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Resumo

A mancha-bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae, € uma doenca que tem comprometido a cultura do
maracuja-amarelo no Brasil, principalmente devido ao seu dificil
controle. Em vista disso, o conhecimento da diversidade genética

do patégeno e da epidemiologia da doenca torna-se importante para

a obtencado de mecanismos de manejo. A preservacao de bactérias
fitopatogénicas é essencial para dar continuidade, a qualquer momento,
aos estudos sobre o patdégeno. Assim, o presente trabalho objetivou
avaliar o efeito da preservacao em agua destilada esterilizada durante
3, 4 e 5 anos sobre a patogenicidade de dois isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae. Foram utilizados dois isolados com
diferentes niveis de viruléncia (PA 4-3 e PA 4-7), provenientes do
municipio de Castanhal, PA. Folhas de plantas de maracujazeiro foram
inoculadas com suspensao bacteriana de cada isolado, por meio do
método de corte com tesoura. O tempo de armazenamento nao afetou

'Engenheira-agronoma, doutora em Fitopatologia, pesquisadora da Embrapa Amazénia
Oriental, Belém, PA.

2Graduanda de Agronomia da Universidade Federal Rural da Amazénia, Belém, PA.
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a viabilidade e a patogenicidade dos isolados PA 4-3 e PA 4-7. No
entanto, os processos de repique, inoculacado e isolamento para manter
a disponibilidade do patégeno podem reduzir a viruléncia dos isolados.

Termos para indexacao: mancha-bacteriana, maracujazeiro, Passiflora,
viruléncia
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Abstract

The bacterial spot, caused by Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae,
is a disease that has compromised the culture of yellow passion

fruit in Brazil, especially due to its difficult control. In view of this,

it becomes important to know the genetic diversity of the pathogen
and the epidemiology of the disease in order to obtain management
mechanisms. The preservation of phytopathogenic bacteria is essential
to continue, at any moment, the studies on this pathogen. Thus, the
present work aimed at evaluating the effect of preservation in sterilized
distilled water during 3, 4 and 5 years over the pathogenicity of

two Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae isolates. We used two
isolates with different levels of aggressiveness (PA 4-3 and PA 4-7),
originated from the municipality of Castanhal, PA, Brazil. Passion fruit
plants were inoculated with bacterial suspension of each isolate by
means of the cutting method. Storage time did not affect the feasibility
and pathogenicity of the isolates PA 4-3 and PA 4-7. However, the
cutting, inoculation and isolation processes used to maintain the
availability of the pathogen can reduce the virulence of the isolates.

Index terms: bacterial spot, passion fruit, Passiflora, virulence
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Introducao

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) é a espécie

de maracuja mais cultivada no Brasil. O Pais é o maior produtor e
consumidor mundial de maracuja e, em 2015, produziu cerca de
694.539 t de frutos. O Estado do Para é o quinto maior produtor
brasileiro dessa fruta e, no mesmo ano, produziu 33.154 t (PRODUCAO
AGRICOLA MUNICIPAL, 2015). No entanto, apesar da sua importancia
econdmica, existem diversos problemas fitossanitarios que comprometem
a produtividade do maracujazeiro no Brasil (MELETTI, 2011).

A mancha-bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (Pereira) Goncalves e Rosato, é uma das principais doencas
do maracujazeiro e se apresenta como um fator limitante para a cultura
em virtude da forma severa com que ocorre sob condicdes de clima
quente e umido (BRANCAGLIONE et al., 2009). Como sintomas nas
folhas, o patégeno induz pequenas lesGes encharcadas e translicidas,
as quais necrosam, assumindo tonalidade marrom-avermelhada,
podendo também formar um halo clorético ao redor da mancha
(VIANA et al., 2003). Com o desenvolvimento da doenca, ocorre seca
das folhas e, posteriormente, desfolha (HALDFELD-VIEIRA; NECHET,
2006). Nos frutos, as manchas sao grandes, inicialmente esverdeadas e
oleosas, que depois se tornam pardacentas. Sdo manchas superficiais,
entretanto, em condi¢cdes favoraveis, o patégeno pode penetrar a
polpa, fermentando-a, e alcancar as sementes (VIANA et al., 2003).

O estudo da diversidade genética do patédgeno e da epidemiologia

da doenca é essencial para a obtencao de subsidios para seu

controle (ARAUJO et al., 2008). Assim, a preservacido de bactérias
fitopatogénicas em colecdes de cultura representa grande importancia
para a pesquisa cientifica e sua utilizacdo a qualquer momento. Um
bom método de preservacao de patdégenos deve ser simples, de baixo
custo e elevado grau de eficiéncia. Além disso, o organismo preservado
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deve ser mantido vivo por um periodo extenso de tempo por um
método que nao permita ou minimize possiveis mutacoes, ou que
afete a patogenicidade, viruléncia e caracteristicas da cultura
(ROMEIRO, 2001).

A preservacao em agua destilada esterilizada (método de Castellani)
consiste no armazenamento de microrganismos em agua estéril ou
solucao salina, sendo adequada na preservacao de microrganismos
sensiveis a baixas pressdes osmoéticas de solucdes hipotdnicas
(COSTA; FERREIRA, 1991; NEUFELD; OLIVEIRA, 2008; PIMENTEL;
FIGUEIREDO, 1989). Apesar da simplicidade, a preservacao de
bactérias em dgua ndo tem sido amplamente adotada em laboratérios
de microbiologia, possivelmente devido a falta de dados experimentais
de estudos de varios anos que validem a confiabilidade deste método
(LIAO; SHOLLENBERGER, 2003). Diante do exposto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da preservacdao em agua
destilada esterilizada durante 3, 4 e 5 anos na patogenicidade de dois
isolados de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia e em casa de
vegetacdo da Embrapa Amazoénia Oriental. Avaliaram-se os isolados PA
4-3 e PA 4-7, com diferentes niveis de viruléncia, sendo que o primeiro
apresentava maior viruléncia (OLIVEIRA et al., 2011). Os dois isolados,
provenientes do municipio de Castanhal, PA, foram coletados em 22 de
abril de 2008, identificados e preservados em 21 de maio de 2008.

Para a preservacao, os isolados foram cultivados em meio 523 (KADO;
HESKETT, 1970) por 48 horas a 28 °C. Uma aliquota do crescimento
bacteriano foi transferida para tubos de criogenia de 2,0 mL contendo
1,0 mL de agua destilada esterilizada. No ano de 2009, os dois isolados
foram recuperados, em meio de cultura 523, dos tubos preservados

em 2008.
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Para a inoculacdo, foram utilizadas plantas de maracujazeiro da cultivar
Gigante Amarelo com dois pares de folhas verdadeiras. A suspensao
bacteriana de cada isolado foi preparada raspando as coldénias com
alcas de Drigalski em agua destilada esterilizada. Apds uniformizacao
em agitador magnético, foi medida a absorbancia da suspensao
bacteriana em espectrofotémetro UV-visivel Spectrum Modelo SP-
2000UV a 600 nm e ajustada para 0,3 unidades de absorbancia.mL’
(concentracdo de 108 unidades formadoras de colonias.mL"). Foram
inoculadas quatro folhas por planta, por meio do método de corte com
tesoura previamente imersa na suspensao bacteriana. As plantas foram
mantidas por 24 horas em camara Umida, constituida de uma armacao
retangular de madeira coberta com plastico transparente (Figura 1).
Apéds o aparecimento dos sintomas, os isolados foram reisolados e
preservados. Em 2010, os isolados foram repicados em meio de cultura
523 dos tubos preservados em 2009, inoculados por meio do método
de corte, reisolados e preservados.

Figura 1. Inoculacdo de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae pelo método do corte.

(A) preparo da suspensédo bacteriana; (B, C) inoculacéo das folhas; (D) camara imida das

plantas.
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Em 2013, foram recuperados, em meio de cultura 523, os dois isolados
de X. axonopodis pv. passiflorae preservados no ano de 2008 (5 anos),
de 2009 (4 anos) e de 2010 (3 anos). Apds 48 horas de crescimento a
28 °C, as caracteristicas das colénias foram avaliadas visualmente. As
inoculacées em plantas de maracujazeiro foram realizadas por meio do
método de corte, como descrito anteriormente. O ensaio foi montado
em esquema fatorial 2 x 3, sendo: 2 isolados de X. axonopodis

pv. passiflorae (PA 4-3 e PA 4-7) e 3 periodos de preservacao (3,

4 e 5 anos). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados com quatro repeticoes. A avaliacao da severidade da
doenca foi realizada aos 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16 e 18 dias ap6s a
inoculacao, através da escala elaborada por Miranda (2004). Com os
valores obtidos, foi calculada a &rea abaixo da curva de progresso da
severidade da doenca (AACPD) proposta por Shaner e Finney (1977).
Foi realizada andlise de varidncia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

A preservacao em agua destilada esterilizada por diferentes periodos
de armazenamento nao interferiu na viabilidade e nas caracteristicas da
coldnia dos isolados PA 4-3 e PA 4-7 de X. axonopodis pv. passiflorae
em meio de cultura.

lacobellis e DeVay (1986), ao avaliarem a viabilidade de 75 isolados de
Pseudomonas syringae pv. syringae e 30 isolados de Agrobacterium
tumefaciens preservados em agua destilada esterilizada, observaram
que, por 24 anos e 20 anos respectivamente, 92% dos isolados de

P. syringae pv. syringae e 90% dos isolados de A. tumefaciens ainda
estavam vivos.

Liao e Shollenberger (2003), por sua vez, ao investigarem a viabilidade
de isolados de P. viridiflava, Erwinia spp. e X. campestris ap6s 12,
14 e 8 anos, respectivamente, armazenados em agua destilada
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esterilizada, verificaram que todos os isolados permaneceram viaveis
e com capacidade de serem recuperados por plaqueamento da cultura
preservada em meio de cultura sélido.

Para X. campestris pv. viticola, Nascimento et al. (2005) verificaram
que o método de preservacdo em agua destilada esterilizada propiciou
a viabilidade de 100% até os 11 meses; no entanto, aos 12 meses,
houve uma reducao para 80%. Araujo et al. (2008) analisaram a
viabilidade e viruléncia de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli
e constataram que, no decorrer das avaliacdes, os isolados perderam

a viabilidade, sendo que os preservados em agua esterilizada perderam
totalmente a viabilidade aos 180 dias. J& Rodrigues et al. (2009),
estudando a sobrevivéncia de 21 linhagens de Ralstonia solanacearum
em agua destilada e esterilizada, verificaram que 50% dos isolados nao
perderam a viabilidade.

No ensaio em condicdes de casa de vegetacao, a preservacao

em agua destilada nao interferiu na patogenicidade dos isolados

(Figura 2). No entanto, plantas inoculadas com o isolado PA 4-3
preservado no periodo de 5 anos apresentaram maior severidade da
doenca, enquanto entre os periodos de 3 e 4 anos ndo houve diferenca
significativa (Tabela 1). Isto pode ser atribuido ao fato de o isolado PA
4-3 preservado no periodo de 5 anos ter sofrido menos processos de
repique. Para o isolado PA 4-7 a severidade da doenca nao diferiu entre
os periodos de armazenamento. Observou-se que, no periodo de 5 anos
de armazenamento, ambos os isolados apresentaram maior viruléncia,
sendo que, no periodo de 4 anos, a viruléncia diminuiu em relacao

ao periodo de 5 anos e, no periodo de 3 anos, a viruléncia diminuiu

em relacao ao periodo de 4 anos. Isto demonstra a importancia de
preservar bactérias fitopatogénicas em grande quantidade, pois, dessa
forma, evita-se a necessidade de repetir os processos de repique,
inoculacao e isolamento para manter sempre disponivel o patégeno,
pois tais repeticoes podem diminuir sua viruléncia.
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Periodo de armazenamento (anos)

Isolados 3 4 5 Testemunha

Figura 2. Efeito da preservacao em agua destilada esterilizada durante 3 anos (A e E), 4
anos (B e F) e 5 anos (C e G) na patogenicidade dos isolados PA 4-3 (A, Be C) e PA 4-7

(E, F e G) de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em maracujazeiro (Testemunha D, H).

Tabela 1. Efeito da preservacao em agua destilada esterilizada dos isolados

PA 4-3 e PA 4-7 de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em diferentes
tempos de armazenamento na area abaixo da curva de progresso da severidade
da mancha-bacteriana (AACPD) do maracujazeiro.

3 231,79% aA®? 31,90 aB

4 344,78 aA 61,06 aB

5 427,05 bA 67,34 aB
CV = 27,81%

M AACPD = Area abaixo da curva de progresso da doenca.
22 Médias seguidas por letras diferentes (mindsculas na coluna e maitsculas na linha)
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fotos: Alessandra Keiko Nakasone Ishida
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No decorrer das avaliacdes, houve um crescimento da severidade da
mancha-bacteriana de ambos os isolados (Figura 3). Para o isolado

PA 4-3, a severidade mostrou-se em crescimento continuo em todos

os tempos de armazenamento. Para o isolado PA 4-7, entretanto,

o crescimento da severidade da doenca foi lento e descontinuo,
apresentando em alguns dias de avaliagdo o mesmo valor de severidade
que a avaliagcao anterior.

Avaliando-se o efeito da preservacao sobre a severidade da doenca
entre os isolados, observou-se que, em todos os tempos de
armazenamento, o isolado PA 4-3 apresentou maior viruléncia que o
isolado PA 4-7. Dentre 29 isolados de X. axonopodis pv. passiflorae
de diferentes regides do Estado do Pard, os isolados PA 4-3 e PA

4-7, avaliados por Oliveira et al. (2011), apresentaram maior e menor
viruléncia, respectivamente, demonstrando que a preservacdao em agua
destilada manteve as caracteristicas dos isolados preservadas.

100 1
90 -6~ PA4.3 (5 anos) - PA4.3 (4 anos) —& PA4.3 (3 anos)
80 - PA4.7 (5 anos) =% PA4.7 (4 anos) - PA4.7 (3 anos)

AACPD'
a1
(@]

0+ T
2 4 7 9 1 14 16 18
Tempo (dias)

Figura 3. Efeito da preservacdo em agua destilada esterilizada dos isolados PA 4-3 e PA
4-7 de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em diferentes tempos de armazenamen-
to na area abaixo da curva de progresso da severidade da mancha-bacteriana (AACPD) do

maracujazeiro aos dias avaliados apds a inoculacao.

TAACPD = Area abaixo da curva de progresso da doenca.
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Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a
preservacdao em agua destilada esterilizada durante 3, 4 e 5 anos nao
interferiu na viabilidade e patogenicidade dos isolados PA 4-3 e PA 4-7
de X. axonopodis pv. passiflorae. Conclui-se também que os processos
de repique, inoculacao e isolamento para manter a disponibilidade do
patégeno podem reduzir a viruléncia dos isolados.
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