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ABSTRACT

Miguel-Wruck, D.S., Oliveira, J. R., Romeiro, R. da S.; Dhingra, O.D. Control of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis in bamboo
stakes used for tomato production. Summa Phytopathologica, v.32, n.4, p.373-375, 2006.

Different treatments were compared as a means to eradicate viable
cells of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis from infested
bamboo stakes. The soaking of the stakes, for 30 minutes, in a 2%

solution of sodium hypochlorite was the most efficient treatment, as
compared to solarization with or without a plastic mulch and fumigation
with phosfine or methyl bromide.

Additional keywords: Copper, sodium hypochlorite, phosfine, methyl bromide, solarization.

RESUMO

Miguel-Wruck, D.S., Oliveira, J. R., Romeiro, R. da S.; Dhingra, O.D. Controle de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. em estacas
de bambu infestadas artificialmente. Summa Phytopathologica, v.32, n.4, p.373-375, 2006.

Diferentes tratamentos foram comparados visando a erradicagdo de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis de estacas de bambu
infestadas artificialmente. A imersdo das estacas, por 30 minutos, em uma

soluc@o de hipoclorito de sodio a 2% foi o tratamento mais eficiente, em
comparac@o a solarizagdo, a exposicdo direta aos raios solares, a imersdao em
sulfato de cobre e a fumigagdo com fosfina ou brometo de metila.

Palavras-chave adicionais: Cobre, Hipoclorito de sodio, fosfina, brometo de metila, solarizagao.

O cancro bacteriano do tomateiro, causado por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al. (3), tem sido
relatado na maioria das areas de cultivo de tomate no mundo (2, 7, 14,
18). E uma das doengas mais destrutivas do tomateiro estaqueado,
sendo responsavel por grandes prejuizos econdmicos. A principal
forma de dissemina¢do do patdgeno, a longas distancias, ¢ por
meio de sementes contaminadas, onde a bactéria pode sobreviver
por longos periodos (Bryan, 1930 e Strider, 1969, citados por
CHANG et al. (2). Além da sobrevivéncia em sementes C.
michiganensis subsp. michiganensis pode sobreviver em restos de
cultura (2, 6, 7), em hospedeiros alternativos (19, 20, 21, 22), na
forma de populagdes epifitas em plantas ndo-hospedeiras (2, 6, 7),
no solo (1, 18) e em locais ndo convencionais, como estacas de
madeira, bambu e caixas de arame (8, 15). Inoculo dessas fontes
pode ser disseminado por respingos de agua ou por praticas
culturais, tais como o estaqueamento, a desbrota, a amarragdo e a
colheita (7, 13, 18), permitindo assim que C. michiganensis subsp.
michiganensis infecte plantas de tomate sadias.
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Os agricultores que cultivam o tomate estaqueado, via de regra
reutilizam o espaldeiramento - estacas de madeira e bambu - do
plantio anterior, quase sempre sem maiores cuidados de
desinfestacdo do mesmo. Segundo GOTO (8), C. michiganensis
subsp. michiganensis tem mostrado capacidade de sobreviver por
sete-oito meses, em condi¢des de ar seco, na superficie de estacas
de madeira e em caixas de arames. MIGUEL-WRUCK et al. (15)
investigaram a importancia do inoculo de C. michiganensis subsp.
michiganensis em estacas de bambu e verificaram que a bactéria
sobreviveu associada as mesmas por até 100 dias, sendo
efetivamente transmitida para plantas de tomate durante esse
periodo. Portanto, a desinfestacdo do material utilizado no
espaldeiramento do tomateiro, antes de sua reutilizagdo, ¢ uma
medida importante no manejo do cancro bacteriano.

O objetivo do presente estudo foi avaliar diversas formas de
tratamento de estacas de bambu, infestadas artificialmente com C.
michiganensis subsp. michiganensis, visando a sua erradicag@o, de
forma a propiciar a reutilizagdo deste material em novos plantios.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Bacteriologia
de Plantas e em casas de vegetagdo do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

O isolado de C. michiganensis subsp. michiganensis T-2074,
utilizado neste trabalho, foi obtido de tomateiro var. Claudia do
municipio de Sabino-SP.

Para a infestacdo artificial das estacas, uma suspenséao de células
bacterianas de C. michiganensis subsp. michiganensis foi preparada
em solugdo salina (NaCl 0,85%). A concentragdo das células bacterianas
foi ajustada por colorimetria (OD_, = 0,1), conforme utilizado por
OLIVEIRA & ROMEIRO (16).

O processo de infestagdo consistiu na imersao de 12 estacas de
bambu de 70 cm de comprimento, na suspensdo bacteriana, por 24
horas. As estacas foram, entdo, postas para secar, a temperatura
ambiente. Para confirmar a eficiéncia da infestagdo artificial das estacas
de bambu, procedeu-se a avaliagdo de duas amostras, sendo uma
infestada e outra ndo-infestada, conforme metodologia utilizada por
MIGUEL-WRUCK et al. (15), onde cada amostra foi constituida por
trés estacas, que foram fragmentadas e colocadas em frascos
erlenmeyers, contendo 350 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%)
esterilizada sob agitagdo constante ¢ a frio, durante 4 horas, procedendo-
se, assim, a extragao.

Apos a extragdo, as suspensdes obtidas foram concentradas por
centrifugacdo a 10.000 G por 15 minutos (12). O sedimento foi
ressuspendido em 10 mL de solug@o salina e dividido em duas aliquotas.
A primeira foi inoculada em plantas de tomate, por meio de inje¢ao
(13). A segunda aliquota sofreu enriquecimento com 50 mL do meio
semi-seletivo liquido. O meio ficou sob agitagdo constante em banho-
maria, a 28" C, por 24 horas, de forma a permitir a multiplica¢do da
bactéria. Procedeu-se, entdo, a uma nova centrifugacdo a 10.000 G,
por 15 minutos, ¢ o sedimento resultante foi ressuspendido em solugao
salina e inoculado em plantas de tomate, por meio de injecdo. Apos o
aparecimento dos sintomas foi realizado o teste de exsudagdo em gota
(5) e, nas plantas que apresentaram exsudagao positiva, o agente causal
foi isolado em meio 523, para comprovar a identidade da bactéria.

Os tratamentos utilizados, visando a erradicagdo de C.
michiganensis subsp. michiganensis, foram:

{Tratamento I - Solarizacdo (4, 10, 11): uma amostra de estacas
infestadas com C. michiganensis subsp. michiganensis foi colocada
sobre um plastico preto e, posteriormente, coberta por um plastico de
polietileno transparente, tendo suas bordas sobrepostas e fixadas ao
plastico preto por meio da deposicao de solo. A avaliagao foi realizada
aos 30 dias apo6s o inicio do tratamento.

{Tratamento II - Exposicdo direta aos raios solares: a amostra de
estacas infestadas foi colocada sobre um plastico preto e exposta
diretamente aos raios solares. A avaliacdo foi feita apds 30 dias de
tratamento.

{Tratamento III - Imersdo em hipoclorito de s6dio a 2% (17): a
amostra de estacas infestadas foi imersa na solu¢do de NaClO
2%, por 30 minutos, apds o que as estacas foram secas ao ar, por 48
horas, seguindo-se a avaliago.

{Tratamento IV - Fumigac¢ao com fosfina: numa caixa de amianto
de 100 L, contendo um tablete de 3g de fosfeto de aluminio
(Gastoxim?®), foi introduzida uma amostra de estacas infestadas. As
estacas ficaram expostas ao fosfeto de aluminio dentro de uma caixa
fechada, por 72 horas realizando-se, a seguir, a avaliagao.

{Tratamento V - Fumigagdo com brometo de metila: numa caixa de
amianto de 100 L foi introduzida uma amostra de estacas infestadas,

540

374

para o tratamento com 8 cm® de brometo de metila (Brometila®), por
48 horas, sendo a avaliacao realizada a seguir.

{Tratamento VI - Imersdo em sulfato de cobre: uma amostra de
estacas infestadas foi imersa numa solucdo de sulfato de cobre, na
concentragdo final de 3.500 mg.L!. O periodo de imerséo foi de 30
minutos, apds o qual as estacas foram secas ao ar, por 48 horas,
ocorrendo, em seguida, a avaliagdo do tratamento.

{Tratamento VII - Controle negativo: constituido de autoclavagem
a 121 C, por 20 minutos: para este controle negativo, uma amostra de
5 estacas infestadas foi enrolada em duas folhas de papel jornal,
procedendo-se & autoclavagem. Apods a secagem das estacas ao ar, por
48 horas, seguiu-se a avaliagao.

{Tratamento VIII - Controle positivo: constituido de uma amostra
de estacas infestadas que ndo sofreram qualquer tratamento.

A avaliagdo da eficiéncia dos tratamentos, para erradicagio de C.
michiganensis subsp. michiganensis das estacas infestadas, consistiu
da extragdo e confirmagao da identidade da bactéria, conforme
preconizado por MIGUEL-WRUCK et al. (15) repetindo-se o mesmo
procedimento para o tratamento mais promissor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos por solarizagdo e exposi¢ao direta aos raios solares,
cujas avaliagdes foram feitas 30 dias apds a infestagdo das estacas de
bambu, ndo foram eficientes para a erradicag¢@o de C. michiganensis
subsp. michiganensis (INSERIR Tabela 1). A ineficiéncia destes
tratamentos pode estar relacionada tanto a época quanto ao periodo
de exposicao das estacas. Realizou-se estes tratamentos no inverno,
num periodo de baixa insolagdo. No verdo, quando a taxa de insolagao
¢ mais elevada, poderia se obter sucesso na erradicacdo da bactéria
com estes tratamentos. Novos estudos devem ser realizados para
verificar esta hipotese.

Os tratamentos das estacas com hipoclorito de sodio a 2%, fosfina
ou brometo de metila mostraram-se eficientes no controle da bactéria
(Tabela 1). Os resultados mostram que estes tratamentos, apesar de
ndo erradicarem a bactéria, reduziram a sua populacdo a niveis muito
baixos. A inteng2o inicial nestes tratamentos era de quantificar a redugao
dapopulagdo de bactéria em relagdo ao inoculo inicial, porém a recuperagao
do patdgeno sé foi possivel utilizando-se técnicas de enriquecimento da
solugdo extratora, para permitir a multiplicacdo do mesmo.

Dentre os produtos testados, a utilizagdo de hipoclorito de sodio
a 2% mostrou-se mais vidvel para o tratamento do material utilizado
no espaldeiramento do tomateiro.

Apesar da boa eficiéncia apresentada pela fosfina e pelo brometo
de metila, o tratamento com hipoclorito de sddio apresenta algumas
vantagens para utiliza¢do no controle de C. michiganensis subsp.
michiganensis em estacas de bambu. As principais vantagens deste
produto sdo: facil aquisi¢do no mercado, baixo custo, facil manuseio,
baixa toxicidade para o homem e os animais e baixo risco de
contaminag¢do ambiental, uma vez que ¢ fotodegraddvel. Em
contrapartida, a fosfina e o brometo de metila apresentam maior custo,
dificil manuseio, maior toxicidade para o homem e os animais, além de
serem mais poluentes ao meio ambiente. Estas desvantagens sdo ainda
mais acentuadas para o brometo de metila, tanto que seu uso sera
banido no Brasil apartir de 2006.

Embora a a¢do do cobre sobre fitobactérias seja relatada por
diversos pesquisadores (19, 9), o controle de C. michiganensis subsp.
michiganensis nas estacas de bambu por meio da imersao destas em
solugdo de sulfato de cobre foi ineficiente. A concentragdo do cobre e
o tempo de imersao das estacas na solugdo podem ter sido insuficientes
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Tabela 1. Avaliacdo de diferentes formas de tratamento para
erradicag¢do de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis de
estacas de bambu infestadas artificialmente

Tratamento Enriquecimento Detecgdo de Cmm
Solarizagao com +
sem +
Sol direto com +
sem +
Hipoclorito de sodio a 2 % com +
sem -
Fosfina com +
sem -
Brometo de metila com +
sem -
Sulfato de cobre com +
sem +
Autoclavagem com -
sem -
Controle positivo com +
sem +

para destruir o indculo bacteriano. Assim, novas relagdes entre esses
fatores deverdo ser testadas, na tentativa de se obter melhores
resultados. Cabe ressaltar, entretanto, que o cobre, pertencendo ao
grupo dos metais pesados, apesar de ter baixa toxicidade para
mamiferos, apresenta grande capacidade de se acumular no meio
ambiente, sendo, por isto, considerado um potencial poluente.

Nas plantas de tomateiro que foram conduzidas nas estruturas
construidas com as estacas infestadas, apos a exposi¢@o da simulagdo
de vento e chuva, foram observadas lesdes foliares resultantes da
injiria mecanica, essas lesdes, apds 10 dias, apresentaram resultado
positivo para o teste de exsudagdo em gota. Realizado o isolamento e
a confirmagao da identidade da bactéria, comprovou-se a presenga de
C. michiganensis subsp. michiganensis. Nas folhas das plantas de
tomate conduzidas nas estruturas construidas com as estacas infestadas
e tratadas com hipoclorito de sodio a 2%, ndo se observou a ocorréncia
de lesdes, apenas pequenas injurias foram verificadas, provavelmente
ocasionadas pelo manuseio, porém nao foi detectada a presenga de C.
michiganensis subsp. michiganensis nessas folhas.

Para confirmagdo dos resultados, procedeu-se a uma repeti¢ao
desse tratamento, obtendo-se os mesmos resultados.
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