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RESUMO 

 

ALCÂNTARA, Vinícius Silva. SENSIBILIDADE DE Xanthomonas euvesicatoria pv. 

perforans A FUNGICIDA A BASE DE PIDIFLUMETOFEN E DIFENOCONAZOL. 

2022. Trabalho de conclusão de curso (Curso de Bacharelado em Agronomia). Instituto Federal 

de Educação, Ciências e Tecnologia Goiano - Campus Morrinhos, GO, março, 2022. 

O objetivo do estudo foi avaliar “in vitro” os efeitos diretos de produtos à base de hidróxido de 

cobre (HC), acibenzolar-s-metil (ASM), difenoconazol (DIF) e pidiflumetofen + difenoconazol 

(PIDIF), sobre X. euvesicatoria pv. perforans. Foram 3 experimentos conduzidos em 

delineamento experimental inteiramente casualizado. O primeiro, em esquema 3x5+1, sendo 3 

produtos (PIDIF, ASM e HC), 5 doses e 1 tratamento controle sem fungicida, com 3 repetições 

para cada tratamento. No segundo, 4x5+1, de 4 produtos (PIDIF, ASM, HC e DIF), 5 doses e 

1 controle, com 5 repetições para cada tratamento. No terceiro experimento, testou apenas 2 

produtos em 5 doses (PIDIF e DIF), e os outros 2 em apenas 1 dose (ASM em dose recomendada 

de 25g/300L e HC 300g/300mL), com 5 repetições para cada tratamento. As 5 doses foram 

divididas em: 1 dose de concentração recomendada (500mL, 25g, 3000g e 73mL/300L para 

PIDIF, ASM, HC e DIF, respectivamente), 5 e 10 vezes maior que a recomendada, 5 e 10 vezes 

menor que a recomendada. Os produtos foram dosados e adicionados em tubos de ensaio 

contendo 10 ml de suspensão bacteriana e levadas a incubadora a 120 rpm à 28 ºC, por 24 horas. 

Em seguida foram espalhadas alíquotas de 100 µl sobre meio Nutriente Ágar em placa de Petri 

e levadas a estufa B.O.D. em 28º C, até o crescimento das colônias. O 1º experimento serviu 

para fins comparativos, indicando presença ou ausência de bactérias. No 2º experimento, as 

doses de 5 vezes e 10 vezes a recomendada de PIDIF inibiram o crescimento de colônias, bem 

como todas as doses de HC. As demais doses de PIDIF, e todas as doses de DIF e ASM não se 

diferenciaram do controle. Enquanto no 3º experimento, todas as doses de PIDIF reprimiram o 

crescimento das colônias, bem como a única dose de hidróxido de cobre (0,3kg/ha). Para os 

tratamentos à base de difenoconazol e acibenzolar-s-metil, não houve diferença estatística em 

relação ao controle. 

Palavras-chave: mancha-bacteriana, controle, tomate. 
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ABSTRACT 

 

ALCÂNTARA, Vinícius Silva. SENSITIVITY OF Xanthomonas euvesicatoria pv. 

perforans A FUNGICIDE BASED ON PIDIFLUMETOFEN AND 

DIPHENOCONAZOLE. 2022. Course conclusion work (Bachelor's Degree in Agronomy). 

Federal Institute of Education, Science and Technology of Goiás - Campus Morrinhos, GO, 

march, 2022. 

The goal of the study was to evaluate the direct effects of products based on hydroxide of copper 

(HC), acibenzolar-s-methyl (ASM), difenoconazole (DIF), and pydiflumetofen + difeconazole 

(PIDIF) on X.euvesicatoria pv. perforans "in vitro". There were 3 experiments conducted in a 

completely randomized design. The first one, on a scheme 3x5+1, with 3 products (PIDIF, ASM 

and HC), 5 doses, and 1 control treatment without fungicide, with 3 repetitions for each 

treatment. In the second one, 4x5+1, the 4 products (PIDIF, ASM, HC, and DIF), 5 doses and 

1 control, with 5 repetitions for each treatment. In the third experiment, was tested only 2 

products and 5 doses (PIDIF and DIF), and the other 2 products only in one dose (ASM using 

the recommended dose of 25g/300L and HC 300g/300mL), with 5 repetitions for each 

treatment. The 5 doses were divided into 1 dose of recommended concentration (500mL, 25g, 

3000g, and 73mL/300L for PIDIF, ASM, HC, and DIF, respectively), 5 and 10 times higher 

than recommended, 5 and 10 times lower than recommended. The products were dosed and 

added to test tubes containing 10 mL of bacterial suspension then taken to an incubator at 120 

rpm at 28°C for 24 hours. Therefore, 100 µl aliquots were spread on agar medium nutrient in a 

Petri dish then taken to the B.O.D greenhouse at 28ºC, until the colonies grow. The first 

experiment served for comparative ends, indicating the presence or absence of bacteria. In the 

second experiment, the doses 5 and 10 times higher than recommended of PIDIF inhibited the 

growth of colonies, as well as all doses of HC. The other doses of PIDIF and all doses of DIF 

and ASM did not differ from the control. However, in the third experiment, all the doses of 

PIDIF inhibited the growth of colonies, as well as the unique dose of hydroxide of copper 

(0,3kg/ha). For the treatments based on difenoconazole and acibenzolar-s-methyl, there was no 

statistical difference between these and the control. 

Keywords: bacterial spot, control, tomato 
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1. INTRODUÇÃO 1 

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma cultura de grande relevância, com produção 2 

mundial superior a 186 milhões de toneladas do fruto em 2020, sendo mais de 3.7 milhões 3 

produzidas pelo Brasil, que ocupa o décimo lugar no ranking de países produtores (FAOSTAT, 4 

2021). Sua produção e comercialização movimenta a economia e gera renda a diversas classes, 5 

seja para consumo in natura ou processamento industrial.  6 

Dentre as patologias que limitam sua produção, a mancha bacteriana do tomateiro se 7 

destaca pela ocorrência mundial e dificuldade de controle. A doença causa lesões em caules, 8 

folhas, cálices e frutos, comprometendo a produção e a qualidade comercial do produto 9 

(POTNIS et al., 2015; POHRONEZNY e VOLIN, 1983). Ela pode acarretar perdas de 10 

produtividade de até 50%, quando em condições climáticas favoráveis a doença (LOUWS et 11 

al., 2001; SCOTT et al., 1989; POHRONEZNY e VOLIN, 1983). 12 

Após algumas revisões taxonômicas, foram denominados como Xanthomonas 13 

euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans e X. cynarae pv. 14 

gardneri os agentes causais da mancha-bacteriana do tomateiro (JONES et al., 2004; 15 

CONSTANTIN et al., 2016; TIMILSINA et al., 2019). A prevalência de X. euvesicatoria pv. 16 

perforans no Brasil foi fonte de estudos de Araújo et al. (2016), que demonstraram a 17 

predominância desta espécie em 92% dos casos de ocorrência de mancha bacteriana no país.  18 

Uma possível vantagem competitiva devido a produção de bacteriocinas, maior 19 

adaptabilidade e agressividade em temperaturas superiores a 25º C pode explicar a maior 20 

prevalência de X. euvesicatoria pv. perforans no Brasil. Ademais, a relação entre temperatura 21 

e molhamento foliar pode tornar o ambiente propício à bacteriose, aumentando a severidade 22 

(MARCUZZO et al., 2009). A permanência e disseminação da bacteriose no tomate para 23 

processamento industrial também está ligada a gama de hospedeiros, que inclui Nicandra 24 

physaloides e Solanum americanum, plantas daninhas de difícil controle presentes nos campos 25 

brasileiros (ARAÚJO et al., 2015).   26 

São poucas as alternativas de defensivos registrados no Brasil para o controle da doença, 27 

limitando-se a produtos à base de cobre, acibenzolar-S-metil, famoxadona, mancozebe, 28 

cimoxanil, cloreto de benzalcônio, casugamicina, extrato de Malaleuca alternifolia e 29 

Laminarina (AGROFIT, 2022). No entanto, muitos isolados são resistentes a alguns destes 30 
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produtos (HIBBERD et al., 1988; QUEZADO-DUVAL, 2003), predominando a utilização de 31 

bactericidas à base de cobre. 32 

Com o uso exacerbado, a aquisição de resistência ao cobre por Xanthomonas spp. tem 33 

sido comumente relatada (MARCO e STALL, 1983; BENDER et al., 1990; JONES et al., 34 

1991). Tal fato é exemplificado pelo constante surgimento de novas variantes de genes de 35 

resistência a cobre, como relatadas por Lai et al. (2021), em isolados de X. euvesicatoria pv. 36 

perforans de Taiwan. Isso demonstra a necessidade de novas ferramentas de controle. Além da 37 

seleção de indivíduos resistentes, a utilização contínua de cúpricos, pode resultar em 38 

fitotoxicidade nas culturas, acúmulo de cobre no solo e efeitos negativos em sua biota 39 

(LAMICHHANE et al., 2018). 40 

O acibenzolar-S-Metil (ASM) tem sido uma alternativa eficaz para controle da doença 41 

no campo e em estufas (TRUEMAN et al., 2019; HUANG e VALLAD, 2018; OBRADOVIC 42 

et al., 2004). Por ser um indutor de resistência adquirida (IRA), atua na planta como análogo 43 

do ácido salicílico, na ativação dos sistemas de defesa do tomateiro. Este produto promove a 44 

redução da severidade da mancha bacteriana do tomateiro, por meio do aumento da transcrição 45 

de genes relacionados ao estresse (OBRADOVIC et al., 2004), estimulando a atividade de 46 

enzimas ligadas a indução da resistência (ITAKO et al., 2015).  Em geral, os indutores de 47 

resistência possuem custos metabólicos as plantas, que investem suas energias para ativação 48 

dos processos de defesa (GAYLER et al., 2004; KUHN e PASCHOLATI, 2007). 49 

Para Heil e Baldwin (2002), todo efeito negativo sobre a adaptabilidade da planta aos 50 

indutores de resistência, necessário para que as características de defesa se tornem expressas, é 51 

considerado um custo da resistência induzida. Sem a presença do patógeno, esses custos são 52 

considerados desperdício de recursos, refletindo na redução da produtividade (IRITI e FAORO, 53 

2003). Nesse sentido, estudos demonstram riscos no uso de ASM, como a diminuição de 54 

produtividade e retardo no crescimento, que podem estar ligados aos gastos adaptativos 55 

(KUNWAR et al., 2017; PONTES et al., 2016; LOUWS et al., 2001; ABBASI et al. 2002). 56 

Apesar de ser eficiente no controle de mancha bacteriana, é necessário atentar-se ao número de 57 

aplicações e volume para reduzir os efeitos negativos (PONTES et al., 2016, 2018). 58 

Alguns fungicidas podem influenciar positivamente no controle, como o uso combinado 59 

de ASM e difenoconazol, um triazol que atua na inibição da desmetilação de esteróis (DMI - 60 

DeMethylation Inhibitors), que apresenta capacidade de reduzir a incidência e severidade de 61 
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doenças bacterianas no tomate em comparação a aplicação exclusiva do indutor de resistência 62 

(PARADELA et al., 2001). 63 

Outro exemplo são as estrubirulinas, grupo que atua sobre os fungos no complexo III da 64 

respiração, como inibidores da quinona externa (QoI - Quinone outside Inhibitors), porém 65 

podem gerar a indução de resistência à mancha bacteriana no tomateiro pela ativação de 66 

enzimas relacionadas a patogênese, como no uso de piraclostrobina (ITAKO et al., 2012, 2015). 67 

Além disso, outros efeitos fisiológicos positivos na planta são relatados, como o “efeito verde”, 68 

onde se prolonga a eficiência fotossintética, melhora de fatores estressantes, regulação 69 

hormonal, melhor eficiência na assimilação de carbono e nitrogênio, aumenta-se o 70 

desenvolvimento e as produtividades (VENANCIO et al., 2003; KOEHLE et al., 2002). 71 

Bem como as estrubirulinas, um grupo de fungicidas introduzido no mercado mais 72 

recentemente, chamado de carboxamidas, é fonte de novas pesquisas sobre efeitos fisiológicos 73 

nas plantas. Segundo Amaro et al. (2018, 2019), as carboxamidas ou estrubirulinas são capazes 74 

de aumentar a fotossíntese líquida, diminuir a perda de dióxido de carbono, gerando mais 75 

energia, aumentar as enzimas antioxidantes, fornecendo maior tolerância ao estresse, 76 

proporcionar melhor balanço hormonal pela síntese de ácido indolacético (AIA), ácido abcísico 77 

(ABA) e diminuição do etileno, retardando a senescência, elevando a produtividade. 78 

As carboxamidas são fungicidas sistêmicos que atuam na mitocôndria dos fungos sobre 79 

a respiração no Complexo II, inibindo a enzima succinato dehidrogenase (Succinate 80 

DeHydrogenase Inhibitor, SDHI). Com isso, interfere na redução da ubiquinona e como essa 81 

reação é acoplada à oxidação do succinato, ela afeta o ciclo de Krebs e respiração. 82 

Dentre as carboxamidas, uma nova molécula chamada pidiflumetofen (3-83 

(Difluorometil)-N-metoxi-1-metil-N-[(RS)-1-metil-2-(2,4,6-triclorofenil)etil]pirazol-4-84 

carboxamida) foi registrada em diferentes países para controle de doenças em culturas como 85 

tomate, batata, uva, soja, pimentas e amendoim (BUXTON et al., 2016; HARP et al., 2016; 86 

HOU et al., 2017; OLAYA et al., 2016). Seu espectro de controle abrange principalmente 87 

ascomicetos, demonstra atividade sobre Zymoseptoria tritici, Blumeria graminis, Pyrenophora 88 

tritici-repentis, Uncinula necator, Alternaria solani, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum 89 

e Fusarium spp. (SIEROTZKI et al., 2017). 90 

O uso de produto formulado a base de difenoconazol e pidiflumetofen é realizado no 91 

controle de doenças do tomateiro, como Alternaria solani e A. alternata, mas com potencial 92 
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para outras doenças, como Sclerotinia sclerotiorum (HUANG et al., 2019). Além do efeito 93 

sobre a respiração, o pidiflumetofen aumenta a permeabilidade seletiva das membranas, reduz 94 

a produção de exopolissacarídeos e ácido oxálico, substâncias importantes para a 95 

patogenicidade (DUAN et al., 2019; HUANG et al., 2019). 96 

Os efeitos fisiológicos podem ser positivos no controle da mancha bacteriana, porém é 97 

necessário conhecer efeitos diretos ao patógeno pelo uso dos produtos. Sobre o uso da 98 

combinação de difenoconazol e pidiflumetofen, também são necessários estudos mais densos 99 

sobre a sensibilidade da bactéria. 100 

Com os fatos supracitados, observou-se um potencial para o controle de mancha 101 

bacteriana com o uso de fungicidas. Visando posteriores testes a campo, suscitou-se avaliar os 102 

efeitos diretos “in vitro” de fungicida a base de pidiflumetofen (carboxamida) combinado com 103 

difenoconazol (triazol) sobre Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans, bem como 104 

acibenzolar-S-metil, hidróxido de cobre e difenoconazol. 105 

2. MATERIAL E MÉTODOS 106 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Fitopatologia (LAFIP), localizado 107 

no Instituto Federal Goiano – Campus Morrinhos, cujo as coordenadas geográficas são 108 

17º49’12” de latitude sul, 49º12’09” de longitude oeste, em altitude de 836 m. 109 

2.1. 1º experimento in vitro na concentração de 108 UFC/ml 110 

Avaliou-se a sensibilidade “in vitro” de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans com 111 

produtos comerciais a base de pidiflumetofen + difenoconazol, acibenzolar-S-metil e hidróxido 112 

de cobre, separadamente. Foi utilizado a dose recomendada de cada produto (500mL, 25g e 113 

3000g / 300L) e mais 4 doses que variaram da seguinte forma: 1 dose de 5 e de 10 vezes maior 114 

que a dose recomendada, e de 5 e de 10 vezes menor (Tabela 1). 115 

Em tubos de ensaio esterilizados foram adicionados 10 ml de suspensão bacteriana de 116 

X. euvesicatoria pv.  perforans ajustada a 108 Unidades Formadoras de Colônias/mililitros 117 

(UFC/ml). Em seguida, cada tubo recebeu a dose de produto determinadas conforme tratamento 118 

descrito (Tabela 1). Foram utilizados 3 tubos para cada tratamento, ou seja, 3 repetições por 119 

tratamento. Todos os tubos foram preparados juntos e em seguida foram incubados a 28° C por 120 

24 horas sob agitação a 120 rpm. Um volume de 100 µl cada tubo de ensaio foi espalhado sobre 121 

placas de Petri com meio de cultura Nutriente Ágar e incubadas a 28 °C por 48 horas.  122 
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 123 

Tabela 1. Tratamentos do 1° experimento in vitro com os respectivos ingredientes ativos e doses. 124 

Tratamento 
Ingrediente Ativo / Concentração Dose Volume de calda 

(g i.a./ kg ou L p.c.)* (ml ou g de p.c./ha)** Litros 

T1 

Pidiflumetofen (125 g/L) 

+Difenoconazol (75 g/L) 

5000 ml/ha 300 L 

T2 2500 ml/ha 300 L 

T3 500 ml/ha 300 L 

T4 100 ml/ha 300 L 

T5 50 ml/ha 300 L 

T6 

Acibenzolar-S-Metil (500 g/Kg) 

250 g/ha 100 L 

T7 125 g/ha 100 L 

T8 25 g/ha 100 L 

T9 5 g/ha 100 L 

T10 2,5 g/ha 100 L 

T11 

Hidróxido de Cobre (691 g/Kg) 

30000 g/ha 400 L 

T12 15000 g/ha 400 L 

T13 3000 g/ha 400 L 

T14 600 g/ha 400 L 

T15 300 g/ha 400 L 

T16 Controle - - 

*Gramas de ingrediente ativo por quilogramas ou litro de produto comercial. **Mililitros ou gramas de produto 125 

comercial por hectare. 126 

2.2. 2º experimento in vitro com diluição da solução em 10-6 127 

Verificou-se o efeito de produtos comerciais a base pidiflumetofen + difenoconazol, 128 

difenoconazol individualmente, acibenzolar-S-Metil e hidróxido de cobre, no controle de X. 129 

euvesicatoria pv. perforans, comparando-os ao controle. Ao todo foram 21 tratamentos, com 4 130 

produtos e o controle e 5 doses de cada produto como descrito na tabela 2.  131 

Em tubos de ensaio esterilizados, foram adicionados 10 ml de suspensão bacteriana 132 

ajustada para 108 UFC/ml e o respectivo tratamento com a dose do produto. Os tubos ficaram 133 

sob agitação constante por 24 horas a 28°C. Os tubos foram agitados para homogeneização e 134 

uma diluição seriada foi realizada de 1:106 com meio nutriente líquido. Em seguida, uma 135 

alíquota de 100 µl da diluição foi espalhada sob uma placa de Petri com meio de cultura 136 
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Nutriente Ágar (NA). Foram usadas 5 placas de Petri para cada tratamento, no total de 5 137 

repetições. As placas foram incubadas a 28°C até o aparecimento das colônias no tratamento 138 

controle. Foi realizado a contagem do número de colônias em cada placa de Petri. 139 

Tabela 2. Tratamentos do 2° experimento in vitro com os ingredientes ativos dos produtos e respectivas doses. 140 

Tratamento 
Ingrediente Ativo / Concentração 

(g i.a./ kg ou l p.c.)* 

Dose Volume de calda 

(g i.a./ kg ou l p.c.)* (ml ou g de p.c./ha)** Litros 

T1 

Pidiflumetofen (125 g/L) 

+Difenoconazol (75 g/L) 

5000 ml/ha 300 L 

T2 2500 ml/ha 300 L 

T3 500 ml/ha 300 L 

T4 100 ml/ha 300 L 

T5 50 ml/ha 300 L 

T6 

Acibenzolar-S-Metil (500 g/Kg) 

250 g/ha 100 L 

T7 125 g/ha 100 L 

T8 25 g/ha 100 L 

T9 5 g/ha 100 L 

T10 2,5 g/ha 100 L 

T11 

Hidróxido de Cobre (691 g/Kg) 

30000 g/ha 400 L 

T12 15000 g/ha 400 L 

T13 3000 g/ha 400 L 

T14 600 g/ha 400 L 

T15 300 g/ha 400 L 

T16 

Difenoconazol (250 g/L) 

734 ml/ha 100 L 

T17 367 ml/ha 100 L 

T18 73,4 ml/ha 100 L 

T19 33 ml/ha 100 L 

T20 7,34 ml/ha 100 L 

T21 Controle - - 

*Gramas de ingrediente ativo por quilogramas ou litro de produto comercial. **Mililitros ou gramas de produto 141 

comercial por hectare. 142 

2.3. 3° experimento in vitro com solução diluída em 10-6 143 

Este experimento foi executado com as mesmas condições e tratamentos do 2° 144 

experimento in vitro, com objetivo de confirmar os resultados obtidos. Apenas os tratamentos 145 

com acibenzolar-S-Metil e hidróxido de cobre foram reduzidos para uma dose de cada (Tabela 146 

3). 147 
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Tabela 3. Tratamentos do 3° experimento in vitro com os ingredientes ativos dos produtos e respectivas doses. 148 

Tratamentos 

Ingrediente Ativo / Concentração Dose Volume de calda 

(g i.a./ kg ou l p.c.)* (ml ou g de p.c./ha)** Litros 

T1 

Pidiflumetofen (125 g/L) 

+Difenoconazol (75 g/L) 

5000 ml/ha 300 L 

T2 2500 ml/ha 300 L 

T3 500 ml/ha 300 L 

T4 100 ml/ha 300 L 

T5 50 ml/ha 300 L 

T6 Acibenzolar-S-Metil (500 g/Kg) 25 g/ha 100 L 

T7 Hidróxido de Cobre (691 g/Kg)  3000 g/ha 400 L 

T8 

Difenoconazol (250 g/Kg) 

734 ml/ha 100 L 

T9 367 ml/ha 100 L 

T10 73,4 ml/ha 100 L 

T11 33 ml/ha 100 L 

T12 7,34 ml/ha 100 L 

T13 Controle - - 

*Gramas de ingrediente ativo por quilogramas ou litro de produto comercial. **Mililitros ou gramas de produto 149 

comercial por hectare. 150 

Em tubos de ensaio esterilizados foi adicionado 10 ml de suspensão bacteriana ajustada 151 

para 108 UFC/ml e o respectivo tratamento com a dose do produto. Os tubos ficaram sob 152 

agitação constante por 24 horas a 28°C. Os tubos foram agitados para homogeneização e uma 153 

diluição seriada foi realizada de 1:106 com meio nutriente líquido. Em seguida, uma alíquota 154 

de 100 µl da diluição foi espalhada sob uma placa de Petri com meio de cultura Nutriente Ágar. 155 

Foram usadas 5 placas de Petri para cada tratamento, no total de 5 repetições. As placas foram 156 

incubadas a 28°C até o aparecimento das colônias da no tratamento controle. Foi realizado a 157 

contagem do número de colônias em cada placa de Petri. 158 

2.4. Análise estatística 159 

O conjunto de dados do 2º e 3º experimento foram submetidos à análise de variância 160 

realizada pelo teste F, a 5 % de probabilidade. A médias dos tratamentos foram comparadas ao 161 

controle em teste de Dunnett a 5% de significância. Utilizou-se o software “Statistical Analysis 162 

System (SAS/STAT)”. 163 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 164 

No 1º experimento in vitro, os resultados obtidos nas placas de Petri foram presença ou 165 

ausência de crescimento bacteriano após 48 horas de incubação a 28°C. Para pidiflumetofen + 166 
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difenoconazol, houve crescimento bacteriano apenas nos tratamentos com concentrações de 167 

500, 100 e 50 ml/300L (Figura 1). Em todos os tratamentos com acibenzolar-S-Metil, houve 168 

crescimento bacteriano nas placas de Petri (Figura 2). E em todas as doses usadas do produto 169 

hidróxido de cobre, não houve presença de colônias bacterianas (Figura 3). Na figura 4, pode-170 

se observar comparar o crescimento bacteriano de cada tratamento com o controle.171 

 172 

 173 

 174 

 175 

Figura 1 Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Pidiflumetofen + Difenoconazol 

correspondida a cada tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T1 = 5000 ml/ha. B) T2 = 2500 ml/ha. 

C) T3 = 500 ml/ha. D) T4 = 100 ml/ha. E) T5 = 50 ml/ha. 

Figura 2 Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Acibenzolar-S-Metil correspondida a cada 

tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T6 = 250 g/ha. B) T7 = 125 g/ha. C) T8 = 25 g/ha. D) T9 = 

5 g/ha. E) T10 = 2,5 g/ha. 

 Figura 3 - Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Hidróxido de Cobre correspondida 

com cada tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T11 = 30 kg/ha. B) T12 = 15 kg/ha. C) T13 

= 3 kg/ha. D) T16 = 0,6 kg/ha. E) T15 = 0,3 kg/ha. 
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 176 

Figura 4 - Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 177 

euvesicatoria pv. perforans e tratamentos com doses dos produtos comerciais a base de Pidiflumetofen + 178 

Difenoconazol (T1 = 5000 ml/ha, T2 = 2500 ml/ha, T3 = 500 ml/ha, T4 = 100 ml/ha, T5 = 50 ml/ha), Acibenzolar-179 

S-Metil (T6 = 250 g/ha, T7 = 125 g/ha, T8 = 25 g/ha, T9 = 5 g/ha, T10 = 2,5 g/ha), Hidróxido de Cobre (T11 = 30 180 

kg/ha, T12 = 15 kg/ha, T13 = 3 kg/ha, T16 = 0,6 kg/ha, T15 = 0,3kg/ha), além do Controle (T16), após 48 horas 181 

de incubação a 28°C.  182 

Tabela 4.  Presença de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans em placas de Petri no 1º experimento. 183 

Ingrediente Ativo Tratamento 
Percentual da dose 

recomendada* 

Presença de 

bactéria** 

PIdiflumetofen 

+Difenoconazol 

T1 1000 % A 

 T2 500 % 

 

A 

T3 100 % P 

T4 20 % P 

T5 10 % P 

Acibenzolar-S-Metil 

T6 1000 % P 

T7 500 % 

 

P 

T8 100 % P 

T9 20 % P 

T10 10 % P 

Hidróxido de Cobre 

T11 1000 % A 

T12 500 % 

 

A 

T13 100 % A 

T14 20 % A 

T15 10 % A 

Controle T16 - P 

*Quantidade da dose recomendada do produto utilizada. **P para presença 184 

 e A para ausência de bactéria nas placas de Petri de determinado tratamento. 185 
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Com o grande volume de bactéria nas placas de Petri, formando um biofilme, os 186 

resultados obtidos no 1º experimento serviram para fins comparativos (Tabela 4), para 187 

demonstrar a repressão com as duas maiores doses de pidiflumetofen + difenoconazol e todas 188 

as doses de hidróxido de cobre.  189 

No 2º experimento in vitro houve crescimento de colônias individuais de Xanthomonas 190 

euvesicatoria pv. perforans quando incubado com produto comercial a base de pidiflumetofen 191 

+ difenoconazol nas doses 50, 100 e 500 ml/300L. Para as doses 2500 e 5000 ml/30mmL, não 192 

houve crescimento bacteriano (Figura 5). Para os tratamentos com acibenzolar-S-metil e apenas 193 

difenoconazol, em todas as doses houve formação de colônias bacterianas (Figura 6 e 7). Todos 194 

os tratamentos com hidróxido de cobre foram capazes de controlar X. euvesicatoria pv. 195 

perforans, como observado no 1° experimento in vitro. Na figura 8, é possível comparar o 196 

tamanho das colônias entre as doses recomendadas de cada produto. As colônias de X. 197 

euvesicatoria pv. perforans tratadas com pidiflumetofen + difenoconazol foram menores que 198 

as tratadas com acibenzolar-S-metil, difenoconazol e o controle. 199 

 200 

Figura 5. Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 201 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Pidiflumetofen +Difenoconazol correspondida 202 

com cada tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T1 = 5000 ml/ha. B) T2 = 2500 ml/ha. C) T3 = 500 203 

ml/ha. D) T4 = 100 ml/ha. E) T5 = 50 ml/ha. F) T21 = Controle. 204 

 205 

Figura 6. Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 206 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Acibenzolar-S-Metil correspondida com cada 207 

tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T6 = 250 g/ha. B) T7 = 125 g/ha. C) T8 = 25 g/ha. D) T9 = 5 208 

g/ha. E) T10 = 2,5 g/ha. F) T21 = Controle. 209 
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 210 

Figura 7. Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 211 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Difenoconazol correspondida com cada 212 

tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T16 = 734 ml/ha. B) T17 = 367 ml/ha. C) T18 = 73,4 ml/ha. 213 

D) T9 = 5 g/ha. E) T10 = 2,5 g/ha. F) T21 = Controle. 214 

 215 

Figura 8. Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 216 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de cada tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) Pidiflumetofen + 217 

Difenoconazol (T3 = 500 ml/ha). B) Hidróxido de Cobre (T13 = 3 kg/ha). C) Difenoconazol (T18 = 73,4 ml/há). 218 

D) Acibenzolar-S-Metil (T8 = 25 g/ha). E) Controle (T21). 219 

O 3º experimento in vitro foi uma repetição do 2º, onde houve crescimento de X. 220 

euvesicatoria pv.  perforans nas doses 500, 100 e 50 ml/300L. Porém, nas doses 500 e 100 221 

ml/300L, apenas algumas placas tiveram aparecimento de 1 colônia e outras não houve 222 

crescimento de colônia (Figura 9). Para os tratamentos com apenas difenoconazol, em todas as 223 

doses houve crescimento bacteriano (Figura 10). Na figura 11, pode-se comparar entre os 224 

tratamentos com as doses recomendadas de cada produto. Da mesma forma do 2° experimento 225 
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in vitro, houve crescimento na dose recomendada de produto comercial a base de acibenzolar-226 

S-metil e nenhuma colônia se formou na dose recomendada de hidróxido de cobre.  227 

 228 

Figura 9. Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 229 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Pidiflumetofen + Difenoconazol 230 

correspondida com cada tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T1 = 5000 ml/ha. B) T2 = 2500 231 

ml/ha. C) T3 = 500 ml/ha. D) T4 = 250 ml/ha. E) T5 = 50 ml/ha. F) T13 = Controle. 232 

 233 

Figura 10. Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 234 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de produto comercial a base de Difenoconazol correspondida com cada 235 

tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) T8 = 734 ml/ha. B) T9 = 367 ml/ha. C) T10 = 73,4 ml/ha. D) 236 

T11 = 33 ml/ha. E) T12 = 7,34 ml/ha. 237 

 238 

Figura 11. Placas de Petri com meio Nutriente Ágar e a mistura da suspensão bacteriana de Xanthomonas 239 

euvesicatoria pv. perforans e a dose de cada tratamento, após 48 horas de incubação a 28°C. A) Pidiflumetofen + 240 
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Difenoconazol (T3 = 500 ml/ha). B) Hidróxido de Cobre (T7 = 3 kg/ha). C) Acibenzolar-S-Metil (T6 = 25 g/ha). 241 

D) Difenoconazol (T10 = 73,4 ml/ha). E) Controle (T13). 242 

Tanto no 2º quanto no 3º experimento, com os dados obtidos sobre a contagem de UFC, 243 

houve diferença entre os tratamentos (P < 0,05).  Foram submetidos ao teste de Dunnett, com 244 

nível de significância à 0,05 (Tabela 5). 245 

Tabela 5. Teste comparativo de médias de UFC dos tratamentos em relação ao controle. 246 

Ingrediente Ativo 

Concentração 

(g i.a./ kg ou l p.c.)* 

Concentração Média de UFC 

 

Média de UFC 

 (g i.a./ kg ou l p.c.)* (%) Experimento 2 Experimento 3 

Pidiflumetofen (125 g/L) 

+Difenoconazol (75 g/L) 

1000 

 

0* 0* 

500 0* 0* 

100 188 0,4* 

20 173,2 0,2* 

10 170 2,4* 

Acibenzolar-S-Metil 

(100g/Kg) 

1000 

 

176,8 - 

 500 107,2 - 

100 116,4 76,8 

 20 153 - 

10 202,8 - 

Hidróxido de Cobre 

(691 g/Kg) 

1000 

 

0* - 

500 0* - 

100 0* 0* 

20 0* - 

10 0* - 

 

Difenoconazol (250 g/L) 

1000 

 

104,8 75 

500 128 67 

100 136,8 44,6 

20 156,4 88 

10 199,6 75,6 

Controle Sem fungicida 280,8 79,8 

  CV1 (%) 

 

98.27 17.26 

 P valor2 <0.0001 <0.0001 

*Diferente significativamente do tratamento Controle pelo teste de Dunnett à 5% de 247 

probabilidade. 1Coeficiente de variação. 2Valor da probabilidade obtida nos relatórios de 248 

saída do software SAS. 249 

No 2º experimento, as doses de 5 vezes e 10 vezes a recomendada de pidiflumetofen + 250 

difenoconazol inibiram o crescimento de colônias, bem como todas as doses de hidróxido de 251 

cobre. As demais doses de pidiflumetofen + difenoconazol (100%, 20% e 10%), e todas as 252 
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doses de difenoconazol e ASM não se diferenciaram estatisticamente do controle (sem 253 

fungicida).  254 

Enquanto, no 3º experimento, todas as doses de pidiflumetofen + difenoconazol (1000% 255 

- 10%) reprimiram o crescimento das colônias, bem como a única dose de hidróxido de cobre 256 

(10%). Para os todos os tratamentos à base de difenoconazol (1000% - 10%) e ASM (100%) 257 

não houve diferença estatística em relação ao controle (sem fungicida). 258 

Testes de controle in vitro, realizados por Assunção e Quezado-Duval (2014), 259 

demonstram a ação direta de hidróxido de cobre sobre isolados de X. euvesicatoria pv. 260 

perforans com o uso em doses superiores a 161,4 µg/mL. A menor dose utilizada no atual 261 

trabalho, correspondente a dose recomendada dividida por 10, foi de 750 µg/mL (0,75 g/L), o 262 

que explica o comportamento de inibição em todas as doses. 263 

Acibenzolar-s-metil não apresentou ação direta sobre Xanthomonas pv. Perforans 264 

quando avaliado em concentrações de 0 a 5000 ppm (NASCIMENTO, 2009). As doses de ASM 265 

utilizadas neste experimento corresponderam a aproximadamente 12,5 ppm na menor dose, até 266 

1250 ppm na maior. Os resultados ressaltaram que não houve repressão de formação das 267 

colônias com uso de ASM, o que se justifica uma vez que é um ativador de plantas análogo ao 268 

ácido salicílico, induzindo expressão de genes ligados ao sistema de defesa da planta, não 269 

apresentando efeitos diretos sobre patógenos. 270 

O difenoconazol, demonstrou não ter ação direta sobre a espécie de Xanthomonas 271 

campestris pv. viticola em experimento com soluções de 50 até 3000 ppm. (KAMBLE et al., 272 

2017). As concentrações de difenoconazol utilizadas nos presentes experimentos variaram entre 273 

18,34 até 1834 pmm aproximadamente, coincidindo aos resultados obtidos. O uso isolado de 274 

difenoconazol não apresenta efeito direto sobre a bactéria, visto que o mesmo atua sobre a 275 

demetilação de esteróis que compõem a membrana de fungos e alguns protozoários.  Quanto 276 

ao uso de pidiflumetofen + difenoconazol, são necessários mais estudos para definir as 277 

concentrações que inibem de forma direta a bactéria  278 

Nota-se que o 2º e 3º experimento expressaram diferentes resultados para as doses do 279 

produto difenoconazol e pidiflumetofen, e ainda que a quantidade média de UFC no terceiro 280 

experimento foi menor que no segundo. Segundo Romeiro (1995), as bactérias possuem fases 281 

de crescimento e declínio (Figura 4), onde devido à redução de nutrientes no meio ou acúmulo 282 

de substâncias tóxicas pode entrar em fase estacionaria ou até mesmo a fase de morte. Devido 283 
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uso de uma suspensão já pronta do 2º para a execução do 3º experimento, acredita-se que apesar 284 

da calibração em espectrofotômetro, as bactérias poderiam estar em fase estacionária ou de 285 

morte, o que justifica a redução brusca no número de colônias. 286 

 287 

Figura 12 Curva de crescimento bacteriano in vitro, sob condições ótimas. 288 

Mostra as fases de adaptação (A-B), exponencial (B-C), estacionária (C-D) 289 

e de morte (D-E). Fonte: Romeiro, 1995. 290 

  291 
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4. CONCLUSÃO  292 

Doses de 5000 e 2500 mL/ha de fungicida à base pidiflumetofen (125 g/L) combinado 293 

a difenoconazol (75 g/L), em volume de calda de 300L, foi capaz de inibir o crescimento de 294 

Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans “in vitro”. 295 

Produto à base de hidróxido de cobre (691g/kg) foi capaz de reprimir “in vitro” o 296 

crescimento de colônias de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans nas doses de 300 até 297 

30000 g/ha, em volume de calda de 400 L. 298 

O fungicida a base de acibenzolar-s-metil (100g/kg), utilizando em doses que variam de 299 

2,5 até 250 g/ha em volume de calda de 100 L, não exerceu efeito inibitório sobre Xanthomonas 300 

euvesicatoria pv. perforans “in vitro”. 301 

Em doses que variam de 7,34 a 734 ml/ha em volume de calda de 100 L, o fungicida à 302 

base de difenoconazol (250g/L) não reprimiu o crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv. 303 

perforans “in vitro”. 304 

  305 
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