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RESUMO

TEBALDI, Nilvanira Donizete. Detec¢iio de Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli em sementes de feijiio e aspectos epidemiolégicos do crestamento
bacteriano comum. Lavras: UFLA, 2005. 102p. Tese (Doutorado em
Fitopatologia). *

Para detectar Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) em sementes
de feijdo naturalmente contaminadas foram utilizados os meios de cultura semi-
seletivos XCP1 e MT e ndo seletivo 523. Assim como, o uso do citdmetro de
fluxo em combinagiio com anticorpo policlonal ¢ sondas fluorescentes para
detectar ¢ quantificar células vidveis e nio-vidveis de Xap nas sementes.
Também foi avaliado o progresso temporal e espacial da doen¢a, usando
sementes com diferentes niveis de inéculo. O meio de cultura semi-seletivo
XCP1 foi mais eficiente na quantificagio e detecgdo de Xap em extratos de
sementes de feijdo. O uso do citdmetro de fluxo em combinagiio com anticorpo
policlonal foi promissor na detecgdio de Xap em extratos de sementes, assim
como o uso de sondas fluorescentes para detectar e avaliar a viabilidade das
células bacterianas. Para os ensaios realizados na época da seca ndio houve
progresso temporal € espacial da epidemia, devido ao ambiente desfavoravel. No
plantio das dguas, a maior area abaixo da curva do progresso da incidéncia
(AACPI) ¢ taxa do progresso da doenga foram observadas para as sementes com
9% de in6culo. Os diferentes niveis de indculo n3o interferiram na disseminagio
do crestamento bacteriano comum, na época das aguas, nas condi¢Ges avaliadas,
embora tenha ocorrido transmissibilidade da semente para a planta.

*Comité de orientacfio: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Professor Orientador); Edson Ampélio
Pozza - UFLA; José da Cruz Machado - UFLA.



ABSTRACT

TEBALDI, Nilvanira Donizete. Detection of Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli in bean seeds and epidemiological aspects of bacterial blight.
Lavras: UFLA, 2005, 102p. Thesis (PhD in Phytopathology).*

To detect Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) in naturally
contaminated bean seeds the semi-selective culture medium XCP1 and MT and
non-selective 523 were used. As well as the use of the flow cytometry in
combination with polyclonal antibodies and fluorescent probes to detect and to
quantify viable and non-viable Xap cells in bean seeds. The temporal and spatial
disease progress was also evaluated, using seeds with different inoculum levels.
The semi-selective medium XCP1 was more efficient in the quantification and
detection of Xap in bean seeds extracts. The use the flow cytometry in
combination with polyclonal antibody was promising to detect Xap in seed
extracts as well as the use of fluorescent probes to detect and to access the
viability of the bacterial cells. There was no temporal and spatial progress of the
epidemic in May, likely due to the unfavorable environmental conditions. The
largest area under the disease progress curve (AUDPC) and disease progress rate
were observed for the seeds at 9% of inoculum, in October and November. The
different inoculum levels did not interfere in the bacterial blight dissemination,
in October and November, for the conditions assessed, although, the
transmission of the disease from seeds to plants had occurred.

*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Adviser), Edson Ampélio Pozza -
UFLA; José da Cruz Machado - UFLA.
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1 INTRODUCAO GERAL

O feijociro comum (Phaseolus vulgaris) & cultivado praticamente em
todo o territorio nacional, com produtividade média de apenas 500 kg/ha,
embora seu potencial seja de 3.000 a 3.500 kg/ha. As causas desta baixa
produtividade estio relacionadas, além de outros fatores, as doengas de onigem
fungica, bacteriana e virética (Sartorato, 2000).

Dentre as doengas bacterianas, o crestamento bacteriano comum (CBC)
cujo agente etiologico € Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) (Vauterin
et al, 1995) apresenta maior importincia econdmica no Brasil (Rava &
Sartorato, 1994).

Tal importincia é devida 3 sua ampla distribuicdo, 4 capacidade de
reduzir significativamente a produgdo e as dificuldades de controle. A doenga
ocorre em regides de clima quente ¢ umido ¢ tem sido problematica nos estados
de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Parani, Santa Catarina, Espirito
Santo, Rio Grande do Sul e na regido Centro-Oeste, principalmente na safra das
aguas (Bianchini et al., 1997).

Perdas na produgio devido ao CBC foram estimadas em cerca de 10 a
40% em cultivares suscetiveis (Opio et al., 1992; Wallen & Jackson 1975). No
Brasil, no ha estimativas de perdas, embora campos de produgdio com elevada
intensidade da doenga foram observados (Oliveira & Souza, 1997).

Para o controle efetivo desta bacteriose é necessario a rotagao de cultura,
o uso de variedades resistentes (Maringoni, 1993) ¢ o plantio de sementes sadias,
obtidas de campos de produgdo de sementes certificadas. Para comprovar a sua
sanidade devem ser enviadas para a analise em laboratério (Schaad, 1988). Para
explorar este wltimo aspecto, ¢ necessario dispor de métodos de detecgdo de

bactérias em sementes, especificos, sensiveis, rapidos e de facil execucio.



Existem alguns métodos de detecgdo utilizados para verificar a presenca
de Xap em lotes de sementes, compreendendo desde o plaqueamento em meio
de cultura, as técnicas mais complexas como: enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), imunofluorescéncia (IF) e a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR). Entretanto, estes métodos podem apresentar limitagdes. O plaqueamento
em meio de cultura ¢ um processo lento e trabalhoso, podendo levar de 2 a 5
dias para a obtengio de resultados, porém, é o mais utilizado, devido a
simplicidade. As técnicas de sorologia ¢ DNA podem ser realizadas em um
periodo de tempo menor do que o plaqueamento em meio de cultura, no entanto,
fornecem somente informagGes semi-quantitativas, as quais, para muitos testes,
ndo sdo satisfatérias. No caso da PCR, a presenca de inibidores nos extratos de
sementes tem sido um sério obstaculo (Schaad et al., 1997). Além disso, por
meio destas técnicas ndo se distingue as células vidveis das ndo-viaveis,
informagdo essencial para permitir, por exemplo, decisdes sobre importagio e
exportacdo de sementes ¢ sobre o tratamento ou nio dos lotes.

Um dos problemas para desenvolver métodos rapidos e apropriados de
detecedo de patogenos em sementes ¢ a determinagio do tamanho das amostras ¢
a quantidade de sementes, a serem testadas para fornecer resultado confiavel
sobre a presenca ou nfo do patdgeno. Os métodos existentes nio sio rapidos e
sensiveis o suficiente para detectar o patdgeno, quando o nivel de infecgdo nas
sementes € relativamente baixo. Assim, novas técnicas tém sido utilizadas na
deteccdo de bactérias em sementes, como o uso de sondas fluorescentes em
combinagdo com citdmetro de fluxo, sendo uma técnica rapida, sensivel e de
facil execugdo.

Outro fato importante a ser estudado é o estabelecimento de padrdes de
tolerdncia, para se evitar a introdugdio de niveis de indculo capazes de resultar
em epidemia com alta taxa de progresso da doenga numa determinada area. A

semente sendo a fonte de indculo primdria ¢ o agente mais eficiente de



disseminagiio e sobrevivéncia do patogeno, podendo transporta-lo a longas
distancias, tanto interna como externamente. No campo, Xap apresenta rapida
disseminagdo, uma semente infectada, em lotes de 10.000 foi suficiente para
causar epidemia (Sutton & Wallen, 1970). Assim, os padrdes de tolerdncia em
relagio a infecgio em sementes devem ser estudados, pois dependem da
interagio patdgeno, hospedeiro e ambiente. Para determinar padrdes de
tolerancia, sementes com diferentes niveis de inéculo devem ser usadas € as
taxas de transmissio e as curvas de progresso da doenga no tempo € no espago
analisadas. O estado de Minas Gerais tem proposto os padrdes de tolerdncia para
produgdo e comercializagdo de sementes, para o crestamento bacteriano comum
do feijoeiro de 0,5 e 2%, para sementes basica e de primeira gera¢do,
respectivamente (dados néio publicados).

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: a) testar diferentes
meios de cultura para detectar Xap em sementes de feijio naturalmente
infectadas; b) determinar metodologia para detectar e quantificar células vidveis
e nio-vidveis de Xap em sementes de feijdo, usando citometro de fluxo em
combinagio com anticorpo policlonal e sondas fluorescentes e c) avaliar o
progresso temporal e espacial da doenga, usando sementes com diferentes niveis
de inéculo, para auxiliar o estabulecimento de padrdes de tolerdncia de Xap em

sementes de feijdo.



2 REFERENCIAL TEORICO

Cerca de 154 espécies de bactérias sdo reconhecidas como capazes de
causar doengas em plantas (ISPP, 2005; Agrios, 1997). As bactérias
fitopatogénicas podem sobreviver em plantas hospedeiras como parasitas, na
superficie das plantas como epifitas ¢ em restos culturais ou no solo como
saprofitas. Podem também estar associadas as sementes, tanto infectando como
infestando-as, ou presentes em partes propagativas e érgdos vegetais infectados.

A disseminagio de bactérias fitopatogénicas é feita principalmente pela
agua, insetos, animais, homens e sementes (Goto, 1992). As bactérias quando
associadas as sementes podem causar danos e perdas irreparaveis em culturas de
grande importincia econdmica. Para prevenir a disseminagdo do patogeno e a
ocorréncia da doenga, as partes propagativas ¢ as sementes devem estar livres do
patdgeno. Os métodos de detecgdio de bactérias fitopatogénicas em sementes e
em materiais de propagacdo baseiam-se no plaqueamento em meios seletivos de
cultura, em técnicas soroldgicas, como ELISA e imunofluorescéncia (IF) e em
técnicas de DNA (PCR) (Schaad, 1989).

2.1 Técnicas utilizadas para detectar bactérias em sementes
2.1.1 Plaqueamento em meios seletivos e semi-seletivos

O plaqueamento em meios de cultura tem sido usado rotineiramente para
detectar e avaliar a viabilidade de bactérias. Este método permite isolar o
patogeno, plaqueando as sementes ou os extratos de sementes em meios
seletivos ou semi-seletivos (Chang et al., 1990; Chang et al., 1991; Randhawa &
Schaad, 1984; Schaad & Donalson, 1980). Posteriormente, os microrganismos
isolados sdo identificados por testes bioquimicos, sorolégicos efon de
patogenicidade. Este método, no entanto, é trabalhoso (Lange et al., 1993;



Plihon et al., 1995; Trujillo & Saettler, 1979) € para a identificagio de cada
patogeno ha necessidade de infra-estrutura e de técnicos especializados (Stevens
et al,, 1997). Além disso, muitas vezes 0s resultados sdo dificeis de serem
interpretados, devido ao efeito da concentragéo de células e a interferéncia de
outros organismos presentes, ou a presenga de substincias inibidoras no extrato.
Os meios seletivos ou semi-seletivos podem reduzir a interferéncia de saprofitas,
mas podem também afetar o crescimento da bactéria de interesse (Chun &
Alvarez, 1983). Além do mais, células dormentes, néo cultivaveis ou danificadas
nio sio detectadas. Apesar dessas desvantagens, o plaqueamento ainda é usado

em muitos testes devido a sua simplicidade.

2.1.2 Sorologia

Varios métodos sorologicos sdo usados para identificar e detectar
bactérias fitopatogénicas em sementes, desde os mais simples, como aglutinagio
em liminas até os mais complexos como enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) e imunofluorescéncia (IF).

2.1.2.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

O teste ELISA baseia-se na ocorréncia do complexo antigeno-anticorpo
por meio do desenvolvimento enzimatico rapido de um produto colorido
distinto. Este teste foi utilizado na deteccio de Xap em sementes de feijdo
(Malin et al., 1985; Van Vuurde et al., 1983) e para folhas de repolho infectadas
com X. campestris pv. campestris a concentragio de 2x10° UFC/mL, por meio
de anticorpos policlonais (Alvarez & Lou, 1985). A sensibilidade deste teste foi
suficiente para detectar Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus em
tubérculos de batata i concentragio de 10° UFC/mL, usando anticorpos

monoclonais (De Boer et al., 1988). No entanto, melhorias adicionais na



sensibilidade do método foram obtidas, utilizando-se anticorpos com maior
especificidade (Alvarez & Lou, 1985; Kishinevsky & Gurfel, 1980).

2.1.2.2 Imunofluorescéncia (IF)

Imunofluorescéncia é um método usado para detectar e confirmar a
presenca de bactérias € outros patégenos em sementes (Franken, 1992; Van
Vuurde & Bovenkamp, 1995). Nesta técnica o anticorpo ¢ conjugado com uma
sonda fluorescente, geralmente isotiocianato de fluoresceina (FITC) a qual pode
ser visualizada em liminas, em microscopio de fluorescéncia devidamente
equipado e apropriado. Células de Xap foram identificadas por esta técnica em
sementes de feijio (Malin et al., 1983; Van Vuurde et al., 1983). O sucesso
desse método, como em ELISA, depende da especificidade dos anticorpos os
quais devem ser testados antes de serem usados ¢ que, preferencialmente, nio
ocorram reagdes cruzadas com outras bactérias presentes na amostra. A
sensibilidade do método permite a detecgio de 10° UFC/mL (Taylor, 1978).
Além disso, oferece ainda a possibilidade de estudar a morfologia das células em
combinagdo com reagdes soroldgicas. No entanto, essa técnica tem algumas
limitagdes: 1) ndo fornece informagdes sobre a patogenicidade dos isolados; 2)
depende da qualidade do anticorpo; 3) nio discrimina entre células vidveis e

ndo-vidveis; 4) o exame das liminas deve ser feito por técnicos especializados.

2.1.3 Reagiio em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica da PCR envolve a amplificagio de uma parte especifica do
DNA do genoma da bactéria de interesse, sendo um método de detecgdo ¢
identificagdo de bactérias fitopatogénicas rapido, sensivel, preciso e especifico
(Belgrader et al., 1999; Fegan et al., 1998; Firrao & Locci, 1994; Lopes &
Damann, 1997; Oh et al., 1999; Pan et al., 1998; Prosen et al., 1993; Rademaker
& Janse, 1994; Rasmussen & Whulf, 1991; Verdier et al., 1998; Wang et al.,



1998). Essa técnica foi usada para a detecgdo de patogenos em seus hospedeiros
e em sementes (Audy et al., 1996; Cajza et al., 1996; Cubero et al., 1999; Dreir
et al., 1995; Henson & French, 1993; Manulis et al., 1998; Miyoshi et al., 1999;
Santos et al., 1997; Toth et al., 1998, 1999), bem como para detectar células de
interesse e cultivaveis, quando aplicado em combinagio com BIO-PCR (Manulis
et al., 1999; Schaad et al., 1995; Wang et al., 1999) e também, para detectar a
presenga de microrganismos patogénicos em amostras onde a concentragdo do
patégeno é baixa, por exemplo, 10° células/mL (Zhang & Goodwin, 1997).
Porém, a desvantagem dessa técnica, assim como de sorologia, é que nio
fornece informagdo sobre a viabilidade desses patogenos, quando amostras
naturais sdo usadas; também nfo é possivel a detecgdo de bactérias diretamente
em extratos de sementes, devido a presenga de substincias inibidoras da PCR
nestes extratos (Schaad et al., 1997). Essa técnica também ndo ¢ quantitativa ¢ €
relativamente sensivel 4 interferéncia de saprofitas (Van Vuurde et al., 1995).

2.1.4 Sondas fluorescentes

Atualmente, com o avango nos estudos de patologia de plantas, novas
técnicas foram desenvolvidas para a detecgdo € identificagdo de bactérias
especificas, mesmo quando presentes em pequeno namero ou em presenga de
outros patogenos.

Um método rapido, preciso ¢ sensivel para detectar € avaliar a
viabilidade de microrganismos torna-se necessario € podera ser alcangado, com
o uso de sondas fluorescentes em combinagdo com 0 citdmetro de fluxo.

Sonda fluorescente é um fluorocromo capaz de localizar uma regido
especifica em uma amostra biolégica ou de responder a um estimulo especifico
(Haugland, 1996).

Nos dltimos anos, o desenvolvimento de sondas fluorescentes tem

proporcionado o surgimento de novas técnicas para detectar e avaliar a



viabilidade de microrganismos. Estas sondas tém a habilidade de explorar
diferentes pl:opriedades da célula, tais como a atividade enzimatica (Bunthof et
al., 1999; Diaper & Edwards, 1994a,b; Endo et al., 1997; Kaneshiro et al., 1993;
Ueckert et al., 1997), a permeabilidade da membrana citoplasmatica (Magarifios
et al., 1997; Porter et al.,, 1997; Roth et al., 1997, Willians et al., 1998), o
potencial da membrana citoplasmatica (Kaprelyants & Kell, 1992; Langsrud &
Sundheim, 1996, Mason et al., 1995), a atividade respiratoria (Kaprelyants &
Kell 1993a,b), o conteiido relativo de DNA (Allman et al., 1992; Bernander et
al., 1998; Sgorbati et al., 1996) ¢ o pH gradiente (Breeuwer et al., 1996; Chitarra
et al., 2000). Existe um grande nimero de sondas fluorescentes que podem ser
utilizadas para detectar ¢ avaliar a viabilidade de microrganismos. As mais
utilizadas estfio descritas na Tabela 1.

TABELA 1. Sondas fluorescentes mais usadas em combinagdo com o citdmetro
de fluxo para detectar e avaliar a viabilidade de microrganismos.

Atividade Potencial de Acido nucleico Imunoreagente
enzimatica membrana

FDA’ Rh 123 PI FITC

cFDA BOX DAPI

cF DiBAC,(3) Sytox Green

cFSE EB

Calcein AM Syto 9

ChemChrome B

BCECF-AM

DiOC(3)

! FDA- flucrescein diacetate; cFDA- 5-(and 6-) carboxyflucrescein diacetate; cF- carboxyfluorescein; cFSE- 5-
(and 6-)-carboxyfluorescein succinimidyl ester; Calcein AM- calcein acetoXy methyl ester; BCECF-AM- 2',7'-
bis-(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein acetoxymethyl ester; DiOC«(3)- 3,3'-dihexyloxacarbocyanine
iodide; Rh 123- rhodamine 123; BOX- bis-oxonol; DiBAC(3). bis<(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine
oxonol; PI- propidium iodide; DAPI- 4'6-diamidino-2-phenylindole; EB- ethidium bromide; FITC- flucrescein
isothiocyanate.



2.1.5 Citometria de fluxo

Citometria de fluxo é um processo em que, as caracteristicas fisicas ¢/ou
quimicas de particulas biologicas sdo mensuradas quando passam através de um
feixe de laser, presente no citdmetro de fluxo. E uma técnica que tem a
habilidade de medir diversas varidveis em milhares de células, em poucos
minutos. E capaz de associar as vantagens da microscopia com as analises
quimicas, tornando-a altamente sensivel para rapida andlise de cclulas
individuais (Muirhead et al., 1985).

A combinagio do citdmetro de fluxo com sondas fluorescentes foi
aplicada em estudos de fisiologia celular (Ronot et al., 1986), na cinética do
ciclo celular bacteriano a suscetibilidade a antibioticos (Steen et al., 1982), na
quantificagdo de bactérias (McClelland & Pinder, 1994a.b; Page & Burns 1991;
Pinder et al., 1990), na caracterizagio de esporos de fungos (Allman, 1992).
Também tem sido empregada na distingdo de células bacterianas viaveis € ndo-
viaveis (mortas) (Chitarra et al., 2000; Diaper & Edwards, 1994a,b; Mason et al.,
1995), na atividade enzimatica de cc¢lulas marcadas com as sondas fluorescentes
cFDA (carboxyfluorescein diacetate), Calcein AM (calcein acetoxy methyl
estery ¢ BCECF-AM (2',?'-bis—(2-carboxycthyl)-5(6)—carboxyﬂuorcscein
acetoxymethyl ester), bem como na caracterizacio do conteido de DNA
presente nas c€lulas bacterianas (Allman et al., 1992), marcadas com as sondas
PI (iodeto de propidio), EB (brometo de ctidio) ou AO (acridine orange) (Brown
et al., 1986).

A associagio do citébmetro de fluxo com sondas fluorescentes foi
aplicada com sucesso, para determinar a viabilidade de microrganismos bem
como, a rapida e especifica detecgdo de bactérias. Essas aplicagdes foram
comprovadas nas areas de medicina, veterinaria, ciéncia dos alimentos ¢
microbiologia do meio ambiente (Bunthof et al., 1999; Diaper et al., 1992;
Kusunoki et al., 1998; Li & Walker 1992; May et al., 1994; McClelland &
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Pinder, 1994a,b; Pinder & McClelland, 1994, Porter et al., 1993; Porter et al.,
1996).

Em fitopatologia, a viabilidade de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis foi avaliada, empregando-se 50% de células vidveis e 50% de
células mortas. As células viaveis por possuirem atividade enzimatica e
membrana celular intacta foram marcadas com a sonda fluorescente Calcein
AM, que, quando excitada a 488 nm, emite luz (fluoresce) no espectro verde
(525 £ 15 nm). As células mortas, com membrana celular danificada, foram
marcadas com a sonda fluorescente PI, a qual se une a0 DNA e quando excitada
(488 nm), emite luz no espectro vermelho (625 + 15 nm). Sendo assim, foi
possivel separar e quantificar perfeitamente as células vidveis das mortas, devido
a intensidade de fluorescéncia, sendo também possivel separar as impurezas, ou
seja, o background (Chitarra, 2001).

A combinagiio do citdmetro de fluxo com anticorpos monoclonais ou
policlonais também foi utilizada na deteccdo de Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc) em cultura pura e em presenga da bactéria saprofitica
Pseudomonas fluorescens (Pf), no qual foi usado o anticorpo  monoclonal
conjugado com FITC (fluorescéncia no espectro verde). Como o anticorpo ¢
especifico para Xcc, as células foram detectadas e separadas das células de Pf
por apresentarem elevado nivel de intensidade de fluorescéncia no espectro
verde e por ndo haver reagio cruzada com Pf (Chitarra, 2001).

Os mais recentes citdmetros de fluxo permitem medir simultaneamente
trés sondas fluorescentes diferentes, baseados no comprimento de onda por elas
emitido (espectro verde, laranja e vermelho). A técnica fomece tanto
informagdes quantitativas sobre o miimero total de células presentes na amostra
como também a porcentagem de células vidveis, em um curto periodo de tempo.
Oferece também, os beneficios de rapidez, sensibilidade e precisio, quando
comparada com os métodos tradicionais e torna-se poderosa quando aplicada
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juntamente com sondas fluorescentes. Por ser uma técnica relativamente nova,
com grande potencial, deve ser explorada na fitopatologia onde os métodos de
detecgiio e avaliagio da viabilidade apresentam limitagdes.

2.2 Determinagio de padrdes de toleréincia

O conceito de padrio de tolerincia a um patégeno em sementes de
determinada espécie vegetal pode ser assumido como sendo o nivel de
ocorréncia do patégeno em um lote de sementes abaixo do qual, danos
econdmicos a curto, médio ou longo prazo sdo aceitaveis (Machado, 1994).

Alguns trabalhos foram realizados para auxiliar o estabelecimento dos
padrdes de tolerdncia para doengas fungicas, como a antracnose do feijoeiro
(Pinto et al., 2001; Talamini, 2003) e a ramulose do algodoeiro (Aragjo, 2004).
Entretanto, para doengas bacterianas poucos estudos tém sido realizados,
destacando-se Carmo et al. (1996 a,b) com a pistula bacteriana do pimentéo.
Para o crestamento bacteriano comum do feijoeiro ndo ha relatos nas condigoes
brasileiras.

Conhecer a disseminagdo de determinada doenga é importante quando se
quer estabelecer o nivel de tolerincia ao patégeno nas sementes, pois, quanto
mais eficiente a sua dispersdo, mais importante sera a transmissdo por sementes,
assim, o nivel de tolerdncia precisa tender a zero (Baker & Smith, 1966; Maffia
et al., 1988) em alguns casos.

No campo, Xap apresenta rapida disseminagdo, sendo uma semente de
feijio infectada em 10.000, suficiente para causar epidemia do crestamento
bacteriano na cultura (Sutton & Wallen, 1970) ¢ uma populagio minima de 10°-
10° UFC/semente necessaria para a transmissdo da bactéria da semente para as
plantulas no campo (Weller & Saettler, 1980).

Epidemias severas foram constatadas com a presenga de 0,5% ¢ 0, 02%

de sementes de feijio infectadas por Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, na
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Franga e nos EUA, respectivamente (Baker & Smith, 1966; Trigalett & Bidaud,
1978). Assim como, 0,03% de sementes de cruciferas infectadas por
Xanthomonas campestris pv. campestris, nos EUA (Schaad et al., 1980) e
plantulas de pimentdo com incidéncia de 1, 2, 4 ¢ 8% de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, em viveiro (Oliveira et al., 1990).

Apesar de sua importincia, o nivel tolerivel de in6culo ¢ dificil de ser
determinado. Ele ¢é influenciado por fatores como: a suscetibilidade do
hospedeiro, a viruléncia do patogeno, seu potencial para dispersio secundaria,
outras fontes de inéculo, as condigdes ambientais, a localizagio geografica, as
priticas culturais adotadas, o valor econémico da cultura e a certificagfio das
sementes (Gabriclson, 1988). Os padrdes de tolerdncia sdo estabelecidos para
doencas em condigSes de campo e para patégenos nos lotes de sementes
destinados ao plantio (Machado, 1994).

A taxa de transmisséo do inéculo da semente para a plantula (Oliveira et
al,, 2005) e a analise da curva de progresso da doenga no tempo e no espago
(Machado & Pozza, 2005), a partir de sementes com diferentes niveis de inéculo
podem auxiliar a determinagio dos padrdes de tolerdncia. A partir desta curva,
modelos matematicos podem ser ajustados, de forma a facilitar o entendimento
do progresso de epidemias (Campbell & Madden, 1990) e obter informagdes
sobre as interagSes do patdgeno, hospedeiro e ambiente. Esse conhecimento
pode ser empregado para avaliar estratégias de controle e prever niveis futuros
de doengas (Bergamin Filho & Amorim, 1996).

Assim, o estabelecimento de padrdes de tolerincia poderd evitar a

ocorréncia de epidemias em areas de interesse econémico.
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CAPITULO 2

DETECCAO DE Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli EM MEIO DE
CULTURA SEMI SELETIVO
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1 RESUMO

TEBALDI, Nilvanira Donizete. Detecgdo de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli em meio de cultura semi-seletivo. In: . Detecgio de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em sementes de feijio e aspectos
epidemiolégicos do crestamento bacteriano comum. 2005, Cap.2, p.27-47.
Tese (Doutorado em Fitopatologia). Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Para detectar Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foram utilizadas
sementes de feijdo naturalmente contaminadas, em meio de cultura semi-seletivo
XCP1 ¢ MT e ndo seletivo 523. Concentragdes de indculo variando de 0 a 10’
UFC/mL foram inoculados nas folhas priméria do feijoeiro para avaliar a
concentracio minima em causar sintomas tipicos do crestamento bacteriano
comum. O meio de cultura semi-seletivo XCP1 foi mais eficiente na
quantificacdo e detecgdo de Xap em extratos de sementes inteiras de feijdo. A
concentracio minima de inéculo a partir de 10° UFC/mL foi suficiente para
causar sintomas visiveis do crestamento bacteriano comum em plantulas de
feijoeiro.

*Comité de orientag#io; Ricardo Magela de Souza - UFLA (Professor Orientador), Edson Ampélio
Pozza - UFLA; José da Cruz Machado - UFLA.
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2 ABSTRACT

TEBALDI, Nilvanira Donizete. Detection of Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli on semi-selective medium. In: . Detection of Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli in bean seeds and epidemiological aspects of
bacterial blight. 2005, Cap.2, p.27-47. Thesis (Ph.D in Phytopathology).
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

To detect Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in naturally
contaminated bean seeds the semi-selective medium XCP1 and MT and non-
selective medium 523 were used. Inoculum concentrations between 0 and 107
CFU/mL were inoculated in the first leaves of bean plants to evaluate the
minimum concentration causing infection. The semi-selective medium XCP1
was more efficient in the quantification and detection of Xap in whole seed
extracts. The minimum inoculum concentration from 10* CFU/mL was enough
to cause viable symptoms of disease in the bean plants.

*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Adviser); Edson Ampélio Pozza -
UFLA; José¢ da Cruz Machado - UFLA.
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3 INTRODUCAO

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) pode sobreviver nas
sementes em estado hipobidtico, por periodos de até 15 anos (Neergaard, 1979),
podendo estar localizada tanto interna como extemamente (Schuster & Coyne,
1974). As sementes merecem especial atencdo, com relagdo a disseminagdo, pois
transportam o patégeno a longas distincias e s30 importantes fontes primarias de
in6culo no campo (Neergaard, 1979). Os testes de deteccdo de Xap em sementes
devem ser praticos, para assegurar a sanidade dos lotes a serem comercializados,
evitando-se a ocorréncia de epidemias.

Assim, inimeras técnicas foram desenvolvidas e adaptadas com a
finalidade de detectar a presenga de Xap em sementes de feijdo, como o uso de
bacterifagos, testes  soroldgicos como ELISA, microscopia de
imunofluorescéncia, imunodifusio em agar e reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (Audy et al., 1996; Malin et al., 1983; Maringoni et al., 1994; Sheppard,
1983; Van Vuurde et al., 1983; Velasquez & Trujillo, 1984).

No entanto, métodos mais comuns como o plaqueamento dos extratos de
sementes ou a deposigio direta das mesmas, em meio de cultura semi-seletivo
tm sido usados rotineiramente para detectar e avaliar a viabilidade de bactérias
(Chang et al., 1990; Chang et al., 1991; Randhawa & Schaad, 1984; Schaad &
Donalson, 1980). Diferentes meios semi-seletivos tém sido desenvolvidos para a
detecgio de Xap, como YSSM-XP, M-SSM ¢ MXP (Claflin et al., 1987,
Dhanvantari & Brown, 1993; Magabala & Saettler, 1992), proporcionando assim
o melhor crescimento da bactéria. Posteriormente, os organismos isolados sdo
identificados por testes bioquimicos, soroldgicos e/ou de patogenicidade, como a

inoculagio dos extratos das sementes em plantas indicadoras.
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Os meios seletivos ou semi-seletivos podem reduzir a interferéncia de
saprofitas, mas podem também afetar o crescimento da bactéria de interesse
(Chun & Alvarez, 1983). Além do mais, células dormentes, ndo cultivaveis ou
danificadas nio sdo detectadas. Apesar dessas desvantagens, o plaqueamento
ainda € usado em muitos testes devido a sua simplicidade e praticidade. Porém,
o emprego de meios de cultura nio seletivos tem dificultado o isolamento de
Xap de sementes de feijdo, uma vez que inimeras bactérias saprofitas podem ser
veiculadas pelas sementes (Maringoni, 1993).

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram: a) estabelecer a
concentragdo minima de indculo para causar sintomas tipicos do crestamento
bacteriano comum em plantulas de feijoeiro; b) testar diferentes meios de cultura
semi-seletivos para a detecgdo de Xap em sementes de feijdo, utilizando-se 2
métodos de extragdo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengao de sementes de feijdo
Foram utilizadas sementes de feijdo das cultivares Carioca e Perola,

sadias e Roxo, Valente ¢ Vermelho, naturalmente contaminadas com Xap.

4.2 Concentragio minima de inéculo necessiria para causar sintomas em
plantas indicadoras

Para estabelecer a concentragio minima de indculo necessdria para
visualizar os sintomas tipicos do crestamento bacteriano comum (CBC) foram
utilizadas suspensdes da cultura bacteriana, em concentragdes de 0, 10, 10%, 10°,
10°, 10°, 10° ¢ 10" UFC/mL, inoculadas por incisdo com tesoura nas folhas
primarias do feijoeiro, das cultivares Carioca ¢ Perola, aos 10 dias apos a
emergéncia.

Foram utilizadas 4 repeti¢des de 3 plantas/vaso de 3,0L, inoculando-se
as 2 folhas primarias (2 cortes laterais) (Rava, 1984) para cada concentragdo. O
substrato constou de solo, areia e esterco, fumigado com brometo de metila, na
proporcdo de 3:1:1, respectivamente.

Foram realizadas 4 avaliagdes da severidade da doenga, iniciando-se a
primeira aos 7 dias apds a inoculagdo, usando uma escala de notas, modificada
por Pereira (1999) (Tabela 1).

Para ponderar a severidade foi aplicado o indice de McKinney (1923).

ID (%) =Y ((f.v)/(nx)) . 100

Em que:

ID = indice de doenca; f = Ntiimero de plantas com determinada nota; v =
Nota observada; n = Numero total de plantas avaliadas; x = Grau maximo de
infec¢do.
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O delinecamento experimental foi em blacos ao acaso com 4 repetigdes,

sendo a média de 1 repetigio composta de 3 plantas. As variaveis significativas,
no teste F da andlise de varidncia foram submetias ao ajuste de modelos de
regressdo ndo linear, para a area abaixo da curva do progresso da doenga
(AACPD) obtida com base na severidade (AACPS) (Campbell & Madden,
1990).

TABELA 1. Escala de notas para avaliagio da severidade do crestamento
bacteriano comum nas folhas primarias do feijoeiro, inoculadas
por incisdo com tesoura.

otas  Severidade da doenga

Auséncia dos sintomas;

Clorose descontinua ao redor da incisgo;

Clorose continua ao redor da incis3o;

Inicio da necrose das incisdes;

Inicio de murcha nos bordos da incisdo;

Clorose evoluindo para outras partes da folha, necrose e murcha mais
acentuada nas bordas das incisdes;

Necrose severa e seca de tecidos préximos & incis#o.

'JI-PWN.—-OZ
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4.3 Detecgdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em extratos de
sementes de feijio
4.3.1 Métodos de Extraciio

Para a detecgdo de Xap nas sementes foram utilizados 2 métodos de
extragdo: I) Imersdo das sementes inteiras em agua filtrada (60 mL, para cada
100 sementes) por 18 horas a 5°C (Valarini, 1990) e M) Imersio de sementes
moidas em 4gua filtrada por 2 horas & temperatura ambiente.

A utilizagéo de 100 sementes foi devido a sua quantidade restrita.
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4.3.2 Plaqueamento em meio de cultura

Para a detecgio de Xap foram usados 2 meios de cultura semi-seletivos e
um meio ndo seletivo, de rotina:

e XCP1: 10g de peptona, 10g de brometo de potassio, 0,25g de
cloreto de calcio, 15g de agar, 10g de amido solavel, 0.15 mL de cristal violeta,
1 L de agua destilada, adicionando-se apos autoclavagem, 50mg/L cefalexina,
10mg/L fluorouracil, 0,4mg/L tobramicina, 10mL de tween 80 ¢ 50mg/L
ciclohexamina;

e MT (Goszczynska & Serfontein, 1998): 0,25g de cloreto de calcio,
10g de peptona, 15g de agar, 0,5g de tirosina, 10g de leite em po, 1 L de agua
destilada, adicionando-se apos autoclavagem, 10mL de tween 80, 80 mg/L de
cefalexina, 200mg/L de ciclohexamina e 10 mg/L de vancomicina;

e MEIO 523 (Kado & Heskett, 1970): 10g de sacarose, 8g de caseina
hidrolizada, 4g de extrato de levedura, 2g de K;HPO., 0,3g de MgS0.4.7H,0,
15¢g de agar ¢ 1 L de agua destilada.

As sementes das cvs. Carioca, Roxo, Valente ¢ Vermelho foram
utilizadas para cada método de extragdo, com 4 subamostras, em seguida
realizada a diluicio em série (107" a 107) em agua filtrada esterilizada ¢
plagueados 100 pl da suspensio em meio de cultura, constando de 4
placas/dilui¢do. As placas foram incubadas a 28°C por 4 dias, em seguida
contado o numero de UFC/mL.

O delineamento experimental inteiramente ao acaso foi utilizado. Para
analise estatistica os dados obtidos em UFC/mL foram transformados em log x
para a analise de normalidade dos dados. As variaveis significativas, no teste F
da analise de varincia foram submetidas ao teste Tukey (P<0,05).

Os extratos das sementes foram inoculados nas folhas primarias do

feijoeiro, como descrito no item 2.2 ¢ os sintomas observados.
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4.4 Detecglio de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em sementes inteiras
de feijio em meio de cultura

Para a detecgdo de Xap em sementes de feijdo foram utilizadas sementes
inteiras, sobre o meio de cultura semi-seletivo XCP1.

Para tanto, foram usadas sementes sem e com desisfestagio superficial
com hipoclorito de sddio, para as cvs. Roxo, Valente ¢ Vermelho, constando de
8 repetigdes de 25 sementes em placas de Petri de 15 cm de didmetro. O teste foi
avaliado 5 dias apds sua instalagio.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente ao acaso ¢ os
dados analisados em esquema fatorial 2x3 (2 métodos x 3 cultivares). Os dados
obtidos em porcentagem de incidéncia de sementes infectadas com Xap foram
transformados em (x+0,5)', para a andlise de normalidade dos dados. As
varidveis significativas, no teste F da analise de variancia foram comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.5 Teste de germinagéo

Para verificar a germinagio das sementes foi realizado o teste de
germinagdo, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992),
exceto que 4 repetigies de 50 sementes foram utilizadas, em rolos de papel
umidecidos, levados ao germinador a temperatura de 25°C. A primeira contagem
foi feita a partir do 5° dia e o resultado expresso em % de germinagio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Concentragio minima de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
necesséria para causar sintomas em plantas indicadoras

A doenga iniciou com a concentragdo de indculo 10' UFC/mL, para cv.
Carioca (Figura 1). No entanto, o aumento da AACPS comegou a ser observada
a partir da concentragdo de inéculo 10* UFC/mL e foi méximo a 10° UFC/mL,
para as cvs. Carioca ¢ Perola. As quais apresentaram equagdes de regressdo nao
linear, cv. Carioca (y = 32,84x" — 87,70x + 27,60 e R* = 90,49%) ¢ cv. Perola (y
= 19,94x> — 43.25x + 9,72 ¢ R* = 82,46%). A AACPS foi maior para a cv.
Carioca, pois esta é mais suscetivel a Xap, em relagdo acv. Perola.

Assim, a concentragio minima de inoculo a partir de 10* UFC/mL foi

suficiente para causar sintomas do CBC em plantulas de feijoeiro.

1000 -

800 -
g 600 & Carioca
ﬁ 400 - @ Perola

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentragciio de inéculo (10E UFC/mL)

FIGURA 1. Arca Abaixo da Curva do Progresso da Severidade (AACPS) do
crestamento bacteriano em diferentes concentragdes da suspensao
bacteriana (0 a 107 UFC/mL), inoculadas nas folhas primarias do
feijoeiro, cultivares Carioca e Perola. Lavras — MG , 2005.
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5.2 Detecgiio de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em extratos de
sementes de feijio

As col6nias de Xap foram facilmente distinguidas e identificadas, apds 6
dias da instalagdo do teste. Em meio semi-seletivo XCP1 apresentaram cor
amarela, mucéide, na forma convexa e circundada por halos devido a hidrélise
do amido (Figura 2A). Em meio MT, cor amarela, na forma circular nio-
fluorescente, com 2 zoneamentos: um grande ¢ claro devido a hidrélise de
caseina ¢ o outro, pequeno ¢ branco devido a lipélise do Tween 80 (Figura 2B)
(Goszezynska & Serfontein, 1998). No meio 523 foram observadas coldnias
amarclas e convexas (Kado & Heskett, 1970), porém de tamanho maior do que
nos meios semi-seletivos (Figura 2C), devido a auséncia de antibidticos e

fungicidas, no meio.

FIGURA 2. Detecgido de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em extratos de
sementes de feijdo naturalmente infectadas, 6 dias apos a instalagio
do teste. A ¢ B) meios de cultura semi-seletivos XCP1 ¢ MT,

respectivamente; C) meio de cultura nio seletivo 523, Lavras —
MG, 2005.

Para a quantificagdo de Xap em extratos de sementes de feijdo (Tabela 2)

houve diferenga significativa entre os meios XCPIL, MT e meio 523, nos quais os
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meios semi-seletivos MT e XCP1 recuperaram de 1,00x10° a 1,47x10° UFC/mL
e 0 meio 523, nifo seletivo, 1,20x10° UFC/mL.

Para os métodos de extragiio da bactéria houve diferenga significativa
entre as sementes inteiras (1,64x10° UFC/mL) e moidas (2,81x10° UFC/mL), no
qual, para as sementes moidas foi possivel recuperar 10 vezes mais UFC/mL,
quando comparado com as sementes inteiras.

Na quantificagiio de UFC/mL houve diferenga significativa entre as cvs.
Roxo (7,70x10° UFC/mL), Valente (1,76x10° UFC/mL) e Vermelho 2,15x10*
UFC/mL) naturalmente contaminadas com Xap, porém, a bactéria ndo foi
detectada na cv. Carioca (sadia).

TABELA 2. Quantificagio de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em
sementes de feijdo usando trés meios de cultura, dois métodos
de extragdio e quatro cultivares. Lavras - MG, 2005.

Meios de cultura UFC/mL
XCP1 1,47x10° a
MT 1,00x10° b
MEIO 523 1,20x10° ¢
Métodos de extracdo (sementes)

Moidas 2,81x10° a
Inteiras 1,64x10° b
Cultivares

Carioca 0 d
Roxo 7,70x10° b
Valente 1,76»(106 a
Vermelho 2,15x10° ¢
CV (%)* 7,17

*Dados transformados em log X.
Médias seguidas por mesma letra, niio diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

O meio semi-seletivo XPC1 é mais facil de ser preparado e de facil
visualizagiio das coldnias formadas, quando comparado com o meio MT, no qual
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¢ utilizado leite em po, que deve ser muito bem homogeneizado, antes de verté-
lo nas placas, devido a formagdo de particulas. O menor mimero de UFC/mL
quantificado no meio 523 foi devido a presenga de microrganismos saprofitas
competidores com a Xap. O meio MT ¢ mais indicado quando se quer detectar e
distinguir simultaneamente Xap e Pseudomonas syringaé pv. phaseolicola
(Goszezynska & Serfontein, 1998). Outros meios de cultura foram utilizados,
como o meio NAS, que permitiu detectar concentragdes de Xap variando de
2,5x10° a 1,8x10° UFC/mL em sementes inoculadas artificialmente (Valarini et
al., 1996).

A trituragio das sementes permitiu extrair 10 vezes mais UFC/mL de
Xap, quando comparado com as sementes inteiras. Resultados semelhantes
também foram obtidos por Maringoni (1993), onde foi possivel recuperar 10°
vezes mais UFC/mL em relagio & maceragdo. No entanto, procedimentos
recentes tém sugerido o uso de sementes inteiras para a detecgio de patdgeno em
sementes, pois o uso de sementes trituradas é mais trabalhoso, por ser dificil de
pipetar o extrato, devido a presenca de substincias remanescentes.

Para a detecgdo de Xap em sementes em testes de rotina, recomendou a
extragdo por imersdo de sementes inteiras em 4gua, incubadas em geladeira por
18-24 horas e identificagio por meio da inoculagiio em plantas indicadoras, por
incisdo com tesoura (Valarini, 1990; Ito et al., 1997).

Os extratos das sementes naturalmente contaminadas inoculados em
feijoeiro produziram sintomas do CBC em todas as subamostras analisadas.

Portanto, a utilizagio de sementes inteiras imersas em 4gua, incubadas
em geladeira por 18 horas é a mais indicada para a detecgdio de Xap em
sementes naturalmente contaminadas e o meio semi-seletivo XCP1 foi mais
eficiente e indicado para teste de rotina em laboratério, uma vez que ndo
interferiu no crescimento da bactéria, inibiu o crescimento de microrganismos

saprofitas, apresentou relativamente baixo custo e é de facil preparo, auxiliando
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os testes de sanidade, na emissdo de certificados de sementes livres de Xap,

evitando a ocorréncia de epidemias.

5.3 Detecgdio de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em sementes inteiras,
em meio de cultura semi-seletivo

Na detecgdio de Xap usando sementes inteiras em meio de cultura semi-
seletivo XCP1 ndo houve diferenca significativa entre as sementes com € sem
desinfestagdo (Tabela 3).

Foi possivel detectar a incidéncia de 16% e 0,5% das sementes
infectadas com Xap, nas cvs. Roxo e Vermelho, respectivamente, apés a
desinfestagio superficial. No entanto, Xap nio foi detectada, na cv. Valente com
¢ sem desinfestaciio ¢ também na cv. Vermelho, sem desinfestagfo. Para a cv.
Roxo foi detectado 9% das sementes infestadas com Xap, sem a desinfestaggo.
Assim, o indculo pode estar localizado tanto interno como exteérnamente nas

sementes.

TABELA 3. Detecgdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em sementes
inteiras de feijdo, com e sem desinfestagdo, em meio de cultura
semi-seletivo XCP1, em porcentagem de incidéncia. Lavras -

MG, 2005.

Desinfestacdo das sementes Detecgio (%)
Com 550 a
Sem 3,00 a

Incidéncia (%)
Cultivares Com desinfestacio Sem desinfestacdo
Roxo 16,00 a 9,00 a
Vermelho 0,50 b 0,00 b
Valente 0,00 b 0,00 b
CV (%)* 5,07
*Dados transformados em (x+0,5)" .

Médias seguidas por mesma letra, nilo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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De acordo com os resultados obtidos neste trabalho foi importante
desinfestagio das sementes, pois este processo reduziu o aparecimento de
microrganismos saprdfitas, facilitando a detecgdo € o crescimento de Xap no
meio de cultura.

No entanto, outros trabalhos relataram a maior porcentagem de detecgdo
de Xap em sementes sem desinfestagio superficial (Valarini et al., 1996),
variando de 30 a 89,83%, do que em sementes desinfestadas, de 2,95 a 54,90%
(Kobayasti, 1998).

Em sementes certificadas produzidas no estado de Sdo Paulo, no cultivo
das secas ¢ das aguas de 1988 foram observados indices variaveis de infecgio de
0,1 a 1,1% (Valarini, 1990), nos quais, os laudos de inspegio de campo
mostraram baixa incidéncia ou auséncia de bacteriose.

As inspeges de campo ndo sdo suficientes para assegurar que
determinados lotes de sementes estejam livres do patdgeno, pois, nem sempre a
planta doente apresenta sintomas. Sendo as sementes potencialmente portadoras
de bactérias devem ser submetidas a teste de sanidade em laboratério (Valarini,
1990).

5.4 Teste de germinagdo

A germinagdio das sementes nfo contaminadas foi de 96%, 93,50% ¢
92,50%, para as cvs. Carioca 2003, Carioca 2002 ¢ Perola, respectivamente
(Tabela 4). Para as sementes naturalmente contaminadas a germinagio variou de
100%, 88,50% e 87%, para as cvs. Roxo, Vermelho e Valente, respectivamente.

Houve redugio da germinagio das sementes, para as cultivares Valente e
Vermelho, talvez devido & presenca de Xap, mas isto nio ocorreu para a cv.
Roxo. Resultados semelhantes foram observados por Maringoni et al. (1995),
onde as cultivares avaliadas apresentaram razoaveis indices de germinagdo. Em

sementes de brocolis infectadas com Xanthomonas campestris pv. campestris
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conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC) and the number of positive
cells was counted.

For direct viable staining cells were immobilized on glass surfaces,
which were coated with 20 pL of a poly-L-lysine solution (0.1 mg mL", 100.000
MW) by incubating slides for 10 min at room temperature. Subsequently,
glasses were dried with paper and 5 pl of stained cells were added and covered
with a 18 mm square slip and observed under fluorescence microscopy (Leitz,
Laborlux D).

Stained cells were visualized by excitation with blue light (495 nm),
using a 100x objective magnification, 10x ocular magnification.
Photomicrographs were taken with a digital camera (Leica DFC 320, Software
Leica IM500).

4.8 Cytometry flow analysis

Flow cytometry was performed with a Coulter EPICS XL-MCL flow
cytometer (Beckman-Coulter Electronics, Epics XL MCL) equipped with a 15
mW Argon ion laser at 488 nm. A band pass filter of 530 nm (515 to 545 nm)
was used to collect the green fluorescence (FL1), a band pass filter of 585 nm
(564 to 606 nm) was used to collect the red fluorescence (FL3).

In the seed extract, the cells were separated from background on the
basis of their side and forward scatter characteristics. Green fluorescence
emission (FL1 906 Volts, FL3 917 V) was measured with antibody labeling with
Alexa 488.

For direct viable staining, green fluorescence emission (FL1) was
measured for cFDA (FL1 815, FL3 1075 V) and Syto 9 (FL1 625, FL3 797 V)
and red fluorescence emission (FL3) for PI. For combined immunostaining and
DVC staining with PI was measured FL1 at 900 V and FL3 at 938 V.
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The density of labeled cells present in each sample was calculated based

on the number of events, and volume (pL) analyzed per second.

4.9 Sorting of the seed extract

The 100 times diluted, naturally-infected and supposed pathogen free
seed extracts, were incubated with 100-times diluted Alexa 488-conjugated
antibodies, supplemented with 25 times diluted pre-immune serum at room
temperature for 20 minutes in the dark. Cells were sorted by a flow cytometer
(Beckman Coulter, Epics Altra) based on the green fluorescence of the cells at
530 nm. Cell suspensions were counted by flow cytometry, and 10 pL were
analyzed by PCR and 50 pL were plated on medium 523.

4.10 Polymerase chain reaction (PCR)

The PCR was used to detect the bacteria in seed extract, on colonies
grown after dilution plating and in sample fluid after FCM sorting.

PCR assays were performed in a 50 pL reaction mixture containing: 5 pl
DNA, 1 X reaction buffer (Life Technologies), 1 unit Tag DNA polymerase, 0.3
pmol I"' of each primer X4c (5’-GGCAACACCCGATCCCT AAAACAGC-3%)
and Xde (5’-CGCCGGAAGCACGATCCTCGAAG-3"), 100 pumol I of each
dCTP, dGTP, dATP and dTTP, 0.75 mmol I"' MgCl, (Toth et al., 1998).

PCR amplification was performed in a thermocycler (Perkin Elmer,
Applied Biosystems 9600, Norwalk, USA) under the following conditions: 37
cycles at 94 °C for 30s, 65 °C for 30s and 72 °C for 1 min, with a final extension
of 72 °C for 10 min. Amplified DNA fragments (15 pL) were electrophoresed
through a 1% agarose gel and visualized staining with ethidium bromide (7 uL).
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5 RESULTS AND DISCUSSION

5.1 Detection of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli by immuno-flow
cytometry, dilution plating and immunofluorescence in artificially
contaminated bean seeds

Figure 1 shows cell densities, as estimated by IF, dilution plating and
immuno-FCM. A linear relation was found between the concentrations of Xap
added to the seed extracts, and the number of cells counted by IF, immuno-FCM
and dilution plating. The dynamic range for dilution plating and IF was between
10° - 10° CFU/mL, and for immuno-FCM between 10* - 10° CFU/mL. In IF, the
number of cells detected was slightly higher than those of dilution plating and

immuno-FCM, but lines followed the same slope.
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FIGURE 1. Detection of different concentrations of Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli in artificially contaminated seed extracts by
immunofluorescence microscopy (IF), flow cytometry (FCM) and
dilution plating.
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The detection level of FCM for artificially contaminated bean seed
extracts was 10° CFU/mL, if seed extracts were diluted at least 10 times (Figure
2). In undiluted seed extracts, the high background decreased detection levels
(results not shown). FCM analysis could only detect Xap in bean seed extracts
after addition of pre-immune serum, which blocked non-specific reactions of
antibodies and reduced the background.
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s
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FL1 (Xap CFU/mL)

FIGURE 2. Immuno-FCM density plots of different concentrations (10°, 10°,
10°, 10° CFU/mL) of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in a
10 fold diluted artificially contaminated seed extract. A) No pre-
immune serum added. B) Pre-immune serum added as blocking
agent. The green fluorescent particles are indicated with a circle.
Between brackets, the number of green fluorescent particles is
given. FL1 = green fluorescence, FS = forward scattering.

The detection limits of immuno-FCM in ten-fold diluted artificially
contaminated bean seed extracts was between 10° - 10* CFU/mL. Similar results
have been found for Salmonella typhimurium in eggs (10° CFU/mL)
(McClelland & Pinder, 1994) and in milk (< 10° mL ) (Gunasekera et al., 2000).
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5.2 Detection of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in naturally infected
seed

Three supposed pathogen free bean seed lots (Carioca, Nuria and Perola)
and three bean seed lots naturally infected with Xap (Roxo, Valente, Vermelho)
were analysed in four independent experiments with different subsamples by
dilution plating on a semi selective medium (XCP1), IF and immuno-FCM.

Immuno-FCM detected Xap in all four subsamples at a density of 10° -
10° CFU/mL (Figure 3). IF detected Xap in all four subsamples except in
Vermelho on the fourth samplying day; densities varied between 10° - 10°
CFU/mL for Roxo, 10° - 10’ CFU/mL for Valente and 0 - 10° CFU/mL for
Vermelho. Xap was detected by dilution plating in all subsamples except
Valente (sample 3) and Vermelho (sample 2 and 4). The number of CFU/mL
determined by dilution plating in Roxo varied between 10° - 10° CFU/mL, for
Valente between 0 and 10° CFU/mL and for Vermelho between 0 and 10°
CFU/mL.

From three supposed healthy seed lots only in the cv. Carioca, Xap was
detected by dilution plating in a density of 1 x 10* CFU/mL (Figure 4). In the
cultivars Carioca, Perola and Nuria densities found in IF and immuno-FCM
were at level of ca. 10° CFU/mL.

In naturally infected seed lots, Xap was detected in most subsamples
with immuno-FCM, IF and dilution plating. The absence of CFU on the semi-
selective media in some subsample of Valente and Vermelho may be explained
by the presence of non-culturable cells, which may be dead or in a viable but
non culturable (VBNC) state

60



5
g m FCM
oy alF
v 0 Plating
S 3

Roxo Valente Vermelho

FIGURE 3. Detection of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (10* CFU/mL)
in naturally infected seed lots in the cultivars Roxo, Valente and
Vermelho, by flow cytometry (FCM), immumofluorescence
microscopy (IF) and dilution plating. Four different subsamples of

the seed lots were independently tested. Results shown were
corrected for sample dilution.
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FIGURE 4. Detection of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (10 CFU/mL)
in supposed healthy seed lots in the cultivars Carioca, Nuria and
Perola, by flow cytometry (FCM), in immunofluorescence
microscopy (IF) and (dilution) plating in two repetitions. Results
shown are corrected for sample dilution.
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detected directly in the sampled sorting fluid, indicating that PCR inhibiting
compounds were largely removed. Dilution plating showed that not only Xap,
but also other bacteria had been sorted.

5.4 Immunostaining and direct viable staining

Immuno-FCM (Figure 5) could distinguish two clusters in 100% of
viable cells, a cluster of green fluorescent particies (A) and a small cluster of
red/green fluorescent particles (B). In 30% of live cells, cluster B containing
red/green particles increased. In 50% and 20% of live cells, a third cluster (C) of
red particles appeared with a low level of green fluorescence (A). In 0% of live
cells, only red cells in cluster C was observed.

Ultra violet (UV) microscopy distinguished green cells, red cells and red
cells surrounded by a green fluorescent cell wall (Figure 6).
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FIGURE 5. Flow cytometry density plots of green fluorescent and red
fluorescent particles, after staining different percentages of live
and dead cells of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli with
antibodies conjugated with Alexa 488 (green fluorescence) and
propidium iodide (red fluorescence). A) Cluster of green
fluorescent particles. B) Cluster of green and red fluorescent
particles. C) Cluster of red fluorescent particles. Control, cells
in PBS.



FIGURE 6. Mixture of 50% of live and dead cells simultaneously stained with
antibodies conjugated with Alexa 488, and with propidium iodide.
Live cells are green, dead cells are green/red and red.

The discrcpa.ncy.in cell densities estimated by IF and immuno-FCM may
be explained by the higher sensitivity of the immuno-FCM. A weak fluorescence
caused by low numbers of molecules of fluorochrome (e.g. <1000 FITC
molecules per particle) is detected already by the flow cytometer. Cross-
reactions or non-specific bindings will easily result in false-positive reactions in
FCM (Clarke & Pinder, 1998: Ferrari et al,, 2000). Therefore, antibodies with a
high specificity are required in FCM. It is well-known that polyclonal rabbit
antiserum against plant pathogenic bacteria often cross-react with saprophytic
bacteria (Franken et al., 1992). To improve specificity, monoclonal antibodies as
selected by Ferrari et al. (2000) are preferred.

The combination of immuno-FCM and DVC techniques was evaluated,
to distinguish live and dead cells of Xap in pure culture. This method could be
more reliable when compare with the immunofluorescence using antibody

labeling with FITC. However, the combination staining method for specific
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detection ofXapinseedextractshastobewriedoutintheﬁlturetoimprove
the assessment of bacteria viability.

5.5 Direct viable staining

Two direct viable staining procedures were evaluated based on the use of
different fluorescent probes. In the first cFDA and PI were used, and in the
second Syto 9 and PI. Samples varying in the percentage of viable cells were
stained and analyzed by FCM and UV microscopy.

In the FCM analysis the viable cells (green fluorescence) were identified
by FL1 and the dead (red fluorescence) by FL3. A linear correlation (R? = 0,97)
was found between the ratios of live and dead cells, and the percentage of green
and red fluorescent particles enumefated by FCM, both after staining with
¢FDA/PI and Syto 9/PI (Figure 7). The distribution of red fluorescence intensity
increases according to the rise of the dead cell percentage, whereas green

fluorescence intensity decreased.
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FIGURE 7. Linear relation between ratios of live and dead (heat-treated) cells
for pure culture of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, and the
pumber of fluorescent particles after double staining with cFDA
and PI (A) or and Syto 9 and PI (B) as estimated by flow

cytometry.



Ultra violet microscopy (Figure 8) showed that with both double staining
procedures in samples with 100% of live cells most cells were green and only a
few were red. In 50% of live cells, ca. 50% of the cells were green and 50%

were red. In 0% of live cells, all cells were red.
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FIGURE 8. Photomicrographs of the mixture of viable and dead cells of
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli stained with cFDA, Syto 9
and PIL Viable cells are stained green with cFDA or Syto 9, and
dead cells are stained red with PI, The suspension contains 100%
(A, D), 50% (B, E) and 0% (C, F) of live cells double staining
with cFDA/PI and Syto/PI, respectively. Live cells only stained
with cFDA (G) and Syto 9 (H). Dead cells only stained with PI ().
Cells were visualized by UV microscopy using blue light for
excitation.
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DVC staining methods based on cFDA for detection of viable cells by
FCM and fluorescence microscopy has already been reported for different
bacterial species (Ben Amor at al., 2002; Foster et al, 2002; Hoefel et al.,,
2003a-b; Jacobsen et al., 1997; Porter et al., 1995). cFDA is an esterified
fluorogenic substrate assessing the esterase activity of bacteria and in this way
evaluate the viability of the cells. cFDA is cleaved by intracelular enzymes
(esterase) to produce a green fluorescent product, carboxyfluorescein (cF),
which is accumulated within the cell causing a green fluorescence. However, the
outer membrane of some Gram-negative bacteria prevents cFDA from
permeating into the cell. The use of glutaraldehyde (GTA) (Morono et al., 2004)
can increase the permeability of the outer membrane allowing cFDA to enter the
cells. In addition, it prevents leakage of cF out of the cell, improving the efficacy
of discriminating viable from dead cells. Also double staining methods of cFDA
and PI has been described (Ben Amor at al., 2002; Bunthof et al. 2001) and
Syto 9/PI (Auty et al. 2001; Boulos et al., 1999; Braga et al., 2003; Hoefel et al.
2003b; Jacobsen et al., 1997; Lebaron et al., 1998; Ramatho et al. 2001). Pl is an
orange/red fluorescent nucleic acid stain which is membrane impermeable and
only stains dead bacteria with compromised membranes (Haugland, 2002).

PI is also used in the LIVE/DEAD bacterial viability kit of Molecular
probes in combination with Syto9. Syto9 is a green fluorescent, membrane
permeable nucleic acid stain, which stains bacteria irrespective of their viability.
PI and Syto 9 have been used for the direct enumeration of physiologically
active bacteria in drinking water (Boulos et al., 1999; Ramatho et al., 2001) and
also in other fields of bacteriological research (Auty et al., 2001, Couto & Hogg,
1999; Ericsson et al., 2000, Lebaron et al., 1998).

Samples need to be measured immediately after staining cells with Syto
9/P1, to avoid an increase of dead red fluorescent cells. In particular the Syto9
was toxic to Xap. The number of non-staining cells decreased from 1,7 x 107
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CFU/mL to 1 x 10° CFU/mL after staining with Syto 9/P1 plated in medium 523
(data not shown). Similar results also have been found in some coliform strains
(Boulos et al., 1999) and in Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
labeled with cFDA (Chitarra, 2001).

Studies on DVC methods should preferably be done with liquid media
rather than solid agar media. The bacterial suspensions from liquid growth
medium contain a higher percentage of more culturable cells than plate medium.
Possibly, cells were stressed on agar plates or died from limited nutrients and the
build-up of toxic products (Clarke & Pinder, 1998).

DVC double staining method with ¢FDA/PI and Syto 9/PI can be
successfully used to discriminate live and dead Xap cells in pure culture,
including cells in a VBNC state, by using FCM and fluorescence microscopy.

69



6 CONCLUSIONS

Immuno-FCM is a promising technique for detection of Xap in bean
seed extracts. The entire immuno-FCM procedure can be completed in 30
minutes. This is faster than IF and certainly faster than dilution plating, which
requires several days to allow growth of the cells.

The immuno-FCM further allows analysis of samples and quantification
of cells at about the same level of detection as IF, without the need for visual
observations, which can be tiresome and less objective.

The detection limits of immuno-FCM in 10-fold diluted artificially
contaminated bean seed extracts was between 10° - 10° CFU/mL.

Blocking of non-specific reactions by adding pre-immune serum to bean
seed extracts was essential for detection of Xap by immuno-FCM.

After FCM-sorting, the bacteria could be detected in the seed extracts by
PCR.

Immunostaining combined with PI allowed to detect viable Xap cells
specifically.

FCM analysis and DVC double staining can be successfully used to

detect viable and non-viable Xap cells.
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CAPITULO 4

PROGRESSO TEMPORAL E ESPACIAL DO CRESTAMENTO
BACTERIANO COMUM A PARTIR DE SEMENTES DE FEIJAO COM
DIFERENTES NiVEIS DE INOCULO
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1 RESUMO

TEBALDI, Nilvanira Donizete. Progresso temporal e espacial do crestamento
bacteriano comum a partir de sementes de feijio com diferentes niveis de
inéculo. In: . Detec¢do de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em
sementes de feijdo e aspectos epidemiolégicos do crestamento bacteriano
comum. 2005, Capd4, p.76-102. Tese (Doutorado em Fitopatologia).
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

O progresso temporal ¢ espacial do crestamento bacteriano comum
(CBC) foram analisados pelas curvas de progresso da doenga, 4rea abaixo da
curva do progresso da incidéncia (AACPI), taxa de progresso da doenga,
correlagio da doenga com as varidveis climaticas e analise espacial da epidemia.
Foram utilizadas sementes natural e artificialmente contaminadas com
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) em diferentes niveis de inéculo (0,
0,3 1,0 3,0 e 9,0%). Os ensaios foram realizados na época da seca (maio 2003) e
das aguas (outubro e novembro 2003). Para os ensaios realizados na época da
seca ndio houve progresso temporal e espacial da epidemia, provavelmente
devido as condigdes ambientais desfavoraveis. As maiores curvas do progresso
da doenga e AACPI foram observadas para as sementes com 9% de inéculo, no
plantio das aguas. As maiores taxas do progresso da doenga foram obtidas para
as sementes com 3 e 9% de in6culo. Houve correlagio da incidéncia da doenga
com a precipitagdo e umidade relativa, para os niveis de inéculo 1,3 € 9%, no
ensaio de novembro. Nio houve disseminagio do patdgeno para as plantas
adjacentes ¢ surgimento de novas plantas doentes na época das aguas. Os
diferentes niveis de inéculo ndo interferiram na disseminagio do CBC, nas
condi¢des avaliadas, embora tenha ocorrido transmissibilidade da semente paraa
planta.

*Comité de orientagfio: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Professor Orientador), Edson Ampélio
Pozza - UFLA; José da Cruz Machado - UFLA.
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2 ABSTRACT

TEBALDI, Nilvanira Donizete. Temporal and spatial progress of bacterial blight
using bean seeds with different inoculum level. In: . Detection of
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in beans seeds and epidemiological
aspects of bacterial blight in bean seeds. 2005, Cap.4, p.76-102. Thesis (PhD
in Phytopathology). Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

The temporal and spatial progress of bacterial blight were analyze by the
bacterial blight progress curves, the area under disease progress curve
(AUDPC), the disease rates, correlation between disease incidence with the
climatic variables and epidemic spatial analysis. Seeds naturally and artificially
contaminated with Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli were used at different
inoculum levels (0, 0,3 1,0 3,0 and 9,0%). The experiments were carried out in
the field, in May, October and November 2003. There was no temporal and
spatial progress of the epidemic in May, likely due to the unfavorable
environmental conditions. The largest disease progress curve and AUDPC were
observed for the seeds at 9% of inoculum, in October and November. The
largest disease progress rates were obtained for seeds at 3 and 9% inoculum
level. There was a correlation between disease incidence and precipitation and
relative humidity at 1, 3 and 9% inoculum levels, in November. There was no
pathogen dissemination for the adjacent plants in October and November. The
different inoculum levels did not interfere in the bacterial blight dissemination,
in the conditions assessed, although, the transmission of the disease from seeds
to plants had occurred.

*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Adviser); Edson Ampélio Pozza -
UFLA,; José da Cruz Machado - UFLA.
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3INTRODUCAO

O crestamento bacteriano comum (CBC), cujo agente etioldgico é
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) (Vauterin et al., 1995) (X
campestris pv. phaseoli) apresenta importincia no Brasil (Rava & Sartorato,
1994), devido a sua ampla distribuigio, 4 capacidade de reduzir
significativamente a produciio e as dificuldades de controle.

Nas condig3es brasileiras, nfo hi estimativas de perdas na produgdo
causadas pelo CBC, mas, campos de produgio comprometidos foram
observados (Oliveira & Souza, 1997) nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Parana, Santa Catarina, Espirito Santo, Rio Grande do Sul e na
regido Centro-Oeste, principalmente na safra das aguas (Bianchini et al., 1997).
Nos EUA foram estimadas perdas na produgio de 10 a 40% em cultivares
suscetiveis (Opio et al, 1992; Wallen & Jackson 1975). A doenca ocorre em
regides de temperaturas elevadas de 28 a 32 °C e umidade relativa >90%
(Saecttler, 1991).

Para o controle desta bacteriose é necessirio utilizar variedades
resistentes, rotagdo de cultura, utilizagio de sementes sadias obtidas de campos
de produgdo de sementes certificadas e a analise da sanidade de sementes em
laboratério (Schaad, 1988).

O uso de sementes sadias ou com niveis toleriveis de contaminac¢io
assume especial importincia para o controle de fitobactérias, devido ao baixo
custo, seguranga e simplicidade para os produtores. De modo geral, essa pratica
deve diminuir drasticamente o indculo inicial, proporcionando menor Pprogresso
da doenga e redugdo nas perdas, e/ou deve vir acompanhada de outras medidas
que promovam a redugao da taxa de progresso (Berger, 1977).

79



A semente constitui a fonte de indculo primario, sendo o agente mais
eficiente de disseminagio e sobrevivéncia do patdgeno, podendo transporta-lo a
longas distancias, tanto interno como externamente (Neergaard, 1979).

No campo, Xap apresenta rapida disseminagdo, segundo Sutton &
Wallen (1970) uma semente de feijio infectada em 10.000 foi suficiente para
causar epidemia de crestamento bacteriano na cultura € uma popula¢do minima
de 10°~10* UFC/semente foi necessaria para a obten¢dio de plantas doentes no
campo (Weller & Saettler, 1980). Epidemias severas foram constatadas com a
presenga de 0,5% e 0,02% de sementes infectadas por Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola, na Franca e nos EUA (Trigalett & Bidaud, 1978; Baker &
Smith, 1966). Assim como, 0,03% de sementes infectadas por Xanthomonas
campestris pv. campestris, nos EUA (Schaad et al., 1980) ¢ plantulas de
pimentio com incidéncia de 1, 2, 4 ¢ 8% de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, em viveiro (Oliveira et al., 1990).

Conhecer a disseminagio de determinada doenga € importante quando sc
quer estabelecer o nivel de tolerdncia ao patdgeno nas sementes, pois, quanto
mais eficiente a sua dispersdo, mais importante serd a transmissdo por sementes,
assim, o nivel de tolerdncia precisa tender a zero (Baker & Smith, 1966, Maffia
et al., 1988).

Apesar de sua importancia, o nivel toleravel de indculo ¢ dificil de ser
determinado. Ele ¢ influenciado por fatores como: a suscetibilidade do
hospedeiro, a viruléncia do patégeno, seu potencial para dispersdo secundaria,
outras fontes de indculo, as condigdes ambientais, a localizagio geografica, as
praticas culturais adotadas, o valor econdmico da cultura e a certificagdo das
sementes (Gabrielson, 1988). Os padrdes de tolerdncia sdo estabelecidos para
doencas em condigdes de campo e para patogenos nos lotes de sementes
destinados ao plantio (Machado, 1994).
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A taxa de transmissdo do inéculo da semente para a plantula (Oliveira et
al., 2005) e a andlise da curva de progresso da doenga no tempo e no espaco
(Machado & Pozza, 2005), a partir de sementes com diferentes niveis de
inéculo, podem auxiliar a determinagio dos padrdes de tolerdncia. A partir desta
curva, modelos mateméticos podem ser ajustados, de forma a facilitar o
entendimento do progresso de epidemias (Campbell & Madden, 1990), e obter
informagGes sobre as interagdes do patdgeno, hospedeiro ¢ ambiente. Esse
conhecimento pode ser empregado para avaliar estratégias de controle e prever
niveis futuros de doengas (Bergamin Filho & Amorim, 1996). O estado de
Minas Gerais tem proposto os padrdes de tolerAncia para produgio e
comercializagdo de sementes, para o crestamento bacteriano comum do feijoeiro
de 0,5 e 2%, para sementes basica e de primeira geragdo, respectivamente (dados
ndo publicados).

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram estabelecer padrdes de
tolerdncia para Xap em sementes de feijio pelo: a) estudo da curva de progresso
do crestamento bacteriano comum, AACPI e da taxa de progresso temporal da
doenga, usando sementes com diferentes niveis de inéculo; b) correlacionar a
incidéncia da doenca com as varidveis climaticas e com progresso da doenga no

campo ¢ ¢) analisar o progresso espacial da epidemia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area experimental

Os experimentos foram instalados na area experimental do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras 4 altitude de
918 metros, latitude sul de 21°14", longitude oeste de 45°00' em latossolo Roxo.
O cultivo na época das secas foi realizado em maio e conduzido até agosto de
2003. Os cultivos na época das aguas foram realizados em outubro € novembro
de 2003 e conduzidos até janeiro e fevereiro de 2004.

4.2 Preparo da drea experimental

De acordo com o resultado da analise quimica do solo, foi realizada a
adubagio no sulco de plantio, na proporgio de 500 kg/ha da mistura 04-14-08, ¢
de cobertura, com 700 kg/ha da mistura 20-05-20, aos 25 dias ap6s a semeadura.

As irrigagBes por aspersio foram realizadas somente no plantio das secas
(40 mm semanalmente, divididos em trés vezes). Para o controle de pragas foi
aplicado o inseticida Decis 25 CE (6 mL/ 20 L de agua). Para o controle de
plantas daninhas foram realizadas capinas manuais.

4.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com
cinco tratamentos e quatro repeticdes. Cada parcela de 31,5 m* foi constituida
de 9 linhas, com 7 metros de comprimento, sendo considerada como &rea 1til as
7 linhas centrais de 6 metros. Sementes da cultivar Carioca foram semeadas no
espagamento de 0,5 m entre linhas, mantendo-se o estande de 12 plantas por
metro linear. O experimento foi protegido por trés linhas de milho (bordadura).
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Os seguintes tratamentos foram utilizados: testemunha (sementes ndo
inoculadas), 0,3% de sementes inoculadas (1 semente semeada no centro da
parcela), 1%, 3% e 9% de sementes inoculadas com um isolado de Xap
resistente & rifampicina, semeadas ao acaso nas parcelas, para os ensaios de maio
e outubro de 2003. Estas mesmas plantas provenientes de sementes
artificialmente inoculadas foram inoculadas 2 vezes por aspersdo, com uma
suspensdo bacteriana de 10° UFC/mL aos 15 e 25 dias apds a semeadura, em
outubro. Para o ensaio de novembro de 2003 foram semeadas 4 sementes
naturalmente contaminadas com Xap por cova, para os diferentes niveis de
inoculo, deixando apenas 1 planta com sintomas de crestamento bacteriano
comum do feijoeiro.

As avaliagdes da incidéncia e da severidade foram realizadas
semanalmente, apds a emergéncia das plantas ¢ estenderam-se até o final do
ciclo do feijoeiro. Para a avaliagio da severidade foi utilizada a escala
diagraméatica desenvolvida e validada por Diaz et al. (2001).

4.4 Inoculaciio das sementes

Para a inoculagfo artificial das sementes foi utilizado meio de cultura
523 (Kado & Heskett, 1970) sob restrigdo hidrica + 59,4 g de manitol (potencial
osmético -0,85 Mpa). A suspensdo bacteriana foi cultivada por 48h a 28° C. Em
seguida foram colocadas 50 sementes por placa de Petri, as quais permaneceram
em contato com o inéculo por 36 horas a 28° C (Kobayasti, 2002).

4.5 Anilise do progresso temporal da doenca

A anilise do progresso temporal foi realizada de acordo com a area
abaixo da curva do progresso do crestamento bacteriano (AACPD), obtida com
base na incidéncia (AACPI), de acordo com Campbell & Madden (1990).
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As avaliagSes foram realizadas para os tratamentos 0, 0,3, 1, 3 € 9% de
sementes inoculadas ou naturalmente infectadas. Os tratamentos foram
comparados utilizando-se a AACPI do crestamento bacteriano comum.

Para melhor visualizar o progresso ou a curva de progresso da doenga,

foi plotado o valor de incidéncia ao longo do tempo.

4.6 Taxa de progresso do crestamento bacteriano

Para obter a taxa de progresso da doenga foi ajustado o modelo de
regressio linear aos dados de incidéncia, nos ensaios de outubro ¢ novembro de
2003.

4.7 Anélise espacial da doen¢a

Para a analise espacial da doenga foi utilizado o tratamento 0,3% de
sementes inoculadas, semeada no centro da parcela, constituindo fonte tipo
ponto (Campbell & Madden, 1990) e confeccionados mapas da distribuigdo

espacial da doenga, para os diferentes niveis de indculo.

4.8 Dados meteorolégicos

Os dados meteorologicos foram obtidos da estagdio meteorologica da
Universidade Federal de Lavras, localizada 4 500 metros da area experimental,
no periodo de maio a dezembro de 2003.

A incidéncia do crestamento bacteriano comum do feijoeiro foi
correlacionada com as médias de temperatura maxima, média € minima,
umidade relativa e precipitagio acumulada, pelo método de Pearson, obtidas aos

quinze, dez e cinco dias anteriores as avaliagdes.

84



4.9 Anilise dos dados

As analises estatisticas foram realizadas nos programas SAS (Statistical
Analysis System for Windows, SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) e SISVAR
(Ferreira, 2000). As variaveis significativas, no teste F da analise de varidncia,
foram submetidas ao teste Scott Knott (P<0,05) quando qualitativas e ao ajuste
de modelos de regressdo linear quando quantitativos. Também foi analisada a
normalidade dos residuos, dos dados obtidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) do
crestamento bacteriano comum do feijoeiro

A ocorréncia da transmissibilidade do patdgeno das sementes
artificialmente inoculadas para as plantas foi assegurada em testes preliminares
realizados em casa de vegetagdio, nos quais as plantas apresentaram sintomas de
crestamento bacteriano comum (dados nfio demonstrados). Neste ensaio foram
mantidas condi¢des favoraveis de temperatura (>30° C), umidade elevada
(>90%) e maior periodo de molhamento foliar, quando comparado com as
condi¢des de campo.

No experimento de campo a emergéncia das plantas ndo foi afetada pela
presenca da bactéria, para os diferentes niveis de inéculo na semente, tanto para
as sementes artificialmente, quanto para as naturalmente contaminadas com
Xap.

No cultivo das secas (maio 2003), as plantas provenientes de sementes
inoculadas nfio apresentaram sintomas da doenca, provavelmente devido ao
ambiente desfavoravel, com temperaturas mixima, média e minima de 25,18 ¢
12° C, respectivamente, umidade relativa de 70% e precipitaciio 9 mm. A doenga
ocorre em regides de temperaturas elevadas de 28 a32°C e umidade relativa
>090% (Saettler, 1991).

A AACPI foi maior, quanto maior a porcentagem de sementes infectadas
com a bactéria (Figura 1), nos diferentes niveis de inculo de0,0,3,1,0,3,0e
9,0%, para os ensaios de outubro ¢ novembro de 2003.

Durante a realizagio do ensaio de outubro, como as plantas provenientes
de sementes inoculadas nio apresentavam sintomas do CBC, foram realizadas 2
inoculagBes com uma suspensdo bacteriana (10° UFC/mL) aos 15 ¢ 25 dias apds
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a semeadura, nestas plantas. Assim, no experimento de outubro foi observada
maior taxa de progresso (r = 7,31) da AACPI, quando comparado com o ensaio
de novembro (r = 2,75) (Figura 1), nos diferentes niveis de inéculo, sendo que,
no ensaio de novembro foram utilizadas sementes naturalmente contaminadas

com Xap. Tais fatos justificam as diferengas das taxas obtidas nos dois ensaios.

Outbro Novembro
y=13ix+1,5

. 309 R’ =09981%* 0
£ & - Lo yl:IZ.'lon+ 103
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FIGURA 1. Equacdo de regressdio para a 4rea abaixo da curva do progresso da
incidéncia (AACPI) em func¢dio dos diferentes niveis de inéculo
inicial (0, 0,3, 1,0, 3,0 e 9,0%) de Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli em sementes de feijio, em outubro ¢ novembro de 2003.
Lavras - MG, 2005.

5.2 Curva do progresso do crestamento bacteriano comum

As curvas do progresso da incidéncia do crestamento bacteriano comum
em funcdo dos dias apos a semeadura (DAS) foram plotadas, para os €nsaios
realizados em outubro e novembro (Figura 2). Nos niveis de indculo de 0,3 e
1,0% a incidéncia permaneceu préxima de zero, para ambos. A partir de 3%
houve maior inclinagio da reta e em 9% obteve-se maiores incidéncias,
chegando  incidéncia méxima (yms) da doenga de 8,8% e 2,7% aos 39 e 41 dias
apos a semeadura, em outubro e novembro, respectivamente.

Houve aumento da incidéncia da doenga, de acordo com o aumento do
nivel de infecgio das sementes. Resultados semelhantes foram obtidos, havendo
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aumento significativo da incidéncia da doenca no campo, a partir de sementes
inoculadas com o nivel de inéculo acima de 5%, em ensaios realizados em

Jaguariuna, SP (Valarini et al., 1996).

Outubro Novembro
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FIGURA 2. Curvas de progresso da incidéncia do crestamento bacteriano
comum do feijoeiro em fungfio dos dias ap6s a semeadura (DAS),
com diferentes niveis de inéculo 0,3, 1,0 3,0 e 9,0% nas sementes,
em outubro e novembro de 2003. Lavras - MG, 2005.

A avaliagio da severidade foi realizada somente uma vez durante a
condugiio dos experimentos, pois ndo houve aumento da area foliar lesionada,
que variou de 0,97 a 3,3%, para os ensaios de outubro e de novembro, de acordo
com a escola diagramatica desenvolvida por Diaz et al. (2001).

Em ensaios realizados na Argentina na primavera de 1997 ¢ 1998, o
nivel de severidade de 5,5% aos 85 DAP foi obtido, em plantas inoculadas 3
vezes com Xap. Porém, no verdo de 1998 as condigdes climaticas favoreceram o
progresso da doenga, com temperatura ao redor de 28° C, tendo uma severidade
de 7,5% aos 55 DAP (Diaz, 2000).

Em ensaios realizados em Sio Manuel, SP, na safra da seca de 1990, &
temperatura de 30° C e elevada precipitacdo (50 mm) foi observada maior

severidade da doenga nos foliolos do feijoeiro, com a porcentagem da area foliar
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infectada variando de 5 a 8%, aos 20 ¢ 30 dias apos a emergéncia das plantas.
No entanto, nas safras das aguas em 1988 ¢ 1989, a baixa precipitagdo (15 e 5

mm) no inicio do desenvolvimento das plantas, resultou em baixa severidade da

doenga (Maringoni, 1993). Comprovando dessa maneira que as condigdes de

umidade relativa, relacionadas com a precipitagdo e temperatura sfo essenciais

para o progresso da doenga.

5.3 Taxa de progresso do crestamento bacteriano comum

As maiores taxas de progresso da doenga foram obtidas para os
tratamentos com 3,0 € 9,0% de nivel de inéculo em outubro (0,15 € 0,36) (Figura
3) (Tabela 1) € 9,0% em novembro (0,12) (Figura 4).
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Dados reais (+) € reta estimada pelo modelo linear (-) da incidéncia
em outubro, em fungdo dos dias apés a semeadura (DAS), para os
diferentes niveis de inéculo. ™ (ndo significativo), significativo *
(P<0,05) ¢ ** (P<0,01). Lavras — MG, 2005.
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FIGURA 4. Dados reais (+) ¢ reta estimada pelo modelo linear (-) da incidéncia

em novembro, em fungio dos dias apés a semeadura (DAS), para

os diferentes niveis de inéculo. ™ (ndo significativo), significativo *

(P<0,05) e ** (P<0,01). Lavras - MG, 2005.

TABELA 1. Taxa de progresso do crestamento bacteriano comum do feijoeiro,
para os diferentes niveis de inoculo em outubro ¢ novembro de
2003. Lavras - MG, 2005.

Taxa de progresso (1)
Niveis de inéculo (%) QOutubro Novembro
0,3 0,0395 0,0049
1,0 0,0688 0,0134
3,0 0,1536 0,0522
9,0 0,3606 0,1288

Em outros trabalhos, também foram obtidas taxas de progresso da
incidéncia semelhantes, com valores variando de 0,12 a 0,25 e taxas da
severidade de 0,12 a 0,19, para a cv. Carioca, em ensaios realizados em 1988,
1989 ¢ 1990, em Sio Manuel, SP (Maringoni, 1993).
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5.4 Correlaciio entre a incidéncia da doenga e as variaveis climéticas

No cultivo das secas (maio), devido as condigbes ambientais
desfavoraveis nfo houve incidéncia da doenga. As temperaturas maxima, média
e minima foram de 25, 17 e 11° C, respectivamente, umidade relativa média de
70% e precipitagio acumulada de 9 mm (Figura 5A). Para o ensaio realizado em
outubro, nfo houve correlagio significativa entre as varidveis ambientais ¢ a
incidéncia da doenga, obtida aos quinze, dez e cinco dias anteriores as
avaliagGes, assim, o progresso da doenga nio foi influenciado pelas condigGes
ambientais.

Porém, para o ensaio realizado em novembro houve correlagio negativa
entre a incidéncia do CBC, a precipitagio e umidade relativa obtida aos quinze
dias anteriores a avaliagfio, para os niveis de inoculo 1, 3 ¢ 9% (Tabela 2). A
precipitagiio acumulada de 160 mm e a umidade relativa >80% ocorreram no
final do més de novembro estendendo-se até o 6> dia do més de dezembro
(Figura 5B), favorecendo a incidéncia da doenga, neste periodo. No entanto, ndo

houve correlagio significativa entre a incidéncia da doenca e a temperatura.

TABELA 2. Coeficiente de correlagio entre a incidéncia do crestamento
bac_teﬁano comum ¢ as variaveis climaticas, nos diferentes niveis
de indculo, para o plantio das aguas (novembro de 2003). Lavras

- MG, 2005.
Varidveis ambientais* Niveis de inéculo nas sementes (%)
1 3 9
Pp (15) - 0,99* -0,95% - 0,98+
UR (15) - 0,94* - 0,89 ns -0,97*

Pp.e UR (15) = precipitaglio e umidade relativa obtida aos 15 dias anterior & avaliagio.
* significativo (P<0,05); ns = nio significativo.

91




—
N

0,3% infi 1,0% infeccio 3,0% infi
LEEEEECE LEECECK 12‘4% '%%yﬁ—jm—%?r 1

i,

FIGURA 6. Mapas de distribuigio espacial do crestamento bacteriano do
feijoeiro (novembro de 2003). Cada quadro negro representa
uma planta com sintoma da doenga, proveniente de sementes
naturalmente contaminadas, para niveis de inoculo 0,3, 1,0,3,0¢
9,0%, aos 51 dias ap6s a semeadura.
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Normalmente sementes livres de Xap s3o semeadas, mas o CBC ocorre
em locais onde nfio é feita a rotagio de cultura, pois, a bactéria sobrevive nos
restos vegetais, por pelo menos um ano (Schuster & Coyne, 1974). A presenga
dos restos vegetais infectados com Xap, como fonte de in6culo primario, foi
mais importante no progresso da epidemia e na redugdo da produgdo, do que os
solos infestados € as sementes infectadas, em ensaios realizados na Etidpia em
1997 e 1998 (Fininsa & Tefera, 2001).

Sementes com nivel de inéculo de 0,5% (Wallen & Sutton, 1965) ou a
populagdo de 10°>-10* UFC/sementes (Weller & Saettler, 1980) foram suficientes
para dar inicio & epidemia do CBC em variedades suscetiveis. Mas, o progresso
da epidemia depende, além da populagdo do patogeno, das condigdes ambientais
e da suscetibilidade do hospedeiro (Maringoni, 1993).

O nivel zero, de tolerdncia para Xap em sementes de feijdo foi proposto
pela COPASEM (Comité de Patologia de Sementes), em 1995 (Nasser, 2002) e
também para Xanthomonas vesicatoria em sementes de pimentiio (Carmo et al.,
1996). Os EUA ¢ o Canada estabeleceram a analise sanitiria de sementes de
feijéo, visando detectar Xap em lotes comerciais, além da inspecdo em campos
de produgdio, onde adotaram o nivel zero de Xap nas sementes, para que estas
sejam comercializadas (Copeland et al., 1975; Sheppard, 1983).

Embora ndo tenha ocorrido disseminagio da doenga, é importante
salientar o nivel de inéculo presente nas sementes, para o estabelecimento de
padrdes de tolerincia com base em dados experimentais. De acordo com os
ensaios realizados em Lavras para o cultivo das secas, os mais altos niveis de
in6culo (9%) nio influenciaram na disseminagdo do patdgeno, sendo assim,
sementes com esses niveis de inéculo poderiam ser utilizadas no plantio das
secas, em Lavras. No entanto, estes resultados nio podem ser aplicados para
outras regides onde o clima ¢ diferente, nos quais s3o necessarios outros ensaios,

para o mais seguro estabelecimento de padres de tolerancia.
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Para o cultivo das 4guas deve-se atentar pela presen¢a do indculo nas
sementes, os quais com niveis de 3 e 9% de infecgdo apresentaram incidéncia do
CBC, entretanto, ndo houve disseminagdo. As plantas podem ndo apresentar
sintomas, mas a doen¢a pode ser disseminada no campo antes do seu
aparecimento (Weller & Saettler, 1980) e haverad progresso da epidemia se as
condigdes ambientais forem favoraveis e se o hospedeiro for suscetivel
(Maringoni, 1993). Sendo assim, sementes com estes niveis de inoculo devem
ser evitadas no plantio das 4guas. Outros estudos devem ser conduzidos para
avaliar a interferéncia de Xap na produggo do feijdo.

Nas condigdes climaticas do estado de Séo Paulo ¢ dificil obter sementes
isentas de bactéria, devido ao uso de cultivares com baixa resisténcia & Xap. Isto
seria possivel, se as sementes fossem produzidas em regides nas quais, o clima
ndo favorecesse o progresso da doenga, permitindo obter sementes com alto
padriio sanitdrio (Maringoni et al., 1995). Outro ponto importante ¢ a utilizaggo
sucessiva de sementes infectadas com Xap, principalmente por produtores que
as utilizam em plantios subseqiientes, levando ao acamulo progressivo da
bactéria nas sementes produzidas (Maringoni et al., 1995). No estado de Minas
Gerais a taxa de utilizagdo de sementes é de apenas 12% (Anuario..., 2005), este
indice ¢ muito baixo, o que pode levar ao uso de sementes infectas nos plantios
seguintes.

De acordo com os resultados obtidos, a regiio de Lavras seria um local
adequado para produzir sementes de feijdo com baixa incidéncia de Xap, para
serem utilizadas nos estados de Sdo Paulo ¢ Parani, uma vez que, as condigdes
climaticas nio sio favoraveis para o progresso da doenga, principalmente nos
cultivos das secas. Assim, determinados lotes com incidéncia do CBC poderiam
ser aproveitados, em uma época ou em uma regiio menos favoravel ao

progresso da doenga.
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6 CONCLUSOES

Para o ensaio realizado na época da seca nio houve progresso temporal e
espacial da epidemia, devido as condi¢des ambientais desfavoraveis.

As maiores curvas do progresso da doenga ¢ AACPI foram observadas
para as sementes com 9% de indculo, para os ensaios da época das aguas. As
maiores taxas do progresso da doenga foram obtidas para as sementes com 3 ¢
9% do nivel de in6culo.

Houve correlagdo da incidéncia da doenga com a precipitagsio e umidade
relativa, 15 dias anterior & avaliagfio, para os niveis de inéculo 1, 3 e 9%, no
ensaio de novembro.

Néo houve disseminagiio do patdgeno para as plantas adjacentes com o
aparecimento de novas plantas doentes. Somente as plantas provenientes de
sementes artificialmente inoculadas ou naturalmente infectadas apresentaram
sintomas do CBC, nfio havendo aumento da area foliar lesionada.

Os diferentes niveis de indculo ndo interferiram na disseminagio do
CBC, para as condigdes de Lavras, embora tenha ocorrido transmissibilidade da
semente para a planta.
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