as para diagnosticar a
RSD, como microscopia, testes sorologicos, respasthuzidas no hospedeiro e
testes baseados na analise do DNA (Dias, 2012)scbllea do método vai
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depender de varios fatores como a finalidade engigé&los resultados, ja a sua
eficiéncia é dependente da distribuicdo e concgirala bactéria na planta
(Grisham et al., 2007).

A reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) coivaic usando
primers especificos tem sido o método mais sensivel usadietec¢éo de Lxx
(Gao et al, 2008). Grisham et al. (2007) adaptamssa técnica para
qguantificacdo precoce da bactéria em tecidos deadolde trés variedades
inoculadas ou ndo de cana-de-acUcar e com difsrgndeis de resisténcia, com
base em primers desenhados a partir da regidoifie3n@l transcribed spacer)
do patégeno. O método detectou a bactéria em plaota trés meses de idade
apos a inoculacdo. Contudo, a PCR néo fornece istimativa precisa da
qguantidade da bactéria presente no material adalisaecessita da visualiza¢éo
de amplicons em gel de agarose. Os autores tambélisagam as mesmas
amostras por TB-EIA (tissue blot enzyme immunogseagoncluiram que esse
teste s foi capaz de detectar a bactéria apésmafdo de colmos maduros,
cerca de sete meses apdés o plantio.

Ao contrario, a PCR em tempo real, apresenta &ltesilsilidade, o que
permite quantificar o patbgeno em material vegetah base na relacdo entre
valores de Ct (ciclo limite, ou threshold) e de midades conhecidas de massa
de DNA do organismo alvo (D’Haene et al., 2010).

Carvalho (2012) desenvolveu um protocolo para gétee quantificacédo de
Lxx por PCR quantitativo em tempo real e avaliobaatéria em plantulas de
duas variedades inoculadas, baseadas peimers concebidos a partir de
sequéncias gendmicas Unicas da bactéria. O resulmdnsaio de deteccao e
monitoramento em planta mostrou-se eficiente e a@fipe em detectar
precocemente 0 patégeno em amostras com baixoo tihdcteriano,
principalmente por se tratar de uma bactéria fiastide de dificil diagnose.

O Dot-Blot EIA (dot-blot enzyme immunoassay) (Haos & Davis, 1986)
€ uma técnica soroldgica de deteccdo do patdégenareostras de seiva do
xilema muito utilizada em levantamentos da doemga@&naviais por todo Brasil
(Chaves et al., 2002; Gagliardi, 2008; Ponte, 2@#ijza, 2011). O nivel de
deteccdo deste método foi estimado em 2 % clulas bacterianas/miL E
considerada uma técnica relativamente acessiveleemos de custo, além de
apresentar a vantagem de conferir resultados ragidiiretos, sem a necessidade
de equipamentos especiais. Esta € uma técnica ppeseata sensibilidade
suficiente para orientar produtores e técnicos panacessidade do tratamento
térmico do material propagativo, mesmo sendo mesessivel quando
comparada com a imunofluorescéncia e ao PCR (CGardé@nior et al., 2004).
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Segundo Davis et al. (1988), populacdes de erire 16 a 10 células
bacterianas/mL no fluido vascular s&o determinap&® a disseminacdo do
patégeno em canaviais, aumentando as perdas agridekiste uma relacao
entre a concentragdo da bactéria nos vasos deaxiéeeim comportamento de
resisténcia ou suscetibilidade do genétipo no cathfaorison e Davis, 1988),
fato que motiva a aplicacéo de técnicas para d&lgoed por pesquisadores, com
a finalidade de gerar recomendacfes de manejastaiaradequados e instalacdo
de viveiros para producédo de muda sadia.

9. Analise de levantamentos do RSD em estados nordests e
do centro-sul do Brasil

Apesar do raquitismo da soqueira ser consideradanpios pesquisadores
como a doenca que causa mais problemas a cultureamide-acucar, os
levantamentos para deteccdo da bactéria em plastioerciais e em viveiros
ainda é pouco realizado em muitas regides canasien Brasil.

Em pesquisa realizada no Nordeste, Chaves et@2jZonstataram altos
indices de infecgdo por Lxx em cana-planta, naedades SP77-5181 (52%) e
SP79-1011 (18%) em canaviais pernambucanos. Nesemon estudo,
variedades comerciais mais utilizadas na época é@ambapresentaram
comportamento semelhante em areas cultivadas adcesto Rio Grande do
Norte. Os genétipos SP70-1143 e SP79-1011 apresentafeccdo de 12 e
11%, respectivamente, quando analisadas pela &ct@cDot Blot EIA. De
acordo com Sanguino (1998) a cada 1% de infeccaderena ocorre
comprometimento de 0,4% da produtividade agricolaahavial.

Altos indices de infeccao bacteriana foram novdenemgistrados na
variedade SP77-5181 (23%) em plantios de canadleaagno noroeste do
Parana (Marcuz et al., 20009), corroborando com estudos citados
anteriormente.

Gagliardi & Aranha (2009) comparando seis variedadie cana-de-acUcar
por 3 cortes, inoculadas com diferentes concengsaci® células bacterianas e
suas respectivas testemunhas, observou que RB8&ptdgentou diminuicdo de
produtividade em torno de 26% por ocasido da Ultootheita. Esta € a
variedade de cana-de-aglcar mais plantada no Becasilumente resistente a
muitas das doencas incidentes na cultura, inclusivéerrugem alaranjada
(Puccinia kuehnii) que chegou recentemente aos canaviais brasil&sbs fato
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remete & necessidade de cada vez mais seremdddizaveiros com mudas
sadias nas unidades produtoras.

Levantamentos mais recentes e ainda ndo publicannygjuzidos pela
Estacdo Experimental de Cana-de-aglcar de Cagooadenados pela presente
equipe mostram que na Paraiba, das 58 areas d® aldtcana-de-aglcar 57%
estavam acometidas pelo raquitismo da soqueirar®es gendtipos que foram
avaliados, destacam-se RB867515 que chegou a ammesem algumas
amostragens 12% de Lxx, RB92579 com 11% e RB868t&99% da bactéria
no caldo de xilema. O diagndstico da doenca fdiza&do através da técnica de
Dot Blot EIA. Estas variedades sdo bem consideradaplantios comerciais de
cana-de-acUcar no Nordeste nas Ultimas safras.

Ponte et al. (2010) avaliaram a incidéncia da bactém areas de
multiplicagdo da cana na regido do Espirito Saméste mineiro e sul da Bahia,
por dois anos, por meio de deteccdo sorolégicansta@ram que em 2003,
pouco mais de 65% dos talhGes amostrados estavfectaiios com Lxx. Os
autores observaram ainda que a incidéncia médieermom de cana planta
(4,8%) para a cana de quinto corte (10,3%). Nosatuinte, 70% dos talhdes
amostrados apresentaram reacdes positivas a Leamearaior incidéncia média
em cana-planta (18%), confirmando que o materiapggativo utilizado na
renovacdo dos talhdes amostrados foi obtido de @ampmerciais com alta
incidéncia da bactéria.
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1. Introducao

Bactérias fitopatogénicas s&@o responsaveis por aperdcondmicas
significativas em culturas lenhosas, plantas hddfc e ornamentais. Sao
denominadas como emergentes aquelas que sdo dagcapenas em
determinadas &areas e no ambito de programas déicagao, em diferentes
regides (Lopez, 2010).

A histéria da patologia vegetal esta intimamergada a doencas de plantas
por ter mudado o curso da histéria humana. A fhdtédatata na Irlanda devido a
requeima resultou na fome e morte de milhdes dsopese uma das migracdes
humanas mais influentes na histéria. Outras doedegslantas tém impactado
na qualidade de vida nas indmeras formas. O adwmtfungicidas, o uso de
sementes sadias, a resisténcia do hospedeiroggeovblvimento de um grande
nimero de outras técnicas, tem diminuido o impdetdoencas de plantas. No
entanto, impressionantes avangos nos meios deptmdes rapidos ndo so
aumentaram o comércio mundial e a migragdo humanas também
aumentaram o risco para invasfes antropicas deygaié de plantas. Como
consequéncia, e possivelmente agravada pela mudargiana, muitas doencas
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contemporéneas estdo emergindo como ameacas anaoagricultura e a
seguranca alimentar. Estas doencas ndo s6é sao esiesyge importantes na
producdo mundial de culturas, mas também repraseriszos graves a nivel
local, especialmente em pequenas propriedadesatsaspem desenvolvimento
(Subbarao et al., 2015). Nesse contexto, a presemigio teve o objetivo de
relatar algumas bacterioses emergentes de imp@t@oonémica ocorrentes no
Brasil.

2. Clorose variegada dos citrus Xylella fastidiosa

A bactériaX. fastidiosa(Wells et al.) tem se tornado umas das bactérias
fitopatogénicas mais importantes para agricultsmdyetudo no Brasil, onde tem
causado doencas em culturas de valor econdmices@&mativo ao pais, a
exemplo do caféCGoffea arabical..) e citrus Citrus aurantiumvar. dulcis L.),
tendo sido detectada pela primeira vez em 1987estzlos de Minas Gerais e
Sdo Paulo, ocasionando uma doenca denominada des€l¥ariegada dos
Citrus (CVC) (Rossetti et al., 1990). Posteriormeeffbi relatada no Nordeste do
Brasil, no ano de 1996 em pomares do municipio aguBn em Sergipe e no
ano seguinte, na Bahia em pomares comerciais agjdatloce nos municipios de
Rio Real e Itapicuru (Miranda et al., 2009; Sariitiso et al., 2010).

Plantas de citrus afetadas pela CVC apresentamseldoliar semelhante a
deficiéncia de zinco, que se inicia na parte sope&ia copa (Figura 1A). Na face
abaxial das folhas, correspondentes as manchaétick da face adaxial,
desenvolvem-se pontuagfes pequenas, de cor malamnague podem se tornar
marrom escuro ou mesmo necréticas (Lee et al.,)199doenca causa redugéo
do tamanho dos frutos, casca endurecida, maturpggmce, ocorrendo em
pencas de 4 a 10 frutos, o que € atipico.

Xilella fastidiosaé uma bactéria Gram-negativa, fastidiosa, habitante
vasos do xilema e que geralmente possuem célulamna de bastonetes e
com parede celular ligeiramente ondulada. Suasasghwssuem em torno de 0,2
a 0,5 um didametro por 1 a 4 um de cumprimento.eSaimento da planta € mais
lento, ocasionando morte dos ponteiros e qued#ottess (Agrios, 2005). Apbds
penetrar em seu hospedeiro, espalha-se sistemitapelnos tecidos vasculares
xilematicos, podendo causar doencgas e perdas e@a®em varias espécies de
plantas cultivadas. Atualmente, a distribuico aésictéria no mundo vai desde
0 continente americano (Hopkins & Purcell, 2002§ a continente europeu,
visto que recentemente, em outubro de 2013 foindisticadoX. fastidiosa
como agente patogénico em oliveiras no sul daajtéentificando-se a estirpe
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CoDIRO (X. fastidiosasubsp.paucasubsp. nov. Schaad) como a responsavel
pela doenca —Complesso Del disseccamento rapido dell’olivgCoDiRO)
(Carlucci et al., 2013; Pereira, 2015). Seguné®8A (2015), mais de 8.000 ha
de oliveiras foram destruidos, e quase 21.000a esn quarentena.

No Brasil, a doenca afeta culturas de interesseemmab, como ameixeira
(Prunus salicinaLindl.), laranjeira Citrus sinensid..) e cafeeiro (Chang et al.,
1993; French & Kitajima, 1978; Paradela Filho et &4P95); plantas daninhas
como 0 apaga-fogo Alternanthera tenellaColla), braquiaria Brachiaria
decumbensStapf. Prain.), capim-colchadigitaria horizontalis Willd), entre
outros (Lopes et al., 1999), além das plantas oentais vinca Catharanthus
roseusl.) e o hibisco fflibiscus schizopetalu®yer) Hook.) (Ueno et al., 1998).

Em condi¢Bes de camp, fastidiosapode ser transmitida planta a planta
apenas por meio dos insetos vetores, familias @el@e e Cicadellidae
(subfamilia Cicadellinae), ou ainda, através de de material vegetativo
infectado (Agrios 2005; Lopes, 1999), sendo umrfatgportante, sobretudo, na
disperséo a longas distancias.

Atualmente s&do propostas cinco subespécieX.dmstidiosaintimamente
relacionadas ao tipo de hospedeiro que colonizamccs elas:X. fastidiosa
subsp.fastidiosa X. fastidiosasubsp.multiplex e X. fastidiosasubsp.pauca
(Schaad et al., 2004X. fastidiosasubsp.sandyi(Schuenzel et al., 2005)>
fastidiosasubsptashke(Randall et al., 2009).

Diversos trabalhos concluiram que a técnica de RGRe comparar com 0s
demais métodos, € sempre a mais eficiente, na sprecta diagnose,
principalmente, devido a sua capacidade de detectpresenca da bactéria
mesmo quando em baixas concentra¢des na plarfta (G bactérias/mL), o
que permite a detecgdo mesmo em plantas assintasiatiom um diagndstico
relativamente rapido e seguro, sem a presencaagéas inespecificas, sendo,
portanto, mais sensiveis que os sorolégicos (Miesgm et al., 1994; Nunes et
al., 2006).

No Brasil, 0 manejo é feito quase que exclusivameont meio da poda dos
ramos sintomaticos, uso de material vegetativo osadim certificacdo e,
sobretudo controle de insetos vetores. Uso de slermi/variedades tolerantes a
X. fastidiosaem citrus, como algumas espécies de limoeiro Baifiangerina
(Silva, 2013).
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3. Cancro bacteriano da videira — Xdnthomonas campestris pv.
viticola

O cancro bacteriano da videira, causado Xanthomonas campestris.
viticola Nayudu (Dye), € uma das mais importantes enfedB®lara regido
Nordeste do Brasil, sendo responsavel por dancsrae\e representando alto
potencial de risco ao desenvolvimento da viticaltnacional. Sua ocorréncia
esta limitada aparentemente ao Brasil (Lima et1899; Malavolta Jr et al.,
1999), india (Nayudu, 1972) e Tailandia (Buensant2@04). No Brasil, foi,
primeiramente, relatado em 1998 nos estados daaB&srnambuco e Piaui
(Lima et al., 1999) sendo, posteriormente, observad Ceara (Freire &
Oliveira, 2001), Goias (Junqueira et al., 2006)n&si Gerais (Junqueira et al.,
2006; Marques, 2007), Parana (Tomaz et al., 2(Rdjaima (Halfeld-Vieira &
Nechet, 2006) e S&o Paulo (Rodrigues Neto et @L12 No entanto, a doenga
foi erradicada da maioria desses estados, estaedere atualmente apenas na
Bahia, Ceara, Pernambuco e Roraima (Instrugdo Niwanb® 59/2013; Brasil,
2013).

O patégeno apresenta células em forma de bastoGrE®s-negativos,
medindo 0,6 x 1,2-2,5 um, ndo encapsulados e possaoeflagelo polar. Produz
colénias arredondadas, brilhantes com bordos éisibes coloracdo esbranquicada
em meio agar-nutritivo, devido a ndo producdo detoraonadina (pigmento
caracteristico das bactérias do généamthomonas(Chand & Kishum, 1990;
Nayudu, 1972). Seu crescimento 6timo em meio deireubcorre entre 27 e 29
°C, pH 7,5 e concentracéo de até 3% de NaCl (Nastoret al., 2005).

Em plantas infectadas, os sintomas manifestamrmggalmente, nas folhas,
como pontos necroticos de 1 a 2 mm de didmetro,aosem halos amarelados,
podendo aparecer proximos as nervuras ou espagadasiperficie foliar e
evoluem para manchas angulares escuras, que @alescausam crestamento e
morte de extensas areas do limbo foliar (Figura M3 nervuras e peciolos das
folhas, ramos e raquis dos frutos, formam-se mandscuras alongadas,
conhecidas como cancros. As bagas sdo desunifoemegamanho e cor,
podendo apresentar lesdes necroéticas. Alcancasihbeona vascular da planta, a
bactéria assume carater sistémico (Lima et al, 208%es, 2006; Nascimento et
al., 2000; Nayudu, 1972).

A disseminacdo do patdgeno ocorre a partir de seditiurais de videira
infectados presentes nos parreirais, que podentragsportados em veiculos,
contentores e aderidos a roupas. As operacdesstadle, desbrota, poda, tor¢céo
de ramos e raleio de cachos também disseminamcéériba devido as injarias
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causadas as plantas (Araujo, 2001; Lopes, 2006)s Appenetracdo, a bactéria
se multiplica rapidamente, colonizando os espagtesdelulares e atingindo o

sistema vascular, sendo transmitida a todos o®8rda planta (Nascimento &

Mariano, 2004). A irrigacdo também atua disseminamdtbactéria, por meio dos

respingos. A longa distanci&. campestrispv. viticola também pode ser

disseminada pela aquisi¢do de mudas ou bacelas$adfes (Aradjo, 2001).

A bactéria tem a capacidade de sobreviver de uho giara outro em
videiras, bacelos e mudas infectadas, epifiticamesh folhas e ramos de
videiras assintomaticas (Aradjo, 2001), em restdtu@is (Nascimento et al.,
2000; Silva et al., 2012), e em hospedeiras alteasm(Peixoto et al., 2007;
Santos et al., 2014a).

A deteccéo e identificacdo de isoladosdeampestripv. viticola pode ser
realizada por meio de testes sorologicos e molezuladradjo et al. (2005)
produziram dois anticorpos policlonais (AC 4558 € A560) com limite de
detecgéo até fOUFC ml-1, os quais podem ser utilizados por meiotebte
ELISA direto. Por meios moleculares, destaca-seGiR,Pcom o0s primers
Xcv1F/Xcv3R e RST2/Xcv3R, os quais amplificam fragrtos de 243 e 340, pb
do genehrpB, respectivamente (Trindade et al., 2007). Analisgdizadas por
meio de rep-PCR, indicaram a existéncia de vaitkue genética entre isolados
de X. campestrigv. viticola coletados nos estados da Bahia, Pernambuco, Piaui
e Minas Gerais (Marques et al., 2007; Trindadd. £2@05).

O manejo do cancro bacteriano da videira deve esdizado por meio da
desinfestacdo de veiculos, maquinas, implementpsp@mentos e material de
colheita, meio destruicdo de material contaminadantrole quimico com
produtos recomendados pela pesquisa, eliminachogpedeiras alternativas da
bactéria, bem como, através da eliminacdo de gaoten sintomas e das
circunvizinhas, incluindo as raizes (Normativa fZ096; Brasil, 2006). Estudos
recentes realizados por Santos et al., (2014b)ersagque o uso do 6leo de
Lippia gracilis Schauer tem potencial para reducédo do crescinienttro de X.
campestrigv. viticola e pode ser uma alternativa no manejo integradmadoro
bacteriano da videira. J& Lima et al., (2016) teftaa acdo de indutores de
resisténcia em mudas de videiras inoculadas Bormampestrispv. viticola,
observaram que mudas tratadas com acibenzolar{8Ametpresentaram
significativa reducao nas variaveis epidemiologdasioenca.
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4. Camisa d’agua e podriddo-aquosa em cebolaBurkholderia
cepacia e B. gladiali

As espécies do géneBurkholderiatém ampla versatilidade nutricional, séo
capazes de metabolizar mais de 200 diferentes sfamtgénicas de carbono,
sendo isolados da rizosfera de inUmeras culturesadas, da agua (incluindo
agua do mar), de solos, de hospitais, além desvaspécies de plantas, animais
e humanos (Parke & Gurian-Sherman, 2001). Estages também ja foram
usadas no manejo agricola (Holmeset al., 19983, paiocontrole (Meyer et al.,
2001) biodegradacao e biorremediacao (Adjei & OL®Q9) e promocado do
crescimento da planta (Perin et al., 2006; Sarntak,&001).

Vandamme et al. (1997), demonstraram que diversmlados da espécie
padrdo do génerdurkholderia cepacigPalleroni e Holmes) Yabuuchi et al.,
possuiam um pequeno grau de hibridizacdo de DNA-DiNéitas vezes abaixo
de 30%. Assim, ficou estabelecido que isoladosalmente classificados como
uma unica espécie poderia pertencer a espécigeriticamente distintas, mas
com grande semelhanca fenotipica. A aquisicao d& BRégeno no genoma de
guase todas as espécies Rlerkholderia € uma das caracteristicas inerentes,
muito rapida e evolutiva, com quase 10% do seu manconstituido de ilhas
gendmicas. A quantidade de genes em plasmideosérsdgs de insercdo e
bacteri6fagos resulta na contribuicdo da plastitédgenotipica e diversidade do
genoma no génerdurkholderig isto por sua vez promove uma extensa
variabilidade genética e fisioldgica (Lessieet 4096; Mahahenthiralingam &
Drevinek, 2006; Tiyo, 2015).

O géneraBurkholderiacompreende bactérias Gram-negativas, com formato
de bastonetes retos ou ligeiramente curvos, apessereacao positiva para a
catalase, possuem um Unico flagelo polar ou um defdlagelos polares de
acordo com a espécie, sdo mesobfilas e ndo espasyladseu metabolismo é
aerébico (Cruz, 2014; Mano, 2011).

O grupo deBurkholderia tem recebido uma atencdo especial devido a
formacdo de um complexo de espécies, comumente acttarde complexo
Burkholderia cepacidCBC) e que é atualmente constituido por 18 espdoie
genomovares) estreitamente relacionadas (Coenyee@01), sendo elas:
Burkholderia ambifariaPalleroni & Homes (CoenyeB. anthinaPalleroni &
Homes (Vanlaere et al.B. arborisVVanlaere et al.B. cepaciaB. cenocepacia
Vanlaere et al.B. contaminans/anlaere et al.B. difusaVanlaere et al.B.
dolosaVemis et al.B. lataVanlaere et al B. latensvVanlaere et al.B. metallica
Vanlaere et alB. multivoransvandamme et alB. pyrrociniaVandamme et al.,
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B. seminalisvanlaere et al B. stabilisVandamme et alB. ubonensi¥abuuchi
et al, B. viethamiensi&illis et al.(Coenye et al., 2001; Mahenthiralingatral.,
2005; Torbeck et al., 2011; Vanlaere et al., 200&)9; Vermis et al., 2006).
Existem fortes evidéncias de que membros do CB@dmtromensalmente em
plantas, numa intima associagdo com as raizeseguinge uma das bactérias
mais predominantes na raiz e na rizosfera (Breidjh ,e1994; Kuklinsky-Sobral
et al., 2004; Nacamulli et al., 1997; Tiyo, 2015).

Dentre as espécies do gén8urkholderiaque afetam as plantas destacam-
se: B. cepaciae B. gladiolli (Burkholder) Young et alA espécieB. cepacia
causa a camisa d’agua em bulbos de cebola, os exeleam, normalmente, um
odor avinagrado. Os sintomas sao visualizados seeT@as mais externas dos
bulbos de cebola deixando aparéncia Umida e coredada (Figura 1C). Esta
doenga pode ocorrer no campo, contudo constatanse nmaior presenca dos
sintomas apés a colheita (Wordell Filho et al., 0®. gladioli causa a
podriddo aquosa da escama escorregadia, a qualeocas escamas mais
internas ou no centro do bulbo (Figura 1D), exmlirodor sulfuroso. Os
sintomas podem ocorrer de forma variavel em seuspeteriros incluindo
degeneracdo do tecido, lesdes enegrecidas, macichésicas, necrose com ou
sem encharcamento, resultando no comprometimentogf®s e até morte da
planta. A podriddo aquosa comec¢a no campo, prédincolheita, sendo mais
frequente em plantas danificadas por chuvas, paitowe granizo na colheita. A
disseminacao das bactérias pode ocorrer pelo setesde bulbos infectados,
agua de irrigacdo ou pelos salpicos da chuva. Aagho nitrogenada tardia
favorece o desenvolvimento das bacterioses (WaokFibb et al., 2006).

Para o manejo das doengas, Romeiro (2005) e Re#d. 2015)
recomendam o uso de bulbos e sementes sadiag; ewitdade excessiva no
solo; utilizar implementos agricolas desinfestadmgacdo com espécies de
outras familias boténicas; controle de insetostaevierimentos nas plantas
durante os tratos culturais; eliminar as plantas @ntomas no campo e
descartar bulbos colhidos que parecam infectaddseicos bulbos somente no
estagio de maturacdo correto; armazenar os buthdsaé&as temperaturas, com
baixa umidade do ar e em locais aerados.
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5. Mancha angular em mangueira -Xanthomonas axonopodis
pv. mangiferaeindicae

Doidge (1915) relatou a primeira ocorréncia da rhan@ngular em
mangueiras na Africa do Sul, o qual isolou umadripigmentada (amarela) e
descreveu o patdgeno corBacillus mangiferaePosteriormentea doenca foi
constatada na Australia, Brasil, Emirados Arabeddd#; Filipinas, Estados
Unidos, llhas Comores, Ilhas Mauricio, llhas Reanifndia, Jap&o, Malasia,
Nova Caledbnia, Paquistdo, Quénia, Tailandia, Tmi{@agnevin & Pruvost,
2001), Benin (Afounda et al., 2013), Burkina Fagorfibre et al., 2016), Gana
(Pruvost et al., 2011), Mianmar (Ah-You et al., 26D e Republica do Mali
(Pruvost et al., 2012). Adicionalmente, a manchgulr da mangueira esta
presente em toda regido sul e leste do contindribarzo bem como na maioria
das regides asiaticas (Gagnevin & Pruvost, 2001).

Robbs (1955) fez o primeiro registro desta enfeaaéd no Brasil, no
Distrito Federal, embora, o referido autor ndo dsse claro o hospedeiro,
fazendo parecer que a ocorréncia do patdégeno rmarpmgBo estava associada a
mangueira (Ah-You et al., 2007).

No Nordeste, a primeira ocorréncia da mancha andalarealizada por
Robbs et al. (1978), em mangueiras no estado dmaCRasteriormente, Robbs
et al. (1981) registraram a ocorréncia desta bhastecausando lesdes angulares
em folhas de cajueiros na regido Nordeste. Ini@abm os isolados di.
axonopodis fitopatogénicos as anacardiaceas foram classificaciomo X.
campestrispv. mangiferaeindicae(Young et al., 1978), sendo em seguida
reclassificados comdX. axonopodispv. anacardii Ah-You et al. (mancha
angular do cajueiro)X. axonopodigv. mangiferaeindicagPatel et al.) Robbs et
al. (mancha angular da mangueiraX.eaxonopodigv. spondiaeAh-You et al
(mancha angular do caja-manga) (Ah-You et al., 2007

Essas fitobactérias foram novamente reclassificada® patovares dX.
citri: X. citri pv. anacardii e X. citri pv. mangiferaeindicag(Ah-You et al.,
2009) Porém, esses epitetos ndo foram considerados ydl@onéo estarem de
acordo com as normas 17 e 21 do padrdo interndgiama classificacdo de
patovares de fitobactérias (International Standemdslaming Pathovars of Plant
Pathogenic Bacteria), as quais definem que novasbioac¢bes estejam
acompanhadas por descricbes formais e designadas pe. nov. ou comb.
nov., respectivamente (Bull et al., 2012). Portaatolassifica¢cdo de isolados de
X. axonopodipatogénicos a hospedeiros da familia Anacardia&gaevisoria e
nao reflete os respectivos status taxondmicos.
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Segundo Pruvost et al., (1998), axonopodipv. mangiferaeindica& uma
bactéria Gram-negativa, aerébica estrita, movelpatitquia, em formato de
bastonete, medindo 0,4-0,5 x 1,0-iy%. Em meio de cultura contendo glicose
ou sacarose, as colbnias séo inicialmente cinz@,ctarnando-se brancas a
creme com o tempo, apresentando-se mucoides, raslandsuperficialmente
convexas (Manicon & Pruvost, 1994). No entanto h@aalta variabilidade
intrapatovar de isolados apigmentados e pigmenta@oX. axonopodispv.
mangiferaeindicaeque foi largamente estudada e comprovada por meio d
analises fenotipicas (Pruvost et al., 1998), isoaditicas (Somé & Samson,
1996) e moleculares (Ah-You et al., 2009).

Os sintomas da mancha angular em mangueiras s&ccorauns em folhas
(Fig. 1F) e frutos, porém toda planta pode seradfetNas folhas, o patégeno
causa manchas angulares variando de 3 a 4 mmaatagéio pardo-escuras. Ao
redor das lesbes observa-se um halo amareladb altacumidade, observam-se,
ainda, areas com aspecto encharcado e folhasos fratn manchas apresentam
pustulas bacterianas. Percebe-se que as folhasngiomde com varios orificios
na medida em que os sintomas avancam. H4 uma adantueda dos frutos e
0s que permanecem na planta murcham e mumificangigelmente quando o
ataque € no pedunculo. As lesbes de todos os Obg@terianos exsudam goma
rica em células bacterianas, favorecendo a disse@indo patégeno (Kimati et
al., 2005). Em cajueiros, os sintomas desta enflzmie tém sido observados
apenas em folhas e caracterizam-se como manchakeegyde coloragdo pardo
escura, as quais se localizam no limbo foliar, pndxda nervura central (PAPA
et al., 2001). Além da mangueira e do cajueirorceiea € 0 caja também séo
hospedeiras d&. axonopodipv. mangiferaeindica¢Ah-You et al., 2007).

A disseminacao da doenca a longas distancias oatrereés de material de
propagacdo contaminado. Nao existem registros tbrgdes em sementes,
porém, pode ocorrer a infestacdo da superficientz@mmas. Segundo Gama et
al., (2013), esta bactéria dissemina-se principatena curta distancia através da
chuva com vento. Quanto ao manejo desta fitobasirrecomenda-se o uso de
materiais de propagacao sadios, variedades preqiareto de quebra-vento nas
bordas do pomar e aplicagao de fungicidas cup(i@agnevin & Pruvost, 2001).
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6. Mancha angular do cajueiro -Xanthomonas axonopodis pv.
anacardii

Uma das classificagbes mais discutidas no meiotiimn € quanto ao
géneroXanthomonasAtualmente tem sido proposta uma classificacia par
género com base em dados de homologia DNA-DNA, slddnotipicos de
diferentes grupos da espécie, andlise de -carboidmir BIOLOG e
caracteristicas de patogenicidade, compondo assimérero de bactéria
fitopatogénica com maior niUmero de espécies (Qaye010; Vauterin, 1995).

A familia Anacardiaceae é largamente afetada pofcass desse género. A
mangueira, cajueiro e aroeira sédo ser hospededradgdmas espécies abrigadas
nesse género, conforme descrito no tépico anterior.

De acordo com Ah-You et al.,, (2007X. axonopodispv. anacardii
representa o (nico patovar que tem como caradterichusar sintomas apenas
em folhas de cajueiro e ndo em outros érgdos. km&n além dos sintomas nas
folhas, em condi¢des de campo, sdo também observealachas encharcadas e
posteriormente necréticas nos frutos além de esiooe@to nas nervuras, uma
vez que a bactéria coloniza principalmente os visdi@ses (Viana et al., 2006).

Para o controle da doenca recomenda-se realizpgigglicas de poda de
limpeza associadas a pulverizacbes semanais cqitifle a base de oxicloreto
de cobre. Em condi¢cdes experimentais realizadas campo, o uso de
antibiéticos tém apresentado controle eficientdadbacteriose. No entanto, no
Brasil, ndo ha antibidticos registrados pelo mérist da agricultura para o
manejo da mancha angular do cajueiro (Viana e2@06).
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Matheus Silva e Silva

Willian J.D. Olweila* Howard F. Schwartz

Figura 1. Clorose variegada em citruXylella fastidiosa(/A), cancro bacteriano
da videira Xanthomonas campesipis. Viticola (B), camisa d’agua em ceb«
Burkholderia cepacigC), podriddo aquosa em cebol@-gladioli (D), mancha
angular em cajueiro X. axonopodigpv. anacardii (E); mancha angular e
mangueira X. axonopodipv. mangiferaeindica¢r).
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7. Consideracdes finais

Os avancos tecnoldgicos no segmento da agricultoderna permitiram o
aumento de areas plantadas, diversificacao e ekpalas culturas em diferentes
areas geograficas e condicdes ambientais, no miNwl@ntanto, os patégenos
“coevoluiram”, pela capacidade natural de adquinobvos genes e
consequentemente angariar novos hospedeiros, sabrevn diferentes nichos
ecolégicos e condicBes ambientais, tornando-segamtss, em diferentes areas
de cultivo. Nesse sentido, as bactérias fitopaiocgén desenvolveram no
decorrer do processo evolutivo, eficientes mecamssde recombinacdo génica,
responsaveis pela variabilidade e consequenteraeaigtabilidade, tornando-as
cada vez mais frequentes e de dificil controle. iMAss pesquisas
multidisciplinares abrangendo estudos que viabilize manejo eficaz e
adequado a agricultura moderna e ambientalmenteersagel faz-se um
instrumento de essencialidade na manutencdo dagrasuleconomicamente
importantes.
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