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RESUMO

BARBOSA, J. F. Inoculacio e deteccao de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum em sementes de algodao (Gossypium hirsutum L.). 2007. 135 p.
Tese (Doutorado em Agronomia, Area de Concentracdo Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil.”

No presente trabalho objetivou-se desenvolver uma técnica de inoculagdo
artificial de sementes de algodio com Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum (Xam), por meio do condicionamento osmoético do meio, visando
a obtencdo de sementes uniformemente contaminadas, sem alterar o poder
germinativo das mesmas, bem como estabelecer metodologia segura, eficiente e
rapida de deteccdo da bactéria em sementes de algoddo. Avaliou-se a
variabilidade entre isolados de Xam por meio da inoculagdo artificial em plantas
de algoddo, hipersensibilidade em plantas de fumo, tomate e pimentdo,
amplificacio do DNA utilizando-se os primers 16S e 23S, ERIC e REP;
desenvolveu-se um meio de cultura semi-seletivo para a deteccdo de Xam em
sementes de algodao e testou-se a eficiéncia da técnica de imunofluorescéncia
indireta na detec¢do da bactéria, utilizando-se trés tipos de extrato de sementes:
bruto, centrifugado e filtrado em membrana de Millipore®. Por meio do
condiconamento osmotico, verificou-se que nao houve diferenca estatistica entre
os solutos manitol e sacarose quanto a porcentagem de germinacdo de sementes
e crescimento bacteriano, € que nos potenciais osmoticos de -0,85 e -1,0 MPa a
inibicdo de germinacdo das sementes sobre o meio 523 foi mais eficiente. A
inoculag@o por condicionamento osmético foi eficiente e o tempo de 24 horas de
exposicdo a bactéria permitiu obter sementes com 84,5% de incidéncia de Xam.
Eletromicrografias, realizadas por microscopia de varredura, revelaram a
presenca de Xam associada a tegumento das sementes em todos os tempos de
inoculagdo. A incidéncia da bactéria nas sementes, detectada pelo plaqueamento
direto em meio semi-seletivo, foi maior no método de inoculacdo por
condicionamento osmotico com 88% de sementes infectadas, ndo havendo
diferenca significativa entre os métodos de inoculacdo utilizados para a
porcentagem de cotilédones com sintomas da mancha angular. Diferencas
quanto a viruléncia dos isolados em algoddio foram observadas, sendo
constatados quatro grupos distintos entre si. Para a reacdo de hipersensibilidade,
plantas de tomateiro foram as mais indicadas na identificacdo de isolados
patogénicos de Xam. Os primers 16S e 23S permitiram obter fragmentos de
aproximadamente 680 pb. A amplificagio via PCR utilizando a unidade

" Comité orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-orientadora), José da Cruz Machado — UFLA (Co-orientador).



repetitiva REP, foi efetiva para todos os isolados de Xam. No entanto, o

nimero de padrdes de bandas em cada isolado foi significativamente menor
quando comparado aos primers ERIC. Utilizando-se o meio 523 de Kado &
Heskett (1970) como base, desenvolveu-se o seguinte meio seletivo: 30 g
manitol, 4 g de extrato de levedura, 8 g de caseina hidrolizada, 2 g de K,HPO,,
0,3 g MgS0O,.7H,0, 15 g agar, 1000 mL 4gua destilada, apds autoclavagem
adicionar, 50 mg de cefalexina, 50 mg de cefadroxil, 10 mg de clorotalonil e 300
uL de triadimenol. Comparado aos meios de cultura semi-seletivos descritos por
Metha et al., (2005) e Dezordi (2006), verificou-se que todos os meios utilizados
foram eficientes na recuperacdo de Xam em sementes. Por meio da técnica de
imunofluorescéncia indireta, foi possivel verificar a presenga de Xam em todos
os extratos avaliados.
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ABSTRACT

BARBOSA, J. F. Inoculation and detection of Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum in cotton seeds (Gossypium hirsutum L.). 2007. 135p. Thesis
(Doctorate in Agronomy/Plant Pathology) — Universidade Federal de Lavras,
Minas Gerais, Brazil.”

The objectives in the present study were to develop a technique for artificial
inoculation of cotton seeds with Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
(Xam), through the use of the osmotic conditioning technique, aiming to obtain
uniformly contaminated/infected seeds, with preservation of the germination
potential of the seeds, as well as to establish a safe, efficient and fast
methodology for the detection of the bacterium in cotton seeds. The variability
of isolates of Xam was assessed through the artificial inoculation of cotton
plants, hypersensibility in tobacco, tomato and sweet pepper plants and
amplification of DNA with the primers 16S and 23S, ERIC and REP. A semi-
selective culture medium was developed for the detection of Xam in cotton
seeds and the efficiency of the indirect immunofluorescence technique was
tested in the detection of this bacterium. In the artificial inoculation with the
osmotic conditioning technique it was verified that the solutes mannitol and
sucrose had no statistical difference in relation to percentage of seed
germination and bacterial growth. The osmotically modified 523 medium with
potential of -0.85 and -1.0 MPa presented the strongest effect on the inhibition
of seed germination. The inoculation through osmotic conditioning technique
was efficient and the 24 hours seed exposition to the bacterial inoculum allowed
the recovering of seeds with 84.5% incidence of that pathogen.
Electromicrographs (taken in a Scanning Electron Microscope) revealed the
presence of Xam associated with the seed peel in all the inoculation periods.
The incidence of the bacterium in the seeds, detected by direct plating in semi-
selective medium, was higher in the inoculation method that used osmotic
conditioning, with level of 88% occurrence, with no statistical difference for the
percentage of cotyledons with symptoms of bacterial blight amongst the
inoculation methods used. Differences in virulence amongst the isolates in
cotton were observed, with four distinct groups. In relation to HR reaction, the
tomato plants were the most adequate host for the identification of the Xam
pathogenic strains. The primers 16S and 23S amplified fragments of
approximately 680 bp. The PCR amplification using the REP, repetitive unit,
was effective to all Xam strains, however, the number of band patterns in each

" Advising committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Adviser), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-adviser), José da Cruz Machado — UFLA (Co-adviser).
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strain was significantly lower when compared with the ERIC oligonucleotides.
Using the 523 medium of Kado and Heskett (1970) as the basal medium, the
following selective medium was developed: 30 g of mannitol, 4 g of yeast
extract, 8 g of hydrolyzed casein, 2 g of K,HPO,, 0.3 g of MgS0O,.7H,0, 15 g of
agar, 1000 mL of distilled water, with addition of 50 mg of cefalexin, 50 mg of
cefadroxil, 10 mg of chlorathalonil and 300 pL of triadimenol after autoclaving.
This medium and the semi-selective culture medium of Metha et al., (2005) and
Dezordi (2006), were all effective in recovering of Xam from the seeds. The
efficiency of the indirect immunofluorescence technique also was tested by
using three types of seed extracts (crude, centrifuged and filtered in Millipore®
membrane), with the observation of the bacterium in all extracts when using this
technique.

v



CAPITULO 1

INOCULACAO E DETECCAO DE Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum em SEMENTES DE ALGODAO (Gossypium hirsutum L.)



1 INTRODUCAO

Xanthomonas axonopodis pv. malvaceraum (Smith) (Vauterin, Hoste,
Kersters & Swings, 1995) (= Xanthomonas campestris pv. malvacearum) (Xam)
€ o agente etioldgico da mancha angular do algodoeiro. Esta doenca h4d muito
tempo controlada na cultura do algodao (Gossypium hirsutum) pelo uso de
cultivares resistentes, volta ao cendrio produtivo como uma das enfermidades
mais importantes da cultura, devido ao extenso cultivo em regides nas quais
predominam condi¢des favordveis a sua ocorréncia.

As sementes contaminadas representam o principal veiculo de
introducdo do patdégeno na lavoura, pois a bactéria pode estar a elas associadas
tanto externa quanto internamente, sendo ambas as formas eficientes na
transmissao da doenca. No campo, condi¢des favordveis para o desenvolvimento
do algodoeiro sdo as mesmas requeridas pelo patégeno para infectar o
hospedeiro suscetivel. Portanto, todo o investimento depositado em uma lavoura
pode estar comprometido com a utilizagdo de sementes contaminadas.

Para o controle efetivo desta bacteriose seria necessdrio a produgdo de
sementes certificadas, assegurando-se assim, a utilizacdo de sementes sadias. O
programa envolveria uma série de inspe¢des de campo, complementadas com
exame de sanidade das sementes em laboratério (Schaad, 1988). Para explorar
este dltimo aspecto, € necessario contar com métodos especificos, sensiveis e de
facil execugdo para a deteccdo de bactérias em sementes.

A escolha do método é funcdo de dados epidemioldgicos, niveis de
tolerancia do patégeno na semente, taxa de transmissdo da bactéria pela semente
e correlacdo entre experimentos de campo e laboratério (Schaad, 1988). No
entanto, para realizar estes estudos, deve haver a disponibilidade de lotes de

sementes uniformemente contaminadas, sendo necessdrio, portanto, o



desenvolvimento de uma técnica onde as sementes inoculadas artificialmente
tenham alto poder de germinagdo, mesmo apds a inoculag@o e armazenagem.

Deste modo, um dos objetivos neste trabalho foi o desenvolvimento de uma
técnica de inoculagdo artificial de sementes de algoddo com Xam, para a
obtencdo de sementes uniformemente contaminadas, mantendo-se o poder
germinativo das mesmas.

A deteccdo de patdgenos associados as sementes € fator essencial para a
adocdo de praticas de controle, evitando-se a introdu¢do do inéculo em areas
livres ou a utilizagdo excessiva de defensivos quimicos ou outras praticas de
controle que aumentam o custo de produgdo, e para a determinacio de padrdes
de tolerancia.

Virias técnicas foram desenvolvidas para a detec¢do de fitobactérias em
sementes, entretanto, especificamente para Xam em sementes de algoddo os
métodos sdo escassos. Desse modo, no presente trabalho também objetivou-se,
estabelecer metodologia segura, eficiente e rdpida de deteccdo de Xam em

sementes de algodao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do algodao

O cultivo do algodio no Brasil sofreu grandes modificacdes
tecnoldgicas, as quais criaram um novo modelo produtivo, com extensas areas
de plantio e mecanizacido da lavoura desde o plantio até a colheita, aliado aos
investimentos em qualidade de fibra, melhorando o produto interno e
principalmente visando ao comércio exterior. Além disso, ocorreu o
fortalecimento e o crescimento da industria téxtil no pafs (Agrianual, 2007;
Beltrdo, 1999). O Brasil se destaca com uma das maiores produtividades do
mundo, devido ao alto grau tecnoldgico das lavouras, principalmente do Centro-
Oeste, onde a cotonicultura estd cada vez mais tecnificada (Agrianual, 2007).

A cultura do algoddo estd entre as de maior importancia econdmica e
social para o Brasil. Na agricultura familiar, o algoddo contribui
consideravelmente para a fixacao do pequeno produtor no campo, pelo papel que
exerce na geracdo de renda e empregos (Corréa, 1989).

A expansdo da drea de plantio e do fluxo geografico propiciou o cultivo
do algoddo no Centro-Oeste, o que contribuiu para a manifestacio de novas
doengas e até mesmo aquelas ja conhecidas e que ndo causavam perdas a cultura
no passado, manifestaram-se no presente, trazendo novos desafios aos
pesquisadores (Camargo, 2003; Penna, 2000). Os cerrados dos estados de Mato
Grosso, Bahia e Goids, representam a maior area plantada e se caracterizam pelo
emprego de alta tecnologia na producdo (Suassuna et al., 2006). Em relacdo ao

ano safra 2006/07, ha previsdo de aumento da drea plantada (Agrianual, 2007).



2.2 A mancha angular do algodoeiro - historico e etiologia

A mancha angular € uma doenca potencialmente importante para a
cultura do algoddo, pois o agente etioldgico, Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum esté distribuido em varias regides de cultivo, sendo problematico
naquelas em que as chuvas ou a irrigagdo disseminam o patdégeno durante a
estacdo de producdo (Akello & Hillocks, 2002; Cia & Salgado, 2005). Além
disso, a saturagdo do tecido hospedeiro e as injtrias mecanicas causadas pelas
chuvas fortes, irrigacdo ou granizo e a alta umidade relativa aumentam a
severidade da mancha angular (Brinkerhoff, 1970).

Os sintomas apresentados nas folhas de algodao apds a colonizacdo pela
bactéria sdo lesdes angulosas, inicialmente de coloracdo verde e oleosa e
posteriormente parda e necrosada. O patégeno pode ser encontrado nas magas,
causando manchas semelhantes as induzidas nas folhas, podendo ainda, em
condic¢des, especiais incidir nos peciolos, pedinculos e hastes principais da
planta (Cia, 1977).

Os estomatos e hidatddios representam a via preferencial de penetragcdo
da bactéria nas folhas. Com a expansdo dos tecidos suscetiveis, aquelas folhas
com lesdes encharcadas, ndo mortas até uma semana ou mais depois da infec¢@o,
sofrem reacdo de hipersensibilidade (HR) e dentro de dois dias ha colapso do
tecido, necrose e dessecacdo (Al-Mousawi et al., 1982; Cason et al., 1977). Em
observagdes ultra-estruturais foram verificados em tecidos suscetiveis, a
degeneracdo de organelas e da membrana plasmdtica, o preenchimento dos
espacos intercelulares pelas bactérias e por uma matriz fibrilar e, em seis dias, o
rompimento das paredes celulares (Al-Mousawi et al., 1982).

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum, é uma bactéria gram-
negativa, movimenta-se por apenas um flagelo polar e, em meio de cultura, as

colonias sao lisas e amarelas (Watkins, 1981).



Hunter et al. (1968) identificaram 15 racas de Xam quanto aos sintomas
em diferentes hospedeiros. Posteriormente foram identificadas mais duas racas
na India (Brinkerhoff, 1970). No Brasil foram descritas trés racas no estado de
Sao Paulo (Cia, 1972). Atualmente estdo descritas 20 racas de Xam em
diferentes paises da Africa, incluindo um sintoma mais severo, denominado
“blackarm” em que ocorre a dispersdo do patégeno da folha para o peciolo e a
queda deste, resultando na perda das macas (Akello & Hillocks, 2002).

O in6culo de Xam estd presente no campo em residuos de colheita
anteriores ou pode ser introduzido associado as sementes. Lesdes nos
cotilédones sdo incitadas pela bactéria dentro da semente durante o processo de

germinacao.

2.3 Disseminacao e Transmissao

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum estd associada as sementes
tanto interna como externamente (Brinkerhoff & Hunter, 1963). Sob condi¢des
favordveis ao desenvolvimento da doenca, a incidéncia e severidade da mancha
angular em uma determinada drea em qualquer estacdo de crescimento estdo
diretamente relacionadas a infeccdo das sementes e a suscetibilidade das
cultivares de algoddo. Segundo Bomfeti, Rossi & Mehta (2003) Xam pode
sobreviver mantendo suas caracteristicas patogénicas por até 21 meses, a 5°C,
nas sementes do algodoeiro.

O in6culo presente nos restos culturais pode ser disperso sobre a
folhagem nova e sobreviver epifiticamente. Quando condi¢cdes ambientes sdo
favordveis, a bactéria penetra na folha através dos estdomatos ou hidatédios. Nas
lesdes, o exsudato bacteriano fica na superficie foliar para posterior dispersdo. O

patégeno estd pronto para infectar a semente quando as macds infectadas,

maduras, se abrem e recebem a dgua da chuva antes da colheita.



Os sintomas da mancha angular desenvolvem-se a temperatura média de
25°C e umidade relativa de 85%. O vento e as chuvas de granizo aumentam a
severidade da doenca significativamente. Dentro de estufas ndo ocorre o
desenvolvimento da mancha angular sob temperaturas abaixo de 25°C ou se as
folhas forem mantidas secas. O patdégeno pode sobreviver por longos periodos
nos restos culturais infectados ou dentro da semente. A sobrevivéncia em
residuos da colheita € favorecida por condi¢des de tempo seco. A presenca da
bactéria na semente permite a sua dispersdo por longas distancias e introdugdo,
incluindo novas ragas, em dreas novas, paises e campos (Allen, 2006).

De acordo com Schnathorst (1964) a porcentagem de infeccdo de mudas
de algoddo por Xam estd relacionada ao grau de contaminag¢do das sementes
pelo patdgeno, que varia de local para local e de ano a ano, como verificado por
Poswal & Erinle (1983) nos anos 1979 e 1980, em amostras de sementes
provenientes de algumas regides da Nigéria. Resultados semelhantes foram
observados por Hunter & Brinkerhoff (1964), que concluiram que o grau de
desenvolvimento da mancha angular em qualquer local ou regido estd
relacionado a extensdo da infeccdo na semente, as diferencas nos niveis de
suscetibilidade do hospedeiro, a presenca de possiveis racas virulentas do
patogeno e as condigdes climdticas favoraveis.

Assim, a combinacdo entre avaliacdes anuais de amostras de sementes
de diferentes locais e pesquisas com plantas expressando os sintomas da doenga
¢ uma ferramenta importante dentro do monitoramento do desempenho de
cultivares, dos niveis de doenca e da evolugdo de ragcas do patégeno (Hunter &

Brinkerhoff, 1964; Akello & Hillocks, 2002).



2.4 Inoculacao artificial de bactérias em sementes

A inoculacdo artificial na avaliacdo de testes de sanidade de sementes
auxilia no desenvolvimento de métodos de controle e nos estudos
epidemioldgicos de bacterioses, os quais requerem lotes de sementes
uniformemente contaminadas. Pode ser ttil ainda na verificagdo da localizacdo
do patégeno nas sementes e na determinacdo do seu efeito sobre a qualidade
fisiol6gica das mesmas, assegurando assim resultados experimentais mais
proximos da realidade (Valarini & Menten, 1991).

Dentre os métodos usados para a inoculacdo de fitobactérias em
sementes, o mais freqiiente tem sido a imersdo das mesmas em suspensio
bacteriana (Halfon-Meiri & Volani, 1977; Wrather et al., 1986; Moffet & Wood,
1985), onde provavelmente, a associacdo da bactéria com a semente seja
somente externa (Valarini & Menten, 1991). Também tem sido utilizada a
inoculacdo de plantas para a producdo de sementes infectadas (Marques et al.,
1994), embora seja um método demorado e requer espaco para a propagacdo de
plantas. Outro método utilizado é o de contato da semente diretamente com a
coldnia bacteriana (Valarini & Menten, 1991). No entanto, dependendo do
tempo de exposi¢do a colonia bacteriana, hi redugdo significativa do poder
germinativo das sementes, o que nao € desejavel numa técnica de inoculagio

artificial.

2.5 O uso do condicionamento osmético para inoculacio de patéogenos em
sementes

A germinacdo de sementes ¢é caracterizada pela retomada do
desenvolvimento do eixo embriondrio interrompido na maturidade fisiolégica

(Carvalho & Nakagawa, 1988). Esse processo € iniciado com a entrada de dgua



na semente por embebicdo e utilizagdo de substancias de reserva da prépria
semente (Popinigis, 1977). Em condi¢des favordveis de germinacdo, as sementes
geralmente tém um padrao trifasico de embebicdo (Bewley & Black, 1994). Na
fase I, ocorre a rdpida absorcdo de &dgua devido a diferenca do potencial
osmotico entre a semente e o substrato e o inicio da degradacdo das reservas da
semente. Na fase II ocorre menor velocidade de embebicdo, ja que o potencial
hidrico da semente e do substrato se aproximam. Esta fase € caracterizada pelo
transporte de substdncias desdobradas na fase anterior para o tecido
meristemadtico e por pequenas mudangas no conteido de dgua das sementes. A
fase III de germinacio € caracterizada pelo aumento na velocidade de embebicao
e pelo crescimento visivel do eixo embriondrio. Nesta fase, as substincias
desdobradas na fase I e transportadas na fase II sdo organizadas em substincias
complexas para formar o citoplasma, o protoplasma e a parede celular,
permitindo o crescimento do eixo embriondrio (Bewley & Black, 1994).

Técnicas de controle da hidratacdo e germinacdo de sementes, como
condicionamento osmdético ou “priming” ou condicionamento fisioldgico
(Heydecker, Higgins & Turner, 1975; Braccini, 1996; Guimardes, 1991;
Vasquez, 1995) foram desenvolvidas com base na seqiiéncia de eventos do
processo germinativo. Tais técnicas visam controlar a velocidade de embebicgdo
de dgua pelas sementes, pelo uso de solugdes osmdéticas ajustadas a potenciais
hidricos que permitam a ocorréncia dos processos fisioldgicos iniciais (fases I e
1), sem atingir o grau de umidade suficiente para que ocorra o elongamento
celular e, consequentemente, a emergéncia de radicula (Bradford, 1986).

Virios produtos foram utilizados para o ajuste do potencial hidrico de
substratos envolvendo o estudo de condicionamento osmoético de sementes de
diferentes espécies. Entre estes, cita-se os solutos idnicos, como NaCl, KClI,
KNO;, e nao idnicos, como manitol e polietileno glicol (Eira, 1988; Guimaraes,

1991; Bracini, 1996; Camargo, 1998).



Em estudos de estresse hidrico, Guimardes (1991), verificou que os
potenciais de -6, -9 e -12atm, induzidos por NaCl e Manitol, a partir de 24 horas
reduziram significativamente a germina¢ao de sementes de algoddo. Em estudos
semelhantes com sementes de soja, solu¢des de NaCl, manitol e polietileno
glicol, com potenciais mais negativos que -0,3 MPa, utilizadas para umedecer o
substrato, reduziram significativamente a germinacdo e o vigor das sementes
(Braccini, 1996). Nesses estudos, o potencial hidrico de -0,9 MPa, induzido
principalmente por polietileno glicol e NaCl, afetou severamente a emissdo da
radicula.

Dessa forma, vdérios pesquisadores utilizaram o condicionamento
osmotico para a inoculagdo de fungos em sementes de algodao (Souza, 2006;
Aratjo et al.,, 2006; Celano, 2004; Machado et al., 2004; Machado, 2002).
Segundo Machado et al., 2004, o potencial hidrico até o nivel de —1,0 MPa
proporcionou maiores indices de infec¢do das sementes de algoddo por fungos
sem inviabiliza-las para usos posteriores, sendo que a contaminacdo da
sementes, com C. gossypii, C. gossypii var. cephalosporioides, Botryodiplodia
theobromae e F. oxysporum f.sp. vasinfectum variou em funcio do periodo de
exposicdo das sementes a estes fungos.

Para a inoculagdo de bactéria em sementes, no entanto, nos métodos
descritos, a semente fica em contato com a suspensio bacteriana ou em contato
com a coldonia em meio sem o condicionamento osmoético. No entanto, Galli et
al., (2001), relataram que apds a inoculag@o de sementes em meio de cultura sem
o condicionamento osmético, decorridas 48 horas de contato, observou-se que
algumas sementes germinaram, o que torna necessario a utilizagdo das sementes
logo apds a sua retirada do meio de cultura, seja para a realizacdo de testes de
germinacdo, testes de sanidade ou para a semeadura no campo, descartando-se a

possibilidade de armazenamento das sementes contaminadas para uso posterior.
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Segundo Kobayasti (2002) o meio 523 suplementado com manitol a -
1,05 MPa foi eficiente na inoculagdo de Xap em sementes de feijdo. Neste
experimento foi possivel recuperar a bactéria tanto externa quanto internamente
na semente, por meio do plaqueamento direto em meio de cultura. Porém, o
maior tempo de exposi¢do das sementes a bactéria ndo aumentou o indice de
infeccdo, pois apds 96 horas de exposicao a porcentagem de infecgdo foi de 77%

e, ap6s 36, horas 98%.

2.6 Deteccao de fitobactérias em sementes

As técnicas de detec¢do de patégenos em sementes vém sendo cada vez
mais estudadas. A importancia da qualidade sanitdria vem ganhando espaco
juntamente com os padrdoes ji estabelecidos para a qualidade genética e
fisiologica das sementes. Para a determinagdo de padrdes de tolerdncia a um
patégeno especifico, deve-se primeiro conhecer o comportamento deste
patégeno no campo e em associagdo com a semente, a porcentagem de
contaminacdo necessdria para desencadear uma epidemia (Pinto et al., 2001;
Talamini et al., 2002). Neste caso, técnicas de detec¢do e identificacdo do
patégeno na semente sa0 necessdrias.

Virios métodos foram descritos para detec¢do de fitobactérias em lotes
de sementes de diferentes culturas (Saettler, 1989; Schaad et al., 1995; Verdier,
Ojeda & Mosqueda, 2001). Para a deteccdo de Pseudomonas syrinage pv.
phaseolicola, o agente etioldégico do crestamento de halo do feijoeiro, em
sementes, os métodos descritos sdo baseados na inoculagdo de extratos em
plantas testes, métodos imunoldgicos e uso de meio semi-seletivo (Guthrie et al.
1965; Lahman & Schaad 1985; Mohan & Schaad 1987). Entretanto, para o uso
rotineiro apresentam as desvantagens de possuir baixa sensibilidade, ser

demorado e induzir a ocorréncia de resultados falso-positivos.
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Essas e outras caracteristicas limitam o uso de algumas técnicas, como o
custo de implantagdo, tempo dispensado para obtengdo dos resultados, espectro
de uso, ou habilidade para diferenciar isolados em patovares. A sensibilidade e
rapidez nos resultados sdo importantes ferramentas na escolha de um método de
detecgdo, principalmente para andlises de rotinas em laboratdrios credenciados
(Machado, 2002).

Assim, em 1993, Prosen et al. confirmaram a identificacdo de P.
syringae pv. phaseolicola em sementes de feijdo, pela técnica de PCR, a partir
de colonias crescidas em meio de cultura semi-seletivo. Dessa forma, foi
possivel a deteccio do patdégeno de forma rdpida, simples e com alta
sensibilidade.

A aplicacdo da PCR para a diagnose de doencas, no entanto, € limitada
pela presenca de inibidores da reacdo. Esta inibicdo pode ser superada e a
sensibilidade aumentada através do cultivo da bactéria em meio de cultura antes
da PCR. Esta técnica foi descrita por Schaad et al., (1995) e tem como
terminologia a sigla BIO-PCR.

Schaad et al. (1995) utilizaram esta te cnica para o diagndstico de P.
syringae pv. phaseolicola, em sementes de feijao. O método evita a detec¢do de
células mortas presentes nas sementes, permitindo a detec¢do apenas de células
vidveis (Schaad et al., 1995; Wang et al., 1999). O enriquecimento de células
vidveis de bactérias em meio liquido ou sdlido, permite a detec¢do do patégeno
mesmo quando presente em baixos niveis nas sementes ou outros materiais de
propagacdo (Schaad et al., 1995). Para o preparo de uma amostra, o extrato da
planta € depositado sobre o meio liquido ou soélido, incubado de 15 a 72 h,
dependendo do organismo, e as colonias resultantes usadas diretamente na PCR.
Nao ¢é necessdria a extracdo do DNA das bactérias, uma vez que a lise das
células ocorrerd naturalmente durante a desnaturacdo inicial empreagad no

processo de amplificagdo (Schaad et al., 1995).
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Protocolos de BIO-PCR foram desenvolvidos para vdrias bactérias como
P. syringae pv. phaseolicola (Schaad et al., 1995), Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli (Kobayashi, 2002), Clavibacter michigenesis subsp. sepedonicus
(Schaad et al., 1999), Ralstonia solanacearum (Ito et al., 1998; Weller et al.,
2000 a e b), Xathomonas albilineans (Wang et al., 1999), Acidovorax avenae
subsp. avenae (Schaad et al., 2001), Agrobacterium tumefaciens (Weller &
Stead, 2002) e E. coli (Sharma & Carlson, 2000). Quando o tempo € mais
importante que a sensibilidade da técnica, BIO-PCR nao é recomendado (Schaad
et al., 1995).

Para a deteccdo de Xanthomonas albilineans, agente causal da
escaldadura da folha da cana-de-agicar, foram comparadas a eficiéncia e a
seguranca da PCR, da BIO-PCR, do ELISA e o isolamento cldssico. As
suspensdes de X. albilineans foram preparadas a partir de extratos de toletes e de
folha de cana-de-acucar. A PCR classica e a BIO-PCR apresentaram como
vantagem a ndo necessidade dos testes de patogenicidade para se confirmar a
identidade das col6nias. O meio semi-seletivo foi tdo sensivel quanto a BIO-
PCR, entretanto, sete dias foram necessdrios para a obtencdo dos resultados,
além da necessidade de se confirmar a identidade das col6nias (Wang et al.,
1999).

Outra técnica utilizada para detectar fitobactéria em sementes é a
hibridizagdo por Southern blot. Mosqueda-Cano & Herrera-Estrella (1997)
utilizaram essa técnica para detectar o gene especifico de P. syringae pv.
phaseolicola, codificador da phaseolotoxina. A detec¢do da bactéria em extrato
aquoso de semente de feijdo a partir de primers desenhados com base na
seqiiéncia da argK permitiu a deteccdo de um fragmento especifico de 1 kb. O
protocolo € simples uma vez que a PCR foi aplicada diretamente na suspensio

bacteriana, evitando-se assim, a extracdo de DNA.
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A bacteriose da mandioca, causada por X. axonopodis pv. manihotis, é
particularmente uma das doencas mais destrutivas da cultura na América do Sul
e Africa. O movimento de manivas infectadas, porém sem expressio de
sintomas, € um dos principais meios de dispersdo do patégeno, bem como as
sementes contaminadas. O sucesso de um programa de certificacdo de manivas e
sementes verdadeiras depende da disponibilidade de testes seguros para detectar
o patégeno nos materiais de propagacdo (Verdier et al., 2001). A técnica de PCR
foi eficiente para detec¢do desse patdgeno em extratos de folha e manivas
lesionadas. O ntmero minimo de células encontradas variou de 3 x 10* a 10°*
CFU/mL.

Para a deteccio de X. axonopodis pv. manihotis em sementes
naturalmente infectadas foi utilizada a técnica Nested-PCR, que consiste em um
segundo ciclo de amplificacdo usando primers internos ao primeiro produto
obtido na primeira PCR. Esta técnica foi especifica, sensivel e rapida, detectando
de 1 a 2 células vidveis por reacio. Ensaios com dot-blot foram desenvolvidos
avaliando-se fragmentos de DNA de 898 bp como sonda para diagnose. Pela
sonda foram detectados isolados da bactéria em extratos de folha e manivas
lesionadas, nas raizes tuberosas e em sementes verdadeiras naturalmente
contaminadas. A sensibilidade do método dot-blot foi de aproximadamente
10°CFU por reagdo (Verdier et al., 2001). Os mesmos autores testaram um
anticorpo  monoclonal (MAb) para o teste de ELISA em vérios tecidos
infectados. A sensibilidade do método foi de aproximadamente 10°CFU por
reacdo (Verdier et al., 2001).

Dessa forma, fica evidente que as técnicas de deteccio devem se
adequar aos varios seguimentos dentro da pesquisa, com seguranca e rapidez nos
resultados em casos de programas de certificagdo ou indexagdo, condi¢des do
laboratério, incluindo o custo de novos equipamentos, caracteristicas do

organismo alvo e da planta hospedeira.
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2.7 Técnicas baseadas em PCR para caracterizacio e identificacio de
Xanthomonas

Recentemente, vdrios trabalhos foram publicados avaliando-se a
eficiéncia de anticorpos (Chittaranjan e De Boer, 1997; Vijayanand et al., 1999),
andlise do polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (Lazo &
Gabriel, 1987; Peters et al., 2004), andlise de dcido graxos (Norman et al., 1997),
DNA fingerprinting (Smith, Hennessy & Stead, 2001) e seqiiéncias 16S rRNA
(Deparasis & Roth, 1990), para caracterizacio de patovares de X. campestris ou
grupos de isolados de vérios patovares.

Vauterin et al. (1995) utilizando a técnica de hibridizacio DNA-DNA
para andlise de 183 isolados de Xanthomonas, propuseram uma nova
classificagdo para o género.

Gurtler & Stanisich (1996) apresentaram uma revisao sobre pesquisas
envolvendo as regides espacadoras 16S e 23S rDNA e concluiram que para a
identificacdo de bactérias devem ser construidos primers referentes as regides 2
do gene 16S rRNA e 10 do gene 23S rRNA.

A caracterizacio do gene 16S rRNA estd bem estabelecida como padrao
para identificacdo de espécies, géneros e familias de bactérias (Gurtler &
Stanisich, 1996). O fato de muitas bactérias terem cépias multiplas (alelos) por
genoma do rRNA operon favorece a possibilidade de variacdes neste espaco
entre isolados.

De acordo com Maes (1993) a amplificacdo por PCR de um tnico
fragmento do gene 16S rDNA de 480 bp permitiu identificar diferencas entre
fitobactérias do género Xanthomonas. DeParasis & Roth (1990) seqiienciaram
parcialmente a molécula 16S rRNA de fitobactérias e encontraram variacdo na
seqiiéncia entre os géneros Xanthomonas, Pseudomonas e Erwinia na regiao
entre as bases 1064-1090. Entretanto, as diferengas entre os 9 patovares de

Xanthomonas testados foram minimas.
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Relagdes fenotipicas e genotipicas entre isolados de X. campestris pv.
zinniae baseadas no padrdo de reagdo seroldgica, perfis de dcido graxos, rep-
PCR fingerprinting e da andlise da seqiiéncia da regidao 16S-23S rDNA foram
semelhantes, mas claramente distintas de outras espécies de Xanthomonas
incluindo, X. campestris pv. campestris, X. axonopodis pv. vesicatoria, X.
vesicatoria e X. hortorum pv. vitians (Sahin et al., 2003). Por meio dos
resultados foi demonstrada também que a técnica de rep-PCR fingerprinting é
rdpida, segura e pratica para detectar e identificar X. campestris pv. zinniae.

A amplifica¢do de um tnico produto de PCR (aproximadamente 680 bp)
da regido espagadora 16S-23S rDNA de isolados representando os seis patovares
de X. campestris, inclusive X. campestris pv. zinniae, sugere que esses S0
relacionados de perto e podem ser discriminados com base nas variacdes do
tamanho desta regido. Anélise da seqiiéncia do fragmento do DNA dos produtos
amplificados por PCR dessa regido 16S-23S rDNA revelaram semelhanca entre
as seqiiéncias (aproximadamente 89-97%) dos isolados de X. campestris pv.
campestris, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. vesicatoria, X. hortorum pv.
vitians e X. campestris pv. zinniae. Porém, essas seqiiéncias diferiram entre os
isolados de forma significativa separando a espécie X. campestris pv. zinniae
dos outros isolados testados. Estes resultados reafirmam os estudos prévios que
sugerem que rep-PCR fingerprinting e a andlise da regido 16S-23S rDNA nao
s@o técnicas moleculares promissoras s6 para o célculo de relagcdes gendmicas,
mas também para detectar e identificar isolados bacterianos tal como X.
campestris pv. zinniae (Gurtler & Stanisich 1996; Louws et al., 1994; 1995;
Opgenorth et al., 1996).

Embora o seqiiénciamento da regido 16S-23S rDNA para diagnose de
rotina seja caro e demorado é necessdrio realizar um estudo adicional para

designacdo de primers especificos para PCR da regido espagadora 16S-23S
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rDNA que possam ser usados para deteccdo e identificacdo rdpida de X.
campestris pv. zinniae e outras espécies de Xanthomonas.

A andlise de rep-PCR foi desenvolvida com base na ocorréncia de
seqiiéncias repetitivas conservadas (seqii€ncias extragénicas palindromicas
repetitivas, REP, seqiliéncias repetitivas intergénicas consenso de
enterobactérias, ERIC, e elementos BOX) distribuidas dentro do genoma de
diversas bactérias (Versalovic et al., 1991; Bruijn, 1992, Louws et al., 1994). O
uso em conjunto dessas seqiiéncias como primers na amplificagdo por PCR ¢
denominada rep-PCR (Louws et al., 1994). Os trés jogos de primers comumente
usados para andlise rep-PCR fingerprinting, correspondem as seqii€éncias REP,
ERIC e BOX tendo seus protocolos assim denominados, REP-PCR, ERIC-PCR
e BOX-PCR, respectivamente. Os primers sdo projetados para amplificar o DNA
entre dois elementos repetitivos adjacentes, embora o anelamento dos primers a
outras seqiiéncias de DNA homoélogas ndo possa ser descartado (Gillings &
Holley, 1997). Uma ordem complexa de 10 a 30 ou mais fragmentos de PCR ¢
gerada por genoma, variando em tamanho, menos de 200 bp para mais de 6 kb.
Rep-PCR tem sido usado extensivamente para identificar patégenos, diferenciar
isolados e para avaliar a diversidade genética de patégenos de planta. Em
algumas revisdes tém-se encontrado protocolos detalhados e aplicacdes de rep-
PCR (Louws et al., 1995, 1999; Rademaker et al., 2000). Cada par de primers
(REP, ERIC e BOX) ¢é util para o “fingerprinting” de diversas bactérias,
incluindo, fitobactérias gram-negativas e gram-positivas, como também
actinomicetes associados as plantas (Bruijn, 1992; Louws et al., 1994;

Versalovic et al., 1991).
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CAPITULO 2

USO DA CONDICIONAMENTO OSMOTICO NA INOCULACAO DE
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

EM SEMENTES DE ALGODAO
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RESUMO

BARBOSA, J. F. Uso do condicionamento osmotico na inoculacido de
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em sementes de algodao. 2007. p.
27 - 66. Tese (Doutorado em Agronomia, Area de Concentracio Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil.”

A viabilidade do condicionamento osmético na inoculagdo de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam) em sementes de algoddo, foi verificada
utilizando-se o meio de cultura 523 de Kado & Heskett (1970) como bésico para
a obtengdo dos tratamentos. A este meio bdsico foram acrescidos os solutos
manitol e sacarose a temperatura de 28 °C, gerando os potenciais hidricos de 0; -
0,65; -0,85 e -1,0 MPa. Como testemunha foi utilizado o meio basico 523 (-0,54
MPa) sem a adicdo dos solutos. O efeito do condicionamento osmoético foi
avaliado na qualidade fisioldgica das sementes e no crescimento de Xam.
Definido o melhor potencial hidrico, foi avaliada a melhor idade da cultura de
Xam (0, 24, 36 e 48 horas) em meio de cultura acrescido do soluto manitol (-1,0
MPa) para se inocular as sementes. A inoculagdo artificial foi realizada partindo-
se basicamente de quatro periodos de exposic¢do (24, 48, 72, 96 h) das sementes
a colonia bacteriana. A avaliacdo consistiu no nimero de sementes
contaminadas com Xam, por meio da semeadura direta de sementes
desinfestadas em meio de cultura semi-seletivo; na quantidade de UFC/semente;
no teste de germinacdo em rolo de papel e na avaliacio da emergéncia de
plantulas em substrato. As varidveis analisadas foram: porcentagem de
emergéncia, indice de velocidade de emergéncia (IVE), peso de massa umida e
seca de plantulas, estande final, incidéncia da mancha angular nos cotilédones
apds 21 dias e observacdo em micoroscépio eletrdnico de varredura (MEV).
Foram comparados trés métodos de inoculagdo de Xam nas sementes de
algoddo: a) contato direto da semente com a colOnia bacteriana em substrato
osmoticamente modificado; b) imersdo das sementes em suspensdo bacteriana
enriquecida com leite desnatado; c) imersdo das sementes em suspensio
bacteriana em dgua destilada esterilizada. Nao houve diferenca estatistica entre
os solutos manitol e sacarose quanto a porcentagem de germinacao de sementes,
sendo que nos potenciais osmoticos de -0,85 e -1,0 MPa foi observada melhor
inibicdo de germinagdo das sementes sobre o meio 523.. Todos os cinco isolados

N

de Xam apresentaram crescimento semelhante a testemunha em todos os

" Comité orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-orientadora), José da Cruz Machado — UFLA (Co-orientador).
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potenciais osmoéticos estudados. A inoculacdo pelo condicionamento osmético
foi eficiente e o tempo de 24 horas de exposi¢do a bactéria permitiu obter
sementes com 84,5% de incidéncia. A partir de 48 horas de exposicdo, as
sementes apresentaram contaminagdo com fungos e bactérias sapréfitas. Na
germinacdo das sementes em rolo de papel a maior porcentagem ocorreu nos
tratamentos com condicionamento osmético sem a bactéria em relacdo a
observada em sementes que permaneceram em contato com bactéria. Menores
valores de indice de velocidade de emergéncia, altura, peso de massa tmida e
seca das plantulas foram observados em sementes expostas por 96 horas em
meio com restricdo hidrica. N@o houve diferenca significativa para a
porcentagem de sintomas da mancha angular nos cotilédones e folhas primdrias
de plantulas de algodio provenientes de sementes desinfestadas
superficialmente. Por meio de eletromicrografias realizadas no microscépio
eletronico de varredura (MEV) foi observada a presenca de Xam associada a
tegumento das sementes em todos os tempos de inoculacdo. No tratamento com
96 horas de exposicdo foi possivel verificar a presenca de hifas fingicas nas
sementes. A incidéncia da bactéria nas sementes, detectada pelo plaqueamento
direto em meio semi-seletivo, foi maior no método de inoculacio com
condicionamento osmoético com 88% de sementes infectadas e a menor
incidéncia foi observada no método de inoculacio por imersdo das sementes em
suspensdo bacteriana, com apenas 1% incidéncia. No entanto, ndo houve
diferenca significativa entre os métodos de inoculagdo utilizados neste estudo
para a porcentagem de cotilédones com sintomas da mancha angular. As
porcentagens de emergéncia de sementes oriundas dos tratamentos inoculados
foram semelhantes entre si e diferentes estatisticamente da testemunha nao
inoculada.
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ABSTRACT

BARBOSA, J. F. Use of water restriction in the inoculation of Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum in cotton seeds. 2007. p. 27 - 66. Thesis
(Doctorate in Agronomy/Plant Pathology) — Universidade Federal de Lavras,
Minas Gerais, Brazil.”

The viability of the osmotic seed conditioning technique in the inoculation of
cotton seeds by the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
(Xam), was verified using the 523 culture medium of Kado & Heskett (1970) as
basal medium for the treatments established. The solutes mannitol and sucrose
were added to the basal medium at 28°C, producing the water potentials of 0; -
0.65; -0.85 and -1.0 MPa. The 523 basal medium (-0.54 MPa) was used without
addition of the solutes as the control treatment. The effect of the osmotic
conditioning was assessed in the physiological quality of the seeds and in the
growth of Xam. After de definition of the most appropriate water potential, the
age of the Xam colony (0, 24, 36 and 48 hours) in culture medium supplemented
with mannitol (-1,0 MPa) was determined in order to inoculate the seeds. The
artificial inoculation was carried out starting from four exposition times (24, 48,
72, 96 h) of the seeds to the bacterium colony. Evaluation was done by taking
the number of Xam contaminated seeds through the direct seeding of the
disinfested seeds in the semi-selective culture medium; the quantity of
CFU/Seed; the germination in roll paper test and the emergency of the seedlings
in substrate. The analyzed variables were: emergency percentage, emergency
speed index (ESI), fresh and dry mass weight of seedlings, final stand, bacterial
blight incidence on the cotyledons after 21 days and observations in scanning
electron microscope (SEM). Three inoculation methods for Xam were
compared in cotton seeds: a) direct contact of the seed with the bacterium colony
in osmotically modified substrate; b) immersion of the seeds in bacterium
suspension enriched with skim milk; ¢) immersion of the seeds in bacterium
suspension in sterile distilled water. No statistical difference was observed
between mannitol and sucrose solutes as to the percentage of seed germination,
however, the 523 medium osmotically modified to -0.85 and to -1.0 MPa were
the treatments where there was a higher inhibition of the seed germination. All
five Xam strains showed similar growth to that of the control in all osmotic
potentials used. The colonies showed abundant growth and typical yellow color

* Advising committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Adviser), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-adviser), José da Cruz Machado — UFLA (Co-adviser).
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in all sectors of the analyzed plates. The inoculation by osmotic conditioning
technique was efficient and the 24 h exposition of seeds to the bacterium
allowed the recovering of seeds with 84.5% of incidence. After 48 hours of
exposition, the seeds showed contamination with saprophytic fungi and bacteria.
In the germination of the seeds in roll paper test the higher percentage occurred
in the treatments with osmitic conditining without bacterium in comparison with
the seeds that were kept in contact with the bacterium. The treatment with 96
hours showed the lower emergency speed index, size, fresh and dry weight of
seedlings. No statistical difference was observed for the percentage of bacterial
blight symptoms on the cotyledons and primary leaves of cotton seedlings
originated from superficially disinfested seeds. Electromicrographs taken in
SEM revealed the presence of Xam associated with the seeds peel in all
inoculation periods. In the treatment with 96 hours of exposition it was possible
to verify the presence of fungal hyphae on the seeds. The incidence of the
bacterium in the seeds, detected by the direct plating on semi-selective medium,
was higher in the method of inoculation with osmotic technique, with 88% of the
seed infected, and a lower incidence was observed in the inoculation method
where the seeds were immersed in bacterial suspension, with 1% incidence only.
However, no statistical difference was observed between the inoculation
methods used in this study based on the percentage of cotyledons with bacterial
blight symptoms. The percentages of emergency of seeds originated from the
inoculated treatments were similar between all methods but were statistically
different from the non inoculated control.
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1 INTRODUCAO

2

O uso de sementes de algoddo de alta qualidade é essencial para o
controle das principais doencas da cultura. Como a semente € o principal veiculo
de introdugdo do in6culo no campo, o sucesso para o bom desenvolvimento das
plantas depende do manejo adequado e da qualidade das sementes utilizadas.

Dentre os patégenos de importincia econémica para a cultura do
algoddo, a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam), se
destaca, causando sérios prejuizos, principalmente porque as condigdes
favordveis para o desenvolvimento do algoddo sdo as mesmas requeridas pela
bactéria. A bactéria sobrevive em restos culturais e no interior das sementes, € ,
depois do inoculo no campo, é de dificil controle.

Para se verificar os danos causados por bactérias em sementes de
algumas culturas, tem-se procurado desenvolver métodos mais eficazes de
inoculagdo. Esses métodos sdo importantes na patologia de sementes, para vérias
finalidades, como em estudos de tratamento de sementes, estudos
epidemioldgicos, desenvolvimento de métodos de detec¢do, etc. (Machado,
2000; Carvalho, 1999).

Os métodos de inoculagdo de bactérias fitopatogénicas em sementes
revelam baixa eficiéncia em se obter indices desejaveis de infeccdo, em manter a
qualidade fisiolégica das mesmas apds a inoculagdo e, em sua maioria,
consistem de imersdo em suspensdo bacteriana, o que muitas vezes proporciona
apenas a contaminagdo das sementes.

O uso do condicionamento osmoético foi eficaz para inocular
Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijado (Carvalho, 1999),
Diplodia maydis, Fusarium verticillioide e Cephalosporium acremonium em

sementes de milho (Machado et al., 2001).
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O pré-condicionamento de sementes de algodao utilizando manitol como
restritor hidrico, foi eficaz na obtenc¢do de sementes infectadas por importantes
fungos como: Botryodiplodia theobromae, Colletotrichum gossypi,, C. gossypii
var. cephalosporioides e Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Machado et
al., 2004). Neste trabalho, os autores verificaram que o aumento do potencial
hidrico até o nivel de —1,0 MPa proporcionou maiores indices de infec¢dao das
sementes de algoddo pelos fungos testados sem inviabilizar as sementes para
usos posteriores.

O meio 523 (Kado & Heskett, 1970) suplementado com manitol a -1,05
MPa foi eficiente na inoculacdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em
sementes de feijao (Kobayasti, 2002).

No presente trabalho foi verificada a viabilidade da técnica de
condicionamento osmoético na inoculagdo da bactéria Xanthomonas axonopodis

pv. malvacearum, em sementes de algoddo.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Bacteriologia e em casa-de-

vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

2.1 Origem e caracterizacao das sementes utilizadas

Foram utilizadas sementes da cultivar Makina, safra 2004/2005,
suscetivel a Xam, fornecidas pela empresa Syngenta Seeds Ltda (Matdo/SP). As
sementes foram armazenadas em camara fria até o inicio dos experimentos. A
germinacdo inicial das sementes foi verificada no sistema de rolo de papel e a
sanidade em blotter test, para a presenca de fungos (Brasil, 1992), e
plaqueamento em meio de cultura semi-seletivo (Mehta, Bomfeti & Bolognini,

2005) para Xam.

2.2 Obtencao do isolado de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum: foi isolada de folhas de
algoddo herborizadas, utilizando-se placas de Petri de 9 cm de didmetro
contendo 20 mL do meio 523 (Kado & Heskett, 1970) pelo método de estrias

paralelas e levadas para incubagdo por 48 h a 28°C.

2.3 Preparo do meio de cultura basico

O meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) foi utilizado como
basico para a obtenc¢do dos tratamentos pelo condicionamento osmético. Ao
meio basico foram acrescidos os solutos manitol e sacarose a temperatura de 28

°C, gerando os potenciais hidricos de -0,54; -0,65; -0,85 e -1,0 MPa (Mega
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Pascal). Para calcular as quantidades de manitol e sacarose (Tabela 1) utilizadas
na concentragdo final do meio 523, nos diferentes niveis de potencial osmético
testados, utilizou-se o software SPPM® (Michel & Radchffe, 1995). Como
testemunha foi utilizado o meio basico 523 (-0,54 MPa) sem a adicdo dos

solutos.

2.4 Efeito do condicionamento osmético na qualidade fisiologica de

sementes de algodao

Os tratamentos consistiram em expor, por diferentes periodos de tempo,
sementes de algodoeiro desinfestadas em 8 substratos, constituidos por 4 niveis
de condicionamento osmético do meio 523 (-0,54; -0,65; -0,85; e -1,0, MPa),
acrescidos de sacarose ou manitol. A assepsia superficial das sementes consistiu
na imersd@o das mesmas em solucdo de hipoclorito de s6dio a 2% durante 3
minutos e posterior imersao, por 3 vezes, em dgua destilada e esterilizada. Cada
repeti¢do foi constituida por uma placa de Petri de 9 cm de diametro contendo
20 mL de substrato e 25 sementes eqiiidistantes entre si, sendo utilizadas 3
placas por repeticdo. As placas foram incubadas em cimara de crescimento

(BOD) a 28 °C.

TABELA 1 Concentracdes em gramas de sacarose e manitol, utilizadas para a
obtencao dos niveis de restricdes hidricas do meio de cultura bésico.

Potencial osmético do meio de cultura (MPa)
Soluto 0 0,65 0,85 1,0
Sacarose 10 g* 82,6 g 105,8 g 1228 g
Manitol Og 459 ¢ 594 ¢ 694 ¢

* Quantidade em gramas de sacarose presente em 1L do meio 523
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As avaliagOes consistiram no nimero total de sementes germinadas em
cada placa apés 36, 72 e 108 horas de pré-condicionamento, considerando-se
como germinadas as sementes com sinais visiveis de emissdo da radicula
(comprimento = 0,1 cm). Utilizou-se o delineamento experimental de blocos ao
acaso com trés repeticdes e a andlise em esquema fatorial 3x4x2 (3 tempos de
incubagdo x 4 potenciais osmoéticos x 2 solutos). As andlises estatisticas dos
experimentos foram realizadas utilizando-se o sistema estatistico SAS
(Statistical Analysis System) e SISVAR (Ferreira, 2000). As varidveis
significativas no teste de F da andlise de variancia foram comparadas pelo teste
de Tukey (P<0,05).

Para avaliar o efeito do condicionamento osmdtico na qualidade
fisiol6gica, as sementes de cada tratamento foram secadas ao ar por 24 horas,
sendo em seguida submetidas ao teste de germinagdo.

O teste de germinagdo foi realizado no sistema de rolo de papel
germiteste umedecido com 4gua destilada, na proporcao de 2,5 vezes o peso do
papel seco, em incubadora a 25°C + 2. As avaliacdes consistiram no percentual
de sementes germinadas apds sete dias de acordo com as Regras para andlise de

sementes (Brasil, 1992).

2.5 Cultivo de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em meio 523 com

diferentes niveis de condicionamento osmoético

Foram utilizados quatro niveis de condicionamento osmético do meio
523 (-054, -0,65; -0,85; e -1,0 MPa), pelo uso dos solutos manitol e sacarose.
Foram utilizadas quatro placas de Petri, de 9 cm de didmetro por tratamento,
contendo cada uma 20 mL de substrato. As placas foram subdivididas em seis

setores eqiiidistantes e semeados 2l de suspensdo bacteriana (24 horas de
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crescimento em meio liquido) de cinco isolados de Xam. Em seguida, as placas
foram distribuidas ao acaso em incubadora do tipo BOD a 28 °C, por 48 horas.
Na avaliacdo verificou-se a presenca ou nao do crescimento bacteriano
de cada isolado em cada placa setorizada. O meio 523 sem a adi¢do dos solutos
foi utilizado como testemunha, observando-se a coloragdo e o formato das

coldnias.

2.6 Definicio da idade da Cultura de Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum

Definido o potencial hidrico mais adequado, foi avaliada a idade da cultura de
Xam para se inocular as sementes. Foram avaliados quatro periodos de
incubacdo das coldnias (0, 24, 36 e 48 horas). Foram utilizadas placas de Petri
de 9 cm de didmetro contendo 20 mL de meio de cultura acrescido do soluto,
manitol (-1,0 MPa). Em todos os tratamentos, foram espalhados 100 pL de
suspensao bacteriana (24 horas de crescimento em meio liquido) sobre o meio de
cultura, sendo as placas incubadas a 28 °C. Apoés a incubacdo, procedeu-se a
inoculag¢do em condigdes assépticas, colocando-se 50 sementes/placa, seguido de
agitacdo manual por 30 segundos. Cada tratamento foi constituido por 2 placas.
As avalia¢des foram realizadas apds 48 horas, onde sementes individuais, sem
desinfestacdo, foram colocadas em microtubos de 1,5 mL, contendo 1 mL de
dgua destilada esterilizada e incubados por 18 horas em geladeira.
Posteriormente, procedeu-se a diluicdo em série em tubos de ensaio contendo
4,5 mL de solucdo salina (NaCl 0,85%) de 10" a 10°. Em seguida, 100puL da
diluigio 10° foram espalhados com uma alca de Drigalsky em meio semi-
seletivo (Mehta, Bomfeti & Bolognini, 2005). Para cada semente, foram

utilizadas quatro placas por tratamento. Como testemunha utilizou-se a dilui¢do
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10” da suspensdo do isolado puro de Xam. Apés a incubacio a 28°C por 72

horas, a avaliacdo foi feita pela contagem do nimero de UFC/placa.

2.7 Inoculacio de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em sementes

de algodao

Com base nos resultados dos itens anteriores foram utilizados o
tratamento de pré-condicionamento de sementes de algoddo mais adequado,
assim como o crescimento bacteriano e idade da cultura de acordo com o
condicionamento osmético para que se pudesse efetuar a inoculacdo artificial
das sementes.

O delineamento experimental foi definido partindo-se basicamente de
quatro periodos de exposicdo (24, 48, 72, 96 h) das sementes a colOnia
bacteriana. A avaliacdo consistiu no nimero de sementes contaminadas com
Xam, por meio da semeadura direta das sementes desinfestadas em meio de
cultura semi-seletivo (Mehta, Bomfeti & Bolognini, 2005); na quantidade de
UFC/semente; no teste de germinacdo em rolo de papel (Brasil, 1992) e na
avaliacio da emergéncia de plantulas em substrato Plantimax®, em dois
experimentos independentes, sendo um com as sementes desinfestadas e o outro
com as sementes sem a desinfestacdo superficial. As varidveis analisadas foram:
porcentagem de emergéncia de plantulas, indice de velocidade de emergéncia
(IVE), peso seco e umido de plantulas, estande final e incidéncia da mancha
angular nos cotilédones apds 21 dias. A porcentagem de emergéncia foi
determinada pela porcentagem de plantulas emergidas aos quatro dias apds a
semeadura. O indice de velocidade de germinacao foi obtido pelo somatério das
razdes do nimero de plantulas germinadas no periodo, pelo nimero de dias
decorridos da semeadura até a germinacao (Maguire, 1962). Ap6s a emergéncia

das plantulas os vasos foram envolvidos com saco pldstico para formagao de
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camara Umida, por quatro dias. Aos 21 dias apds a semeadura verificou-se a
presenca de sintomas de encharcamento nos cotilédones (incidéncia), a altura
das plantas (cm) e o peso. Para confirmagdo da etiologia bacteriana das lesdes
realizou-se o teste de exsudacdo em gota e o isolamento em meio de cultura 523.
Apds a pesagem, as plantulas foram colocadas em estufas com circulacdo de ar
por trés dias a 60°C + 2°C e em seguida realizou-se novamente a pesagem para
determinacdo do peso da massa seca. O teste de germinagao foi realizado, como
descrito no item 4.2.

Para verificar a quantidade de UFC/semente, as sementes de cada
tratamento foram desinfestadas superficialmente com NaOCl 2% por 2 minutos
e lavadas com dgua destilada esterilizada por trés vezes. A seguir as sementes
foram secadas em camara de fluxo laminar e colocadas individualmente em
tubos eppendorfs (1,5 mL) contendo 1 mL de solugdo salina (0,85%). Foram
utilizadas 20 sementes por tratamento. Os tubos foram mantidos em geladeira
por 18 horas. Apés este periodo, foi feita a diluicio em série 10" a 107
Aliquotas del00 pL da diluicio 10° foram espalhadas em placas de Petri
contendo o meio semi-seletivo (Mehta, Bomfeti & Bolognini, 2005). A
avaliacdo consistiu no nimero médio de colonias (UFC) em quatro placas. Para
a andlise da varidvel UFC foi realizada a andlise exploratéria dos dados, por

meio do grafico Boxplot.

2.8 Comparacio de métodos de inoculacao de Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum em sementes de algodao

Foram comparados trés métodos de inoculagcdo de Xam nas sementes de
algoddo: a) contato direto da semente com a coldnia bacteriana em substrato
osmoticamente modificado (RH); b) imersdo das sementes em suspensio

bacteriana enriquecida com leite desnatado (20% p/v) (Moffett & Wood, 1985)
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(LE); c¢) imersdo das sementes em suspensdo bacteriana em &dgua destilada
esterilizada (Halfon-Meiri & Volani, 1977) (AG).

Para cada técnica estudada foram utilizadas 400 sementes de algodao.
Apés a inoculagdo, as sementes foram colocadas sobre papel de filtro e secadas
em camara de fluxo laminar por 18 horas. Em seguida as sementes
permaneceram em sacos de papel, por uma semana, para posterior avaliagdo.

As avaliagdes consistiram na emergéncia de plantulas em substrato,
semeio direto das sementes em meio de cultura semi-seletivo descrito por
Mehta, Bomfeti & Bolognini (2005); plaqueamento da suspensdo de sementes
individuais em meio semi-seletivo Mehta, Bomfeti & Bolognini (2005) e
germinacdo (%) (rolo de papel).

A emergéncia de plantulas foi realizada em substrato Plantimax®, sendo
colocadas 25 sementes/vaso em 8 repeticdes. As plantulas permaneceram em
camara umida por quatro dias. Foram avaliados: o indice de velocidade de
emergéncia, o estande final de plantulas, peso imido e seco de plintulas e a
presenca de plantulas com sintomas tipicos da mancha angular.

Para verificar a presenga de Xam nas sementes, foi realizado o semeio
direto em meio de cultura semi-seletivo (Mehta, Bomfeti & Bolognini, 2005).
Foram utilizadas 10 sementes por placa com 20 repetigdes.

Para verificar o nimero de UFC/semente foram utilizadas 50 sementes
de cada tratamento. A técnica foi a mesma utilizada no item 2.7.

O teste de germinagdo foi feito no sistema de rolos de papel umedecidos
com dgua destilada, na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel seco, em 4
repeticdes de 50 sementes, a temperatura de 25 °C. A avaliagdo expressa em
porcentagem de germinagdo foi aos sete dias (Brasil, 1992). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os dados foram
interpretados estatisticamente por meio de andlise de varidncia. Sendo as médias

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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2.9 Preparo das sementes inoculadas e observacio em microscépio

eletronico de varredura (MEYV)

Cinco sementes submetidas aos diferentes periodos de inoculagio (0, 24,
48, 72 e 96 horas) foram divididas em tegumento e eixo embriondrio, imersas
em solugdo fixativa, pH 7,2, armazenadas em geladeira e observadas em
microscopio eletronico de varredura (MEV). Em seguida, as amostras foram
lavadas com tampao cacodilato (0,05 M) por trés vezes durante 10 min. As
seccoes obtidas foram transferidas para solucdo de tetr6xido de ésmio 1% em
dgua por 2 h e subseqiientemente desidratadas em série de acetona (30, 50, 70,
90 e 100% por trés vezes) e depois levadas para o aparelho de ponto critico. Os
espécimes obtidos foram montados com uma fita de carbono, sobre ‘“‘stubs”
revestidos por uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro e observados
em microscopio eletronico de varredura LEO Evo 40. Diversas imagens das
amostras foram registradas digitalmente, em aumentos varidveis, e gravadas no

Software Photopaint do pacote Corel Draw 9 (Alves, 2004).
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3 RESULTADOS

3.1 Sanidade das sementes

No teste de sanidade inicial das sementes de algoddo da cultivar Makina,
constatou-se a presenga dos seguintes géneros de fungos: Aspergillus sp. (6,5%);
Fusarium sp. (5%) e Penicillium sp. (1,25%). O indice de C. gossypii. var.
cephalosporioides foi abaixo de 1%. A germinagdo inicial das sementes em rolo
de papel foi de 81,75%, nao sendo verificada a presenca de Xam no isolamento
direto das sementes em meio de cultura semi-seletivo (Mehta, Bomfeti &

Bolognini, 2005).

3.2 Pré-condicionamento de sementes de algoddo em relacio a

condicionamento osmético do substrato agarizado

Pela andlise de varidncia, a interagdo potencial osmético x soluto x
tempo de incubacdo ndo foi significativo. A presenca de sacarose ou manitol no
meio 523 ndo diferiu estatisticamente quanto a porcentagem de germinagdo de
sementes (Tabela 2) pelo teste de Tukey (P<0,05). Nao houve diferenca
significativa também entre os potenciais osmoéticos estudados e a germinacao de
sementes em rolo de papel apdés 108 horas de incubacdo (dados nao

apresentados).

TABELA 2 Porcentagem de sementes germinadas em meio 523
suplementado com sacarose € manitol

Soluto % sementes germinadas®
Sacarose 6,00 a
Manitol 7,00 a
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*CV (%) = 24,34.
No entanto, os tratamentos mais eficientes quanto a inibicdo da

germinacdo das sementes sobre o meio 523 alterado osmoticamente foram -0,85
e -1,0 MPa. A utilizagdo do potencial osmético -1,0 MPa foi utilizada por vérios
pesquisadores para a inoculagdo de fungos em sementes de algoddao (Souza,
2006; Aratjo et al., 2006a; Celano, 2004; Machado et al., 2004; Machado,
2002).

No potencial osmético -0,65 MPa a medida que o tempo de exposi¢do
foi aumentada, de 36 horas a 108 horas, foi observado aumento também na
porcentagem de germinagdo de sementes. A partir do potencial osmético -0,85

MPa nao houve diferenga significativa entre os tempos de exposi¢do (Tabela 3).

TABELA 3 Porcentagem de sementes germinadas em meio 523 com diferentes
potenciais osmoéticos e tempo de exposicao.

Potencial osmético (MPa)*

Manitol Sacarose
Temp 0 -0,65 -0,85 -1,0 0 -0,65 -0,85 -1,0
o(h)
36 46Ba 0,0Aa 00Aa 0,0Aa 47Ba  0,0Aa 0,0 Aa 0,0 Aa
72 297Cb 4,0Bb 0,0Aa 0,0Aa | 29,7Bb 0,7Aa 0,0 Aa 0,0 Aa
108 33,7Cc 5,7Bb 1,0Aa  0,0Aa | 33,7Cc 6,0Bb 0,0 Aa 0,0 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 24,34.

Segundo Machado et al., 2004, o potencial hidrico até o nivel de —
1,0 MPa proporcionou mais elevados indices de infeccdo das sementes de
algoddo por fungos sem inviabiliza-las para usos posteriores. Para
trabalhos em patologia de sementes, € essencial a disponibilidade de

sementes contaminadas com patdgenos alvos em quantidade e qualidade

43



adequadas para cada objetivo especifico, como tratamento de sementes,
estudos epidemioldgicos, desenvolvimento de métodos de deteccao, etc.

(Machado, 2000; Carvalho, 1999).

3.3 Crescimento de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em meio 523

com diferentes niveis de restricao hidrica

Como ndo houve diferenca estatistica entre os solutos manitol e
sacarose, optou-se inicialmente pela utilizacdo da sacarose, por ser este acticar
mais acessivel e menos oneroso que o manitol. No entanto, observou-se em
experimentos em casa de vegetacdo, alta incidéncia de plantulas mortas (dados
ndo apresentados). Como a sacarose € utilizada por muitos microrganismos,
houve, provavelmente, um estimulo ao desenvolvimento de fungos internos as
sementes e isso pode ter provocado a morte de plantulas. Portanto, optou-se pelo
manitol, um agtcar mais seletivo, como soluto a ser utilizado nos experimento
com condicionamento osmético no presente trabalho.

Todos os cinco isolados de Xam apresentaram crescimento semelhante &
testemunha em todos os potenciais osmoticos estudados. As colonias
apresentaram crescimento abundante e coloracdo amarela, tipica do género
Xanthomonas, em todos os setores das placas analisadas. Observou-se, porém,
que o didmetro das coldnias foi menor no meio 523 suplementado com manitol
em todas as concentragdes do soluto. Este fato também foi relatado por
Kobayasti (2002), onde o aumento da concentracdo de manitol no meio 523 até -
1,05 MPa nio inibiu o crescimento, mas reduziu o didmetro das colOnias de
quatro isolados de X. axonopodis pv. phaseoli (Xap). Halfeld-Vieira (2000) e
Cia (1972) verificaram, respectivamente, que Xap e Xam ndo utilizam manitol

como fonte de carbono.
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O crescimento flingico em meios de cultura com potencias hidricos de —
04, -0,6, -0.8, -1,0 MPa, utilizando-se manitol, também nao foi alterado

(Machado et al., 2004).

3.4 Uso do condicionamento osmético para inoculacdo de Xanthomonas

axonopodis pv. malvacearum em sementes de algodao

De posse dos resultados anteriores, optou-se pelo manitol como soluto e
-1,0 MPa como potencial osmético para a inoculagdo de Xam em sementes de
algoddo.

Os resultados referentes a avaliacdo das sementes sem desinfestacdo

superficial encontram-se na Tabela 4.

TABELA 4 Caracteristicas fisiolégicas de sementes de algodao (Gossypium
hirsutum) inoculadas com Xanthomonas axonopodis  pv.
malvaceraum, por diferentes periodos exposi¢do.

Tempo de  Emergéncia Plantas IVE  Massa Massa Altura
inoculaciao (%) sobreviventes Umida seca de
(%)* @ (2) __ plantas
24 horas 93 a 90,5 a 20,7a 1543a 253a 220b
24 horas T? 93 a 93,0 a 21,2a 160,8a 41,8a 23,3 a
48 horas 915a 91,5a 204a 141,0b 28,3a 2l,1c
48 horas T 935a 93,0a 21,2a 171,2a 46,8a 22,6b
72 horas 86,0 a 86,0 a 19,6a 160,3a 323a 23,0a
72 horas T 90,5 a 89,0 a 20,5a 173,5a 355a 234 a
96 horas 77b 76,0 b 16,0b 1323b 273a 20,0d
CV (%) 4,78 4,51 4,6 6,1 29,3 16,9

*Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).
*Tratamento com restri¢do hidrica, sementes ndo inoculadas.
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No tratamento testemunha, as sementes permaneceram pelo mesmo
periodo de tempo no meio com restricdo, mas sem a bactéria. Porém, no
tratamento com 96 horas, a testemunha ndo foi avaliada, devido a alta
contaminacdo por fungos saprofiticos. Aratjo (2004) observou a ocorréncia de
Colletotrichum gossypi var. cephalosporioides e de fungos sapréfitas em teste de
sanidade apds o condicionamento osmoético. Segundo Khan (1992), durante o
tempo do condicionamento osmético os fungos estdo sob condi¢cdes de umidade
e temperatura favordveis ao seu desenvolvimento.

A porcentagem de emergéncia de plantulas oriundas dos tratamentos
com 24, 48 e 72 horas de tempo de exposicdo ndo diferiu estatisticamente das
testemunhas nao inoculadas. Verificou-se o menor valor de emergéncia no
tempo de 96 horas. Para a varidvel IVE, o tempo de exposi¢do de 96 horas
também afetou o desenvolvimento das plantulas, provavelmente como
conseqiiéncia do maior potencial de in6culo determinado pelo maior tempo de
exposicao das sementes a bactéria. A pressao do indculo pode ser observada pela
menor porcentagem de plantulas sobreviventes no tempo de 96 horas (76%)
(Tabela 4).

A emergéncia e o estande final de plantulas de algoddo ndo diferiram
significativamente quando as sementes foram inoculadas por condicionamento
osmético com diferentes niveis de C. gloeosporioides var. cephalosporioides
(Aratjo, 2004).

A germinacdo de sementes de feijdo inoculadas com Xap foi afetada a
partir de 36 h de contato com a bactéria (Valarini & Menten, 1991). Da mesma
forma, a influéncia da inoculagc@o de sementes de algodao, por restri¢do hidrica,
com C. gossypii, C. gossypii var. cephalosporioides, Botryodiplodia theobromae
e F. oxysporum f.sp. vasinfectum variou em fun¢do do periodo de exposicao das

sementes a estes fungos (Machado et al., 2004). Para infec¢do destas foi
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necessdrio prolongar o tempo de exposi¢do por mais de 48 horas o que provocou
a morte de sementes devido, provavelemente, ao maior potencial de indculo.

Quanto ao peso da massa umida houve diferenca significativa entre os
tratamentos submetidos a inoculagao e as testemunhas. Os tratamentos 48 horas
e 96 horas foram os que apresentaram menores pesos de massa verde e menores
alturas de plantas. Para o peso da massa seca, ndao houve diferenca.

As sementes inicaram a germinagdo aos 3-5 dias ap6s a semeadura. Aos
15-21 dias ja foram observados sintomas de encharcamento nos cotilédones. A
presenca de lesdes tipicas da mancha angular nos cotilédones comprovou a
eficiéncia de todos os tempos de exposi¢do na ocorréncia de infec¢do. Foi
realizado o teste de exsudacdo para comprovar a etiologia bacteriana dos
sintomas e também o aspecto da coldnia isolada em meio 523 . Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, quanto a incidéncia da mancha
angular nos cotilédones e folhas primdrias do algodoeiro. No entanto, maior
incidéncia dos sintomas foi verificada no tratamento 24 horas de contato da
bactéria com a semente.

Segundo Schaad (1989) bactérias em sementes normalmente apresentam
baixas porcentagens de transmissdo, sendo comuns porcentagens iguais ou
inferiores a 0,1%. Moura & Romeiro (1993) verificaram variacdo de 1,0 a 2,5%
na porcentagem de transmissdo de Pseudomonas syringae pv. lachrymans em
sementes comerciais de pepino. Em sementes de meldo, a transmissdo de
Acidovorax avenae subsp. citrulli variou de 30 a 64%, sendo que 15 isolados
apresentaram até 50% de transmissao (Silveira, Mariano & Michereff, 2003).

Brinkerhoff & Hunter (1963) relataram que 6 a 24% das sementes sdao
infectadas por Xam a partir da mac¢a do algodoeiro, sendo a recuperagdo da
bactéria maior no tegumento do que no eixo embriondrio. Segundo estes autores,
o processo de infec¢do da semente ocorre durante a maturagdo da macga

infectada. Porém muitas das sementes infectadas ndo germinam devido as
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injurias causadas pela bactéria assim como por fungos e bactérias oportunistas.
Sementes maduras também podem ser infectadas no campo.

Os resultados referentes a avaliagdo das sementes inoculadas e tratadas
com hipoclorito de sédio apés o periodo de inoculagdo encontram-se na Tabela
5. Para a varidvel altura de plantas, houve diferenca significativa entre os

tratamentos (Tabela 5).

TABELA 5 Caracteristicas fisioldgicas de sementes de algoddo (Gossypium hirsutum)
inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. malvaceraum por diferentes
tempos de exposicdo, apds desinfestagdo superficial

Tempo de Emergéncia Plantas IVE Massa Massa Altura
inoculacio (%) sobreviventes tmida seca (g) de
(%)* (€3] plantas
(cm)
24 horas 63 a 65 a 7,80 b 138,25a 2525a 22,22b
24 horas T* 89 a 92,0 a 1191 a 141,50 a 2525a 2431 a
48 horas 86,5 a 89,0 a 13,66 a 144,25 a 23,25 a 19,73 ¢
48 horas T 85,5a 87,5a 12,82a 149,00 a 25,0 a 24,52 a
72 horas 84 a 85,5a 1553a 150,25a 23,75a 23,16 b
72 horas T 88 a 87,5a 1598 a 160,00 a 25,0 a 23,73 a
96 horas 55a 63,5 a 8,94 b 104,50b 20,50 b 19,62 ¢
CV (%) 21,23 20,78 21,80 10,96 4,99 23,31

*Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).
*Tratamento com restri¢do hidrica, sementes ndo inoculadas.

As menores alturas foram observadas nos tratamentos com 48 e 96 horas
de exposicdo. No tratamento com 96 horas foi observado o menor peso de massa
umida e seca das plantulas. Para o indice de velocidade de emergéncia os
tratamentos que apresentaram os menores valores foram os de 24 e 96 horas,

entretanto durante o experimento as plantas de um vaso do tratamento 24 horas
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queimaram devido a insolacdo. Por isso, os baixos valores observados neste
tratamento. A presenca da bactéria ndo afetou a emergéncia das plantulas nem o
nimero de plantas sobreviventes, uma vez que as médias ndo diferiram dos
tratamentos testemunhas. Apesar dos menores valores apresentados no
tratamento 96 horas, o tratamento nao diferiu dos outros, contrario ao observado
no experimento sem desinfestacdo superficial.

Houve diferenga significativa entre os tratamentos quanto a porcentagem
de germinagdo das sementes em rolo de papel (Figura 2). Maior porcentagem de
germinagdo das sementes ocorreu nos tratamento com condicionamento
osmotico sem a bactéria em relacdo as sementes que permaneceram em contato
com bactéria (Figura 2), indicando que sementes de algoddao contaminadas com

Xam sofrem perda de sua capacidade germinativa.
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* Tratamento com restri¢do hidrica, sem bactéria.
Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P <0,05).
CV(%)=5,67

FIGURA 2 Porcentagem (%) de germinagcdo em rolo de papel de sementes de algodio

inoculadas e ndo inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv.
malvaceraum, ap6s desinfestacdo com NaOCl 2%.
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Este fato j4 foi descrito para sementes de outras culturas, como feijdo e
couve-flor (Valarini & Menten, 1991; Galli, Panizzi & Sader, 2001).

Houve diferenca significativa quanto a porcentagem de germinagdo
entre os tempos de inoculagdo, entretanto, nao houve relacdo inversa entre
tempo de inoculacdo e tendéncia decrescente na porcentagem de germinagdo.
Galli, Panizzi & Sader (2001) verificaram que sementes de couve-flor perderam
sua capacidade germinativa a partir de 20% de infec¢do, ndo diferindo
estatisticamente dos tratamentos com 40 e 60% de sementes infectadas.

Verificou-se que as plantulas provenientes de sementes inoculadas
apresentaram-se anormais em relacio a testemuna (Figura 3), entretanto nao foi
verificada a presenca da bactéria pelo teste de exsudagdo em gota.

A inoculag¢do por condicionamento osmético foi eficiente no tempo de
exposicdo a bactéria por 24 horas (sementes tratadas com NaOCl, 2%),
indicando que a semente ndo precisa de um tempo prolongado de contato com a
bactéria para que ocorra a infeccdo. Observou-se maior incidéncia no tratamento
submetido a 24 horas de exposicdo a bactéria, quando comparado com os
tempos de 48 e 72 horas.

A partir de 48 horas de exposicdo, as sementes apresentaram
contaminacdo com fungos e bactérias sapréfitas e em contato com o meio semi-
seletivo, ocorreu, entdo, o crescimento desses organismos oportunistas, o que

dificultou a identificacdo de Xam.
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FIGURA 3 (A) Plantulas de algoddo provenientes de sementes inoculadas por 24 horas
de exposicdo a Xanthomonas axonopodis pv. malvaceraum (Xam), apos
teste de germinacdo em rolo de papel; (B) Plantulas testemunhas
provenientes de sementes ndo inoculadas; (C) Detalhe da colonia de Xam
em semente em meio de cultura; (D) Isolamento direto de sementes
inoculadas por 24 horas de exposi¢do; (E) Isolamento direto de sementes
inoculadas por 96 horas de exposi¢do; (F-H) Plaqueamento de extrato de
sementes dos tratamentos RH (restricdo hidrica), LE (skim milk), AG
(agua), respectivamente; (I-J) Sintoma da mancha angular em folhas
primarias; (K) Lesao encharcada em cotilédone de algoddo.
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No tempo de 24 horas é provdvel que a bactéria esteja mais associada as
sementes externamente, pois quanto maior o tempo de exposi¢do das sementes
ao patégeno, maior serd o nivel de infec¢do. No entanto, talvez para a infec¢ao
bacteriana, esse nio seja o caso, uma vez que as sementes foram desinfestadas
superficialmente neste experimento.

O maior tempo de exposicdo das sementes as coldnias fungicas,
dependendo da velocidade de crescimento destas colonias, normalmente
proporciona maior infec¢do das mesmas (Souza, 2006; Costa et al., 2003;
Tanaka, Menten & Marianno, 1989), uma vez que fungos de crescimento rapido
ndo precisam de periodos prolongados de contato com a semente (Machado et
al., 2004).

Na inoculagdo de sementes de feijio com Xap observou-se 100% de
contaminacio logo apds o contato com o patdégeno, porém a infec¢do de 100%
destas s6 foi observada a partir de 36 horas de contato bactéria-semente
(Valarini & Mentem, 1991). Ressalta-se que neste trabalho a condicionamento
osmoético nao foi utilizada. No entanto, Galli, Panizzi & Sader (2001), relataram
que apds a inoculagdo de sementes em meio de cultura sem restricdo hidrica,
decorridas 48 horas de contato, observou-se que algumas sementes germinaram,
0 que torna necessdrio a utilizacdo das sementes logo apds a sua retirada do meio
de cultura, seja para a realizacdo de testes de germinacdo, testes de sanidade ou
para a semeadura no campo, descartando-se a possibilidade de armazenamento
das sementes contaminadas para uso posterior.

O meio 523 suplementado com manitol a -1,05 MPa foi eficiente na
inoculagdo de Xap em sementes de feijao. Neste experimento foi possivel
recuperar a bactéria tanto externa quanto internamente na semente, por meio do
plaqueamento direto em meio de cultura. Porém, o maior tempo de exposi¢do

das sementes a bactéria ndo aumentou o indice de infec¢do, pois apds 96 horas
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de exposicdo a porcentagem de infeccdo foi de 77% e, apds 36, horas 98%
(Kobayasti, 2002).

Pelo modelo grifico box plot verificou-se maior ndmero de
UFCs/semente recuperadas no tratamento com 72 horas de exposicdo e que o
padrdo de colonizacdo interna das sementes foi varidvel em todos os tratamentos
(Figura 5). Como em algumas placas ndo foi possivel a contagem devido ao
excesso de coldnias, padronizou-se como 200 o nimero maximo de coldnias

observadas.
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FIGURA 5 Box plot da variagdo no nimero de UFCs recuperadas de semente
de algoddo inoculadas artificialmente com Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum.

Em todos os tratamentos foram observadas placas sem nenhuma coldnia
de Xam, como pode ser observado pelo nimero de zeros presentes na andlise

descritiva (Tabela 6).
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TABELA 6 Anilise descritiva da variagdo no nimero de UFCs recuperadas de
semente de algoddo inoculadas artificialmente com Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum.

Tempos de exposi¢cdo

Estatistica Descritiva

24 h 48 h 72 h 96 h
Média 46,85 49,10 104,30 42,85
Desvio padrdo 73,78 80,76 92,88 63,99

Quantidade de zeros (%) 65,00 55,00 25,00 45,00

Como as sementes foram desinfestadas superficialmente € possivel que
o indculo aderido a tegumento tenha sido eliminado e que o inéculo no interior
da semente sendo menor, ndo recuperado devido a diluicdo e a repressividade do
meio utilizado nesse estudo. Observou-se também que a média de
UFCs/semente foi maior no tratamento com 72 horas de exposi¢do, sendo que
para os outros tratamentos, a média variou de 42,85 a 49,10.

Com base nestes resultados sugere-se que a bactéria associada
internamente a semente de algoddo, ndo afeta a qualidade fisioldgica das
mesmas. Desta forma, Xam permanece vidvel na semente e assim que condi¢des
favordveis ao desenvolvimento da mancha angular ocorrerem inicia-se o
desenvolvimento da doenca. Segundo Hunter & Brinkerhoff (1964), Xam
permanece vidvel na semente armazenada por dois anos. Tanaka & Machado
(1985) ressaltaram que a quantidade de indculo inicial, para patdgenos
associados as sementes, pode refletir em altos indices de doengas, dependendo
de condicdes intrinsecas ao patégeno e ao hospedeiro, e causar grandes
epidemias.

Segundo Galli, Panizzi & Sader (2001), a inocula¢do de X. campestris

pv. campestris diminuiu a producido de sementes de couve-flor por planta, mas
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ndo apresentou efeito deletério nas caracteristicas fisicas e fisioldgicas das
mesmas.

Bactérias fitopatog€nicas estdo associadas as sementes tanto externa
como internamente. Além disso, a semente contaminada apresenta variagdo na
severidade o que pode resultar em nenhum dano aparente ou destruir

completamente a semente (Hunter & Brinkerhoff, 1964).

55



3.5 Comparacio de métodos de inoculacio de Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum em sementes de algodoeiro

Diferentes métodos de inoculagdo artificial de bactérias ja foram
descritos, porém a maioria relacionada a imersdo das sementes em suspensio
bacteriana, os quais promovem a associacdo externa a semente (Valarini &
Mentem, 1991). Sementes infectadas por bactérias e outros patégenos, sao
importantes veiculos de transmissdo de doengas e, por isso, essenciais para
estudos epidemiolégicos e sanidade de sementes (Machado, 1988).

A incidéncia de Xam nas sementes pelo plaqueamento direto em meio
semi-seletivo foi maior no método de inoculagdo com condicionamento

osmoético (88%) (Tabela 7).

TABELA 7 Incidéncia de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum e média de UFC
por sementes de algodao (Gossypium hirsutum), em fungdo do método de

inoculagdo.
Método de inoculagio Incidéncia (% )* UFC/semente**
RH' 88,0 a 189,90 a
LE® 16,5b 125,02 b
AG’ lc 1,10 ¢
CV (%) 32,74 29,37

*Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

'RH - sementes inoculadas por restricdo hidrica

% LE — sementes inoculadas por imersdo em suspensdo bacteriana enriquecida com leite desnatado
(20% p/v) (Moffett & Wood, 1985)

3 AG — sementes inoculadas por imersdo em suspensdo bacteriana em 4gua destilada esterilizada
(Halfon-Meiri & Volani, 1977).

A menor incidéncia foi observada no método de inoculagdo por imersao

das sementes em suspensdo bacteriana (1%). Como citado anteriormente, a
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infec¢do de 100% de sementes de feijdo foi observada a partir de 36 horas de
contato bactéria-semente (Valarini & Mentem, 1991).

No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os métodos de
inoculag¢do utilizados neste estudo para a porcentagem de cotilédones com
sintomas da mancha angular. Aos 21 dias apds a semeadura, verificou-se a
presenca de cotilédones com lesdes encharcadas tipicas dos sintomas iniciais da
mancha angular, causada por Xam (Tabela 7).

Em mudas de tomate originadas de sementes inoculadas com X.
vesicatoria, observou-se aos 14 dias da semeadura 2,4% das mudas sintomaticas
(Carmo et al., 2004). Aos 21 dias, por sua vez, foram constatados 8,6% de

incidéncia da mancha bacteriana.

TABELA 8 Germinagdo de sementes de algoddo (Gossypium hirsutum)
inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. malvaceraum, plantas
sobreviventes em funcdo do método de inoculagdo das sementes.

Tratamento Emergéncia Plantulas IVE
(%)* sobreviventes
(%)*

RH 83,5a 89 a 173 a
LE 86 a 87 a 16,5 a
AG 83 a 90,5 a 16,5 a
Testemunha nao 86,5a 92a 17,9a
inoculada

CV (%) 3,79 2,98 6,87

*Médias com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

Sabe-se que o nivel de indculo associado as sementes influencia a
germinacdo e transmissdo de patégenos. Estes, quando presentes nas sementes

provocam a morte em pré e pds-emergéncia de plantulas, reduzindo, portanto, a
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germinacdo (Tanaka, 1994). Os métodos de inoculac@o de bactérias em sementes
descritos até o momento, ndo evidenciaram a manutengdo da viabilidade das
sementes apds a sua inoculacdo. O uso da condicionamento osmético neste
trabalho vem justamente, aprimorar a metodologia de inoculacao.

As plantulas emersas ndo sofreram com a pressdo do indculo, uma vez
que ndo houve diferenga no nimero de plantulas sobreviventes, em relagdo a
testemunha com sementes ndo inoculadas (Tabela 8). Estes resultados sido
importantes e revelam que, em experimentos realizados com inoculagido de
sementes, qualquer método que seja empregado ndo implicard em redugdo
significativa na emergéncia de plantulas e no indice de velocidade de
germinacdo. Aratjo et al. (2005) observaram que a maior incidéncia da mancha
aquosa do meldo, favorecida pela inoculagdo das sementes pelo método de
infiltragdo a véacuo, ndo ocasionou tombamento na pré-emergéncia ou podridao
de sementes. Dessa forma, plantulas sintomdticas emergidas de sementes
contaminadas poderdo servir, no campo, como fonte de indculo, implicando em
maior possibilidade de ocorréncia de epidemias.

As plantulas emergidas a partir de sementes que ndo foram inoculadas
(controle) permaneceram isentas do patégeno, diferenciando-se das inoculadas
com a bactéria apenas com relagdo a incidéncia. Ndo houve diferenca
significativa entre altura e peso da massa fresca de plantulas provenientes de
sementes submetidas aos trés métodos de inoculagcdo estudados (dados ndo
apresentados).

O uso da infiltracdo a vacuo na inocula¢do de sementes de melao com
Acidovorax avenae subsp. citrulli ndo afetou a porcentagem de emergéncia
(99,2%), o indice de velocidade de germinacdo (10,8) e a duragdo do processo
germinativo (4,5 dias) das plantulas (Aradjo et al., 2005). Resultados
semelhantes foram observados por Silveira, Mariano & Michereff (2003) para o

mesmo patossistema. Esta mesma metodologia utilizada para inoculagdo de X.
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vesicatoria em sementes de tomate, também ndo afetou a qualidade fisioldgica
das sementes (Carmo et al., 2004).

O uso da condicionamento osmético foi evidenciado com elevada
eficdcia em vdrios estudos de inoculagdo de sementes com fungos. Machado et
al. (2004) observaram que Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum inoculado em
sementes de algoddo, sob diferentes potenciais osméticos (-0,4 a -1,0 MPa),
provocou redugdo na germinacdo e conseqiiente aumento no porcentual de
sementes mortas. Neste caso houve maior periodo de exposicao das sementes ao
patégeno, com o potencial osmdtico mais negativo, garantindo o processo de
infec¢do das sementes.

No caso de inoculacio de sementes com bactérias, o potencial osmético
-1,0 MPa foi eficiente para a manutengdo da qualidade fisiolégica das sementes
e nao interferiu no crescimento de Xam. No entanto, ao contrario dos testes com
fungos, ndo € necessdrio um tempo prolongado de exposicdo da semente a

bactéria.

3.6 Observacao de sementes de algodao inoculadas com Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum em Microscopio eletronico de varredura

(MEYV)

Por meio de eletromicrografias realizadas no MEV foi observada a
presenca de Xam associada a casca das sementes em todos os tempos de
inoculacdo (Figura 7). No tratamento com 96 horas de exposicdo foi possivel
verificar a presenca de hifas nas sementes. Este fato comprova que apds o
condicionamento osmético fungos internos as sementes se desenvolvem, isto
porque, durante o tempo em que as sementes ficam incubadas sobre o meio de

cultura com restri¢do, o ambiente se torna favordvel ao desenvolvimento das

mesmas (Khan, 1992). Aratijo (2004) observou a ocorréncia de C. gossypii var.
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cephalosporioides e de outros fungos saprofitas em teste de sanidade apds o
condicionamento osmdtico. Provavelmente, os piores resultados observados

neste tratamento ndo possam ser atribuidos devidos a pressdo de indculo da

bactéria, mas sim ao desenvolvimento dos fungos latentes.
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FIGURA 7 Eletromicrografias de varredura de sementes de algoddo inoculadas

com Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum, por diferentes
tempos de exposicdo a coldnia bacteriana. (A) tecido sadio do
tratamento testemunha, semente ndo inoculada; (B) tegumento de
sementes com células bacterianas aderidas apds 24 horas de
exposicao; (C) tegumento de sementes com células bacterianas
aderidas ap6s 48 horas de exposicdo; (D) tegumento de sementes
com células bacterianas aderidas apés 72 horas de exposicdo; (E)
hifas colonizando o tegumento de semente de algoddo e (F) células
bacterianas aderidas ao tegumento de semente de algoddo apds 96
horas de exposicio.
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4 CONCLUSOES

De acorodo com as condigdes em que este trabalho foi realizado, pode-se
concluir que:

- A técnica de condicionamento osmdtico com potencial hidrico de —1,0 MPa
por meio do uso do manitol revelou-se eficaz para obter sementes infectadas
com Xam.

- O prolongamento da incubacio de sementes por periodos superiores a 96 horas
em condicdo de condicionamento osmético, promove o desenvolvimento fungos
inicialmente presentes nas sementes.

- A inoculacfo pelo contato da semente com a coldnia bacteriana em meio com
restricdo hidrica, por 24 horas, foi mais eficiente do que pela imersdo em

suspensdo bacteriana.
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CAPITULO 3

DIVERSIDADE GENETICA E PATOGENICA DE ISOLADOS DE

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
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RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Viruléncia de isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum. 2007. p. 67 — 90. Tese (Doutorado em
Agronomia, Area de Concentracio Fitopatologia) — Universidade Federal de
Lavras, Minas Gerais, Brasil. :

A alta variabilidade dentro de cada espécie de bactérias fitopatogé€nicas constitui
importante fator no controle de bacterioses. No intuito de avaliar diferencas
entre 20 isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam) quanto a
viruléncia, foram realizados testes de patogenicidade em plantas de algodao
(Gossypium hirsutum) e de hipersensibilidade (HR) em plantas de pimentdo
(Capsicum annuum), fumo (Nicotiana tabacum) e tomate (Lycopersicon
esculentum). As inoculagdes foram realizadas por aspersio da suspensio
bacteriana (10° UFC/mL), em plantas de algoddo com o primeiro par de folhas
verdadeiras e por infiltracdo nas folhas de pimentdo, fumo e tomateiro,
avaliando-se a resposta da planta para cada isolado, ap6s 48 horas. Foram
utilizados os primers 16S e 23S, ERIC e REP para a amplificacdo do DNA dos
isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum. Diferencas de
viruléncia em algodoeiro foram observadas, sendo constatados quatro grupos
distintos entre si. Para a reacdo de HR, plantas de tomateiro foram as mais
indicadas para a utilizacdo na identificacio de isolados patogénicos de Xam. Os
primers 16S e 23S permitiram obter fragmentos de aproximadamente 680 pb. A
amplifica¢do via PCR utilizando a unidade repetitiva REP, foi efetiva para todos
os isolados de Xam, no entanto, o nimero de padrdes de bandas em cada isolado
de Xam foi significativamente menor quando comparado aos primers ERIC.

" Comité orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-orientadora), José da Cruz Machado — UFLA (Co- orientador).
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ABSTRACT

BARBOSA, Juliana Franco. Virulence of Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum strains. 2007. p. 67 — 90. Thesis (Doctorate in Agronomy/Plant
Pathology) — Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brazil. °

The high variability within each phytopathogenic bacteria species constitutes an
important factor in the control of bacterial diseases. Pathogenicity tests were
carried out in plants of Gossypium hirsutum and hypersensibility (HR) in
Capsicum annuum, Nicotiana tabacum and Lycopersicon esculentum plants
aiming to assess the differences in virulence between Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum (Xam) strains. The inoculations were performed by the
spraying of bacterial suspension (10 CFU/mL) in cotton plants with the first
pair of true leaves and by the infiltration of the bacterium suspension in to sweet
pepper, tobacco and tomato leaves, with assessment of the plant response to each
isolate, after 48 hours incubation. The primers 16S and 23S, ERIC and REP
were used to amplify de DNA of Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
strains. Differences in virulence to cotton plants were observed with recognition
of four distinct groups of strains. For the HR reaction, the tomato plants were
the most efficient host for the identification of pathogenic Xam strains. The
primers 16S and 23S amplified fragments of approximately 680 bp. The
amplification via PCR using the REP, repetitive unit, was effective for all Xam
strains, however, the number of band patterns in each Xam strain was
significantly lower when compared with those of the ERIC oligonucleotides.

® Advising committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Adviser), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-adviser), José da Cruz Machado — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A mancha angular do algodoeiro é uma das principais doengas da
cultura, principalmente, porque as condi¢gdes favordveis a doenca sdo as mesmas
requeridas para o melhor desenvolvimento da cultura. A forma mais eficiente de
controle da doencga € a utilizacdo de cultivares resistentes, entretanto, o produtor
aposta no plantio de variedades suscetiveis devido ao rendimento e
produtividade dessas variedades.

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Smith)
(Vauterin, et al., 1995) (Xam), agente etiologico dessa enfermidade, apresenta
20 racas j4 descritas (Akello & Hillocks, 2002). No Brasil foram descritas trés
racas no estado de Sdo Paulo (Cia, 1972). Todas as observagdes foram descritas
baseadas na reacdo de vérios isolados em diferentes hospedeiros. Ainda hoje,
diferentes sintomatologias sdo observadas no campo. O conhecimento dessa
variabilidade pode favorecer estudos de deteccdo, melhoramento e
recomendacdo de variedades para cada regido.

Nos tltimos 20 anos tornou-se crescente o uso de métodos para a
identificacdo de espécies de Xanthomonas bem como patovares de X.
campestris. Varios artigos foram publicados avaliando-se a eficiéncia de
anticorpos (Chittaranjan & De Boer, 1997; Vijayanand et al., 1999), andlise do
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (Lazo & Gabriel,
1987; Peters et al., 2004), andlise de dcido graxos (Norman et al., 1997), DNA
fingerprinting (Smith et al., 2001) e seqiiéncias 16S rRNA (Deparasis & Roth,
1990), para caracterizacdo de patovares de X. campestris ou grupos de isolados
de vérios patovares.

A caracterizacio do gene 16S rRNA estd bem estabelecida como padrao
para identificacdo de espécies, géneros e familias de bactérias (Gurtler &

Stanisich, 1996). O fato de muitas bactérias terem cépias multiplas (alelos) por
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genoma do rRNA operon favorece a possibilidade de variacdes neste espaco
entre isolados.

Sahin et al. (2003) sugeriram a construgdo de primers especificos para
PCR da regido espagadora 16S-23S rDNA na detec¢do e identificagdo rapida de
espécies de Xanthomonas e que rep-PCR pode ser um método prético para
detecc¢do e identificacdo destes patdgenos

A andlise de rep-PCR foi desenvolvida baseada na ocorréncia de
seqiiéncias repetitivas conservadas (seqii€ncias extragénicas palindromicas
repetitivas  (REP), seqiiéncias repetitivas intergénicas consenso de
enterobactérias (ERIC) e elementos BOX) distribuidas dentro do genoma de
diversas bactérias (Versalovic, Koenth & Lupski, 1991; Bruijn, 1992, Louws et
al., 1994). Cada par de primers (REP, ERIC e BOX) ¢é util para o
“fingerprinting” de diversas bactérias, incluindo, fitobactérias gram-negativas e
gram-positivas, como também actinomicetes associados as plantas (Bruijn,
1992; Louws et al., 1994; Versalovic et al., 1991).

Segundo Swings, Vauterin & Kersters (1993), todas as espécies e
patovares de Xanthomonas indutoras de lesdes locais em seus hospedeiros t€m a
capacidade de induzir resposta hipersensivel em plantas nido hospedeiras,
podendo servir como ferramenta Util na identificacio de isolados
fitopatogénicos.

Os objetivos deste trabalho foram selecionar plantas ndo-hospedeiras
mais apropriadas para a identificacdo de isolados patogénicos de Xam; verificar
a diversidade de Xam quanto a viruléncia e comparar os isolados utilizando

primers 16S e 23S, REP e ERIC.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Origem, obtencdo e preservacao dos isolados de Xanthomonas

axonopodis pv. malvacearum

Os isolados de Xam utilizados neste estudo estdo descritos na Tabela 1.
Os isolados foram repicados e/ou isolados em meio de cultura 523 de Kado &
Heskett (1970). Todos os isolados foram inoculados em plantas de algodao
apresentando o segundo par de folhas verdadeiras. Suspensdo bacteriana de cada
isolado, na concentragdo de 10° UFC/mL, foi preparada a partir de coldnias com
24 horas de crescimento em meio 523. As plantas foram colocadas em camara
umida por 24 horas e a suspensdo aspergida na superficie abaxial das folhas,
com um atomizador manual. As plantas foram novamente colocadas em cimara
umida por 24 horas e depois levadas para casa de vegetacdo. As avaliacdes
iniciaram-se uma semana apds a inoculacdo, verificando-se a presenca ou nao
dos sintomas caracteristicos da mancha angular. Apés o aparecimento dos
sintomas, as folhas sintomdticas foram herborizadas para a preservagdo dos
isolados. Todos os isolados foram reisolados em meio 523 e preservados em

meio peptona glicerol a -80°C (Lazo & Gabriel, 1987).

2.2 Reacao de Hipersensibilidade em plantas de fumo, tomate e pimentao

Os isolados foram inoculados em plantas de tomate, fumo e pimentao.
As sementes de cada hospedeiro foram semeadas em bandejas contendo
vermiculita estéril e as mudinhas transplantadas para vasos de 2 L contendo

Plantimax®. Vinte dias apds o transplantio foi realizada a inoculacéo.
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Uma unica col6nia de cada isolado foi transferida para tubos de ensaio
contendo meio 523. Os tubos foram incubados em BOD por 24 horas a 28°C.
Apds a incubacdo acrescentou-se dgua de torneira e o tubo foi agitado
manualmente. A suspensdo bacteriana foi inoculada em cada hospedeiro, por
pressdo, com uma seringa. Para as plantas de pimentao e fumo o experimento foi

repetido duas vezes.

2.3 Viruléncia dos isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

em plantulas de algodoeiro

Sementes de algodao da cultivar Makina foram semeadas em copos
plasticos (500 mL) contendo substrato Plantimax®. Apés o crescimento das
plantulas até o primeiro par de folhas verdadeiras, realizou-se a inoculacao dos
isolados de Xam por aspersdo de suspensio bacteriana na concentragio de 10°
UFC/mL. As plantas foram submetidas a cimara timida um dia antes e um apds
a inoculacdo e em seguida levadas a casa-de-vegetagdo. Com um atomizador
manual a suspensdo foi aspergida na superficie abaxial das folhas. Para o
preparo da suspensdo, cada isolado foi cultivado em meio 523 por 24 horas e,
em seguida, preparou-se a suspensdo com dgua de torneira. A testemunha
consistiu na aspersdo de 4dgua nas folhas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des. Cada unidade experimental foi
constituida por uma planta.

Foram realizadas quatro avaliacdes, sendo a primeira uma semana apos
a inoculag@o. Avaliou-se a severidade da mancha angular nas folhas utilizando a
escala de Sidhu & Webster (1977) (adaptada), a qual é baseada em um critério
de notas variando de 0 a 4, onde: 0 = folha sem sintoma, 1 =de 1 a 25% da folha
lesionada, 2 = de 26 a 50% da folha lesionada, 3 = de 51 a 75% da folha

lesionada, 4 = acima de 75% da folha lesionada. Determinaram-se os seguintes
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componentes da doenga: a) severidade por meio do indice de doenca ponderado
por McKinney (1923) e b) drea abaixo da curva de progresso da doenga

(AACPD), calculada de acordo com Campbell & Madden (1990).

2.4 Amplificacao dos genes da regiao ITS, ERIC e REP dos isolados de

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

2.4.1 Preparo do inéculo para extracdo do DNA

Os isolados de Xam utilizados neste estudo estdo descritos na Tabela 1.
Colbdnias individuais foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio 523

liquido e incubadas em BOD a 28°C por 24 horas.

2.4.2 Extracdo do DNA dos isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Ausubel et al. (1995). Aliquotas de 1,5 mL de suspensdes bacterianas,
cultivadas por 24h em meio liquido 523, de cada isolado foram centrifugadas a
11700 rpm por 2 minutos e os pellets ressuspendidos em 567uL. de TE (10mM
Tris-HCI, pH 7,6, ImM EDTA), 30uL de SDS (10% g/v) e 3 uL de proteinase K
(20mg/mL). Os tubos foram mantidos em banho-maria a 37°C por 1 hora. Ao
contetido dos tubos foram adicionados 100 pL. de NaCl 5M, seguindo-se de
agitacdo em vortex. Novamente, foram adicionados 80 uL. de CTAB/NaCl (4,1g
de NaCl e 10 g de CTAB, em 100 mL de dgua) seguindo-se de agitacdo em
vortex. Os tubos foram entdo incubados em banho-maria a 65°C por 10 minutos
e, a seguir, a temperatura ambiente, adicionaram-se 550 pUL de cloroférmio:
dlcool isoamilico, 24:1, seguindo-se de agitacio manual por 10 minutos e
centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos. Apds este processo, a fase superior foi

transferida para novo tubo, medindo-se o volume. Nesta etapa adicionaram-se
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0,6 volumes de dlcool isopropilico e os tubos foram levados ao ultra frezeer a -
80°C, por 10 minutos. Novamente procedeu-se a centrifugagio a 12000 rpm por
20 minutos. O sobrenadante foi retirado e o pellet lavado com etanol 70%,
seguindo-se de centrifugacdo a 12000 rpm por 10 minutos. O pellet foi

ressuspendido em 50 uL de TE e armazenado a 4°C.

2.4.3 Amplificacao dos primers 16S e 23S

Os primers 16S uni 1330 (5’-GTTCCCGGGCCTTGTACACAC-3’) e
23S uni 322 anti (5’-GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC-3’) descritos por
Honeycutt et al. (1995) foram utilizados para amplificar a regido ITS dos
isolados. A reagdo teve o volume total de 50 UL contendo 30-50ng de DNA, 1
unit Taq DNA polimerase (Pharmacia), 1uL de 100 pum dNTPs, 1uL de cada
primer 10 puM, 3uL. MgCl, 50uM e 5ul. de Tampao PCR 10X. A reagdo foi

conduzida em termociclador (PTC-100™

Programmable Thermae Controller,
MJ Research, Inc.). As condigdes da reagdo foram: 1 ciclo de 94°C por 30
segundos e 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C por

1 minuto, segundo Honeycutt et al. (1995).

2.4.4 Condicoes da PCR para os primers ERIC e REP

Para a amplificagdo do DNA utilizou-se os primers ERIC (ERIC-1R
5S'ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3)), ERIC-2 (5'AAGTAAGTG-
ACTGGGGTGAGCG3"), REP (REPIR-I 5' NICGICGICATCIGGC 3') e REP-21
(5" ICGICTTATGIGGCCTAC 3'), (Opgenorth et al., 1996) sintetizados por
Invitrogen Brasil LTDA. A reacdo foi realizada em volume de 50 pL. contendo 2
ng de DNA, 10 pmol de cada primer, 2 U de Tag DNA polimerase e 1,25 mM
dNTP (Gibco BRL, Burlington, Ont). As etapas de amplificacdo foram as
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descritas por Opgenorth (1996), incluindo desnaturag@o inicial a 95°C por 6
min; 35 ciclos constituidos de desnatura¢do a 94°C por 1 min, anelamento por 1
min para os primers REP a 44°C e ERIC 52°C e extensao a 65°C por 8 min com
um ciclo final de extensdo a 68°C por 16 min. O produto amplificado foi
visualizado em gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5% e em seguida corado
com brometo de etideo. O marcador utilizado foi 1 Kb DNA Ladder (Gibco
BRL).

Os padroes de bandas dos fragmentos gerados pelos primers REP e
ERIC foram comparados entre os isolados bacterianos. A presenga ou auséncia
de cada banda foi transformada em dados bindrios, sendo ‘1’ para presenca e ‘0’
para auséncia de banda. As relacdes genéticas entre os isolados foram
determinadas utilizando-se o coeficiente de DICE e o agrupamento feito pelo
método UPGMA (média aritmética ndo ponderada) no programa SAS versdo

8.1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N

Houve variacdo no comportamento dos isolados quanto a reagdo de
hipersensibilidade nas plantas de fumo, tomate e pimentdo (Tabela 1). Todos os
20 isolados de Xam apresentaram reacdo de hipersensibilidade em plantas de
tomate, 8 em plantas de pimentao e apenas 3 em plantas de fumo (Figura 1). Os
isolados Xam 1719, Xam 2003 e Xam 13601 induziram HR nas trés espécies
testadas. Segundo Romeiro (2001) a reacdo de hipersensibilidade pode ser
utilizada como um teste rdpido de patogenicidade, entretanto muitas espécies de

Xanthomonas ndo induzem HR em plantas ndo hospedeiras.

Desta forma, o tomateiro foi a melhor planta ndo-hospedeira para
comprovacao da patogenicidade dos isolados de Xam, embora segundo Romeiro
(2001) seja necessdrio a utilizacdo de mais de uma planta-teste nos ensaio de
HR.

Halfeld-Vieira & Souza (2000) trabalhando com isolados patogénicos de
X. axonopodis pv. phaseoli verificaram que plantas de fumo e tomateiro foram

as mais indicadas para a comprovacdo de patogenicidade por HR.
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TABELA 1 Teste de hipersensibilidade e patogenicidade dos isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum utilizados neste estudo

Isolado Hospedeiro Ano Patogenicidade HR
em algodo Fumo Tomate Pimentdo

IBSBF 555' Gossypium 1985 + - + +
hirsutum

IBSBF Gossypium 1993 + - + -
1038! hirsutum

IBSBF Gossypium 1995 + - + -
1153 hirsutum

IBSBF Gossypium 2001 + - + -
1562 hirsutum

IBSBF Gossypium 1958 + - + +
1733 hirsutum

IBSBF Gossypium 2002 + + + +
1779 hirsutum

IBSBF Gossypium 2003 + - + -
1880" hirsutum

IBSBF Gossypium 2003 + - + +
1913! hirsutum

IBSBF Gossypium 2004 + - + +
1953! hirsutum

IBSBF Gossypium 2004 + - + -
1954! hirsutum

IBSBF Gossypium 2003 + + + +
2003! hirsutum

IAPAR Gossypium 2002 + + + +
13601° hirsutum

IAPAR Gossypium 2002 + - + -
138582 hirsutum

IAPAR Gossypium 1997 + - + +
11999° hirsutum

IAPAR Gossypium 2002 + - + -
152197 hirsutum

UFLA 5100 Gossypium 2005 + - + -
hirsutum

UFLA 6200 Gossypium 2003 + - + -
hirsutum

UFLA 1101 Gossypium 2005 + - + -
hirsutum

UFLA 1102 Gossypium 2006 + - + -
hirsutum

UFLA 6500 Gossypium 2006 + - + -
hirsutum

'Isolados adquiridos junto ao Instituto Biolégico, *Isolado Tipo
?Isolados doados pelo pesquisador Rui Pereira Leite Junior do IAPAR.
(+) = resultado positivo (-) = resultado negativo
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FIGURA 1 HR incitada pelo isolado 2003 em plantas de A)Fumo, B) pimentio
e C) Tomate

Os sintomas causados por Xam apds inoculagdo por pulverizagdo das
folhas de algodoeiro (Figura 2) foram manchas pequenas, verdes, encharcadas e
arredondadas (ou irregulares), que com o tempo tornaram-se marrons; na
superficie abaxial aspecto translicido contra luz; lesdes pretas e compridas no
hipocétilo; numerosas manchas, causando clorose, necrose e encarquilhamento e
eventualmente desfolha; lesdes ao longo das nervuras; lesdes cinzentas a pretas
fuliginosas nos peciolos, hastes e ramos.

O isolado TAPAR 11999 diferenciou-se dos demais quanto a
sintomatologia. Em todas as repeti¢des as plantas apresentaram arroxeamento ao
longo das nervuras (Figura 2). Krug (1935) atribuiu ao fungo Veticillium o

arroxeamento das nervuras observado em plantas de algodao.
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FIGURA 2 Sintomas causados por Xathomonas axonopodis pv. malvacearum apds
inoculacdo por pulverizagdo das folhas de algodoeiro. A) folha sadia; B)
encarquilhamento do limbo foliar; C) lesdes cinzentas a pretas fuliginosas
na haste; D) “queima das nervuras”; E) manchas pequenas, verdes,
encharcadas e arredondadas (ou irregular); F) folhas deformadas
(retorcidas) com infeccdo intensa.



Houve diferenca significativa entre os isolados de Xam, permitindo a
formacgdo de trés grupos quanto a severidade (AACPD) pelo teste de F (Figura
3). Os isolados mais agressivos foram: IB 1880, UFLA 1102, UFLA 5100, IB
1954, UFLA 6500, IB 1913, UFLA 1101, IB 2003, IB 1562 e IAPAR 15219.

AACPD

200
100
0

B f\°>°’ S f\’\q ‘> SRR PO @“’ Y \q

Isolados

FIGURA 3 Area abaixo da curva de progresso da mancha angular do algodoeiro
causada por diferentes isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
mavacearum.

A diferenca entre os valores do indice de doenga indica a existéncia de
variabilidade na viruléncia entre os isolados de Xam, como verificado em outras
doengas incitadas por bactérias. Silveira, Mariano & Michereff (2003) também
observaram diferenca entre os indices de doenca em vinte isolados de A. avenae
subsp. citrulli.

Linhagens de X.s axonopodis pv. aurantifolii (Xaa)Tipo C, produtoras
(PP) e ndo produtoras de pigmento escuro (NP) em meio de cultura, e X.

axonopodis pv. citri (Xac) Tipo A diferiram entre si quanto ao periodo de
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incubacgdo, didmetro e populacdo bacteriana das lesdes e, comparativamente,
Xaa Tipo C NP foi mais agressiva do que Xaa Tipo C PP. Algumas linhagens
induziram sintomas diferentes quanto a presenga e extensido de anasarca, halo
amarelo e saliéncia do tecido necrosado (Nociti et al., 2006).

A viruléncia de seis isolados de X. campestris em couve foi determinada
pela porcentagem de area foliar afetada, permitindo a formacao de dois grupos
estatisticamente diferentes (p<0,05). Para os isolados B, UPF e C7 a
porcentagem de 4rea foliar afetada variou entre 52 e 69%, enquanto para os
isolados CF e C e estirpe B-1459 entre 0-30% (Nitschke & Rodrigues, 2000).

Por meio dos primers 16S e 23S foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 680 pb, apresentando alta similaridade entre os isolados de
Xam (Figura 5).

Segundo Sahin et al. (2003) a regido 16S-23S rDNA pode ser utilizada
para diagnose de rotina, desde que haja estudos adicionais para designagdo de
primers especificos para PCR dessa regido para deteccdo e identificagdo de
espécies de Xanthomonas. As regides amplificadas por rep-PCR parecem ser
conservadas em estirpes estreitamente relacionadas e distintas nas diversas
espécies do mesmo género.

Os padroes de amplificacdo dos fragmentos de DNA gendmico gerados
pelos elementos repetitivos amplificados pelos primers REP e ERIC estdo
representadas na Figura 6 A amplificagdo via PCR utilizando a unidade
repetitiva REP, foi efetiva para todos os isolados de Xam e também para outras
espécies analisadas. No entanto, o nimero de padrdes de bandas em cada isolado
de Xam foi significativamente menor quando comparado aos primers ERIC
(Figura 6). A amplificacdo dos DNAs resultou em fragmentos com tamanhos

menores que 5 kb para os isolados de Xam (Figura 6).
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FIGURA 5 Produtos da PCR de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (1
a 8), obtido com os primers 16S e 23S. M: Marcador de peso molecular, CN:
Controle Negativo.
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FIGURA 6 Perfil eletroforético de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
(1 a 20) e X. campestris pv. campestris (21 e 22), Xanthomonas begoniae (23),
Dickeya chrysanthemi pv. chrysanthemi (24), Erwinia carotovora subs.
carotovora (25), Pseudomonas syringae pv. syringae (26), obtido com os
primers REP e ERIC. M: Marcador de peso molecular.
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Diferencas no polimorfismo gerado pelos primers de rep-PCR entre
isolados de Xanthomonas spp. também foram observados em outros estudos
(Trindade, Lima & Ferreira, 2005; Louws et al., 1994).

Rep-PCR fingerprinting e andlise da regido 16S-23S rDNA ndo sdo
técnicas moleculares promissoras s6 para o célculo de relagcdes gendmicas, mas
também para detectar e identificar isolados bacterianos (Gurtler & Stanisich
1996; Louws et al., 1994; 1995; Opgenorth et al., 1996).

Tegli, Sereni & Surico (2002) desenharam um par de primers para a
deteccao de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens a partir do
fragmento amplificado via PCR da unidade repetitiva REP. Souza, Maringoni &
Krause-Sakate (2006) compararam os primers desenhados por Tegli, Sereni &
Surico (2003) com os desenhados por Guimaraes et al. (2003) e observaram que
os primeiros sdo mais indicados para a deteccdo de isolados da bactéria.

Para a diagnose de Xam, Chakrabarty et al. (2005) desenharam primers
a partir do gene de patogenicidade pht N. No entanto, esses primers estio em
processo de patente e, por isso, ndo disponiveis para a pesquisa e nao testados
para diagnose de Xam em sementes.

Dessa forma, pretende-se a partir dos padrdes gerados das seqiiéncias
amplificadas da regido 16S e 23S e das regides repetitivas (REP e ERIC),
desenhar primers para diagnose de Xam.

O polimorfismo observado entre os isolados de Xam permitiu a
diferenciacdo de 2 subgrupos quando utilizado o primer REP e de 5 subgrupos
quando utilizado o primer ERIC sem nenhuma relagdo com a origem dos
isolados e nem com os grupos gerados a partir da viruléncia dos mesmos.

O dendrograma gerado a partir da juncdo dos produtos da PCR dos
primers REP e ERIC permitiu a formacdo de um grupo com os isolados de Xam
e X. campestris pv. campestris, Xanthomonas begoniae, D. chrysanthemi pv.

chrysanthemi e P. syringae pv. syringae como grupos externos (Figura 7).
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FIGURA 7 Dendrograma gerado pelo agrupamento UPGMA, construido com base no
coeficiente de DICE, a partir da andlise de bandas polimérficas geradas por
rep-PCR de 20 isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum, X.
campestris pv. campestris, Xanthomonas begoniae, Dickeya chrysanthemi
pv. chrysanthemi, Pseudomonas syringae pv. syringae.
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4 CONCLUSOES

- Existe variabilidade entre isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum quanto a viruléncia em plantas de algodio

- Plantas de tomate, Lycopersicon esculentum Mill. cv. Sta Clara foram mais
eficientes na identificacdo de isolados patogénicos de X. axonopodis pv.
malvacearum por hipersensibilidade do que de fumo (Nicotiana tabacum L. cv.
Turkish NN) e pimentao (Capsicum annuum L. cv. Agrondmico 10 G).

- Por meio dos primers ERIC foi possivel diferenciar uma mapermitiram maior

nimero de banda polimérficas comparados aos primers REP.
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CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DE MEIO SEMI-SELETIVO PARA DETECCAO
DE Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

EM SEMENTES DE ALGODAO
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RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Desenvolvimento de meio semi-seletivo para
deteccao de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em sementes de
algoddo. 2007. p. 91 - 113. Tese (Doutorado em Agronomia, Area de
Concer;tragéo Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais,
Brasil.

O controle efetivo da mancha angular do algodoeiro, causada por Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam), requer o uso de sementes sadias. O
plaqueamento das sementes inteiras em meio de cultura semi-seletivo é um
método de diagnose rdpido e eficiente. Em geral, o patégeno cresce lentamente,
pois hd a inclusdo de compostos antibacterianos e antifliingicos para suprimir o
crescimento da microflora associada a semente. Desta forma, foi realizada a
selecdo de antibidticos e fungicidas para suprimir a microflora associada as
sementes de algoddo, porém que ndo interferissem no crescimento de Xam. O
meio 523 de Kado & Heskett (1970) foi escolhido como meio bdasico por
permitir um bom crescimento de Xam. Para retardar a protrusdo radicular de
sementes de algoddo sem inibir o isolamento de Xam, a composicdo do meio
523 de Kado & Heskett (1970) foi alterada, substituindo-se a sacarose por
manitol. A nova composi¢ao do meio 523 ficou assim definida: 30 g manitol, 4 g
de extrato de levedura, 8 g de caseina hidrolizada, 2 g de K,HPO,, 0,3 g
MgSO,.7H,O, 15 g agar, 1000 mL d4gua destilada, com adi¢do, apds
autoclavagem de, 50 mg de cefalexina, 25 mg de cefadroxil, 10 mg de
clorotalonil e 150 pL de triadimenol. O meio 523 modificado foi eficiente para o
crescimento in vitro de Xam.

" Comité orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Antonia
dos Reis Figueira — UFLA (Co-orientadora), José da Cruz Machado — UFLA
(Co-orientador).
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ABSTRACT

BARBOSA, Juliana Franco. Development of semi-selective medium for the
detection of Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum in cotton seeds.
2007. p. 91 - 113. Thesis (Doctorate in Agronomy/Plant Pathology) -
Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brazil.®

The effective control of cotton bacterial blight, caused by Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam), depends on the use of health seeds. The
plating of seeds in semi-selective culture medium is a fast and efficient
diagnostic method for that bacterium. In general, the pathogen grows slowly
due to the use of antibacterial and antifungal compounds in the medium to
suppress the growth of the microflora associated with the seed. Thus, the
selection of antibiotics that suppress the microflora associated with the cotton
seeds, without interfering with the Xam growth, was investigated. The 523
medium of Kado & Heskett (1970) was chosen as the basal medium for allowing
a good Xam growth. In order to retard the root protrusion of the cotton seeds
without inhibiting the Xam isolation, the composition of the 523 medium of
Kado and Heskett (1970) was altered by the substitution of sucrose by mannitol.
Thus, the new composition of the 523 medium was the following: 30 g of
mannitol, 4 g of yeast extract, 8 g of hydrolyzed casein, 2 g of K,HPO,, 0.3 g of
MgS0,.7H,0, 15 g of agar, 1000 mL of distilled water, with addition of 50 mg
of cefalexin, 25 mg of cefadroxil, 10 mg of chlorathalonil and 150 pL of
triadimenol after autoclaving. The 523 modified medium was efficient for the in
vitro growth of Xam.

¥ Advising committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Adviser), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-adviser), José da Cruz Machado — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A mancha angular, cujo agente etioldgico é Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum, caracteriza-se como uma doenca importante para a cultura do
algoddo. A bactéria é transmitida pela semente que também € a principal fonte
de in6culo no campo. A utilizacdo de sementes comprovadamente sadias ¢ uma
das principais formas de controle da doenca, além de ser simples, econdmica e
segura.

Os métodos de deteccio de fitobactérias em sementes devem ser
eficientes e seguros, uma vez que o nivel de infestacdo e/ou infeccio € baixo. No
entanto, a maioria dos métodos apresenta ampla variacdio quanto a
especificidade e sensibilidade na relagdo bactéria-semente, o que dificulta a sua
escolha (Schaad, 1989).

Os meios de cultura semi-seletivos, os quais suprimem a maioria dos
organismos saprofitos e permitem a identificacdo direta e recuperacdo do
patégeno representam um método de facil execucdo e baixo custo, sendo muito
utilizados na rotina de vdrios laboratdrios.

Além disso, meios semi-seletivos sdo valiosos para o isolamento de
bactérias fitopatogénicas de tecidos de plantas e solo e alguns podem ser tdo
sensiveis quanto a rea¢do da polimerase em cadeia (PCR) (Wang et al., 1999) ou
mais sensiveis que técnicas imunoldgicas (Alvarez & Lou, 1985; Wang et al.,
1999), sendo féceis de usar e menos dispendiosos.

Neste trabalho teve como objetivou-se o desenvolvimento de um meio

semi-seletivo para detec¢do de Xam em lotes de sementes de algodao.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Bacteriologia
de Plantas do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras

(DFP/UFLA).

2.1 Origem, obtencao e preservacao dos isolados de Xanthomonas

axonopodis pv. malvacearum (Xam)

Os isolados de Xam utilizados neste estudo estdo descritos na Tabela 3.
A bactéria foi isolada de folhas de algoddo herborizado, utilizando-se placas de
Petri de 9 cm de didmetro contendo 20 mL do meio 523 (Kado & Heskett, 1970)

pelo método de estrias paralelas e levadas para incubacao por 48 h a 28°C.

2.2 Utilizacao de manitol em meio de cultura para o isolamento de

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum a partir de sementes de algodao

No desenvolvimento de um meio semi-seletivo para detecgao de Xam
em sementes de algoddo, utilizou-se como meio bésico o 523 de Kado & Heskett
(1970). Conforme verificado previamente, o manitol nfo alterou o crescimento
dos isolados de Xam e foi eficiente no controle da protrusdo radicular das
sementes de algoddo durante o periodo de incubacdo em meio de cultura. Assim,
foi verificada sua eficiéncia no isolamento de Xam a partir de sementes
contaminadas, substituindo a sacarose por 30g de manitol/L de meio. A

quantidade dos demais reagentes do meio 523 nio foi alterada.
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2.3 Antibiéticos na inibicio do crescimento in vitro de isolados de

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

A sensibilidade de quatro isolados de Xam a antibidticos foi
determinada por meio de andlises qualitativas. As substancias testadas contidas
em discos de papel de filtro (CERCON®) foram as seguintes: estreptomicina (10
ug), eritromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg), penicilina (10 un), cloranfenicol
(30 pg), cefadroxil (30 mcg), cefalotina (30 mcg), cefotaxima (30 mcg),
cefoxitina (30 mcg), ceftriaxona (30 mcg), ampicilina (10 mcg), amoxilina ( 10
mcg), amicacina (30 mcg), dcido pipemidico (20 mcg), 4cido nalidixico (30
mcg), fosfomicina (200 mcg), kanamicina (30 mcg), lincomycina (2 mcg),
netilmicina (30 mcg), norfloxacina (10 mcg), oxacilina (1 mcg), novobiocina (5
mcg), rifampicina (5 mcg), sulfonamidas (300 mcg), sulfazotrim (25 mcg).

Preparou-se uma camada basica do meio 523 em placas de Petri. Apds a
solidificacdo verteu-se uma sobrecamada de 5 mL de meio 523 fundente, ao qual
se incorporou 0,1 mL de suspensdo bacteriana de cada isolado (cultura 24
horas). Solidificada a sobrecamada, foram distribuidos dois discos eqiiidistantes
de cada antibidtico por placa.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
4 repeticdes (dois discos de cada antibidtico por repeticdo). As avaliagdes foram
realizadas medindo-se o halo de inibi¢do do crescimento bacteriano promovido
pelos produtos (Romeiro, 2001). A medi¢do dos halos foi realizada com uma
régua, incluindo os 0,6 cm do disco de antibidtico.

Apds esta primeira selecdo, seis antibidticos foram selecionados para
uma nova andlise qualitativa com onze isolados de Xam. Os procedimentos

foram os mesmos utilizados anteriormente.
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2.3.1 Antibiograma quantitativo

Os produtos aos quais todos os isolados de Xam mostraram-se
insensiveis, nas condi¢cdes do ensaio, foram submetidos ao antibiograma
quantitativo para determinacdo das concentracdes a serem adicionadas ao meio
basico.

Aliquotas das solugbes estoque de cada antibidtico utilizado foram
adicionadas ao meio de cultura 523 fundente, apds a autoclavagem e resfriado, a
temperatura de 50°C, nas concentragdes 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 50, 100 pg/mL.

Foram utilizados para este teste cinco isolados. Quatro gotas (2 puL) da
suspensdo de Xam foram semeadas em pontos eqiiidistantes sobre o meio 523
suplementado com cada concentrag@o de antibidtico. As placas foram incubadas
a 28°C por 48 horas. Considerou-se na avaliagdo apenas o crescimento ou a
inibicao dos isolados no meio de cultura.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,

com quatro repeti¢oes.

2.4 Sensibilidade de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

a fungicidas recomendados para a cultura do algodao

Para avaliar a sensibilidade dos isolados de Xam a fungicidas utilizados
na cultura do algodao, utilizou-se o meio 523 (Kado & Heskett, 1970) contendo
os produtos na concentracio desejada do ingrediente ativo. Apéds a solidificacao
do meio, as placas foram semeadas com 100 pL da suspensdo de Xam, seguida
de homogeneizagao com alca de Drigalski e incubadas por 48 horas a 28 °C. Os
produtos com suas respectivas dosagens estdo descritos na Tabela 1. As
avaliacdes foram realizadas observando-se o crescimento bacteriano do isolado

de Xam.
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TABELA 1 Diferentes doses de fungicidas testados sobre o crescimento
bacteriano de isolado de Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum.
Produto comercial Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose Dose 5
(ingrediente ativo) recomendada’
Derosal 500 SC 50 100 200 400 ppm 800
(carbendazim)
Monceren PM 93,75 187.,5 375 750 ppm 1500
(pencicuron)
Euparen M 500 PM 93,75 187,5 375 750 ppm 1500
(tolifluanida)
Baytan 150 SC 37,5 75 150 300 ppm 600
(triadimenol)

"Dose recomendada para cada produto na cultura do algodo (Agrofit, 2007)

2.5 Sensibilidade de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum a exposi¢iao

simultinea a antibiéticos e fungicidas

Avaliou-se a sensibilidade de seis isolados de Xam aos antibidticos
cefadroxil e cefalexina e aos fungicidas clorotalonil e triadimenol. Os
tratamentos foram: cefalexina e cefadroxil (25, 50 e 100 pg/mL) combinados
com clorotalonil (10 pg/mL) e triadimenol (75, 150 e 300 pg/mL). Foram
preparadas solugdes estoque de cada antibidtico e do fungicida clorothalonil.
Apés a autoclavagem e resfriamento a temperatura de 50°C foram adicionadas
ao meio de cultura 523 aliquotas de cada solugdo para se obter a concentragio
final desejada. O tratamento testemunha foi o meio 523 sem a adicdo dos
produtos.

Gotas (2 uL) da suspensdo bacteriana de Xam foram semeadas em

pontos eqiiidistantes sobre o meio 523 suplementado com cada concentragdo de
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antibiético e fungicida. Cada placa foi dividida em seis setores, de forma que, os
seis 1solados fossem avaliados numa mesma placa. Foram utilizadas 4 placas por
tratamento, totalizando de 9 tratamentos. As placas foram incubadas a 28°C por
48 horas. Considerou-se na avaliacdo apenas o crescimento dos isolados ou a

inibicdo destes no meio de cultura.

2.6 Determinacio do indice de repressao

Para a determinagdo do indice de repressdo (IR) foram utilizados seis
isolados de Xam. Apds 48 horas de crescimento em meio 523 a 28°C, cada
isolado foi resuspendido em solugdo salina (0,85%). Aliquotas de 100uL das
dilui¢des 107 e 10 de cada isolado foram plaqueadas em meio de cultura 523 e
em 523 modificado. Foram utilizadas trés placas por diluicao.

A composi¢cdo do meio 523 constitui-se em 30 g de manitol, 4 g de
extrato de levedura, 8 g de caseina hidrolisada, 2 g de fosfato de potdssio
bibésico, 0,3 g de sulfato de magnésio, 20 g de agar para 1000 mL de 4gua
destilada. Apds a utoclavagem foram acrescidos, cefalexina 50pg/ml; cefadroxil
50 pg/mL; clorotalonil 10 pg/ml e triadimenol 75 pg/ml.

As placas foram incubadas a 28°C e, apds 48 horas, procedeu-se a
contagem do nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) de Xam em cada
meio. O IR foi determinado pela férmula: (média de UFC do meio semi-

seletivo/ média de UFC do meio basal) x 100, de acordo com Oliveira (1995).
2.7 Determinacio do indice de supressao (IS)
Para avaliar a inibi¢do do crescimento de organismos contaminantes no

meio semi-seletivo proposto foram utilizadas amostras de 1000 sementes do lote

de sementes descrito no item 3.1. As sementes foram depositadas em erlenmeyer
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(500 mL) com 240 mL de 4gua esterilizada. O frasco foi incubado em geladeira
por 18 horas. Apds o periodo de incubagdo o frasco foi agitado manualmente e
aliquotas de 100 uL do extrato puro e das dilui¢des 10" e 107 foram semeadas
em placas de Petri contendo o meio 523 modificado e o meio 523. Foram
utilizadas trés placas por dilui¢do.

A avaliacdo consistiu na contagem do nimero de col6nias flngicas e
bacterianas em cada meio. O IS foi calculado seguindo a férmula: (média de
UFC/mL do meio 523 - média de UFC/mL do meio 523 modificado/ média de
UFC/mL do meio 523) * 100, de acordo com Silva (2002).
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3 RESULTADOS

3.1 Antibiéticos na inibicio do crescimento in vitro de isolados de

Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

Neste primeiro experimento foram utilizados apenas quatro isolados de
Xam para uma pré-selecio dos antibidticos aos quais Xam foi insensivel.

Nao houve diferenca entre os isolados de Xam quanto a sensibilidade
aos antibidticos testados. As médias dos didmetros dos halos de inibicdo de
crescimento do Xam estdo apresentadas na Tabela 2. Os antibidticos que mais
inibiram os isolados foram: ceftriaxona, fosfomicina, kanamicina, netilmicina,
norfloxacina, rifampicina, sulfonamidas, cloranfenicol e tetraciclina. Na
presenca de cefoxitina, ampicilina, amicacina, 4cido pipemidico, &4cido
nalidixico, estreptomicina, eritromicina, cefotaxima, sulfazotrim, foram
produzidos halos intermedidrios de inibi¢do do crescimento. Os menores halos
de inibicdo foram observados quando da utlizagdo dos antibidticos: penicilina,
cefalotina, amoxilina. Nao apresentaram halos de inibi¢do ou halos muito
pequenos: lincomycina, oxacilina, novobiocina, cefadroxil (Figura 1).

Dezordi (2006) observou variabilidade entre os isolados de Xam, quanto
a sensibilidade a produtos antimicrobianos. Romeiro et al. (1998) observaram
que entre isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli ocorre resisténcia

multipla constitutiva para alguns antibi6ticos.
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TABELA 2 Antibidticos e didmetro do halo de inibi¢do do crescimento in vitro de
isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

Segmento do didmetro dos halos de

Antibiéticos inibicao de cada isolado (cm)
UFLA UFLA UFLA UFLA
. 6200 1101 5100 6500
Acido nalidixico (30 mcg) 2,5 2.1 2,2 2,8
Acido pipemidico (20 mcg) 1,7 2,1 2,2 2,3
Amicacina (30 mcg) 2,3 2,2 3,2 3,6
Amoxilina (10 mcg) 1,0 1,0 2,2 2,3
Ampicilina (10 mcg) 1,0 1,9 2,5 3,6
Cefadroxil (30 mcg) 1,0 1,0 0,6 0,6
Cefalotina (30 mcg) 1,1 1,0 1,0 1,3
Cefotaxima (30 mcg) 2,6 1,6 1,2 2,8
Cefoxitina (30 mcg) 1,1 1,0 2,7 3,8
Ceftriaxona (30 mcg) 3,9 3,4 3 2,5
Cloranfenicol (30 mcg) 2,6 4,3 3,7 4,2
Eritromicina (15 mcg) 3,9 1,0 2,6 3,6
Estreptomicina (10 mcg) 2,5 2,6 2,2 2,8
Fosfomicina (200 mcg) 3,5 3,8 3,5 39
Kanamicina (30 mcg) 2,8 3,5 3,1 3,7
Lincomycina (2 mcg) 0,6 0,6 0,6 0,6
Netilmicina (30 mcg) 3,4 3,7 2,9 3,2
Norfloxacina (10 mcg) 3,1 3,6 3,4 2,2
Novobiocina (5 mcg) 0,6 0,6 0,6 1,0
Oxacilina (1 mcg) 1,0 0,6 0,6 0,6
Penicilina (10 UI) 1,3 1,4 1,0 2.4
Rifampicina (5 mcg) 3,1 3,9 3,7 3,4
Sulfazotrim (25 mcg) 1,9 1,7 2,1 1,9
Sulfonamida (300 mcg) 3,4 3,5 4,1 3,1
Tetraciclina (30 mcg) 4,5 3,5 4,1 3,1

102



Os antibidticos penicilina, cefalotina, lincomycina, oxacilina, cefadroxil
e novobiocina, por proporcionarem os menores halos de inibicdo, foram
selecionados para a segunda fase dos trabalhos sendo testados contra onze
isolados de Xam. Acrescentou-se também aos ensaios o antibidtico cefalexina
ndo disponivel na primeira fase dos ensaios. Nesta segunda fase foram
selecionados os antibidticos lincomycina, oxacilina, cefadroxil e cefalexina, os
quais nao formaram halo de inibicao.

Dezordi (2006) também verificou a resisténcia de cinco isolados de Xam
aos antibidticos lincomycina, oxacilina, cefadroxil e cefalexina, além de,
nitrofurantoin, cefazolin, tripetoprim, sulfanamida, mupirocin e novobiocin. Os
isolados avaliados no presente estudo foram sensiveis ao antibidtico sulfanamida
contrério ao observado por Dezordi (2006), assim como ao novobiocin no tltimo
experimento.

Mehta, Bomfeti & Bolognini (2005) também selecionaram os
antibidticos cefalexina e cefadroxil para a composi¢do de um meio semi-seletivo

para Xam.

3.2 Antibiograma quantitativo

Dos 26 antibiéticos testados, foram escolhidos 4 para a avaliagdo
quantitativa. Como ndo se encontrou no comércio local os antibiéticos oxacelina
e lincomycina, foram selecionados, entio, cefadroxil e cefalexina.

O crescimento de todos os isolados de Xam avaliados foi semelhante a
testemunha em todas as concentragcdes testadas, tanto para o antibidtico

cefalexina quanto para o cefadroxil.
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FIGURA 1 Sensibilidade de isolados de Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum a antibidticos e fungicidas. (A) Isolado 555 e (1 a
4) testemunha, oxacelina, 4acido nalidixo e penicilina,
respectivamente; B) Isolado UFLA 6200 e (1 a 4) testemunha,
dcido nalidixo, amicacina e 4cido pipemidico, respectivamente;
C) Isolado UFLA 1101 e (1 a 4) testemunha, kanamicina
norfloxacina e 4cido pipemidico respectivamente; D)
Triadimenol com o isolado UFLA 6200 (1-6: doses de 37,5 a 600
ppm); E) Pencycuron e isolado UFLA 6200 (1-6: doses de 93,75
a 1500 ppm).

3.3 Sensibilidade de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum

a fungicidas recomendados para a cultura do algodao

Os 10 isolados de Xam expostos aos fungicidas triadimenol e

pencycuron apresentaram crescimento semelhante a testemunha, sendo

considerados, portanto insensiveis a eles (Figura 1). Mehta, Bomfeti &
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Bolognini (2005) também observaram que estes fungicidas ndo inibiram o
crescimento de Xam. Entretanto, Dezordi (2006), verificou alteracio no
crescimento de Xam quando expostos ao fungicida pencycuron a partir de 50
pg/mL. Frare (2005) selecionou os fungicidas benomil e triadimenol como
constituintes do meio semi-seletivo para o isolamento direto de Acidovorax
avenae subs. citrulli de sementes de meldo.

Os fungicidas carbendazin e tolifluanida inibiram o crescimento de Xam
nas dosagens utilizadas no presente estudo (Tabela 3), sendo a inibicdo por
tolifluanida observada a partir de 50 pg/mL. Portanto, esses fungicidas ndo

podem ser usados na confec¢do de meios semi-seletivos para Xam.

3.4 Sensibilidade de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum a exposi¢iao

simultinea a antibiéticos e fungicidas

O crescimento in vitro dos diferentes isolados de Xam na presenca de
diferentes combinagdes e dosagens de antibidticos e fungicidas se encontram na
Tabela 4. Apenas o isolado IAPAR 11999 ndo se desenvolveu normalmente nas
concentracdes avaliadas, principalmente nas maiores dosagens do fungicida
triadimenol e do antibidtico cefadroxil (Tabela 4).

Os antibidticos cefalexina e cefadroxil estdo presentes na composi¢do de
varios meios de cultura semi-seletivos utilizados na deteccdo de fitobactérias
(Soares, Valarini & Menten, 2001; Roumagnac, Gagnevin & Pruvost, 2000). O
fungicida clorotalonil apresenta amplo espectro de acao sobre fungos associados
as sementes (Machado, 2000), sendo inclusive indicado por Maringoni &
Kurosawa (1987) para substituir a cicloexamida, em meios semi-seletivos. A
ciclohexamida, embora frequentemente recomendada para confec¢dao de meios
semi-seletivos, ndo € encontrada facilmente no mercado nacional e quando

disponivel é de custo elevado. O fungicida triadimenol, além de ser eficiente no
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tratamento de sementes de algoddo, foi eficiente no controle dos fungos
saprofitas associados as sementes de algoddo nos testes in vitro (Mehta et al.,

2005; Dezordi, 2006).
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LOT

TABELA 3 Fungicidas recomendados para a cultura do algoddo sobre o crescimento in vitro de isolados de Xanthomonas

axonopodis pv. malvacearum.

Fungicida*s
Isolados Derosal 500 SC Monceren PM Euparen M 500 PM Baytan FS
(carbendazim) (pencicuron) (tolifluanida) (triadimenol)
IBSBF 1562 20 50 100 200 400 93,75 187,5 375 750 1500 93,75 1875 375 750 1500 375 75 150 300 600
IBSBF 1038  + - - - - ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
IBSBF 1153 + - - - - ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
IBSBF 1913 - - - - - ++ ++ ++  ++ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
IBSBF 1733 - - - - - ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
IBSBF 1779 - - - - - ++ ++ ++ o+ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
IBSBF 1953 - - - - - ++ ++ ++ o+ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
UFLA 1102 - - - - - ++ ++ ++ o+ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
UFLA 6500 - - - - - ++ ++ ++ o+ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++
IBSBF 555 - - - - - ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - ++ ++ ++ ++ ++

*Concentracgdes referentes a dose aproximada do ingrediente ativo recomendado para uso agricola (Agrofit, 2007).

+ pouco crescimento; ++ crescimento abundante; - nenhum crescimento.



TABELA 4 Inibicdo do crescimento in vitro de isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum por diferentes combinagdes e
concentracdes de antibidticos e fungicidas adicionados ao meio

523.
Tratamentos Isolados
UFLA TAPAR IB IB IB IAPAR
1101 13858 1733 1038 1779 11999
CL+CD(25)+CI(10)+TR(75) + + + + + +
CL+CD(25)+CI(10)+TR(150) + + + + + +
CL+CD(25)+C1(10)+TR(300) + + + + + +
CL+CD(50)+CI1(10)+TR(75) + + + + + +
CLA+CD50)+CI(10)+TR(150) + + + + + +
CLA+CD(50)+CI(10)+TR(300) + + + + + +
CLA+CD(100)+CI(10)+TR(75) + + + + + -
CL+CD(100)+C1(10)+TR(150) + + + + + +
CL+CD(100)+CI(10)+TR(300) + + + + + +
Testemunha + + + + + +

CL = cefalexina; CD = cefadroxil; Cl = clorotalonil; TR = triadimenol; (10, 25, 50, 75, 150, 300 =
pug/mL); IS = isolados; (+) crescimento de Xam semelhante a testemunha; (%) pouco crescimento;
(-) auséncia de crescimento.

3.5 Indice de repressao do crescimento in vitro de Xanthomonas axonopodis

pv. malvacearum pelo meio 523 modificado

O meio semi-seletivo proposto neste trabalho ndo sé permitiu o
crescimento de Xam, como também favoreceu o maior desenvolvimento em
relacdo ao meio 523, como observado nos valores negativos de IR (Tabela 5).

No meio 523 modificado foi observado menor indice de repressio quando
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comparado aos meios NSA modificado (Dezordi, 2006) e PSA modificado
(Mehta, Bomfeti & Bolognini, 2005). O tamanho das coldnias foi ligeiramente
reduzido no meio 523 modificado com relagdo ao meio 523, provavelmente

porque Xam ndo utiliza manitol como fonte de carbono (Cia, 1972).

TABELA 5 Numero de unidades formadoras de coldnia (UFC) e repressao do
crescimento in vitro de isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum nos meios 523 e 523 modificado.

Isolados Meios de cultura Repressao (%)
523 modificado 523

IB 1880 1x10% 8x 10’ 125
UFLA 6200 5x 10 1,7 x 10° 29

IB 1733 1,1 x 10° 1,1 x 10° 100

IB 1913 1,9 x 10° 2,1x 10 90

IB 1954 1,5 x 10° 1x10° 150

IB 1562 1,6 x 10° 1,3 x 10° 123

* Unidades formadoras de colonia/ mL.

3.6 Indice de supressao a microbiota associada as sementes de algodao pelo

meio 523 modificado
O meio semi-seletivo proposto neste trabalho nio inibiu totalmente a

microbiota associada as sementes de algodao presente no lote analisado. Houve

. L, . . ey e o~ 1 .
crescimento flingico e bacteriano apenas no extrato e na diluicdo 10”. O meio
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523 modificado suprimiu satisfatoriamente o nimero de organismos

contaminantes na amostra (Tabela 6).

TABELA 6 Indice de supressio de contaminantes em amostra de sementes
de algoddo em meio 523 modificado e no meio 523.

. Meio
Dilui¢des
523 PSA NSA
Extrato puro 95%* 96 96
10" 98 99 99
10 100 100 100
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4 CONCLUSAO

- O meio 523 de Kado & Heskett (1970) modificado, 30 g manitol, 4 g de
extrato de levedura, 8 g de casefna hidrolizada, 2 g de K,HPO,, 0,3 g
MgSO,.7H,O, 15 g agar, 1000 mL d4gua destilada, com adi¢do, apds
autoclavagem de, 50 mg de cefalexina, 25 mg de cefadroxil, 10 mg de
clorotalonil e 150 pL de triadimenol, permite o isolamento e a detec¢do de X.

axonopodis pv. malvacearum em sementes de algodao.
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CAPITULO 5

DETECCAO DE Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
EM SEMENTES DE ALGODAO
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RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Deteccao de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum em sementes de algodao. 2007. p. 114-133. Tese (Doutorado em
Agronomia, Area de Concentracio Fitopatologia) — Universidade Federal de
Lavras, Minas Gerais, Brasil.”

A mancha angular é umas das principais doengas do algodao. A semente é o
principal veiculo de introdugdo da doenga na lavoura. A bactéria, Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam), estd associada a semente tanto interna
quanto externamente. Desta forma, hd a necessidade de métodos sensiveis de
deteccdo da bactéria na semente. O método de detec¢do deve ser eficiente
quanto a recuperacdo do patégeno alvo, reproduzivel e de baixo custo. Neste
estudo, sementes de algoddo artificialmente inoculadas foram utilizadas para
comparar a eficiéncia de meios de cultura semi-seletivos na detec¢do de Xam.
Foram utilizados os meios de cultura descritos por Metha et al., (2005), Dezordi
(2006) e o meio 523 modificado, na deteccio de uma unica semente
contaminada por Xam em amostras de sementes de algoddo (1000 sementes).
Foi testada também a eficiéncia da técnica de imunofluorescéncia indireta.
Foram utilizados 3 tipos de extrato de sementes, o extrato bruto, o extrato
centrifugado e o extrato filtrado em membrana Millipore®. Todos os meios
utilizados neste estudo foram eficientes na recuperacdo de Xam em sementes. A
incidéncia foi maior nas sementes com desinfestacdo superficial. Foi possivel
verificar a presenca de Xam em todos os extratos avaliados pela técnica de
imunofluorescéncia.

" Comité orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador), Antonia
dos Reis Figueira — UFLA (Co-orientadora), José da Cruz Machado — UFLA
(Co-orientador).
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ABSTRACT

BARBOSA, Juliana Franco. Detection of Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum in cotton seeds. 2007. p. 114 - 133. Thesis (Doctorate in
Agronomy/Plant Pathology) — Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais,
Brazil.”

The bacterial blight is one of the most important cotton diseases. The seed is the
main vehicle of disease introduction in the crop. The bacterium Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam) is associated with the seed both internally
and externally. Thus, the development of sensible methods for the detection of
the bacterium in the seed is an important issue. The detection method should be
efficient as to the recovering of the target pathogen, reproducible and of low
cost. In this study, artificially inoculated cotton seeds were used to compare the
efficiency of semi-selective culture media on the detection of Xam. The culture
media described by Metha et al., (2005), Dezordi (2006) and the 523 modified
medium, were able to detect only one Xam contaminated seed in samples of
1000 seeds. The efficiency of the indirect immunofluorescence technique was
also tested. Three types of seed extracts: crude, centrifuged and filtered in
Millipore® membrane ones were tested. All media used in this study were
efficient in recovering of Xam from the seeds. A higher Xam incidence was
observed in superficially disinfested seeds. Xam was found in all extracts
analyzed through the immunofluorescence technique.

* Advising committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Adviser), Antonia dos Reis
Figueira — UFLA (Co-adviser), José da Cruz Machado — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A mancha angular estd amplamente distribuida em todas as regides onde
se cultiva o algodao. Os sintomas da doenga estdo distribuidos por toda a planta,
exceto nas raizes. As macds podem ser severamente atacadas e também cair, ou
moderadamente atacadas, apresentando pequenas manchas deprimidas e
encharcadas que resultaram na infec¢io das sementes. A bactéria, Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam), permanece na semente por VArios anos
(Brinkerhoff & Hunter, 1963). Viérios métodos ja foram utilizados para a
eliminacdo da bactéria das sementes, entretanto, nenhum apresentou controle
satisfatorio, assim a semente ainda é a principal fonte priméria de inéculo no
campo

Atualmente, a mancha angular do algoddo, é controlada com o uso de
cultivares resistentes. No entanto, os produtores ainda utilizam materiais
suscetiveis devido a alta produtividade (Morello et al., 2006). Dessa forma,
como a bactéria € veiculada pela semente e também sobrevive em restos
culturais (Drumond, 1957), ha a necessidade de métodos sensiveis de deteccao
nas sementes.

O método de deteccdo deve ser eficiente quanto a recuperagdo do
patégeno alvo, reproduzivel e de baixo custo. Duas metodologias bdsicas de
deteccdo sdo descritas por Schaad (1989). A direta, onde o patégeno alvo é
detectado sem o processo de extracdo, como descrito por Halfon-Meiri &
Volcani, (1977) para detec¢do de Colletotrichum e Xam em sementes de algoddo
e, a indireta em que se faz a extragdo da bactéria para posterior detec¢cdo. Para
esse tipo de metodologia as células bacterianas podem estar vidveis ou ndo. No
processo de extragdo em que as células bacterianas estdo vidveis a deteccdo é

feita por inoculacdo do extrato das sementes em plantas indicadoras (Oliveira,
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1995) ou pelo plaqueamento em meios seletivos e semi-seletivos (Schaad,
1988). No processo indireto em que a bactéria ndo precisa estar viva, pode ser
por meio de técnicas moleculares e sorologia (Wang et al., 1999).

Virios métodos sorolégicos ja foram descritos para a identificacdo e
deteccao de fitobactérias, como ELISA, teste de aglutinacdo em laminas e
imunofluorescéncia (Chitarra, 2006). A técnica de imunofluorescéncia permite a
ligacdo de um composto fluorescente ao anticorpo. Quando submetido a luz
ultravioleta torna-se fluorescente, permitindo assim a visualizagdo do anticorpo
homélogo (Almeida & Lima, 2001). Esta técnica € utilizada para a identificagio
de isolados bacterianos, na diagnose de doengas de etiologia bacteriana, bem
como na deteccdo de bactérias em sementes e materiais propagativos (De Boer,
1990).

Para a deteccdo de Xam em sementes de algoddo foram descritos dois
meios semi-seletivos: o de Mehta, Bomfeti & Bolognini (2005), utilizado para o
isolamento de Xam por meio do plaqueamento direto da semente no meio semi-
seletivo e o de Dezordi (2006), cuja deteccdo € a partir do extrato da semente.

Deste modo, o objetivo neste trabalho foi estabelecer uma metodologia
adequada para deteccdo de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em

sementes de algodao.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Bacteriologia
de Plantas do Departamento de Fitopatologia e de Citogenética do Departamento

de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

2.1 Origem e perfil do lote de sementes

Foram utilizadas sementes de algoddo da cultivar Makina, safra
2004/2005, fornecidas pela empresa Syngenta Seeds Ltda (Matdo / SP) e
sementes artificialmente inoculadas com Xam por restricdo hidrica, como
descrito no capitulo 2. As sementes foram armazenadas em cimara fria até o

inicio dos experimentos.

2.2 Deteccao de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em sementes

Para a detec¢do de Xam, sementes inteiras desinfestadas ou ndo com
hipoclorito de sédio, foram colocadas sobre os meios de cultura semi-seletivos:
523 de Kado & Heskett (1970) e 523 modificado, meio de Mehta, Bomfeti &
Bolognini (2005) e meio de Dezordi (2006).

e Mehta et al. (2005): 0.35 g Ca (NO3), 0.35 g FeSO,, 1.4 g Na,HPO,,
3.5 g peptona, 14.0 g sacarose, 10.5 g bacto-agar, 700 ml dgua destilada, pH 6.8,
apds a autoclavagem adicionar cicloeximida (Sigma) 100 mg (2 ml solucdo
estoque 500 mg em 10 ml de 4cool 75%); cefalexina (Sigma) 10 mg (1 ml
solucdo estoque 100 mg in 10 ml de 4cool 75%); pencycuron 0.05 g (Monceren

PM, Bayer S.A.); triadimenol 1 ml (Baytan SC, Bayer S.A.); tolylfluanid
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(Euparen 500PM, Bayer S.A.) (1 ml solucdo estoque 0.125 g em 10 ml 4gua
destilada).

e Dezordi (2006): 3 g extrato de carne, 5 g de peptone, 15 g agar, 1000
mL de 4agua destilada; 0,25 g CaCl,, 10 g de amido soldvel, 10 uL de Tween 80,
150 pL de solugdo cristal violeta (1%), 50 mg de cefalexina, 10 mg clorotalonil,
10 mg tiofanato metilico.

¢ Meio 523 modificado: 30 g de manitol, 4 g de extrato de levedura, 8
g de caseina hidrolizada, 2 g de K,HPO,, 0,15 g MgSQ,, 15 g agar, 1000 mL
dgua destilada, apds autoclavagem adicionar, 50 mg de cefalexina, 50 mg de
cefadroxil, 10 mg de clorotalonil e 300 puL de triadimenol.

Foram colocadas 10 sementes artificialmente inoculadas em placas de

Petri de 9 cm de diametro, contendo 20 uL de cada um dos meios descritos
acima, em cinco repeticdes. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado e os dados analisados em esquema fatorial 4x3 (4 meios x 2
métodos). Para a andlise estatistica, os dados, obtidos em porcentagem de
incidéncia de sementes contaminadas com Xam, foram transformados em

(x+0,5)" e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

2.3 Deteccio de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em extrato de

sementes

Para a deteccdo de uma unica semente contaminada por Xam em
amostras de sementes de algoddo, foram utilizadas quatro repeticdes de mil
sementes. As sementes foram pesadas e foi retirada uma dnica semente, sendo
esta substituida por uma semente artificialmente contaminada com Xam, pela
técnica de restricdo hidrica. Para o tratamento testemunha foram utilizadas
quatro repeticdes de mil sementes sadias. As sementes foram colocadas em

erlenmyers (500 mL) contendo 240 mL de dgua esterilizada. A quantidade de
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dgua foi calculada baseada na férmula, mL=(1,9 x peso de 1000 sementes em g)
+ 50 (Van Vuurde & Van den Bovenkamp, 1989). Os erlenmyers contendo as
sementes foram mantidos em geladeira por 18 horas.

Apbs o periodo de incubagdo, o extrato foi diluido em série, 10'e 10%e
plaqueado no meio de cultura 523 modificado, 523 (Kado &Heskett, 1970), PSA
(Mehta, Bomfeti & Bolognini, 2005), e NSA (Dezordi, 2006). Foram utilizadas
duas placas por diluicdo. A avaliacdo consistiu na contagem do niimero de
unidades formadoras de coldnias (UFC) por placa, em esquema fatorial 4x2 (4
meios X 2 dilui¢des).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso e
para a andlise estatistica as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

2.4 Deteccado de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum por

imunofluorescéncia

Para a deteccdo de Xam em sementes de algodao foi utilizada a técnica
de imunofluorescéncia indireta. Foram utilizados 2 tipos de extrato de sementes
além do extrato bruto obtido no item anterior. Foram retirados de cada repeticao,
12 mL para obtencdo do extrato centrifugado e 10 mL para serem filtrados em
membrana Millipore®:

Para a onten¢do do centrifugado, os extratos foram colocados em tubos
de ensaio e centrifugados a 7000 rpm a temperatura ambiente. O pellet foi
ressuspendido em 2 mL de dgua ultra-pura e armazenados em tubos eppendorfs
e para o filtrado, os extratos foram filtrados em membrana Millipore® 0,22 uM

de poro. Apds a filtragem a membrana foi lavada por pipetagem de 2 mL de

dgua ultra-pura e a suspensao armazenada em tubos eppendorfs.
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Para a detec¢do de Xam nos trés tipos de extratos citados, foi utilizado
antissoro policlonal obtido a partir da imunizacdo de coelho com um isolado de
Xam. O soro de Xam foi cedido pelo Dr. Luis Otdvio S. Beriam do Instituto
Bioldgico de Campinas. O soro de Xam foi ligado ao anti-rabbit IgG conjugado
com FITC (Sigma, F 6005). Apés a ligacio do soro com o conjugado
fluorescente, a lamina pode ser visualizada ao microscépio de fluorescéncia
devidamente equipado e apropriado. O protocolo de montagem das laminas foi
segundo Vuurde & Bovenkamp (1989):

1 Foi utilizado um isolado de Xam (controle positivo) e um isolado de X.
campestris pv. campestris (controle negativo); os isolados foram cultivados
em meio 523 em placas de Petri em BOD a 28°C por 24 horas.

2 Apbés o periodo de incubagdo preparou-se suspensdo bacteriana na
concentracio de 10’ UFC/mL de cada isolado.

3 Em uma lamina de imunofluorescéncia com 24 alvéolos (Nutacon 30-
342), colocou-se 30 pL tanto da suspensdo bacteriana, quanto dos trés tipos
de extrato descritos anteriormente. Para cada tipo de extrato e controle,
foram utilizadas duas repeti¢des, sendo representados por dois alvéolos da
lamina de imunifluorescéncia.

4 As laminas foram colocadas em contato com o ar quente de um secador de
cabelo, para a fixacdo das células bacterianas.

5 As laminas foram lavadas em etanol 96% por 10 minutos.

6 Ap6s a lavagem com etanol, seguiu-se novamente com a lavagem em dgua
destilada esterilizada por trés vezes de 1 minuto.

7 O excesso de dgua foi retirado com o auxilio do secador de cabelo.

8 Colocou-se 30 pL /alvéolo do antissoro de Xam (titulo 1:32) previamente
diluido em 0,01 M PBS, pH, 7,2.

9 As laminas foram colocadas dentro de uma placa de Petri contendo um

pedaco de algodao umedecido (cdmara imida) por 30 minutos.
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10 Apés o periodo em cmara umida as laminas foram lavadas por trés
vezes em tampdo de lavagem (PBS 0,001M).

11 As laminas foram secas com o ar quente de um secador de cabelo.

12 Adicionou-se o IgG anti-rabbit conjugado com FITC (Sigma, F 6005),
previamente diluido (titulo 1:200).

13 As laminas foram incubadas em cdmara imida no escuro, por 30 minutos
a temperatura ambiente.

14 Seguiu-se de lavagem das laminas duas vezes em tampao PBS 0,001M,
por 5 minutos cada vez.

15 As laminas foram lavadas em 4gua destilada, por um minuto e secas com
o ar quente de um secador de cabelo.

16 Colocou-se uma gota do tampao PBS com glicerina no centro da 1amina e
cobriu-se com uma laminula apropriada.

17 As laminas foram seladas com esmalte e examinadas em microscépio de
fluorescéncia Olimpus BX 60. As imagens foram capturadas pelo programa
Pro-Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics).

A avaliacdo consistiu na presenca de células de Xam fluorescentes em cada

extrato, comparadas aos controles positivos € negativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Deteccao de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em sementes

inteiras de algodao

Na detec¢do de Xam utilizando sementes inteiras em meios de cultura
semi-seletivos, a interacdo entre meios e sementes desinfestadas, ou ndo, foi
significativa (Tabela 1). A incidéncia foi maior nas sementes com desinfestagdo
superficial. A desinfestacio reduz o nimero de microrganismos saprofitas,
facilitando a deteccdo de Xam. Tebaldi (2007) ndo observou diferenga entre
sementes de feijdo desinfestadas ou ndo, no isolamento de X. axonopodis pv.

phaseoli.

TABELA 1 Deteccdo de X. axonopodis pv. malvacearum (%), em sementes
inteiras de algoddo, com e sem desinfestagao.

Desinfestacdo de sementes Detecgdo (%)*
Com 58,5a
Sem 395b

*Dados transformados em (x+0,5)"2

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 20,69.

Todos os meios utilizados foram eficientes na deteccao de Xam tanto em
sementes desinfestadas quanto ndo desinfestadas (Tabela 2). Mehta, Bomfeti &
Bolognini (2005) detectaram baixa porcentagem de infec¢do (0,05%) em lotes
comerciais de sementes de algoddo, apds desinfestacdo superficial e

plaqueamento das sementes inteiras em meio de cultura semi-seletivo.
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A desinfestacdo superficial das sementes favoreceu o isolamento de
Xam, até mesmo no meio 523 sem a adicdo de antibidticos e antifungicos. Vilas
Boas, Sbalchero & Denardin (2006) detectaram Xam em sementes de algoddo
com linter, armazenadas por dois anos, utilizando o meio 523. No entanto, nao
foi possivel recuperar Xam de sementes sem desinfestacdo superficial no
referido meio. Para a deteccdo de Xam em macerado de sementes, Dezordi
(2006) ndo fez a desinfestacdo das sementes. Segundo Schaad & Kendrick,
(1975) a desinfestagcdo superficial além de eliminar a microflora associada a
semente, também pode eliminar o patégeno alvo. O meio 523 modificado foi
eficiente na recuperacdo de Xam de sementes, ndo diferindo dos demais meios

semi-seletivos, tanto para sementes desinfestadas, quanto ndo desinfestadas.

TABELA 2 Deteccdo de X. axonopodis pv. malvacearum em sementes inteiras
de algoddo, com e sem desinfestacdo superficial, em 4 meios de
cultura, em porcentagem de incidéncia.

Desinfestacdo de sementes*

Meios
Com Sem
Mehta et al. (2005) 72'a 36a
Dezordi (2006) 48 a 56 a
523 modificado 66 a 66 a
523 48 a 0b

*Dados transformados em (x+0,5)"2

'Porcentagem de infec¢io
Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mintscula na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) = 20,69.

A escolha de um método de deteccio depende da eficiéncia e
sensibilidade na recuperacdo do patégeno alvo, da reprodutibilidade e da

disponibilidade do material necessdrio para cumprir as etapas relacionadas
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(Oliveira, 1995). Da mesma forma, a escolha de um meio de cultura depende
além desses requisitos, ser de baixo custo e de ficil preparo. Normalmente, o
preparo de meios semi-seletivos € mais laborioso do que os meios de cultura
utilizados na rotina dos laboratérios para o isolamento e preservacdo de
bactérias. Para tanto, sdo necessdrias etapas de preparo de solugdes estoque,
filtragem e esterilizacdo de antibidticos e compostos antifiingicos a serem

incluidos ao meio.

Todos os meios utilizados neste estudo foram eficientes na recuperacio
de Xam em sementes. No entanto, o meio descrito por Metha, Bomfeti &
Bolognini (2005) utiliza cicloeximida que é um composto de custo elevado para
ser utilizado na rotina de um laboratério. O meio descrito por Dezordi (2006) foi
0 que apresentou a menor porcentagem de detec¢do de Xam em sementes
desinfestadas, neste trabalho. Vale a pena ressaltar que o meio ndo foi descrito

para a deteccio de sementes inteiras em meio de cultura.

O meio 523 modificado neste trabalho, ndo diferiu estatisticamente dos
demais. E um meio comumente utilizado na rotina de vérios laboratérios para
isolamento ndo s6 de espécies do género Xanthomonas, mas também de outros
géneros de fitobactérias (Kado & Heskett, 1970). A adi¢do do manitol retardou a
protrusdo radicular das sementes, sem alterar a eficiéncia na recuperagdo de

Xam, facilitando a sua detec¢do em sementes.

3.2 Deteccao de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em extratos de

sementes

Para a metodologia utilizada neste estudo, a recuperacdo de Xam nos

meios avaliados nao foi satisfatéria. Novos testes deverdo ser realizados quanto
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ao tamanho da amostra, o plaqueamento do extrato sem dilui¢des e a utilizacao

de lotes naturalmente infectados.

3.3 Deteccido de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum por

imunofluorescéncia

Foi possivel verificar a presenca de Xam em todos os extratos avaliados
(Figura 1), entretanto nos extratos bruto e centrifugado foram observados os
maiores nimeros de impurezas na amostra, o que dificultou a contagem das
células. Tebaldi (2005) utilizou as dilui¢des 10", 10? e 10~ para a detecgido de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) em extrato de sementes de feijao.
Neste trabalho a autora verificou nas dilui¢des de 107 e 10~ que as impurezas do
extrato foram eliminadas, facilitando a contagem das células de Xap.

O extrato filtrado em membrana de Millipore® foi o que proporcionou os
melhores resultados, no presente estudo. No entanto hé a necessidade de estudos
para estabelecer a melhor dilui¢ao para contagem das células.

Nao foi verificada a presenca de células bacterianas fluorescentes em
sementes sadias, bem como, nos alvéolos com suspensdo de X. campestris pv.
campestris.

O sucesso da técnica de imunofluorescéncia, assim como em ELISA,
depende da especificidade dos anticorpos os quais devem ser testados antes de
serem usados e que, preferencialmente, ndo ocorram reacdes cruzadas com
outras bactérias presentes na amostra (Chitarra, 2006).

A técnica de imunofluorescécnia indireta foi eficiente para a detec¢do de
Xam em extrato de sementes. Esta metodologia é rdpida, sendo necessirio um
dia para preparo das amostras e um dia para leitura das laminas. E necessario, no
entanto, verificar a eficiéncia da técnica em lotes comerciais de sementes. Nio

foi possivel neste teste quantificar o nimero de células de Xam por amostra. De
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Boer (1990) relata que a sensibilidade da técnica de imunofluorescéncia é de 10°

células/mL.

FIGURA 1 Células de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Xam) por
imunofluorescéncia. A) Células de Xam em suspensio bacteriana,
B) Células de Xam em extrato centrifugado de sementes; C)
Células de Xam em extrato bruto de sementes; D) Células de Xam
em extrato filtrado de sementes.

A presenca de X. fastidiosa foi detectada em diferentes espécies de
Coffea e hibridos de C. arabica pelo teste de imunofluorescéncia (Yorinori et

al., 2003). Neste trabalho os autores verificaram que a técnica de
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imunofluorescéncia foi mais eficiente que o teste de DAS-ELISA. A
imunofluorescéncia estd entre as técnicas mais sensiveis para deteccdo de
bactérias, com nivel de sensibilidade até 1.000 vezes superior ao teste de DAS-
ELISA (Saettler et al., 1989). No entanto, essa técnica tem algumas limitacdes:
1) ndo fornece informagdes sobre a patogenicidade dos isolados; 2) depende da
qualidade do anticorpo; 3) ndo discrimina entre células vidveis e ndao-vidveis; 4)

o exame das laminas deve ser feito por técnicos especializados (Chitarra, 2006).
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4 CONCLUSOES

- Os meios semi-seletivos de Mehta, Bomfeti & Bolognini (2005), Dezordi
(2006) e o meio 523 modificado foram eficientes na detec¢do de Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum em sementes artificialmente inoculadas;

- A desinfestacdo superficial facilita a deteccdo da bactéria quando as sementes
sdo colocadas diretamente sobre o meio de cultura.

- A técnica de imunofluorescéncia indireta foi eficiente na deteccdo de X.

axonopodis pv. malvacearum em extratos de sementes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu o desenvolvimento de técnicas de inoculagdo e
deteccao de Xanthomonas. axonopodis pv. malvacearum (Xam) em sementes de
algoddo. Comprovou-se que sacarose € manitol podem ser utilizados como
solutos na inoculagdo da bactéria pela técnica de restri¢do hidrica. Observou-se
que o meio de cultura contendo sacarose, estimula o desenvolvimento de fungos
internos as sementes provocando a morte de plantulas. Este fato foi comprovado
por eletromicrografias realizadas no MEV, as quais revelaram a presenca de
hifas fungicas bem como de Xam associada a tegumento das sementes. Portanto,
optou-se pelo manitol, um agicar mais seletivo, como soluto a ser utilizado nos
experimento com condicionamento osmético no presente trabalho.

A inoculagdo por condicionamento osmético foi eficiente e o tempo de
24 horas de exposi¢cdo a bactéria permitiu obter sementes com alta incidéncia,
sendo esta metodologia mais eficiente do que o contato das sementes com
suspensao bacteriana.

Variabilidade entre isolados quanto aos sintomas em plantas de algodao
inoculadas foram observadas, permitindo a separa¢do em trés grupos distintos.
Para a reacdo de HR, plantas de tomateiro foram as mais indicadas para a
utilizacdo na identificac@o de isolados patogénicos de Xam.

Os primers REP e ERIC diferenciaram Xam de outras espécies
bacterianas. As técnicas moleculares sdo amplamente utilizadas por causa de sua
eficiéncia e rapidez nos resultados. Deve-se continuar a busca por primers
especificos que detectem Xam de extrato de semente.

Outras técnicas de deteccdo verificadas neste estudo foram o
plaqueamento em meio semi-seletivo e a imunofluorescéncia. Os meios ja
descritos para a deteccdo de Xam em sementes foram eficientes, assim como o

meio 523 modificado. A imunofluorescéncia é uma técnica rdpida e sensivel na
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deteccao da bactéria em extrato de sementes, sendo necessdrio, no entanto, o uso

de microscépio de fluorescéncia e um profissional especializado.
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