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Bactericidas alternativos e reducéo no tempo de exposi¢éao para a
descontaminacao de frutos de citros em pos-colheita contra
Xanthomonas citri subsp. citri, agente causal do cancro citrico

Autor: Alexandre Paloschi
Orientador: Dr. Franklin Behlau

Resumo

Com a mudanca na legislacdo em 2016 e adog¢éo do sistema de mitigagdo de risco para a praga
cancro citrico no estado de Sdo Paulo, a higienizacao de frutos em pds-colheita passou a ser
obrigatdria para viabilizar a comercializagdo de frutas de citros in natura entre os estados da
federacdo e a outros paises. Contudo, apenas o hipoclorito de sédio é permitido no Brasil para
a descontaminagdo de frutos de citros contra Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), bactéria
causadora do cancro citrico. O objetivo deste trabalho foi avaliar os bactericidas: Dioxiplus
(diéxido de cloro), Frexus CH (oxicloreto de célcio), Peracetic (&cido peracético) e o Pluron
444 A (hipoclorito de sddio), utilizado como referéncia, e tempo de exposi¢do para
descontaminacdo de frutos em pds-colheita contra Xcc. Os bactericidas foram avaliados quanto
a capacidade de eliminar células viaveis de Xcc em calda ap6s 0 ou 1 h de exposicédo e a
eficiéncia na descontaminagédo de frutos de lima acida ‘Tahiti” contaminados artificialmente e
naturalmente com Xcc em tempos de exposicdo de 1 ou 2 minutos. Todos os bactericidas
avaliados apresentaram desempenhos similares. Enquanto tratamento controle utilizando
apenas agua apresentou 5 a 6 logio ufc/mL de Xcc ap6s 0 ou 1 h de exposicéo, respectivamente,
todos os bactericidas avaliados foram capazes de eliminar toda populagdo de Xcc em mistura
com agua. Para os frutos tratados, independentemente do tempo de exposicéo, a quantidade de
Xcc recuperada variou de 0,5 a 1,0 logio ufc/mL. Estes valores representam uma reducédo de 2
a 3 logio ufc/mL na quantidade de bactérias vidveis quando comparado ao controle negativo. O
desempenho na higienizacdo de frutos de pomares com cancro citrico foi similar entre 0s
bactericidas e todas as formulacGes promoveram a diminuicdo da populacdo de Xcc de 1,3 a
1,8 para 0,1 a 0,3 logio ufc/mL, independentemente do tempo de exposi¢éo aos bactericidas. A
inoculacdo em folhas de laranja demonstrou que suspensfes de Xcc na concentracdo de até 2
logio ufc/mL ndo é eficiente para causar lesGes de cancro citrico, demostrando que a quantidade
de Xcc remanescentes em frutos apds tratamento com bactericida ndo representa risco para
disseminacéo da doenga. Os bactericidas avaliados séo eficientes para a descontaminagédo de
frutos de citros contra Xcc em pos-colheita nos tempos de exposi¢do aos bactericidas de 1 ou 2
minutos.

Palavras-chave: Higienizacdo, Hipoclorito de sddio, Dioxido de cloro, Oxicloreto de calcio,
Acido peracético.



Alternative bactericides and reduction of time of exposure for
post-harvest decontamination of citrus fruit against Xanthomonas
citri subsp. citri, causal agent of citrus canker

Author: Alexandre Paloschi
Advisor: Dr. Franklin Behlau

Abstract

After the publication of the new legislation in 2016 and adoption of the risk mitigation system
for the citrus canker in the state of S&o Paulo, the post-harvest sanitation of citrus fruit became
mandatory to enable the commercialization and transport of citrus fruit to other states and
countries. However, only sodium hypochlorite is allowed in Brazil for desinfection of citrus
fruit against Xanthomonas citri subsp citri (Xcc), the causal agent of citrus canker. The
objective of this study was to evaluate the bactericides Dioxiplus (chlorine dioxide), Frexus CH
(calcium oxychloride), Peracetic (peracetic acid) e o Pluron 444 A (sodium hypochlorite), used
as reference, and time of exposure for post-harvest desinfection of fruit destined to fresh market
against Xcc. The bactericides were evaluated regarding the capacity to eliminate live Xcc in
water after 0 or 1 h of exposure and the efficiency in disinfecting artificially and naturally
contaminated Tahiti' acid lime fruit exposed to the bactericides for 1 or 2 minutes. All the
evaluated bactericides presented similar performances. While the control using only water
showed 5 to 6 logio cfu/mL of Xcc after 0 or 1 h of exposure, respectively, all bactericides were
able to completely eliminate all the Xcc population immediately after exposition. In artificially
contaminated fruit, the bactericides presented significant reductions of the population of Xcc
after the sanitation. For treated fruit, regardless of the exposure time, the amount of recovered
Xcc ranged from 0.5 to 1.0 logio cfu/mL. These populations represent a reduction of 2 to 3 logzo
cfu/mL in the amount of live bacteria when compared to the untreated control. The performance
of the bactericides was also similar on fruit naturally contaminated with Xcc. There was no
difference between the formulations and all formulations promoted the decrease of the Xcc
population from 1.3-1.8 to 0.1-0.3 logio cfu/mL, regardless of the time of exposure. Inoculation
of Xcc on orange leaves showed that suspensions at concentrations of up to 2 logio cfu/mL are
not efficient to cause citrus canker lesions, demonstrating that the amount of Xcc remaining on
fruit after treatment poses no risk of spreading of the disease. The evaluated bactericides are
efficient for disinfecting citrus fruit against Xcc in post-harvest at the times of exposure of 1 or
2 minutes.

Keywords: Sanitation, Sodium hypochlorite, Chlorine dioxide, Calcium oxychloride, Peracetic
acid.
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1.  INTRODUCAO

1.1  Legislacdo de controle de cancro citrico no estado de Sdo Paulo

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), bactéria originaria do Sudeste Asiatico, é agente
causal do cancro citrico, uma das doengas mais importantes da citricultura mundial por reduzir
a produtividade das plantas afetadas pela desfolha e pela queda prematura dos frutos (Gottwald
et al., 2002; Behlau & Belasque, 2014). A doenca afeta também a comercializacdo de frutos in
natura, pois além de causar depreciacdo na aparéncia do fruto, restringe sua comercializagdo a
outras regides, pelo risco de disseminacao do patdgeno, principalmente aquelas sem ocorréncia
da doenca (indenes). Os sintomas caracteristicos do cancro citrico nos frutos sdo lesdes escuras,
salientes e concéntricas que apresentam anéis circulares e rachaduras a medida que evoluem
(Figura 1).

Figura 1. Lesdes de cancro citrico em fruto de lima 4cida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia) (A) e em fruto de
laranja doce (Citrus sinensis) (B). Fonte: Fundecitrus.

A primeira constatacdo da bactéria causadora do cancro citrico no continente americano
ocorreu no Texas, Estados Unidos em 1910. Xcc foi introduzida nos EUA por mudas
provenientes do Jap&o (Leite Junior, 1990) e rapidamente disseminada a outros estados. Nos
anos de 1912 e 1913, a doenca se tornou epidémica em viveiros da Florida, que iniciou um
programa de erradicacdo, o qual atingiu seu objetivo em 1943, quando foram encontradas as
ultimas plantas com cancro citrico (Dopson, 1964; Leite Janior, 1990; Schubert et al., 2001).
Também nesta época, a doenca foi relatada pela primeira vez na Africa do Sul e Austrélia.

Na América do Sul, a primeira deteccdo do cancro citrico ocorreu no Brasil em
Presidente Prudente (SP) em margo de 1957. Provavelmente o patégeno também foi introduzido
por meio de material propagativo de citros contaminado proveniente do Japdo (Bitancourt,

1957). A constatacao da doenga foi em lima acida ‘Galego’ e a comprovacao oficial realizada



pelo Instituto Biologico do Estado de Séo Paulo (IB), responsével na época pela Defesa
Agropecuéria no estado de So Paulo (Santos, 1991). Naquele ano, a doenca que até entdo era
considerada praga quarentenaria ausente (Al ou PQA), isto é, praga exoética de importancia
econémica potencial ainda nao presente no pais, se tornou uma praga quarentenaria presente
(A2 ou PQP), ou seja, praga de importancia econdmica potencial e presente no pais, porém ndo
amplamente distribuida e sob programa oficial de controle.

No mesmo ano, por meio de atos executivos e legislacdo, iniciou-se a “Campanha de
Erradicagdo do Cancro Citrico” no pais. A primeira fase, que tinha carater emergencial, ocorreu
de marco a novembro de 1957 e tinha como objetivo erradicar os focos iniciais da doenca e
consequentemente sua disseminagéo (Santos, 1991).

Essa fase de erradicacdo foi baseada no caso de sucesso de erradicacdo do cancro citrico
ocorrido anos antes nos Estados Unidos (Behlau & Belasque, 2014; Behlau et al., 2016) e
constituiu na aplicagdo imediata de acGes dedicadas a eliminacéo de focos iniciais e de todas as
plantas de citros existentes em um raio minimo de 12 metros a partir das plantas sintomaticas,
inspecdes por amostragem nas propriedades vizinhas e reinspec@es nas areas erradicadas apds
90 dias (Santos, 1991). Além disso, outras acbes complementares foram tomadas, como
restricBes a comercializacdo de frutas e mudas dessa regido, instituicdo da obrigatoriedade de
registro e inspecédo de viveiros no estado, e proibicao de instalacdo de novos viveiros e pomares
de citros na regido interditada, composta por 29 municipios. Essas acles tiveram ampla
campanha de divulgacao e conscientizacdo em todo estado pela Secretaria da Agricultura com
integracdo das secretarias da Justica, Seguranca Publica e Educacdo na regido contaminada
(Santos, 1991).

A avaliagdo das agBes cinco meses ap6s o inicio da campanha revelou incessante
disseminacdo da doenga na regido interditada com relatos por parte dos produtores da
ocorréncia de plantas contaminadas antes dos 90 dias da reinspecéo, bem como a disseminacgao
da doenca por meio de revendedores ambulantes de mudas para outras regides e estados
vizinhos como Parana e Mato Grosso. Assim, decidiu-se pela readequacao do programa e inicio
de uma nova fase com o lancamento do “Plano de Erradicagao Total” na regido interditada e
expansao para todo o restante do estado de S&o Paulo (Santos, 1991). Essa fase foi caracterizada
pela adogdo de medidas mais drasticas, com emprego de maior nimero de pessoas e aporte
financeiro adicional visando a erradicacdo total das plantas de citros na regido interditada
independentemente da presenca da doenga e a formacao de uma zona geogréfica de isolamento,

com fiscalizagéo continua de transito de material vegetal em rodovias e ferrovias.



Esta fase da campanha de erradicacéo, que seguiu com rigor as recomendacdes técnicas
para erradicacdo do cancro citrico na area interditada, teve participacdo direta do governo do
Estado, por meio de apoio ao IB e disponibilizacdo de soldados da Forca Publica do Estado
para fiscalizacdo e monitoramento da zona de isolamento e auxilio na erradicacdo de plantas,
além de apoio politico e econdmico aos municipios atingidos. Paralelamente, a Procuradoria
Judicial do Estado trabalhou para que n&o ocorressem atrasos na erradicacdo de plantas doentes
pela instalacdo de acdes judicias e emissdo de mandados de seguranca. Nessa etapa, que
perdurou até 1961, a inspecdo de cerca de 11 mil propriedades rurais e urbanas resultou na
erradicacdo de 1,2 milhdes plantas, sintomaticas ou suspeitas, com supervisao das rebrotas
(Santos, 1991).

A preocupacdo com as outras areas do estado levou no final de 1962 a intensificacdo da
campanha contra o cancro citrico pela criagdo do “Plano de Expansao da Campanha de
Erradicacdo”. Este plano estendeu a vigilancia nas demais regides do estado ainda livres da
doenca, principalmente aquelas limitrofes a area afetada localizadas ao sul do rio Tieté, desde
Sorocaba até as margens do rio Parana. A partir desse plano foi instituido também o controle
do transito de frutos e mudas em todo o estado de S&o Paulo, por meio da Permissao de Transito
Vegetal (PTV), com informag6es sobre o registro do viveiro, origem e destino do material
vegetal além da certificagdo comprovando a sanidade das mudas (Santos, 1991).

Apesar dos esforgos, no mesmo ano, foram encontrados 0s primeiros focos isolados de
cancro citrico fora da regido interditada, préximo a area limitrofe. Essa deteccdo tornou a
situacdo preocupante novamente pela iminente possibilidade da doenca ultrapassar as barreiras
impostas e atingir por vias naturais (chuvas acompanhadas de ventos) a regido com grandes
plantios comerciais de citros ao norte do rio Tieté, onde ocorria pujante expansao das industrias
de suco concentrado e comércio de frutos in natura, ambos para exportacdo. Estes fatos
resultaram em nova revisdo das normas da campanha de erradicagdo. Assim considerando o
sucesso relativo da campanha na regido interditada e levando em conta que os novos focos eram
isolados, a nova metodologia instituia a erradicacdo de todas as plantas contaminadas das
propriedades e um raio de 1 km ao seu entorno, bem como a inspecao e eliminacdo de rebrotas
e proibicdo de novos plantios nessas areas. Além disso, em propriedades indenes as plantas
eram inspecionadas no maximo a cada dois anos para verificar seu status fitossanitario (Santos,
1991).

Em 1966 devido a reestruturacéo técnico-administrativa da Secretaria da Agricultura os
trabalhos de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal, incluindo aqueles relacionados a Comissao

Técnica de Citricultura, que até entdo eram desempenhados pelo 1B, passaram a ser geridos



pela recém-criada Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATI) com participacdo de
membros dos institutos de pesquisa e da CATI. Em 1975 foi criada a Campanha Nacional de
Erradicacdo do Cancro Citrico (CANECC) subordinada ao Ministério da Agricultura para
unificar as ac6es nos estados e frear 0 avanco da doenca também nos estados de Mato Grosso
e Parand (Santos, 1991). Com problemas estruturais e financeiros a CANECC demorou para ter
acdo efetiva no campo, e 0 avanco da doenga no Parana ja alcancava 50% das areas do norte e
centro oeste do estado (Santos, 1991). Em Sao Paulo, para que os esforcos anteriores ndo fossem
perdidos, os produtores, comerciantes e industriais de suco foram convocados a participar
diretamente da campanha para reforcar as acdes do poder publico na erradicacdo de cancro
citrico no estado. Dessa unido, nasceu em 1977, o Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus)
para garantir a aplicacdo da CANECC nos pomares paulistas e do Triangulo Mineiro (Santos,
1991; Behlau & Belasque, 2014). O apoio do Fundecitrus as acdes de defesa foi viabilizado por
convénio firmado naquele mesmo ano com a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
estado de S&o Paulo (Behlau & Belasque, 2014). Essa parceria, que durou até 2010, foi uma
das principais responsaveis por manter os niveis da doenca estaveis e abaixo de 1% dos talhdes
contaminados no estado durante décadas (Behlau et al., 2016).

Apesar das inimeras a¢fes de contencdo em todo o estado, a dissemina¢do do cancro
critico continuou até ser encontrado em propriedade isolada no municipio de Urupés (SP) em
1974. Este foi o primeiro caso localizado ao norte do rio Tieté, considerado uma barreira natural
a doenca (Santos, 1991). Seguindo o caminho contrario a necessidade, em 1975 o raio de
erradicacdo de 1 km passou a 200 m (Behlau & Belasque, 2014), causando grande preocupacao
ao setor. Posteriormente, em 1979, com o auxilio do Fundecitrus, que havia intensificado os
levantamentos amostrais para monitoramento da doenca nos pomares, o0 cancro citrico foi
detectado em pomares de laranja na regido de Limeira destinados a industria de suco e também
em plantas de lima acida ‘Galego’ em Monte Alto e Candido Rodrigues, onde ocorreu intensa
campanha de conscientizacdo. Apesar de todos os esforcos, a doenga progrediu para outros
municipios da regido como Taquaritinga, Fernando Prestes, Itajobi e Araraquara (Santos, 1991,
Behlau & Belasque, 2014).

Nos anos subsequentes, o Ministério da Agricultura continuou alterando as legislaces
por meio de Portarias, como a Portaria 234 publicada em 1983, que estabeleceu que o imovel
ou propriedade afetada, e ndo mais o municipio deveria ser interditado (Behlau et al., 2016), e
a Portaria 282 de 1987, que alterou novamente o raio antes de 200 m para 50 m, o que durou
até 1995, quando a Portaria 62, de 16 de fevereiro de 1995, reduziu o raio para 30 m e

estabeleceu trés métodos de erradicacdo a serem empregados, sendo: (i) erradicacédo da planta



foco e demais plantas de citros contidas no raio de 30 m da planta foco; (ii) erradicagéo da
planta foco com poda dréastica das plantas contidas no raio de 30 m da planta foco; (iii)
erradicacdo da planta foco associada a desfolha das plantas no raio de 30 m do foco (Behlau et
al., 2016).

Dentre as inumeras mudancas na legislacdo, uma das que mais perdurou e manteve a
doenca em niveis baixos e estaveis foi a Portaria 291, de 23 de julho de 1997. Esta Portaria,
baseada na Portaria 62 de 1995, determinava quatro métodos possiveis para a eliminacdo de
focos de cancro citrico: (i) eliminacéo da planta ou plantas contaminadas e das demais contidas
num raio minimo de 30 metros, consideradas suspeitas de contaminacdo; (ii) eliminacdo da
planta ou plantas contaminadas e poda dréstica das demais contidas num raio minimo de 30
metros, consideradas suspeitas de contaminacgdo; (iii) eliminacdo da planta ou plantas
contaminadas e desfolha quimica das demais contidas num raio minimo de 30 metros,
consideradas suspeitas de contaminacdo; e (iv) poda dréstica da(s) planta(s) contaminada(s) e
pulverizacdo do raio perifocal de minimo de 30 metros com calda clprica na concentracéo de
0,1% de cobre metalico a cada brotacéo. Independentemente do método adotado, a propriedade
ficava interditada por no minimo dois anos apos a ultima deteccdo da doenca e proibida do
plantio de novas mudas de citros. Além disso, os frutos produzidos nos plantios remanescentes
deveriam ser obrigatoriamente destinados & inddstria de suco.

No estado de S&o Paulo por meio da Instrucéo Técnica, em 13 de maio de 1998, a CEE-
CANECC/SP estabeleceu a ado¢do do método com eliminacdo das plantas foco e de todas as
plantas de citros num raio de 30 m (Barelli, 2013). Por outro lado, o Parana, alegando ndo ter
recursos repassados pelo Governo Federal para a manutencdo da CANECC, criou em 1979
legislacdo especifica (Resolucdo 079/90) a qual autorizava novos plantios em propriedades
saneadas, ou seja, livres da doenga, e regulamentava o manejo integrado como media profilatica
a novas ocorréncias (Parana, 1990). Ao contréario, o estado de So Paulo continuou trabalhando
com relativo sucesso na supressdo da doenca até que no final dos anos 1990 a doenca voltou a
crescer. Esse aumento ocorreu pela introducdo em 1996 da larva minadora dos citros
(Phyllocnistis citrella) (Parra et al., 2004), que apesar de ndo ser vetor da bactéria causadora do
cancro citrico, alterou a distribuicdo espacial da doenga, de fortemente agregado a parcialmente
agregado ou aleatdrio, tornando o raio de erradicacdo 30 m pouco eficiente (Christiano, 2006).

Com a alteragdo da distribuicdo espacial do cancro citrico, o Fundecitrus passou a
inspecionar 100% das plantas do talhdo e o estado de S&o Paulo necessitou tornar ainda mais
severo 0 combate a doenga. Assim, diante do aumento de focos da doenga, um novo protocolo

de erradicacdo mais rigoroso que o anterior foi instituido por meio da publicacdo da Resolugéo



CEE-CANECC/SP —1, de 20 de marc¢o de 2000, com base na incidéncia de plantas doentes no
talhdo, de forma que se no talhdo houvesse 0,5% ou menos de plantas sintométicas, eram
eliminadas as plantas sintomaticas e aquelas em um raio minimo de 30 metros. Porém, se no
talhdo fossem encontradas mais de 0,5% de plantas sintomaéticas, todo o talhdo era erradicado.
As reinspecdes no talhdo contaminado e nos talhdes vizinhos se repetiam em intervalos de 30,
60 e 90 dias, conforme detalhado por Behlau et al. (2016). Em talhdes parcialmente erradicados
com aplicacéo do raio de 30 metros, era realizada apenas a eliminacgéo das plantas sintomaticas
se a incidéncia fosse menor ou igual a 0,5% ou a eliminacéo total do talh&o se a incidéncia de
plantas doentes encontradas fosse maior que 0,5%. Este protocolo foi capaz de manter a
incidéncia de talhdes contaminados entre 2000 a 2009 de 0,08% a 0,27% (Belasque Junior. et
al., 2010).

Mais tarde, em 2009, houve uma nova mudanca na legislacdo passando a vigorar no
estado a Resolugcdo SAA 43, de 29 de junho de 2009, que voltou a determinar a erradicacdo da
planta sintomatica e aquelas existentes no raio de 30 m, dispensando a necessidade de
erradicacdo do talhdo quando a incidéncia de plantas contaminadas era superior a 0,5% (S&o
Paulo, 2009). Este fator e o fim do convénio entre a CDA e Fundecitrus resultou em diminuicao
drastica das inspecBes e eliminacdo de focos da doenca. Essa mudanca acarretou em um
aumento exponencial da doenca, passando de 0,14% de talhdes contaminados em 2009 para
0,44% em 2010, 0,99% em 2011 e 1,39% em 2012 (Behlau et al., 2016). Com a escassa
inspecdo nos pomares e sem 0 apoio dos citricultores que tendiam a omitir a presenca da doenca,
houve nova mudanca na legislacdo com a publicacdo da Resolucdo SAA 147, de 31 de outubro
de 2013, que determinava a erradicacao apenas da planta sintomatica e pulverizacao das plantas
existentes num raio minimo de 30 m com calda cuprica. Além disso, os produtores eram
obrigados a realizar uma inspecdo trimestral em todas as plantas de citros para detectar e
erradicar as plantas com sintomas de cancro citrico e relatar os resultados das inspec¢des todo o
semestre a CDA (S&o Paulo, 2013).

Ap0s anos adotando medidas de erradicacéo e supressdo da doenga com a eliminacao
de milhares de plantas sintomaticas e assintomaticas, a diminuicao do rigor dos protocolos mais
recentes possibilitou que a doenca atingisse grande quantidade de arvores, tornando invidvel a
continuacdo do programa de erradicacdo. Segundo levantamento realizado no Fundecitrus em
2017, a doenca atingiu 12,92% dos talhGes de citros do estado, sendo a regido noroeste a mais
afetada com incidéncia de 37,35% de arvores sintomaticas (Fundo de Defesa da Citricultura,
2017). Esse aumento associado aos avangos nas pesquisas e experiéncias bem-sucedidas de

manejo empregado no sul do Brasil, Argentina, Uruguai e Flérida (EUA), aumentaram 0s



questionamentos sobre a coeréncia da legislacao vigente. Além disso, em 2016 ocorreram as
primeiras intercepta¢des na Unido Europeia de frutos de lima acida ‘Tahiti’ com cancro citrico
provenientes do Brasil (European Commission, 2018) e aumentou a urgéncia de alteracdes na
legislacdo vigente para viabilizar a exportacdo de frutos in natura de maneira segura para areas
sem ocorréncia da doenga.

Desta forma, seguindo Normas Internacionais de Medidas Fitossanitarias (NIMF)
determinadas pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura (FAO), em
5 de setembro de 2016 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
sancionou a Instrugdo Normativa n® 37, que instituia em todo territorio nacional, critérios e
procedimentos para o estabelecimento e manutencao do status fitossanitario relativo a praga do
cancro citrico. A IN 37/2016, que passou a vigorar em 03 de marco de 2017, determinava que
cada unidade da federacdo (UF) adotasse diferentes status de controle ao cancro citrico
dependendo da incidéncia da doenca nos pomares: (i) Area com Praga Ausente, (ii) Area Livre
da Praga, (iii) Area sob Erradicacio ou Supressdo e (iv) Area sob Sistema de Mitigacdo de
Risco (SMR). O SMR é um programa de certificacdo que preconiza a reducdo de riscos de
comercializacdo de frutos com cancro citrico por meio da adocdo de medidas de manejo da
doenca nos pomares e higienizacdo de frutos na unidade de consolidacdo (UC). A IN 37/2016
difere em muitos pontos da legislacédo anterior, Portaria 291/1997, e representou uma das mais
significativas mudangas no controle do cancro citrico no Brasil (Tabela 1).

O SMR proposto se baseou na NIMF n° 14 (FAO, 2006) e exige duas ou mais medidas
gue sejam independentes umas das outras, com os objetivos de: (i) reduzir o potencial de
inéculo visando a protecdo de areas ainda sem ocorréncia da praga, (ii) permitir o transito para
outras UF de frutos de citros oriundos de areas de ocorréncia da praga e (iii) permitir a
exportacdo de frutos de citros oriundos de areas de ocorréncia da praga para paises que
reconhecam 0 SMR como medida fitossanitéria. Diante da mudanca da legislagéo e dos indices
crescentes da doenca, a Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA) do estado de Sao
Paulo por meio da Resolucdo SAA 10, de 20 de fevereiro de 2017, e da Resolugdo SDA 04, de

22 de margo de 2017, oficializou 0 SMR como status oficial para todo o estado de S&o Paulo.

Tabela 1. Principais diferengas entre a Portaria 291/1997 e o Sistema de Mitigacéo de Risco (SMR)
da Instrucdo Normativa 37/2016.

Portaria 291/1997 SMR - IN 37/2016

Interdi¢do de propriedade com cancro citrico Né&o interdicdo de propriedade com cancro

para novos plantios de citros e comercializacdo  citrico




de frutos de mesa por periodo minimo de dois
anos apés a eliminacdo do foco da doenca

Medidas de exclusdo e erradicacdo da doenca Medidas para mitigacdo de risco compulsérias

compulsérias para todos 0s pomares apenas para pomares de producéo de fruta de
mesa para comercializagdo fora do estado
produtor ou pais

Manutencéo da propriedade livre da praga Producéo de partidas (cargas de frutas) livres da
praga

Partida de frutos permitida a partir de Partida de frutos permitida somente a partir de

propriedade ou UC UC ap0s higienizagdo

OEDSV como executor e fiscalizador do OEDSV como auditor do processo conduzido

processo pelo engenheiro agrénomo, responsavel técnico
da propriedade

Viabilizagdo do comércio de frutas in natura de  Viabilizacdo do comércio de frutas in natura de
pomares sem cancro citrico pomares com cancro citrico

UC, Unidade de consolidagdo; OEDSV, 6rgdo estadual de defesa sanitéria vegetal.

Apesar da IN 37 ter sido oportuna a realidade de aumento da incidéncia de pomares com
cancro citrico no estado, esta nova legislagdo apresentava entraves significativos a cadeia
produtiva de fruta de mesa e industria. Assim, visando atender a demanda de ajustes propostas
pelo setor, em 25 de abril de 2018, foi publicada a IN 21. Esta IN revogou a IN 37/2016, mas
manteve sua estrutura com o0s quatro status fitossanitarios. As alteracGes facilitaram a
implantacdo do SMR (Tabela 2). As principais alteragcdes foram o reconhecimento de
propriedades sem ocorréncia de cancro citrico dentro de area sob status de SMR, a possibilidade
de industrializagdo de frutos em UF limitrofes deste que ambas estejam sob SMR, a necessidade
de inspecdes frequentes e destruicdo de mudas contaminadas, e dispensa da obrigatoriedade de
lavagem de frutos com o detergente em beneficiamento pds-colheita. Atualmente o Brasil
possui diferentes status fitossanitarios para o cancro citrico, ou seja, ha estados com e sem a
presenca da doenca, 0 que eleva a necessidade de vigilancia fitossanitaria (Figura 2; Tabela 3).

Tabela 2. Principais diferencas entre o Sistema de Mitigacdo de Risco (SMR) da IN 37/2016 e 0 SMR
da IN 21/2018.
SMR - IN 37/2016 SMR - IN 21/2018
Adocao das medidas de controle do cancro Adocao das medidas de controle do cancro
citrico no minimo 180 dias antes do cadastro da  citrico no minimo 120 dias antes do cadastro da
propriedade propriedade




Emissdo do termo de habilitacdo de colheita
pelo OEDSV em até 15 dias apds envio do
relatério de inspecédo

Obrigatéria a partida de frutos somente de UC
independentemente da presenca de cancro
citrico na propriedade

Obrigatoriedade de lavagem de frutos com
detergente e higienizacdo com sanitizante em
uc

Frutos destinados a producéao de suco em UF
diferente da UF de origem necessitavam passar
por tratamento em UC antes do transporte

N&o regulamentava as medidas de controle de
cancro citrico em viveiros de mudas de citros

Emissdo do termo de habilitacdo de colheita
pelo OEDSV em até 7 dias apos envio do
relatorio de inspecao.

Obrigatoria a partida de frutos somente de UC
de propriedade com cancro citrico e permitida a
partida de frutos do pomar de propriedade sem
ocorréncia de cancro citrico

Obrigatoriedade somente da higienizacao de
frutos na UC com sanitizante

Frutos destinados a producédo de suco em UF
diferente da UF de origem ndo necessitam
passar por tratamento em UC antes do
transporte

Determina a realizagdo de inspec¢fes em
viveiros, eliminacdo do lote de mudas
contaminadas e interdicdo com quarentena de
120 dias dos demais lotes para comercializa¢do

OEDSV, 6rgdo estadual de defesa sanitaria vegetal; UC, unidade de consolidacdo; UF, unidade da

federacéo.

Area sem ocorréncia

Area livre da praga

Area sob sistema de mitigacéo de risco
[ Area sob erradicagdo
[JArea com status fitossanitario desconhecido

Figura 2. Status fitossanitario relativo ao controle de cancro citrico adotado nas diferentes unidades da

federacdo do pais segundo a IN 21/2018.

Tabela 3. Status fitossanitario para o cancro citrico nas Unidades da Federagdo (UF) segundo a IN
21/2018 e respectivas resolucdes publicadas pela Secretaria Defesa Agropecuaria do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

(o]
UF Status fitossanitario N . Dat.a da}
resolucéo publicacéo
Amazonas Area sem ocorréncia 15 14/09/2017
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Bahia Area sem ocorréncia 10 12/04/2017
Ceara Area sob erradicacéo 13 28/08/2017
Distrito Federal Area sem ocorréncia 14 14/09/2017
Espirito Santo Area sem ocorréncia 01 05/01/2018
Goias Area sem ocorréncia 02 27/03/2017
Minas Gerais Area sob erradicacéo 07 27/03/2017
Mato Grosso Area sob sistema de mitigacao de risco 03 27/03/2017
Mato Grosso do Sul  Area sob sistema de mitigacéo de risco 05 27/03/2017
Minas Gerais Area sob erradicacéo 07 27/03/2017
Para Avrea livre da praga® 01 08/03/2017

Area livre da praga® 06 28/03/2017
Paraiba Area sem ocorréncia 19 13/12/2017
Parana Area sob sistema de mitigacao de risco® 18 08/12/2017
Pernambuco Area sem ocorréncia 17 02/10/2017
Rio de Janeiro Area sem ocorréncia 3 14/05/2018
Rio Grande do Sul  Area sob sistema de mitigag&o de risco 11 05/04/2017
Rondbnia Area sem ocorréncia 02 10/01/2017
Roraima Avrea sob erradicacio 08 28/03/2017
Santa Catarina Area sob sistema de mitigagao de risco 12 18/05/2017
Sé&o Paulo Area sob sistema de mitigacao de risco 04 27/03/2017
Sergipe Area sem ocorréncia 16 02/10/2017
Tocantins Area sem ocorréncia 09 29/03/2017

®municipios de Ourém, Irituia, Garrafdo do Norte, Capitdo Poco e Nova Esperanca do Piria.

Pmunicipios de Alenquer, Belterra, Mojui dos Campos, Monte Alegre, Prainha e Santarém.

°municipios de Adriandpolis, Agudos do Sul, Almirante Tamandaré, Araucaria, Antonina, Balsa Nova, Bocaiuva
do Sul, Campina Grande do Sul, Campo Largo, Campo Magro, Cerro Azul, Colombo, Contenda, Curitiba, Doutor
Ulysses, Fazenda Rio Grande, Guaraquegaba, Guaratuba, Itaperucu, Mandirituba, Matinhos, Morretes, Paranagua,
Pinhais, Piraquara, Pontal do Parand, Quatro Barras, Rio Branco do Sul, S&o José dos Pinhais, Tijucas do Sul e
Tunas do Parana.

1.2 Descontaminacdo de frutos em pos-colheita

Apesar do Brasil ser o maior produtor e exportador mundial de suco de citros, o pais
tem pequena participacdo no mercado internacional de frutas in natura. Neste segmento, o
Brasil estd muito abaixo de paises com amplo historico no cultivo de citros, como por exemplo
a Espanha, Africa do Sul e Argentina, que possuem areas cultivadas menores que a do Brasil.
Os principais fatores que limitam a exportacéo de citros do Brasil estdo relacionados a restri¢oes
fitossanitarias, em decorréncia principalmente da ocorréncia da pinta preta e cancro citrico
(Neves et al., 2010). Apesar da pequena participacdo no cenario internacional, o citros é a
terceira fruta in natura mais exportada do pais, gerando receita anual de mais de 97 milhdes de
ddlares (MAPA, 2018) e com grande potencial de aumento do volume de exportagéo.

Com a recente mudanca na legislagéo e ado¢do do SMR no estado de Séo Paulo, que
permite a presenca de plantas com cancro citrico nos pomares, a descontaminacao de frutos em
pos-colheita na UC passou a ser obrigatdria para viabilizar a comercializacdo de frutas de citros
in natura entre os estados da federacg&o e outros paises. Anteriormente a esta legislacdo, quando

0 cancro citrico ndo estava disseminado no estado, a descontaminagdo de frutos em casas de
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embalagem era praticada por poucos produtores que visavam a aplicacdo de produtos
sanitizantes para reduzir ou inibir a microbiota presente nos frutos e assim prolongar a “vida de
prateleira” da producdo. Consequentemente, apesar de implicar em investimentos estruturais
aos produtores, a obrigatoriedade de construir e adaptar as instalacdes para atender a legislacédo
tem levado a um avanco importante na qualidade de produtos e processos a toda cadeia de frutos
de citros in natura. Neste trabalho, o termo descontaminacdo é utilizado como sinénimo de
desinfecc¢do, higienizacao e sanitizacéo.

Os produtos sanitizantes mais utilizados atualmente em pos-colheita de diversas frutas
para reducdo da populacdo de microrganismos na superficie dos frutos possuem cloro na
composicdo (Moretti, 2007). Esta medida deve ser sempre associada a sele¢do e descarte de
frutos com injurias e rachaduras causadas por agdes mecanicas ou agentes bidticos como insetos
ou patégenos. Em ferimentos, lesGes e partes protegidas pela propria cera do fruto, a acédo
biocida do cloro sobre microrganismos é baixa ou inexistente, porem pode ser maximizada com
a aplicacdo de surfactantes (detergentes) em lavagem antes do processo de higienizagédo
(Bastos, 2006; Gottwald et al., 2009; Redondo et al., 2015).

Apesar de existirem inimeros produtos sanitizantes, de acordo com a IN 21/2018,
apenas o hipoclorito de sddio (NaCIlO) é permitido no Brasil para a descontaminacédo de frutos
de citros contra Xcc (Brasil, 2018). O hipoclorito de sodio &, provavelmente, o sanitizante de
frutos de mesa mais utilizado no mundo. O amplo uso deste produto se deve principalmente ao
grande volume de pesquisas que atestam sua eficacia e baixo custo (Moretti, 2007). No entanto,
este produto apresenta desvantagens importantes que levam a necessidade de validacdo de
bactericidas alternativos para esta finalidade, como perda de eficacia em calda com presenca de
solidos em suspensdo e matéria organica, e alto poder corrosivo a metais, o que reduz a vida
atil de algumas maquinas e equipamentos utilizados na UC (Pfuntner, 2011). Além disso, 0
hipoclorito de s6dio pode ser precursor de compostos clorados téxicos como cloraminas
organicas, trihalometanos e dioxinas, que sdo prejudicais a saude humana pelo potencial
carcinogénico (Mcneal et al., 1995; Nascimento & Silva, 2010; Pfuntner, 2011). Por esse
motivo, 0 uso de sanitizantes a base de hipoclorito em alimentos frescos foi proibido em alguns
paises da Europa como Alemanha, Bélgica, Dinamarca, Holanda e Suica (Nascimento & Silva,
2010).

Diversos outros produtos sanitizantes contendo ingredientes ativos de diferentes
composi¢des quimicas sdo utilizados para a descontaminacdo de microrganismos de frutos,
ambientes hospitalares, industrias de alimentos, etc. (Bastos, 2006). Esses produtos possuem

ampla caracterizacdo e aval favoravel quanto a toxicidade, impacto ao meio ambiente e residuos
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nas superficies tratadas credenciando-os para uso contra Xcc em UC como substitutos ou
alternativos ao hipoclorito de sédio (Srebernich, 2007). Entre estes produtos pode-se destacar
o dioxido de cloro (ClO>), oxicloreto de calcio (Ca(ClO)z2) e o acido peracético (C2H403).

O dioxido de cloro tem a vantagem de ser mais estavel na presenca de matéria organica
e tolerar faixa de pH em calda mais ampla (4 a 10), possuindo um poder oxidante 2,5 vezes
maior quando comparado ao hipoclorito de sédio, o que possibilita 0 uso de menor concentracéo
do produto (Birko, 2005; Basto, 2006; Vero et al., 2006; Sun et al. 2016). O diéxido de cloro
possui ainda menor poder corrosivo e nao forma compostos secundarios toxicos na calda ou
superficie tratada (Andrade et al, 1996; Birko, 2005; Vero et al., 2006; Pfuntner, 2011). Por sua
vez, 0 oxicloreto de célcio, assim com o hipoclérico de sodio, ao ser adicionada a agua forma
0 &cido hipocloroso (HOCI) que tem alta capacidade biocida. O oxicloreto de célcio difere dos
demais sanitizantes estudados por ser formulado em pd ou pastilhas, o que facilita o
armazenamento, porém necessita de agitagdo antes da utilizacdo para completa dissolugdo em
agua. Além disso, o célcio presente na formulacdo pode contribuir para uma maior resisténcia
da superficie tratada ao ataque de microrganismos em p6s-colheita e assim prolongar o periodo
de armazenagem (Carvallho et al., 1998). Por fim, o &cido peracético é um produto ndo clorado,
consequentemente ndo corrosivo. Além disso, ndo leva a formacgdo de substancias residuais
toxicas em calda, gerando apenas oxigénio e &cido acético em contato com a agua, e sua
eficiéncia é pouco afetada pela presenca de matéria organica em suspensdo (Vero et al., 2006;
Srebernich, 2007; Pfuntner, 2011). Este bactericida tem sido amplamente utilizado nos EUA
para higienizacdo de legumes e frutas em pds-colheita, incluindo citros (Pfuntner, 2011).

Além da formulacdo do bactericida, o tempo de exposi¢cdo do fruto ao produto para
descontaminacdo contra microrganismos € outro fator importante no processo de
beneficiamento da produgdo. Quanto maior o tempo exigido de tratamento, maior também
deveré ser o dimensionando da balsa de imersao (Figura 3) e consequentemente do investimento
necessario em infraestrutura. A atual legislacéo (Brasil, 2018) determina que os frutos de citros
sejam tratados em solucdo bactericida por no minimo 2 minutos. Este tempo é motivo de
contestacdo e considerado exagerado por muitos produtores por onerar significativamente o
processo. Além disso, existem trabalhos na literatura que demonstram a efetividade de ac&o dos
bactericidas na higienizacdo de frutos quando expostos por 45 segundos ou 1 minuto (Narciso,
2005; Gottwald et al., 2009).
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Figura 3. Balsa de imersdo para a higienizagdo de frutos de citros em pos-colheita na unidade de
consolidag&o. Frutos de lima acida ‘Tahiti’ (A) e frutos de laranja doce (B).

Em funcdo da existéncia de bactericidas com eficiéncia comprovada contra diversos
microrganismos e da iminente necessidade de regulamentacdo pelo MAPA de produtos e
tempos de tratamento alternativos para higienizacgdo de frutos de citros, este trabalho teve como
objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes bactericidas e da redugéo do tempo de exposigéo para

descontaminacao de frutos de citros em pés-colheita contra Xcc agente causal do cancro citrico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Bactericidas avaliados

Os bactericidas avaliados no presente estudo foram selecionados com base na sugestéo
do setor de frutos de mesa do estado de Sao Paulo e em estudos realizados anteriormente que
demonstraram o potencial de diversas formulacdes para higienizacéo de frutos e verduras pés
colheita. As doses testadas de cada produto foram recomendadas pelos fabricantes (Tabela 4).
O estudo foi composto por trés tipos de experimentos: (i) avaliacdo da capacidade bactericida
do produto contra Xcc, (ii) eficiéncia do produto na descontaminacdo de frutos de citros
contaminados artificialmente em laboratério por Xcc e (iii) eficiéncia do produto na
descontaminagdo de frutos de citros contaminados naturalmente em campo por Xcc. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bacteriologia do Fundecitrus, localizado no

municipio de Araraquara, SP.

Tabela 4. Formulagdes e doses de bactericidas avaliadas.

Nome comercial Ingrediente Ativo pose

Produto comercial Ingrediente ativo (ppm)
Dioxiplus Didxido de cloro 1,0 mL/L 70
Frexus CH Oxicloreto de célcio 0,3g/L 200
Peracetic Acido peracético 0,666 mL/L 100
Pluron 444 A Hipoclorito de sédio 1,7 mL/L 200

2.2 Isolado bacteriano e condic¢des de cultivo

Nos ensaios em laboratorio foi utilizado o isolado Xcc 306, obtido em 1997 de planta
de laranja doce no municipio de Paranavai, PR (Silva et. al., 2002). Para o preparo do inoculo,
o isolado foi previamente cultivado em meio agar nutriente (AN, extrato de carne 3 g, peptona
5 g, agar 15 g e agua destilada 1000 mL a pH 7) por 24 h a 28°C.

2.3  Capacidade bactericida do produto contra Xanthomonas citri subsp. citri

Esse experimento foi realizado para avaliar a capacidade de eliminacdo de Xcc pelos
diferentes bactericidas em estudo. Para isso, suspensdo de Xcc 306 na concentracéo final de 10°

unidades formadoras de colonia/mL (ufc/mL) foi exposta a calda de 50 mL em tubo Falcon
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contendo os diferentes produtos bactericidas na concentragdo recomendada pelo fabricante ou
fornecedor, preparada em agua de torneira autoclavada (Tabela 4). Os tubos foram mantidos
sob agitacdo na posicao inclinada por 1 h. Aliquotas de 100 pL da calda e das diluigdes 107 e
107 foram plaqueadas em meio AN 0 h (imediatamente apds adicdo da bactéria) e 1 h apds a
exposicao da bactéria ao produto. Apds 96 h de incubacgéo a 28°C foi realizada a contagem de
ufc presentes nas placas e calculada a concentragdo bacteriana vidvel apds a exposicdo ao
bactericida em logio ufc/mL. Suspensdo de Xcc ndo exposta ao produto foi utilizada como
controle. Para cada tratamento foram utilizadas 5 repeticdes (caldas) e os experimentos foram
realizados em duplicata (Figura 4). No primeiro ensaio foram realizadas medigdes de pH da
calda de cada repeticéo.

- gt = O

=

Figura 4. Avaliacdo da capacidade biocida dos diferentes bactericidas contra Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc). Tubos Falcon contendo suspensdo de Xcc em mistura com 0s
bactericidas avaliados (A) e placas com meio agar nutriente utilizadas para avaliacao da
viabilidade de suspens@es de Xcc expostas aos bactericidas (B).

2.4  Descontaminagdo de frutos de citros contaminados artificialmente em

laboratério por Xanthomonas citri subsp. citri

A eficiéncia dos bactericidas na descontaminacdo de frutos de citros contra Xcc foi
avaliada com base nos seguintes tratamentos: (i) descontaminacédo de frutos contaminados em
laboratério com Xcc utilizando calda bactericida durante 1 minuto (metade do tempo
estabelecido pela legislacéo vigente), (ii) descontaminacdo de frutos contaminados durante 2
minutos (tempo estabelecido pela legislacdo vigente) e (iii) testemunha, composta por frutos
ndo higienizados com bactericida. O experimento foi conduzido em triplicata e para cada
tratamento foram utilizadas cinco repeticbes com trés frutos por repeticdo. Para este
experimento foram utilizados frutos de lima acida ‘Tahiti’ levando-se em consideracdo que a
producéo nacional desta espécie tem grande representatividade para o mercado de fruto de mesa

nacional e internacional. Os ensaios foram conduzidos utilizando frutos com diametro uniforme
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de aproximadamente 50 mm, obtidos de pomares comerciais da regido de Itajobi, SP, sem
ocorréncia de cancro citrico.

Apos a colheita cada fruto foi lavado manualmente em agua por 30 segundos com
detergente Wash Fruit 33 na concentracdo recomendada pelo fabricante, enxaguados em agua
de torneira autoclavada e secados em temperatura ambiente sobre folhas de papel pardo por
aproximadamente 2 h. Apds a secagem, os frutos foram contaminados por aspersdo (quatro
borrifadas homogeneamente distribuidas ao redor do fruto) utilizando suspensao bacteriana de
Xcc 306 na concentragdo de 107 ufc/mL. Antes do preparo da suspensio bacteriana, o isolado
de Xcc foi cultivado em meio AN a 28°C por 24 h.

Ap0s a secagem dos frutos com a suspensdo bacteriana durante aproximadamente 2 h
os 3 frutos de cada repeticdo foram imersos durante 1 ou 2 minutos em 2 L de calda do
bactericida preparada em agua de torneira na dose recomendada (Tabela 4). Uma nova calda
foi utilizada para cada repeti¢do. Frutos imersos somente em &gua de torneira autoclavada
durante 2 minutos serviram como testemunhas. Apds tratamento, os frutos foram dispostos
sobre papel pardo para secagem em temperatura ambiente por aproximadamente 2 h. Na
sequéncia, os frutos de cada repeticdo foram lavados por agitacdo em sacos plasticos contendo
100 mL de tampéo fosfato (pH 7,2), durante 5 minutos. Depois de lavados os frutos foram
descartados e o tampao de lavagem foi centrifugado utilizando dois tubos Falcon de 50 mL por
20 minutos a 10.000 x g. O pellet de cada repeticdo foi ressuspendido em 3 mL de tampéo
fosfato para posterior avaliacdo da populacdo de Xcc vidvel por meio de plagueamento e
inoculacdo. O plaqueamento foi realizado utilizando 100 pL da suspensdo original e das
diluicbes 10" e 102 em meio AN. Apds 96 h de incubagdo a 28° C foi realizada a contagem de
coldnias de Xcc presentes nas placas e determinada a concentracdo de bactérias provenientes

do fruto.

2.5  Descontaminacéo de frutos de citros contaminados por Xanthomonas citri

subsp. citri provenientes de pomares com cancro citrico

Nesse experimento, a eficiéncia dos bactericidas na descontaminagéo de frutos de citros
contra Xcc foi avaliada com base nos seguintes tratamentos: (i) descontaminacgdo de frutos
contaminados por Xcc provenientes de pomares com cancro citrico utilizando calda bactericida
durante 1 minuto, (ii) descontaminacdo de frutos contaminados durante 2 minutos e (iii)
testemunha, composta por frutos ndo higienizados com bactericida. O experimento foi

conduzido em duplicata e para cada tratamento foram utilizadas cinco repeti¢cdes com trés frutos
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por repeticdo. Para este experimento foram utilizados frutos de lima acida ‘Tahiti’ com didmetro
uniforme de aproximadamente 50 mm, obtidos de pomares comerciais da regido de Itajobi, SP,
com ocorréncia de cancro citrico.

Para aumentar a contaminacéo dos frutos por Xcc, antes da higienizacéo frutos com e
sem sintomas de cancro citrico foram misturados em sacos plasticos na proporgdo de 2:1 (2
frutos com sintomas para 1 fruto sem sintoma), umedecidos com &gua de torneira autoclavada
utilizando borrifador e mantidos em camara umida em temperatura ambiente durante 24 h
(Figura5). Os frutos foram retirados do saco plastico, sendo os frutos com sintomas descartados
e os frutos sem sintoma foram dispostos sobre papel pardo para secagem. Apds a secagem foi

realizada a descontaminacéo e plagueamento conforme descrito no item 2.3 (anterior).

Figura 5. Sacos plasticos com frutos de lima acida ‘Tahiti’ com e sem sintomas de cancro citrico
misturados em sacos plasticos na proporgdo de 2:1 (2 frutos com sintomas para 1 fruto sem
sintoma) e umedecidos com agua de torneira autoclavada (A) e frutos dispostos sobre papel
pardo para secagem (B).

2.6 Potencial infectivo de suspenstes de Xanthomonas citri subsp. citri em

diferentes concentracdes

Para avaliar o potencial de causar cancro citrico da populacdo de Xcc remanescente nos
frutos apoOs tratamento com bactericidas, suspensdes de Xcc 306 foram inoculadas nas
concentragdes de 10°, 10%, 102, 10% e 10* ufc/mL. Antes do preparo da suspensdo de Xcc foi
cultivado em meio de cultura AN a 28°C por 24 h. Para cada concentrac¢do foram inoculadas 10
folhas de plantas de laranja ‘Hamlin’ em estadio V4 a V5 mantidas em casa de vegetacdo. A
inoculacao foi realizada pela infiltracdo 1,0 mL da suspensdo em cada folha com o auxilio de
seringa desprovida de agulha (Figura 6). As avaliacBes foram realizadas 30 dias apds a
inoculagdo pela contagem de folhas com lesdes de cancro citrico e do nimero de lesdes por
folha.
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Figura 6. Mudas de laranja ‘Hamlin” mantidas em casa de vegetagdo (A) utilizadas para inoculagéo de
suspensdo de Xanthomonas citri subsp. citri em diferentes concentragdes por infiltracdo com
seringa (B).

2.7 Analise dos dados

Para cada bactericida avaliado, as quantidades de Xcc recuperadas em meio de cultura
provenientes de frutos de lima 4cida ‘Tahiti’ contaminados artificialmente em laboratério e
naturalmente em campo ap6s exposicdo de 1 e 2 min e sem exposi¢cdo ao produto foram
submetidas a andlise de variancia utilizando delineamento em blocos casualizados e teste Tukey
(p=0,05) para comparagdo de médias. Para a andlise, cada experimento representou um bloco
(repeticdo). Além disso, foi calculado o percentual de reducdo da quantidade de Xcc recuperada
de frutos contaminados em laboratério e em campo para os tempos de exposicdo de 1 e 2 min
em relacdo ao controle negativo (dgua) ndo tratado com bactericida.

Para o experimento que avaliou o potencial infectivo de suspensdes de Xcc em
diferentes concentragdes foi calculado o porcentual de folhas com sintomas de cancro citrico e

0 numero médio de lesBes por folha inoculada acompanhado do erro padrdo da média.
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3. RESULTADOS

As caldas de todos os bactericidas estudados foram capazes de eliminar completamente
a populacdo de Xcc viavel imediatamente (0 h) apds contato com a bactéria ou 1 h de exposi¢do
ao produto. Enquanto que da calda contendo os diferentes bactericidas ndo foi recuperada
nenhuma ufc de Xcc, o controle, contendo somente dgua resultou na recuperacdo de 5 a 6 logio
ufc/mL de Xcc apds 0 ou 1 h de exposicdo (Figura 7 A, B). O pH da &gua utilizada foi 5,8. Nas
caldas de Dioxiplus, Frexus CH, Peracetic e Pluron 444 o pH foi de 9,2, 8,8, 4,2 e 6,8,
respectivamente (Figura 7 C).

Os bactericidas avaliados apresentaram desempenho similares e promoveram redugoes
significativas da populacdo de Xcc em frutos contaminados artificialmente em laboratorio apds
tratamento por 1 ou 2 minutos. Para os frutos tratados, independentemente do tempo de
exposicdo, a quantidade de Xcc recuperada variou de 0,5 a 1,0 logio ufc/mL. Estes valores
representam uma reducao de 100 a 1000 vezes da quantidade de ufc viaveis quando comparado
ao tratamento controle (Figura 8 A-D). A exposicdo dos frutos por 1 ou 2 minutos aos
bactericidas proveu a reducdo de 66,1 a 75,9% e 73,6 a 85,0%, respectivamente, na quantidade
de Xcc recuperada (Figura 8 E). Nao houve diferenca significativa entre os tempos exposi¢do
dos frutos aos bactericidas, de 1 ou 2 minutos, sobre a quantidade de Xcc recuperada apds
tratamento higienizante (Figura 8).

O desempenho dos bactericidas na higienizagdo de frutos de pomares com cancro citrico
foi similar ao observado para frutos contaminados em laboratdrio. Ndo houve diferenca entre
as formulacdes e todos os produtos promoveram a diminui¢do da populacdo de Xcc de 1,3 a
1,8 para 0,1 a 0,3 logio ufc/mL, independentemente ao tempo de exposi¢do aos bactericidas
(Figura 9 A-D). Essa diferenca representou uma reducéo de 80,8 a 95,7% na quantidade de Xcc
recuperado em logio ufc/mL (Figura 9 E).

A inoculagio de Xcc em folhas de laranja demostrou que concentragdes abaixo de 10°
ufc/mL ndo sdo eficientes para causar lesdes de cancro citrico. SuspensGes de Xcc nas
concentracdes de 102 e 10* ufc/mL provocaram a ocorréncia de lesdes em 70 e 100% das folhas
inoculadas, com médias de 60 e 28,0 lesbes/folha, respectivamente. Por outro lado, ndo foram
observadas lesdes em folhas inoculadas com suspensdes de Xcc nas concentragdes de 10° e 102
ufc/mL. Nas inoculagBes com suspenséo de Xcc na concentracdo de 10! ufc/mL foi observada

apenas uma folha com sintoma, a qual apresentou uma Unica lesdo da doenca (Figura 10).
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Figura 7. Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) ap6s 0 h (imediatamente apds contato com o bactericida)
e 1 h de exposicéo a calda contendo individualmente os bactericidas Dioxiplus (dioxido de
cloro), Frexus CH (oxicloreto de calcio), Peracetic (acido peracético) e Pluron 444 A
(hipoclorito de sodio) em dois experimentos independentes (A, B) ap6s adicdo dos
bactericidas em agua de torneira autoclavada e pH das caldas bactericidas imediatamente
apds o preparo no primeiro experimento (C). Agua de torneira autoclavada e Pluron 444 A
foram utilizados como controles de acdo bactericida negativo e positivo, respectivamente.
ufc, unidade formadora de colénia. Barras de erro indicam o erro padrdo da média de cinco
repetigoes.
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Figura 8. Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) proveniente de frutos de lima &acida ‘Tahiti’
contaminados em laboratério e recuperada em meio de cultura sélido ap6s 1 ou 2 minutos de
exposicao a calda contendo individualmente os bactericidas Dioxiplus (diéxido de cloro)
(A), Frexus CH (oxicloreto de calcio) (B), Peracetic (acido peracético) (C) e Pluron 444 A
(hipoclorito de sddio) (D) preparados em &gua de torneira autoclavada (controle) e redugéo
percentual da quantidade de Xcc recuperada em meio de cultura apés 1 ou 2 minutos de
exposicao a calda contendo os diferentes bactericidas (E). ufc, unidade formadora de colénia.
Para cada produto, colunas seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste Tukey (p=0,05). Barras de erro indicam o erro padrdo da média de trés experimentos
independentes.
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Figura 9. Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) proveniente de frutos de lima acida ‘Tahiti’
contaminados naturalmente em pomar com cancro citrico recuperada em meio de cultura
solido apds 1 e 2 minutos de exposicdo a calda contendo individualmente os bactericidas
Dioxiplus (dioxido de cloro) (A), Frexus CH (oxicloreto de célcio) (B), Peracetic (&cido
peracético) (C) e Pluron 444 A (hipoclorito de sddio) (D) preparados em agua de torneira
autoclavada (controle) e reducéo percentual da quantidade de Xcc recuperada em meio de
cultura apés 1 e 2 minutos de exposicdo a calda contendo os diferentes bactericidas (E). ufc,
unidade formadora de colénia. Para cada produto, colunas seguidas de mesma letra ndo
diferem significativamente pelo teste Tukey (p=0,05). Andlise realizada com transformacéo
de dados v (x+1). Barras de erro indicam o erro padrdo da média de trés experimentos
independentes.
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Figura 10. Potencial de suspensdes de Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) em diferentes concentragdes
em causar lesbes de cancro citrico apds infiltragdo em folhas de laranja ‘Pera’. Incidéncia de
folhas com cancro citrico (A) e namero médio de lesBes por folha doente (B), 30 dias apds a
inoculacédo. Barras de erros indicam o erro padrdo da média (n = 10).
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4. DISCUSSAO

O hipoclorito de sodio € a substancia historicamente mais utilizada no mundo para a
descontaminacdo de frutas e hortalicas e a Unica regulamentada no Brasil para higienizagdo de
frutos de citros de mesa em pos-colheita (Basto, 2006; Brasil, 2018). Além do presente estudo,
diversos trabalhos demostraram a eficiéncia desse produto na descontaminacao de frutas de
citros (Narciso, 2005; Basto, 2006; Vero et al., 2006; Gottwald et al., 2009; Lindner, 2009;
Nascimento & Silva, 2010; Martinez et al., 2014). Martinez et al. (2014) demostraram que néo
foi possivel recuperar Xcc vidvel de frutos assintomaticos de limao (Citrus limon) colhidos de
plantas com cancro citrico apds o tratamento com hipoclorito de sodio. Apesar de ser eficiente,
de forma geral, esse produto tende a ser pouco estavel pela facilidade de complexacéao do cloro
ativo com moléculas organicas (Mcneal et al., 1995; Nascimento & Silva, 2010; Pfuntner,
2011). Para minimizar esse efeito € necessario um rigoroso e constante controle do pH da
concentracdo do ingrediente ativo em calda durante o uso. Além disso, o hipoclorito de sédio
pode acelerar significativamente a corrosdo e depreciacdo de equipamentos (Moretti, 2007) e
formacdo de substancias secundarias tdxicas na presenca de matéria organica (Mcneal et al.,
1995; Vero et al., 2006; Nascimento & Silva, 2010; Pfuntner, 2011). Essas desvantagens
levaram a necessidade de avaliacdo de outros produtos que também possam ser utilizados em
UC de frutos de citros em todo o pais.

O presente estudo demostrou que os bactericidas Dioxiplus (diéxido de cloro), Frexus
CH (oxicloreto de célcio), Peracetic (acido peracético) e o Pluron 444 A (hipoclorito de sédio),
utilizado como referéncia, foram capazes de eliminar completamente a populacéo de Xcc viavel
imediatamente apos a adicdo em calda. Além disso, os bactericidas avaliados foram igualmente
eficientes na descontaminagdo de frutos de lima acida ‘Tahiti’ em pds-colheita contaminados
por Xcc. Considerando a epidemiologia da doenca, a forma de acdo dos produtos avaliados e a
semelhanga morfologica entre os frutos de citros de diferentes espécies, os resultados desse
estudo podem ser aplicados a frutos de laranja, limdo, tangerina, tangor, entre outros,
importantes para o mercado in natura.

De forma geral os bactericidas foram capazes de reduzir a populacéo de Xcc recuperada
em até aproximadamente 3,0 unidades de logio. Os niveis de reducéo na descontaminacdo de
Xcc em frutos pos-colheita foram similares aqueles obtidos em estudos anteriores. Gottwald et.
al. (2009) demostraram reducédo de aproximadamente 2,0 a 2,5 unidades de logio ufc/mL na
populacdo de Xcc recuperada da superficie de frutos assintomaticos de pomelo (Citrus

paradise) provenientes de pomares com cancro critico tratados com hipoclorito de sddio a 200
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ppm por 45 segundos. Nesse caso, 0s melhores resultados foram obtidos quando o tratamento
com hipoclorito de sédio foi antecedido pela lavagem dos frutos para remocéao de impurezas.

No presente estudo o acido peracético foi eficiente na descontaminacéo de frutos de
citros com a eliminacdo da populacéo viavel de Xcc em até 2,8 logio ufc/mL. Outros trabalhos
demostraram anteriormente que esse bactericida possui grande potencial para a higienizacdo de
hortalicas e frutas em pos-colheita, incluindo citros. Narciso (2005) observou que o tratamento
de frutos de laranja com bactericida a base de acido peracético a 100 ppm por 1 minuto foi
capaz de reduzir a carga de importantes fungos em pos-colheita como Penicillium digitatum,
Geotrichum citri-aurantii e Colletotrichum gloeosporioides em até 2,5 unidades de logio
ufc/cm?. Da mesma forma, Nascimento & Silva (2010) obteve redugdes similares da populagéo
de microrganismos em morangos tratados com hipoclorito de sédio a 200 ppm e acido
peracético a 80 ppm.

O didxido de cloro foi capaz de reduzir a populacdo vidvel de Xcc em até 2,4 logio
ufc/mL. Esta reducgdo € similar aquela observada por Sun et al. (2016) em frutos de pomelo.
Nesse estudo, o dioxido de cloro foi capaz de inibir o crescimento de Penicillium digitatum e
de reduzir a populagéo de Xcc em 2,4 a 6,4 logio ufc/mL. Na dose de 60 ppm, este bactericida
inibiu completamente o crescimento de Xcc. Em outro trabalho, Vero et al. (2006)
demonstraram que o dioxido de cloro foi o bactericida com a¢do mais rapida na eliminagéo em
pos-colheita de propagulos viaveis de Penicillium italicum em frutos de laranja em relagdo ao
hipoclorito de sodio. Além desses microrganismos, o diéxido de cloro demostrou ser efetivo
contra E. coli, Salmonella sp., Penicillium expansum e Xanthomonas campestris pv. campestris
(Wisniewsky et al., 2000; Okull et al., 2006; Mahmoud et al., 2008; Krauthausen et al., 2011).
O didxido de cloro também tem sido associado a prevencéo e destrui¢do de biofilmes (Birko,
2005; Bang et al., 2014), importante na colonizagdo e sobrevivéncia de bactérias em superficies
de frutas e hortaligas em pds-colheita.

Como alternativa aos produtos liquidos, este estudo avaliou o oxicloreto de calcio, o
qual proporcionou reducdo de até 2,7 logio ufc/mL na populacdo vidvel de Xcc em frutos de
lima acida ‘Tahiti’. Dentre os bactericidas avaliados, 0 oxicloreto de célcio é o que apresenta
menor volume de pesquisas relacionadas ao uso como agente para higienizacdo de frutas e
hortalicas. Trabalho prévio reportou que este sanitizante € eficiente na reducdo da germinacao
de conidios de Botrytis cinerea e da severidade do mofo cinzento em peras inoculadas (Nunes
et al., 2012). Em outro estudo, Domingues et al. (2016) demostraram o potencial do oxicloreto
de calcio na redugdo da incidéncia de podriddes causadas por Pennicilium, Pezicula

malicorticis e Alternaria em maca. Além disso, o oxicloreto de célcio tem sido utilizado nos
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EUA, por recomendacgédo do FDA, para o tratamento de sementes de alfafa e feijdo mungo
utilizadas na producéo de brotos comestiveis contra E. coli e Salmonella (Fett, 2002a, 2002b;
Suslow et al., 2002).

O presente estudo também demostrou que, tanto para frutos contaminados com Xcc em
laboratério como para frutos contaminados naturalmente no pomar, ndo houve diferenca
significativa na eficiéncia dos bactericidas na descontaminagdo contra Xcc para os tempos de
exposicdo de 1 ou 2 minutos. Resultados satisfatérios também foram obtidos em trabalhos
anteriores para descontaminacao de frutos contra Xcc utilizando tempo de exposicdo de 45
segundos e 1 minuto (Narciso, 2005; Vero et. al., 2006; Gottwald et al., 2009). Em alguns
paises, como Estados Unidos, tempos menores de tratamentos de frutos de citros com
bactericidas ja sdo regulamentados e praticados (United States Department of Agriculture,
2006). Desta forma, diante dessas evidéncias, € justificavel que o tempo de tratamento exigido
no protocolo de descontaminacdo de frutos de citros da legislacédo brasileira seja revisado.

Assim como em pesquisas anteriores relacionadas (Gottwald et al., 2009; Sun et al.,
2016), esse estudo demonstrou que apesar dos bactericidas avaliados ndo serem capazes de
eliminar completamente a populacédo viavel de Xcc presentes na superficie dos frutos de citros
o potencial infectivo das bactérias remanescentes € insignificante. Embora em folhas inoculadas
com suspensdo de Xcc na concentracdo de 10! ufc/mL tenha resultado apenas uma folha com
sintoma, a qual apresentou uma Unica lesdo da doenca, € importante ressaltar que a inoculacao
foi realizada pela infiltracdo de suspensdo bacteriana diretamente no mesofilo foliar, método
mais invasivo do que as condi¢bes de naturais de infeccdo em campo. Além disso, foi
demostrado que a populagdo de Xcc remanescentes nos frutos foi sempre inferior a esta
concentracdo. Outros fatores importantes a serem considerados sdo que a populagdo de Xcc
recuperada de frutos higienizados néo necessariamente corresponde a populacéo de Xcc capaz
de causar doenca (Gottwald et al., 2009) e que ha um declinio natural da populacdo bacteriana
durante o transporte. Martinez et al. (2014) demostraram que o tempo de deslocamento de um
container da America do Sul a Europa também € capaz de reduzir a populacdo de Xcc viavel
presente em frutos de limédo assintomaticos.

Segundo o artigo 49 da IN 21/2018, em vigéncia, a higienizacao dos frutos de citros em
pos colheita contra Xcc s pode ser realizada com a “imersao em solugdo com hipoclorito de
sodio a duzentos ppm, pH sete, durante dois minutos” (MAPA, 2018). Contudo, 0 mesmo artigo
possibilita a regulamentacdo de “outros métodos ou produtos para higienizagdo, homologados
pela pesquisa e reconhecidos pelo MAPA” (MAPA, 2018). Diante desta concessdo e dos

resultados obtidos nesse trabalho, os quais corroboram com estudos previos relacionados
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conforme apresentado, é plausivel que tanto os produtos regulamentados quanto o tempo de
exposicdo para descontaminacéo de frutos de citros em pos-colheita contra Xcc, agente causal

do cancro citrico, sejam revistos.
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5. CONCLUSOES

Os bactericidas alternativos Dioxiplus (dioxido de cloro), Frexus CH (oxicloreto de
calcio), e Peracetic (acido peracético) sdo eficientes para descontaminacdo de frutos de citros
contra Xcc em pés-colheita.

A reducdo do tempo de exposicdo dos frutos de citros aos bactericidas avaliados de 2

para 1 minuto ndo interfere na eficiéncia de descontaminacéo contra Xcc em pés-colheita.
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