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1. INTRODUGa2O

Mutantes resistentes a antibidticos tem sido amplamente estuda~
dos sob o ponto de vista médico. S0 recentemente, atengao tem sido voltada
para tais tipos de mutantes sob o ponto de vista fitopatogénicoo

O tratamento de sementes por antibidticos e drogas tem merecido
especial atengao no controle de doengas causadas em plantas por fungose bag
térias, Isso levantou o problema do aparecimento de mutantes resistentes
nesses organismos fitopatogénicos, revestindo-se de grande importanica, nao
80 no que se refere ao controle da doenga, como também no estudo das rela-

gaéé patdogeno resistente-planta e modo de agao do antibiotico sobre o hospe

deiro ou depois de ser transformado dentro da planta.

A podridao negra, causada por Xanthomonas campestris, é a prin-

cipal doenga que ocorre em cruciferas. Tem causado grandes prejuizos, prin
cipalmente em nossas condiggesg com a introdugao de repdlhos hibridos japo-

néses que sao muito suscetiveis & doenga. Como medidas de contrdle tém si-

do recomendadas a rotagao de cultura, introdugao de varicdades resistentes
e tratamento de sementes com antibidtico.
0 objetivo désto trabalho foi, entao proccder ao isolamento de

mutantcs de Xanthomonas campostris rcsistentes a dois antibidticos (estrep—

tomicina e aureomicina) e proceder ao tratamento de sementes de repdlho com
tais antibidoticos; em seguida, inocular plantulas com tais mutantes, visarn
do, principalmente; estudar o comportamento dos mesmos em relagao ao trata-

mento das sementes e também o grau de patogenicidade désses mutantes em re-

lagao & bactéria sensivel, e a estabilidade da resisténcia adquirida "in vi
tro", quando em contato com a planta. Tais aspectos devem scor considerados
como c¢tapas iniciais para trabalhos posteriores, nos quais muito provével-

mente; as respostas as nossas especulagoes serao importantcs,
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2, REVISa0 DA LITERATURA

A doenga conhecida como "podridao negra das cruciferas", de acodr
do com Meier (1934), foi citada pela primeira vez por Garman em 1891, cau~
sando danos a cultura de rep61ho, durante periodos de alta temperatura e ex

cessiva umidade.
Russel (1898) e Smith (1898), estudando a doenga, confirmaram

que a mesma ocorria na época quente e chuvosa do ano,
Drechesler (1914) trabalhou com plantulas de couve, desenvolvi-

das em solo, previamente inoculado com Pseudomonas campestris (Pam.) Smith.

Demonstrou que a "podridao negra das cruciferas" ataca plantulas, mais rapi
damente ¢ com maiores efeitos de destruigao, do que plantas mais wvelhas.

Brown e Harvey (1920) confirmaram os resultados de Garman quan—
to & hocessidade de alta temperatura e de excessiva umidadc para o desenvol
vimento mais favoravel da docnga. Mostraram que o organismo causal da doen
¢a penetra através dos hidatddios das folhas e através de ferimentosdasrai
zes e do caule.

Clayton (1925a) demonstrou que sementes de couve infectadas se
desenvolvem normalmente. A doenga primeiro aparece como 1es§o dos cotilédg
nes, de onde a bactéria se cspalha para o caule principal. As plantas po-
dem so apresentar normais até a época de¢ transplante., O primeiro sintoma
da docpga das plantas quando no campo ¢ a morte de uma ou mais folhas infe-
riorcs.

Meier (1934) e Cook, Walker e Larson (1952a), estudando o ciclo
da "podridao negra das cruciferas", declararam que na natureza, estomato nao
¢ uma importante via da penetraggo do patégeno, uma vez que a entrada da bagc
téria depende da continuidade ligquida entre a abertura estomatal e a camara
subestomatica. Demonstraram também que dano mecanico as raizes de plantu-
las do repdlho nao & um pré-requisito para a infeccao. Contudo, uma maior
percentagem de plantas infectadas era obtida quando injuria precedia & ino-
culagao., O desenvolvimento da doenga foi observado, utilizando temperatu-
ras de 16°, 2009 240 e 2800. As temperaturas mais favoraveis ao desenvolvi
mento do patégeno foram a partir de 20009

Walker (1965) descreveu os sintomas da doenga, o organismo cau
sal, o ciclo da doenca e o seu controdle.

0 agente causal foi primeiramente deserito por Pammel, em 1895,

como Bacillus campestris, de acordo com Bergey's Manual of Determinative

Bacteriology, (Breed e outros, 1957).
Mais detalhadamcnte, foi descrito por McCulloch (1929), num es-
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tudo morfologico e fisioldogico comparativo entre Bacterium gampestre var, 3=
moraciae, n. var., Bacterium campestre e Bacterium phaseoli, concluindo que

ésses trés organismos sao bastante semelhantes, diferindo apenas nas suas rg

lagoes com os hospedeiros.

0 estudo do génoro Xanthomonas, sua posigao e variagao em rela-

gao a planta hospedeira s em relagao a sua disposigao taxonomica, pode ser
encontrada, detalhadamentc na revisao feita por Starr (1959). '
Bstudo apressntado por De Ley (1964), sugeriu que a lista de 60

espéciss referida ao genaro Xanthomonas, no Bergey's Manual of Determinative

Bacteriology, (Breed e outros, 1957), devera, em futuro muito préximo, ser.re
duzida a poucas espécies, partindo-se do principio que a difenenciagao el
tre elas nao envolve caracteristicas impdrtantes e é quase cxclusivamente,
baseada na especificidade fitopatogénica.

Desde o seu nrimeiro isolamento, o agente causal da "podridao
negra das cruciferas" tem recebido as seguintes denominagoes, de acdordo com
Walker (1965): Bacillus campestris (Pam.), 1895; Pseudomonas campestTis
(Pam,) Z¢ Fo Sm., 18973 Bacterium campestris (Pam.) Chester, 18973 Bactew
rium campestris_(Pam.) E.Fe Smse, 19113 Phytomonas campestrig(Pam.) Bergey
e outrosy 19233 Xanthomonas campestris (Pam. ) Dowson, 1939.

Sobre a agao de antibidtico e aparecimento de formas resisten-

tes em bactérias, o maior niimero de trabalhos se refere a bactérias de intg
réssec médico. Bryson e Szybalski (1957), Schnitzer e Grumberg (1957), Wata
nabe (1963), em notaveis revisces, nos mostram a importancia e extemsac do as

sunto. .
Os trabalhos publicados sdbre a atividade de antibidticosem bag

térias fitopatogénicas, e também sdbre o desenvolvimento de resisténcia aos
mesmosy nao sao muito numerosos. »
Gilliver (1946),observou a agao de treze antibidticos em fungos

e bactérias fitopatogénicas. Concluiu que Xanthomonas campestris era inihi

da em doses maiores do que 8 unidades Oxford por mililitro de penicilina.
Mitchel, Zaumeyer e Anderson (1952) assinalaram que Xanthomonas
phaseoli e outras bactérias fitopatogénicas, quando em contato com estrepto
micina, podem adquirir resistencia a ésse antibidtico. :
Bnglish e Van Halsema (1954) notaram que quando se combinam dois
antibidticos, o aparecimento de mutante resistente torna-se menos freqllente
para Xanthomonas.e Brwinias, Rles utilizaram estreptomicina ¢ terramicina.

Ark e Stanley (1956) estudaram a agao de aureomicina, neomicina,

terramicina, polimixina e tetraciclina em varias bactérias fitopatogénicas,

inclusive Xanthomonas campesgtris, verificando que embora &sscs antibioticos
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mostrassem grande atividade contra tais patdgenos "in vitro"; os mesmos nao

puderam sor usados "in vivo", polos danos que causavam as plantas.
Carmona-Gomez (1956) verificou que o mecanismo genético da re-

sisténcia de Xanthomonas phaseoli variedade fuscans:e Xanthomonas vignicola

com relagao ao antibidtico A-C, produzido por um Streptomyces seguia o mod@

lo denominado por Demerec (1948) de "multiplos passos".
Thirumalacher, Patel, Kulkarni e Dhand (1956) estudaram a agao
da aureomicina, terramicina, penicilina G, dihidro-estreptomicina e cloran-

fenicol em trinta e duas espécies do género Xanthomonas. Por difusaoemmeio

s6lido, os antibidticos Toram usados em solugao de concentragao de 20.ug/ml
para dihidro-estreptomicina, 50 ug/ml para penicilina e 60 ug/mld paraos de

mais antibioticos. BEm Xanthomonas campestris houve aparecimento de halo de

inibigao para todos os antibidticos usados, excegao feita & penicilina,

Corey e Starr (1957) isolaram mutantes resistentes & estreptomi

cina de Xanthomonas phaseoli, Células estreptomicina-sensiveis foram trang

formadas em estreptomicina~resistentes pelo DNA das células estreptpmicina-
-resistentes. As células usadas como fonte de DNA eram'mutanfes-resisten-
tes a pelo menos 2.000 ug/ml de estreptomicina ¢ as células transformadas
para estreptomicina-resistentes foram também resistentes a pelo menos 2.000
ug de cstreptomicina por mililitro de meio de cultura.

Lindenfelser, Prindham, Shotwell e Stodola (1958) ensalaram a a-

¢ao de duramicina sébre Xanthomonas campestris, verificando que a bactéria

era inibida. por 80 ug do antibidtico por mililitro de meio de culturae._
Gyorffy, Iigali, Kallay, Karasz, Klément e Szende estudaram mu-

tantes de Xanthomonas phaseoli variedade fuscans resistentcs a trés antibid

ticos: penicilina, estreptomicina e cloranfenicol. Sobrec a resisténéiadeg
sa bactéria a estreptomicina, verificaram que ela ocorre em um "sé passo'';
quanto 3 penicilina e cloranfenicol, a resisténcia ocofre em ”mﬁltiplos pag
sos™,

Mehta, Gottlieb e Powell (1959) observaram a agao de vancomici-
na sobre trinta espécies de bactérias fitopatogénicas. Para a Xanthomonas
campestris a agao inibitdria foi de 0,5 ug/ml.

Troutman (1959) obteve ,mutantes resistentes a estreptomicina de
Pseudomonas tabaci "in vitro"., Tais mutantes eram entao inoculados em plan
ta de fumo e de novo semeados em meio de cultura com_estreptomicinao Bsse
processo foi repetido oito vGézes. 'Os isolamentos mostraram uma rapida per-
da de resisténcia a estreptomicinay durante as primeiras passagens com um
gradual aumento no final da 8% repeticao. A estabilidade da resisténcia na

auséncia da estreptomicina foi testada, através do mesmo proccsso na ausén-
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cia do ostreptomicinag, e somento uma leve diminuigao na resistencia foi no-
tada.
Quadling (1960) féz um estudo sdbre a resisténcia da Xanthomo—

nas phaseoli linhagem XP8 & estreptomicina. Obteve mutantes resistentes e

dependentes & droga. BEstudou a taxa de mutagao esponténea do resistdncia a
estreptomicina e varias vropricdades dos mutantes resistontcs. Na maioria
dos casos,; resisténcia a alta concentragao de estreptomicina nao afetou a
viruléncia do organismo em relaggo a planta. |

Azevedo (1961) isolou mutantes de X. campestris resistentes a
estreptomicina, penicilina ¢ aureomicinaj os primeiros ocorreram em "um s0
passo” e os dois 1ltimos segundo o modélo de "varios passos", Nao encontrou
resisténcia cruzada e nem sensibilidade colateral.

Kulykovs'ka [1962) apresentou os resultados de um estudo sdbre

as propriedades patogénicas de mutantes de Xanthomonas campestris resisten-

tes a tiosulfato. Encontrou que a viruléncia dos mutantes era considerével
mente mais fraca do que a virulencia da linhagem original,
Kulykovs'ka (1963) verificou que a resisténcia a antibidticos-

~tiosulfato em Erwinia carotovora e Xanthomonas campestris, aumentou 245 -

- 18,7 vezes como resultado de 19 passagens em meio de cultura de batata,
com concentragaes crescentes de antibioticos. As propriedades morfolégicas

e biogquimicas das culturas mutantes de Xanthomonas campestris sofreram con-

carotovora. .
Desal,; Patel e Desal (1967) verificaram que estreptomicina, em
todas as concentragoes usadasy; inibiu o crescimento de 19 espécies dos geng

ros Xanthomonas e Pseudomonas ensaiadas "in vitro", sugerindo o emprégo dés

se antibidtico no contrdle das doengas causadas por essas bactérias.

0 uso de antibidticos no contrdle de doengas de plantas em ge-
ral, sua aplicagao direta ou associagao a substancias quimicas; suas rela;
gBes com a planta e mecanismo de agao, pode ser bem visualizado nas revi-
soes foitas pelos seguintes autores: Stoddard e Dimond (1949), Weindling,
Katznelson e Beale (1950), Ark e Stanley (1956), Zaumeyer (1958), Barnett
(1959) e Dekker (1963).

0 tratamento de scmentes para o controle de docngas recebeu a-
tengao dos seguintes pesquisadores: |

Brown e Harvey (1920) recomendaram tratamento de semente de cou
ve chinésa com sublimado corrosivo 1:1000, por quinze minutos ou com solu-
¢ao de 500 g de formaldeido em 100 litros de &gua, a fim de prevenir o apa-

recimento de Bacillus campestris,




-6

Walker e Tisdale (1920) assinalaram que a transmissao de Bacte-=
rium campestre (Pam.) Smith, através de sementes foi primeiro demonstrada

por Harding, Stewart e Pruch (1904), em sementes de couve, depois da colhei

ta. Sementes quando banhadas em uma suspenséo do organismo e deixadas a se
car, continham a bactéria ainda viavel e patogénica, depois de onze meses.
Quando as sementes foram tratadas com cloreto de mercurio 131000 por trinta
minutos, a doenga foi bem controlada. ‘

Monteith (1921) com sua experiéncia mostrou quec sementes de cou
ve inoculadas artificialmente com o agente causal da "podridao negra das cru
ciferas™, deixadas a secar, durante 3 dias e plantadas em solo esteriliza-
do, produziram plantulas com alta percentagem de infecgao nos cotilédonesg
A doenga, raramente aparecia nas primeiras folhas verdadeiras, em menos. de
oito semanas depois do plantio. BEvidencias apontam fatores climéticos, du-
rante o desenvolvimento da semente, como importantes para determinar a rapi
dez da disseminagao da doenga no canteiro.

Clayton (1924 a e b) féz os seguintes tratamentos de sementes

de couve de Bruxelas infazctadas com Bacterium campestres cloreto de merci-

rio 131000 por trinta minutos e agua a 50°C por vinte e cincoe trintae trées
minutos,-

Clayton (1925b) féz o tratamento de sementes‘de couve-flor, cou
ve e couve de Bruxelas infectadas com Pseudomonas campestris, usando solu~
coes de Uspulum a 0,25%, Semesan a 0,25%, HgCl, a 0,1%, Hel, a 0,05% adicig

nado de KI a 0,1% e agua quente, empregando em todos os tratamentos varios

periodos de tempo. Todos deram resultados nao satisfatérios, 4 desinfec-
gao das sementes com solugao de Germisan a 0,25% por meia, uma e duas horas
e com Hg (CI\T)2 a O,l% por 1 hora, resultaram num contrdole completo da doen-
cay porém o Gltimo tratamento, provocando germinagao reduzida.

Walker (1934) concluiu que sementes infectadas com Bacterium cam-

pestre quando plantadas em Skagit Valley, Estados Unidos,Anao produziamplan
tas doentes; por causa da baixa precipitaggo, durante os tres meses que se.
seguem 3 semeadura e nao precisando, portanto serem tratadas contraa doengae

Ark (1947) notou que estreptomicina era toéxica a catorze espé-
cies de bactérias fitopatogénicas, empregando uma solugao de 200 ug/mlde esg
treptomicina, no tratamento de sementes de pepino, tomate, ccvada e giras-

sol. O tratamento de sementes de pepino infectadas com Pscudomonas lachry-

mans, usando 100 unidades désse antibidético por mililitro, deu origema plan
tas sadias. _
Goodman e Henry (1947) usaram subtilina para o tratamento delsg

mentes de cevada, artificialmente, inoculadas com Xanthomonas translucens
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cerealis, Os resultados obtidos levaram os autores a concluir que com refi
namentos de técnica, o emprégo de antibidticos na desinfecgao de sementes
teria aplicagao pratica. |
Burkholder (1948) assinalou que a erradicagao de bacterias assg
ciadas a sementes de coﬁve e couve-flor pode ser feita com tratamento pelo

calor e substancias quimicas. Xanthomonas malvacearum pode ser eliminada

de semcntes de algodao quando tratadas com acido sulfirico diluido.
Katznelson ¢ Suttoh (1951) compararam a atividadc de seis anti-
bidticos contra um grande nimero de espécies de bactérias fitopatogdnicas
"in vitro" ¢ verificaram quc aureomicina foi o mais potente. Aureomicina i
nibiu completamente o cr3301mcnto da maioria das Xanthomonas, incluindo Xan-

w

thomonas campestris a concontragoes de Oy1 a 0,05 ug/bl.

Cook, Walker ¢ Larson (1952 b), zclacionando a disseminagao da
L4
doenga com sementes infectadas,; sugerem que o tratamonto das mesmas com a~
~ . (4 . . . . A~
gua quente ou com substancias quimicas seria suficiente para o controle de
"podridao negra das cruciferas"
Sutton e Bell (1954), considerando a eficiéncia de aureomicina

no combate & Xanthomonas campestris, testaram solucoes désse antibidtico em

varias concentragoes; no combate & "podridao negra das cruciferas". Por com
paragao com outros tratanentos realizados com substancias quimicas comprova
ram que aureomicina em solugao de concentragao 1:1000, atuando sdObre as sg
mentes, durante trinta minutos, foi o mais eficiente no combate & bactéria.

Dowson (1957) recomendou para o controle da doencga, desinfecgao
das sementes de cruciferas, com sublimado corrosivo em solugao de concentra
¢o de 121000, por quinzs minutos.

Echegaray (1958), conduzindo numerosos testesem laboratorio, ca
sa de vegetagao e campo, concluiu que a mais eficiente substancia foi a es=-
treptomicina, sdzinha ou em combinagao com outros antibiéticos, bara o coh--
trdole de bactérias fitopatogénicas.

Popov (1958) baseado em 3 anos de experimentos conduzidos em

Voronczh, recomendou para o controle de Xanthomonas campestris, tratamento

de sementes com cloreto de mercurio, Granosan ou agua a SOOC por vinte a via
te e cinco minutos.

Klisiowicz e Pound (1961) empregaram solugBes aquosas de terra=-
micina, agrimicina, estreptomicina, aureomicina, acromicina, cloreto de mer
curio e combinagSes de antibidticos no tratamento de sementes para o contre
le da "podridzo negra das cruciferas'", em laboratorio e casa de vegetagao.
0 médximo de inibigao de Xanthomonas campestris "in vitro'"foi obtido com uma
concentragao das substancias de 3.000 ppm. A desinfecgao complcta de semen
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tes de couve e brécoli9'natura1mente infectadas, nao foi obtida com concen-
tragSes de até 3.000 ppm; todavia, a percentagem de plantulas doentes foi
redugida para menos de 1%0 Concluiram ainda que a completa desinfecgao das
sementes é aparentemente impedida pelé falta de absorgao das substancias e
las sementes, agao bacteriostatica das tetraciclinas e resistdncia de Xan-
thomonas campestris & estreptomicina.

Malekzadeh (1965) testou solugses aquosas de cloreto de fenacri

dano (Morton EP-166) em tratamento de sementes de cruciferas, durante trin-
ta minutos, em laboratorio e em casa de vegetagao, para o controle de ZXan-

thomonas campestris. Sementes inoculadas artificialmente com a bactéria,

foram completamente desinfectadas por uma solugao da substancia na concen-

tragao de 500 ppm.



3, MATZRIAL E MeTODO

3¢.1le Meios de cultura

a) Nutriente liguido ou caldo simples

pPeptona cesecocssccccccocs 5¢

extrato de carne eseccocsce 38

H20 destilada sescsccccss 1000 ml
pH = 743

b) Agar nutriente
Ao nutriente liquido foram adicionadas 18 g de agar "Difco"

ou "Oxoid",

c) Yeastrel
extrato de levedura c.c.o 58
glicose 0000000000000 0000 20 g
CaCO3 sesccocasccccoooc e 20 g
H20 destilada sccacscsoes 1000 ml
BZAT  eccocccccesscccsccose 18 g

pH - 7,0

d) Produgao de indol ,
triptona eeseesccocccccse 58
NaCl escoscosaesvosoasooccs 58
H20 destilada seccosocoss 1000 ml

pH - 754

e) Redugao de nitrato
triptona eoeccccccscsccoco 20 g
KZHPO4 ero0bs00000600c0cc0as 2 g
8licOSe sccoceccoccccscon l1g
KNO3 “ooscccosocococccoooe lg
H20 destiiada ccsccocseos 1000 ml

pH - 796

f) Fermentagao

Peptona  cecoccevoccescscose 5&
extrato de carne cccesooe 3 g
glicose 00000090000090000 Sg

Hzo destila’da # 0000000000 looo ml
pH - T4
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Em substituigao a glicose, a mesma formula foi usada paraos tes

tes de sacarose, lactose, glicerol e manitol,

g) Produgao de gas sulfidrico
proteose-peptona esacosew 20 g
NaZ m04 06'96.00.}'..00.. 2g
glicose © 00 000 0000O0O0O0COCS® o0 lg
agua destilada eocoeccccos 1000 ml

pH -~ 796

h) Hidrdélise do amido

Peptona eseeescecocsocansne 5 &
extrato de carne eocsccoe 3¢g
a.n]ido © 0O 00000000 QOCO0ODCOCO0OO0OOES 2g

agua destilada eccesceoes 1000 ml
7 pH - 7,3

i) Produgao de acetil-metil-carbinol

proteose-peptona csoceocsce 5 &
gliCOSG 00 o0e€Pe 00000000000 5 g
K2 HPO4 © 008206 0¢0¢000000CO0CO0O0 OO 5g
- agua destilada eeccccccce 1000 ml
PH - 793

j) Leite-bromocresol purpura

leite fresco desnatado .. 1000 ml

solugao alcoblica de bromo-
sol purpura a 146% eecoos 1 ml
1) Hidrolise da gelatina ... 100 ml
gelatina 0900000008000 0000 Sg
pH"794

m) Liqilefagao de pectato
. extrato de 010 ccccccocns 500 ml
NaCl cccccccoscccococcooe 0,5 g
Ca012 ssosssssaccossavaas 2:5 ¢
extrato de levedura «ccea. 0,5 g

é‘gar OOOD"AOOCQOODOOOGOCO 1090g
PH - 9,0



3.2,
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Distribuii o‘meio em placas e colocar em dessecador por dois dias.
Solugao de pectina: - Preparar uma solugao a 2% de polipectato de
s6dio. Adicionar 4% de azul de bromotimol e ajustar o pH para
8,0. Autoclavar a 11500 por dois minutos. Distribuir uma cama-
da dessa solugab a superficie das placas com o meio atras, e con
serﬁar por oito dias em um dessecador. As placas estao prontas

para serem semeadasS,

n) Teste de antibidticos

Reativos

a)

extrato de carne scsccoea 1,5 g
eitrato de levedura eoccoe 1,5 ¢g
PEPEONE ececowoscccccscso ' 50 g
dexXtrose ssssesccgocvccca 1,0 g

NaCI uopoooeaoooodjounoa-o 395g

K2HPO4 oenfopooooo{oooooon 3968g
~ |

KH2PO4 oo‘ooooonoo‘:oeceoou 1932g

agua destilada cne;ono‘ooo lOOO ml

égal‘ @000000eececococoooooecs 18g

PH - 7,0

Todos os meios de cuitura foram autoclavados a 120°C, por quin

ze minutos. Excess54 foi feita ao meio de gelatina que foi au-

toclavado a 110°C por dez minutos. As indicagoes parataismeios
de cultura se encontﬁam nas seguintes publicaggess Skerman

(1959), Dowson (1957) ¢ Difco Manual (1948).

. Produgao de indol QEhrlich -~ B8hme)

Solugao a' - p—dimdtilaminobenzaldeido soescse lg
8lcool etilico (95%) eceoocoseess 95 ml
HC1 concentrado seeeeeecccacccces 20 ml
Solugao a" - persul%ato de Potassio seccccoccs 2 g

H20 delstilada ococcccoccsocccocccccss 100 ml
|
Adicionar ao meio da cultura partes iguais das solugoes a' e
a". O aparecimento de cor vermelha apos 5 minutos, indicaque
|

i
a prova & positiva.

Redugao de nitrato
S0lugao b' - Acido SUlfanilico: seseseeesceesns 8 g

501d0 2C611C0 5 N cocoeevesossees 1000 ml



c)

e)
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Solugao b" — ol —naftilamina ceseeccceccccsosns 58

8cido acético 5 N eveccecoccssses 1000 ml
Colocar algumas gotas das solugSes b' e b" nos tubos de cultu
ra em meio liquido. O aparecimento de uma colpragao T0SE0~ae~

vermelhada nitida indica a presenga de nitrito.

Produgéo de acetil-metil-carbinol
Prova do vermelho de metila (VM)
vermelho de metila eccoccececoesss 0,1 g
£1co0l etilico 95% vescccccccooss 300 ml
H20 destilada esecccococssescococes 500 ml
Colocar algumas gdtas da solugao nos tubos da cultura em meio
1iquido. O aparecimento de uma coloragao vermelha indica que

a prova é positiva e coloragao amarela indica que é negativa.

Prova de Voges—Proskauer (VP)
Solug;‘o C' —naftol .°°°°°.°°'°°°°‘°°°°.°....., 6g
£1cool etflico a 95% eceececsces 100 md

Solugao c" — hidréxido de K escesscscesccscsny 16 g

H20 destilada <esceccocssossssses 100 ml
A 1 ml do meio da cultura adicionar 0,5 ml de cada solugaoo
Agitar e deixar ao ambiente durante 5 a 15 minutose @ apare-
cimento de coloragao vermelha indica reagao positiva'(presenp

¢a de acetil-metil-carbinol).

Hidrélise de amido

A hidrdélise de amido foi verificada com uma solﬁgao diluida
de lugol. Coloragao azul indica que n30 houve hidrélise, co-
loraggo avermelhada indica hidrolise parcials 1fquido inco-

lory; claro, indica hidrolise total, com produg%o de maltose.

Solugao de lugol

10d0 escecooccsccesssecccccoccosgs lg
iodeto de POtASSIO sececoccocceon 2 g
H20 destilada «coscccoscocccosocsca 300 ml

Produgao de gés sulfidrico

H indicada pelo escurecimento (formagao de sulfuretos) de uma
tira de papel de filtro impregnado de uma solugao saturada de
acetato de chumbo. ZEssa tira é colocada no tubo, présa pelo

tampao de algodao, sem tocar o meio.
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As indicagaes para tais Teativos podem ser encontradas em
Skerman {1959) e Neder (1968).

3.3« Corantes
a) Solugao de cristal violeta (gram)
Solugao a'! - cristal violeta eccccocscaccossss 2 g

81c001 & 95% eocccccacossesccsesns 20 ml

Solugao a" = oxalato de aMONEO ococceccsecccssas 0,8 g
H2O destilada 00 000 000009 O0DO0CODOCOOTCT S O 80m1

Misturar as sclugoes a' e a".

b) Solugao de safranina (gram)
safranina em sol. alcodlica a 2,5% 10 m1
H20 destilada 000608 RNOOCOEOEROSOOCE R 100 ml

c) Solugao de safranina (esporos)
safraning eccecocecosscocccscscees 0,5 g
81CO0L seccocacccccccccoccsessssy 50 ml
H20 destilada .o..o.e.,...;...... 50 ml

d) Solugao de verde malaguita (esporos) .
verde malaguita eccoeccecocacscess lg
H2O destilada ©0 0000000000000 0GC9® 20 ml

3,4, Antibioticos

Os antibidoticos usados foram: sulfato de estreptomicina da Fon-
toura~Wyeth S.A. e cloridrato de clortetraciclina cristalina da Cyamamid Qui
mica do Brasil S.A., divisao Lederle. Os referidos antibidticos serao de-
signados por estreptomicina & aureomicinay; respectivamento.

As solugges de antibidticos foram sempre preparadas, momentos
antes de serem utiligzadas, por dissolugao de quantidades apropriadasdosmeg
mosy em solugao salina esterilizada (cloreto de sodio foi dissolvido em a~

gua destilada para dar uma solugao a 0,89%).

3.5, Isolamento e classificagao do patdogeno

O presente trabalho foi conduzido com uma linhagem de. bactéria
isolada da plantagao de repolho da Seggo de Horticultura da iscola Superior
de Agricultura "Luiz de Queiroz". Tal repolho era um hibrido de origem ja-
pondsa, Shikidori (Ikuta, 1965), inoculado com uma mistura de linhagens de

Xanthomonas campestris isoladas de repdlho e couve-flor de variedades locais
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(Kimoto, 1968).

0 isolamento foi feito segundo o método indicado por Dowson,
(1957). As hastes ou as nervuras das folhas de repdlho, com sintomasda doen
¢ay foram selecionadas e desinfectadas superficialmente por flambagem. 0
cortex foi removido em seguida e um pequeno pedago do tecido foi retirado
da regiéo dos vasos e transferidos para um tubo com 2 ml de agua destilada
esterilizada, para a obtengao da suspensao bacteriana. Depois de 20 a 30
minutos de repouso, uma alga da suspensgo foi semeada numa pcquena area de
uma placa de petri; contendo meio de Yeastrel; sem flambar a alga, estrias
foram feitas em outras areas desse meio de cultura contido na placay a qual
foi, em seguida, incubada a 28°C durante 48 horas. As coldnias crescidas
separadamente foram purificadas pelo método da diluigao em série (Pelezar e
Reid, 1965). Dez coldnias foram isoladas ¢ submetidas aos testes de identi
ficagaoe

Para a identificagao das bactérias foram feitos os seguintes
testes morfolégicos e bioquimicos (Skerman, 1959)3 tipo de crescimento da
cultura em tubos com nutriente 1iquido9 tipo da coldnia em placas com égar
nutrientey; forma e dimensao das células, coloragao de gram, motilidade, es-
poros, producao de gis sulfidrico, hidrélise do amido, redugao de nitrato,
agao sobre o leite, produgao de indol, hidrdlise da gelatina, em carbohidra
tos e produgao de acetil-metil-carbinol.

Para a classificagao usou-se o Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (Breed e outros, 1957).

Apds a identificagao e classificagao das bactérias, trés linha-
gens foram conseérvadas para serem em seguida testadas em relagao a patogeni

cidade.

3.6, Origem das sementes

As sementes empregadas neste trabalho foram cedidas pelo Insti-
tuto de Genética e pela Segao de Horticultura da Escola Superior de Agricul

tura "Luiz de Queiroz". Sao elas, respectivamente, sementes de Repdlho Lou

co ¢ sementes do hibrido Natsumaki Riso.
347+ Preparo do soloe

Bm todos os experimentos cultivou~se o hospedeiro em uma mistu~
ra formada de uma parte de terra roxa e uma parte de esterco de curral pe-
neirados serviu como cobertura outra parte de estérco peneirado.

Utilizamos caixas de barro com as dimensoes 18 cm de comprimen-

to x 18 cm de largura e 16 cm de altura.
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As misturas de solo e estérco e as caixas foram sempre esterili

zadas em autoclave a 120°C e durante 2 horas, com bastante antccedéneia &

sua utilizagao.

3.8, Camara umida

A camara Umida, para inoculacao do patégeno, foi feitadentro da
casa de vegetagao, cobrindo-se as caixas contendo plantulas, com filmes de
polictileno. As caixas cram abundantemente irrigadas antcs da colocagao do

polietileno.

3.9, Inoculagao das plantulas

Para o preparo.do indculo, a bactéria isolada foi repicada em
250 ml de nutriente 1iquido, contidos em frasco Brlenmeyer, c a .incubagao
foi a 2800 durante 96 horas.

Apos a incubagao, o inoculo foi diluido em égua destiladana pro
por¢cao de l:1.

A suspensao foi inoculaday por pulverizagao9 nas plantulas pre-
viamente submetidas as condigoes da camara uUmida por 24 horas. Apds a pul-
verizagao de tdda a superficie das fdlhas, as plantulas foram recolocadas
na camara umida onde permanccceram por um periodo de 24 a 36 horas.

Completado ésse periodo, as caixas com plantulas foram retiradas

da camara umida, e permaneceram na casa de vegetagao até a époéade selegace

310, Teste de patogenicidade dos isolamentos e reisolamentos

Apos a aplicagao dos testes para a identificagaoe classificagao
das bactérias, trés isolamentos foram testados em plantulas, para a verifi-
cagao da patogenicidade.

Neste teste, utilizamos sementes originarias do Repolho Louco.

Foram usadas 60 plantulas para o teste de cada linhageme 60 plan
tulas serviram como contrdole. Em ambos os casos as sementes foram trata-
das com agua a 50°C, durante 30 minutos. A inoculagao das plantulgs foi fei-
ta segundo item descrito atrés9 sendo que as plantulas contrdle nao sofre-
ram inoculagao com o patégenoy, e sim apenas pulverizagéo com o meio de cul-
tura 1iquido diluido.

Apos 30 dias; fizemos os reisolamentos do patogeno, seguidos de
nova identificagao e classificagao das trés linhagens. BEm secguida, dentre
essas,; cescolhemos aguela que se mostrou mais patogénica e esta foi a que u-
tilizémos neste trabalho.

Essa linhagem foi conservada em meio nutriente 1liquido e repica
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da cada trés meses.

311, Inoculagao de meios de cultura

0 indoculo usado foi sempre proveniente da linhagem de bactéria
isolada semeada em tubos contendo 10 ml de meio nutriente liguidoy e incuba
dos a 28°C durante 96 horas.

A inoculagao dos meios de cultura foi sempre fcita dependendo da
natureza do experimento cm questaog a) semeadura de 0,1 ml do inodculo sem
diluigao em tubos com meio 1iguido ou em placas cém meio s6lido; b) dilui
gses foram feitas quando requeridas, pipetando-se volumes conhecidos da cul
tura om 9 ml de solugao salina; 0,1 ml da diluigao apropriada foi semeado
em placas de‘petri contendo o mecio de cultura; um cspalhador de vidro, es-
terilizado em élcodl e flambadoy, foi usado para cspalhar a suspensao‘ sobre
a superficie do meio de culturaj c¢) semeadura de 1 ml do indeulo sem di-
luigao em tubo com 20 ml d¢ mecio so6lido liqHlefeito e resfriadoja 4700; le]

‘contetido do tubo foi imediatamente invertido em placa de petri.

3,12, Tratamento das sementes

Todas as sementes usadas foram tratadas com agua a 5000 durante

'30 minutos e deixadas a secar ao ar em papel de filtro, por 24 horas(Whlker,

1965).

\ v ~ 0 tratamento das sementes com os antibidticos estreptomicira e
aureomicina, foi feito de acordo com a técnica recomendada por Klisiewicz e.
Pound (1961). Foram mergulhadas nas solugaes_de concentragao adequada dos
respectivos antibiéticos, durante 30 minutos e deixadas a secar ao ar em pa
pel de filtro, por 24 horas. A seguir, para moderar a agao fitotoxica dos
antibié%icos as sementes foram mergulhadas, durante 30 minutos em uma solu
950 de sal especifico (0925 M) e deixadas secar ao ar. ‘

' Os sais usados foram cloreto de cdlcio e fosfato de potassio mg
nobésico; para as sementcs tratadas, respectivamente, com estreptomicina e
aureomicina.

A semeadura foi feita em sulco a uma profundidade de 1 cm, e as
sementes foram cobertas com estérco de curral peneirado e esterilizado. A~

pos a germinacao as plantulas defeituosas foram eliminadas.,
g .

3,13, Outras bactérias usadas em testes dos antibidticos

Bacillus subtilis, IZ-341 e Sarcina lutea, IZ-458, foram empre-

gados como organismos especificos (Klisiewicz e Pound, 1961), cm testes de

niveis de inibigao aos antibidticos usados neste trabalho,
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v

3.14. Sobrevivencia do patogeno frente aos antibiodticos
3.14.1. Sobrevivdncia & cstreptomicina

Al{quotas de solugoes do antibidtico foram adicionadas a tubos
com 20'm1 de égarrnutriento liqllefeito e resfriado a 4700, dc tal maneira.
que as concentragges finais foram as seguintes: 1,03 2,03 4,03 8,03
16,05 32,0 e 64,0 ug/ml de meio de cultura. O meio foi entao invertido
em placa de petri, esperado solidificar e em seguida semeado com Oy,1 ml de
diluigoes adequadas do indculo.

Como contrdle foram semeadas placas com meio de cultura sem an-
tibidtico.

Para cada concentracao foram semeadas trés placas, assimreomo pa,
ra o contrdle. Foram feitas 3 repetigoes.

As placas semeadas foram incubadas durante 5 diasy; a 28Q65M A-
pos 8sse periodo efetuou-se a contagem das coldnias.

Por comparagao cntre controle e tratamentosy calculou-sa & per-.

centagem de sobrevivéncia nas diversas concentragses do antibidtice..
3.14.2. Sobrevivoncia a aureomicina

O mesmo procedimento do item anterior foi usado.
Para a aureomicina as seguintes concentragaes finais foram usa-
dass 0,125; 0,253 0,503 1,05 2,03 4,03 8,0 ug/ml de meio de culturaz.

.

3.15. Obtengao e isolamento de mutantes resistentes aos antibigtices
3.15.1. Mutantes resistentes & estreptomicina

0 método de isolamento foi adotado segundo o modeélo de resistén
cia da estreptomicina (Braun, 1966), que é de um sO passo mutaciomal. Pro-
cedemos a semeadura de 0,1 ml de indculo da bactéria sem diluigao em 100 pla
cas contendo égar nutriente mais 64 ug/ﬁl de estreptomicina pormililitro de
meio de cultura. Um contrdle foi feito em placas com o mesmo meio de cultu
ra sem estreptomicina com a finalidade de sabermos o numero de céIulas " por
mililitro de indculo. Apds incubagao, através do nimero de coldnias que se
desenvolveram nos dois meios, foi calculada a fregléncia de mutagao da bac~
téria em relagao a resisténcia a estreptomicina. |

Em seguida, as coldnias que cresceram nessa concentrag%o de es-
treptomicina, foram isolsdas em tubos de agar nutriente, inclinado. A re-
sisténcia a estreptomicina, foi entao testada novamente pelo seguinte prdcg
dimento: 0,1 ml de indculo de cada uma das linhagens supostas resistentes,

foi inoculado, isoladamente, em uma série de tubos com nutriente 1liquido,
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com as seguintes concentragges finais do antibidtico: O0j 32,05 64,03

128,03 256,03 512,05 1024,0; 2048,0 ug/ml de meio de cultura. Os tubos
com O ug/ml de estreptomicina serviram como contrdle, Outro contrdole feito
foi a inoculagao da linhagem original sensivcl em meio com as mesmas concen
tragSes de estreptomicina usadas para os tratamentos. Apos 4 dias de incu-

bagao a 28°C foi observada a turvagao do liquido.
3.15.2. Mutantes resistentes & aureomicina

Utilizamos o método da placa em gradientes (Braun, 1966), reco-
mendado segundo modélo de resisténcia da aureomicina que é de varios passos
mutacionais. Consiste na preparagéo de uma placa com égar, contendo uma con
centragao do agente inibidory a qual vai aumentando linearmente ao longo de
um eixo horizontal da placa. GQuando essas placas sao semeadas com uma Sus—
pensao de bactérias, so as células resistentes formam coldnias 4 medida que
o gradiente da concentragao do antibictico vai aumentando. Repicando as co
1onias que se desenvolveram nas zonas de concentragao crescentc, a resistég
cia podora ser aumentada posteriormente, pela repetigao da técnica, mas com
uma concentragao de antibidtico duas e quatro vezes maior.

Os gradientes usados para a aureomicina foram os seguintes: 0
a 0,125 ug/mls O a 0,25 ug/ml; O a 0,50 ug/mls O a 1,0 ug/ml; O a 2,0
ug/ml; .0 a 4,0 ug/ml e 0 a 8,0 ug/ml. Foram feitas trés placas para astrés
primeiras concentragses e dez placas para as tres ultimas.

Colonias isoladas do gradiente mais elevado no qual conseguiram
se desenvolver, foram ensaiadas em meio liquido, a mesma maneira do descri
to @ara a estreptomicina, porém empregando as seguintes concentragSes de au
reomicinas 03 2,03 4,03 8,05 16,0 e 32,0 ug/ml de meio de cultura. Da
mesma maneira que para a estreptomicina, serviram como controle os meios,
contendo O ug de aureomicina por mililitro de meio d¢ cultura original. sgn-
sivel cnsaiada nas mesmas concentragSes de aureomicina. Apos quatrodiasde
incubagao a 28003 foi observado o crescimento através da turvagao de cultu-

ra liquido.

3,16, Determinagao dos niveis inibitdérios e da absorgao dos antibidti-
cos.
3.16.1. Niveis inibitorios dos antibidticos no isolamento da
bactéria, através do método da difusao pelo uso de dis-

cos de papcl de filtro.

A tubos com 20 ml de meio de cultura solido, ligllcfeito e res—

friado a 47OC, foi adicionado 1 ml de indculo da bactéria sem diluigao. Os
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meios inoculados foram, entao invertidos em placas de petri e deixados soll‘
dificar.

Discos de papel de filtro (Carl Schleicher e Schuell Co.,n9’740-
-B) foram colocados nas extremidades de alfinétes entomoldgicos fixados em
uma pega retangular de parafina. Com o auxilio de uma pipeta foram impreg-
nados com Oy41 ml das diferentes concentragges das solugaes de antibiodticos
usadas, ¢ al deixados por uma hora ou tempo suficiente para que se apresen-
tassem sGcos.

As solugses dos antibidticos usadas foram preparadas a fim de
impregnar os discos de papel de filtro com as seguintes quanfgdades de es=-
treptomicina: 2,03 4,05 8,03 16,03 32,03 64,05 128,0; 2564303 512,03
1024,05 1536,0 e 2048,0 ug c as seguintes de aureomicinas 2,03 4,03 8,03
16,05 32,03 64,03 128,03 256,05 512,03 1024,03 1536,0 ¢ 2048,0 ug.

Com o auxilio de uma pinga; os discos foram colocados sdbre omeio
de cultura inoculado e solidificado. Por placa de petri foi colocadoumdisg
co de papel de filtro impregnado com determinada concentragao de antibidti-
co. Para cada concentragao de antibiodtico foram usados trés discos de pa-
pel de filtro. )

As zonas de inibigao foram medidas com um compasso medidor, de-

pois de 24 horas de incubagao a 28°C.

3.16.2, Absorgao de antibidtico pelas sementes ¢ sua agao sdbre

. (4 . . .« ® .
organismos especificos aos antibioticos.

A tubos com 20 ml de meio de cultura s6lido liqllefeitoe reéfrig

do a 4700, foi adicionado 1 ml de inoculo de Bacillus subtilis por tubo, or

ganismo teste para a atividade de estreptomicina e 1 ml de Sarcina lutea,
organismo teste para a atividade de aureomicina. Os meios inoculados feram,
entao invertidos em placas de petri e deixados a solidificar.

As sementes utilizadas foram originadas do hibrido Natsumaki-Ri
s0 e tratadas com agua quente, antibidtico e solugao de sal especifico, de
acordo com o ja descrito no item 3.12.

As sementes foram tratadas com solugoes de estreptomicinanas seg
guintes concentragoes: 4,05 8,03 16,03 32,03 64,05 128,05 256,03
1024,05 1536,0 e 2048,0 ug/ml e com as seguintes concentragSes de aureomi
cinas 4,03 8,03 16,03 32,03 64,05 128,035 256,03 512,03 1024,0s
1536,0 e 2048,0 ug/ml.

Com o auxilio de uma pinga flambada, as sementes foram coloca~-
das soObre o meio de cultura solidificado. Foram colocadas trés ssmentes,/

com diferentes concentragGes de antibiotico por placa. Foram feitas trés
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repetigBes para cada série de concentragao de antibiotico.

As sementes nao tratadas, mas préviamente mergulhadas em &gua
destilada, por trinta minutos, foram usadas, como contrdlo.

As zonas de inibigao foram medidas com um compasso medidor, de-

pois do 24 horas de'incubagao a 28°C.

3.16.3., Absorgao de antibidticos pelas semenmtes ¢ niveis inibi-

térios, usando-se a bactéria isoladas

O mesmo procedimcnto do item anterior foi descnvolvido, utilXi-
zando~-se, como indculo, 1 ml da bactéria isolada.

As sementes utilizadas foram da mcsma origem ¢ sofrcram o mesmo
tratamento jé citado no item anterior, empregando-se as mesmas concentragaes
dos antibidticos. Sementes nao tratadas, mas préviamente mergulhadas om &-
gua decstilada por 30 minutos, foram usadas como contrdle.

As zonas de inibigao foram medidas com um compasso medidor, de- -

pois do 24 horas de incubagao a 28°¢,

3,16.4, Tratamento de sementes com estreptomicina e aureomicina
e determinagao dos niveis inibitérios em mutantes resis

tentes a &sses antibiodticos.

3.16.4,1., Inibigao dos mutantes por sementes tratadas

com estreptomicina.

A tubos com 20 ml de meio de cultura solido liqllefeito & res~
friado a 47°G9 foi adicionado 1 ml de uma cultura do mutante resistente a
64,0 ug/hl de estreptomicina, 1 ml de indculo de uma cultura mutante rosis-
tente a 8,0 ug/bl de aurcomicina e 1 ml de indculo de uma cultura semsivel
a ésses antibidticos, por tubo, respectivamente. Os meios inoculados fo-
ram invertidos em placas do petri e deixados solidificar.

Sementes tratadas com concentragges de estreptomicina que varia
ram do 440 a 2048,0 ug/ml, de acdrdo com o ji& citado no item 3.12.y foram
colocadas nas placas de petri com meio de cultura inoculado9 cm numero de

trés por placa e por concentragao. Foram feitas trés repetigoes.

3.16.4.,2, Inibigao dos mutantes por sementes tratadas

com aureomicina.

Placas de petri, contendo meio de cultura, foram preparadas e i-
noculadas com as mesmas culturas ja mencionadas no item 3.,16.4.1.

Sementes tratadas com concontragaes de aurcomicina que variaram
de 4,0 a 2048,0 ug/ml, de acdrdo com o ja citado no item 3.12,4 foram colo-

cadas nas placas, em numero dec trés por placa e por concentragao. Foramfei
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tas trés repetigoes.

3017. Avaliagao do comportamento das sementes inoculadas artificialmen

te com os mutantes da bactéria, resistentes aos antibidticos.

As sementes foram inicialmente tratadas com agua a 50°C9 duran-
te trinta minutos e deixadas a secar ao ar em papel de'filtro por 24 horas.
Em seguida, procedemos a inoculagao das mesmas, mergulhando~as em dois tu-
bos de cultura liquida, nos quais se enconiravam desenvolvidos, respectiva-.
mente, os mutantes de bactéria resistentes 3 estreptomicina e & aureomicina.
As sementes ai permaneceram por trés horas, sendo depois colocadas a secar
ao ar, cm papel de filtro, por 24 horas.

A seguir, as sementes inoculadas com mutante resistente & es-
treptomicina foram tratadas com &sse antibiotico, de acordo com as indica-
goes do item 3.12., nas seguintes concentragoes: 4,03 8,03 16,03 32,03
64,03 128,03 256,03 512,0; 1024,0; 1536,0 e 2048,0 ug/ml.

0 mesmo foi feito em relagao as sementes inoculadas com o mutan
te resistente 2 aureomicina, porém empregando-~se no tratamento das mesmas,
as soguintes concentragges do aureomicinas 4,0; 8,0; 16,0; 32,03 64,03
128,0; 256,0; 512,03 1024,0; 1536,0 e 2048,0 ug/ml, '

Tédas as sementes foram, em seguida, com o auxilio de uma pinga
flambaday; colocadas em placas de petri, contendo 20 ml de meio de cultura
sélido apropriado. Cada placa de petri comportou trés sementes tratadas com
a mesma concentragao do antibidtico; foram feitas trds repetigoes de cada
placa, para cada série de concentraggo de cada antibidtico. &s placas fo-
ram incubadas a 28°C ¢ examinadas diariamente, durante dezoito dias, a fim
de se observar o crescimento ou nao da bactéria.

Como contrdle, o mesmo procedimento foi desenvolvido, porém u-
sando-se para a inoculagao das sementes uma cultura ligquida do isolamento
sensivel da bactéria. BEstas placas também foram incubadas a 28°C, e 0 pe-

riodo de observagao foi de 18 dias.

3.18. Inoculagao de plantulas desenvolvidas de sementes tratadas com os

antibioticos.
3.18.1. Avaliagao do nivel de inibigao do mutante resistente 2
aureomicina, em plantulas desenvolvidas de sementes tra

tadas com aureomicina.

Sementes de repolho hibrido Natsumaki-Ris® sofreram o tratamen-
to j& descrito no item 3.12,, cmpregando-se as seguintes concentragsesdezgg'
reomicinas 1,03 2,0; 4,0; 8,0; 16,03 32,03 64,0 e 1,000,0 ml de solu
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gao.

A semeadura foi feita em sulco, em caixas preparadas de acordo
com o item 3.7.. Apds a germinagao, as plantulas defeituosas foram eliming
das e um(desbaste foi feito para reduzir o ntmero de plantulas para 20, em
cada caixa. Para cada concentragao de antibidtico empregada no tratamento
das sementes, foram usadas trés caixas (60 plantulas).

Apos o aparecimento das duas primeiras folhas verdadeiras, foi
feita,a,inoculagao das pléntulas, por pulverizagao, segundo o descrite no i
tem 3.9,

0 indculo usado foi de uma cultura liguida do mutante resiston—

te a 8,0 ug/bl de aureomicina e diluida em agua destilada esterilizada. na

proporgao de 1:1.
Como contrdle foram inoculadas 60 plantulas (3 caixas), de: se-.

mentes que nao sofreram tratamento pela aureomicina.

3.18.2. Avaliagao dos niveis de inibigao de mutantes resisten-
tes & estreptomicina e & aureomicina em plantulas de-

senvolvidas de sementes tratadas com Gsses antibidoticos.

Sementes de repdlho do hibrido Natsumaki-Ris® foramtratadas com
sgue a 50°C. Em seguida, foram separadas em trés grupos, Para cada grupo
foram usadas aproximadamentc seiscentas sementes. No primeiro grupo;consqg
varam~sc as sementes sem tratamento posterior, que serviram como eoﬁ#rale.
No segundo grupo, foram tratadas com uma solugao de 1000,0 ug de esfreptomi
¢ina por mililitro de solugéo. No terceiro grupo, as sementes foram trata-
das com uma solugao de 16,0 ug de aureomicina por mililitro de solugao. Ca
da grupo continha quatro caixas e tres repetigBes. Em cada caix&;_apss o]
desbaste, ficaram vinte plantulas. Os tratamentos das sementes foram fei~
tos de acdrdo com o item 3.12..

Apos o aparecimento das duas primeiras folhas vcrdadéiras, foi
feita a inoculaggo das plantulas, segundo o descrito no item 3¢9aa .

Os indculos usados foram (quadro I)s a) cultura liguida do mu
tante resistente & estreptomicina, diluida em agua destilada, na proporgao
de 1l:13 com essa cultura foram‘inoculadass plantulas de sementes: tratadas
com estreptomicina e plantulas de sementes tratadas com aurcomicinajs b) cul
tura 1iquida do mutante resistente a aureomicina, dilufida em agua destilada,
na proporgao de 1:13 com essa cultura foram inoculadas plantulas de semen
tes tratadas com agua a SOOC, plantulas de sementes tratadas com estreptomi
cina ¢ plantulas de semerntes tratadas com aureomicinasj c) cultura Ifguida

da bactéria isolada, sensivel, diluida om agua destilada, na proporgac -de

.
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1313 com essa cultura foram inoculadas plantulas de sementes tratadas com

sgua a 50°C, plantulas de sementes tratadas com estreptomicina e plantulas

de sementes tratadas com aurcomicinag

d) meio de cultura liguido,

livre

do patdgeno; com ésse meio foram, também pulverizadas as plantulas de se-

mentes tratadas com estreptomicina e plantulas de sementes tratadas com au-

reomicina, As plantulas, apos a inoculagao foram conservadas em estufa por

trinta diasy, quando entao foi feita a avaliagao da severidade da docnga;

Quadro I - Esquema ga distribuigao dos tratamentos das sementes e tipos de
inoculagao usados nas plantulas.

Sementes Inoculagao de Patdgeno
tratadas ' Sem
atada e Mutante resistente|Mutante resistente; . -
Sensivel N . . N .. inoculo
com a estreptomicina | - & aureomicina
Loua 20 20 20 20
a 20 20 20 20
50°C 20 20 20 20
BEstreptomicina 20 20 20 2
o 20 20 20 .20
{1.000,0 ug/ml) 20 20 20 . 20 -
Aureomicina 20 20 20 20
20 20 20 20
(16,0 ug/m1) 20 20 20 20

3.19, Método de avaliagao da severidade da doenga.

| Para a avaliagao das plantas doentes.empregémos o critério uti-

ligada por Tokeshi (1966), com modificagoes de Neder e outros (1964),v isto

&, leituras efetuadas com trinta dias apds a inoculagao e classificagac das

plantulas de acdrdo com os sintomas macroscopicos internos e externos, cau-

sados por Xanthomonas.

O critério usado na classificagao das plantulas foi o seguintes
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. Nota Sintomas apresentados pelas plantulas

0 Plantas sadias sem sintomas externos ou internos observa-
veis no caule cortado na altura do primeiro internddio, logo a=

cima dos cotilédones.

1l Vasos coloridos na regiao do primeiro internddio sem ou- .

tros sintomas visiveis.

2 Vasos coloridos até a altura da primeira f61ha{ com pelo

menos, um foliolo com amarelecimento.

3 Vasos coloridos até a metade do comprimento do caule, com

duas ou mais folhas com amarelecimento.

A Vasos coloridos até proximo ao ponteiro; maioria das fo-

lhas murchas, com excegao do ponteiro.

5 Plantas mortas, ou com vasos coloridos ¢ folhas murchas

até o ponteiro,

3,20, Métodos de analise estatistica

NWa realizagao das andlises estatisticas, todos os dados foram
transformados para arco seno \/P s de acordo com Snedecor (1956).
Foi utilizado o teste de Tukey para as comparagges das médias,

de acordo com Pimentel Gomes (1966).

3.21, Reisolamento e caracterizagao das bactérias mutantes resistentes.

Apds a avaliagao da severidade da doenga, proccdecu-se o reisola
mento e identificagéo dos patdgenos resistentcs aos antibioticos, de acdrdo
com o jé descrito no item 3.5.+ Foram tomadas ao acaso vinte pléntula&dogg
tes provenientes de sementcs tratadas com estreptomicina e inoculadas com.
bactéria mutante resistente & estreptomicina e vinte plantulas provenientes
de scmentes tratadas com aureomicina ¢ inoculadas com bactéria mutante re-
sistente & aureomicina. _

As vinte primeiras linhagens de bactérias reisoladas foram de~
senvolvidas em meio nutriente liguido e incubadas por 56 horas a 28°C.  Em
seguida, Oy1 ml dessas cuituras desenvolvidas foram semeadas em placasde pg
tri, contendo nutriente agar adicionado de estreptomicina nas concentragoes .
finais de 64,0; 1024,0 e 2048,0 ug por mililitro de meio de cultura. Foram

feitas trés placas para cada linhagem. Foram incubadas por 96 horas a 28°CL
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As outras vinte linhagens reisoladas foram da mesma maneira se-
meadas em placas de petri, contendo nutriente agar adicionado de aureomici-
na numa concentragao final de 8,0 ug por mililitro de meio de cultura. Fo-
ram feitas trés placas para cada linhagem. Foram incubadas por 96 horas a
28°¢c,



-26-

4. RISULTADOS OBTIDOS

4,1, Isolamento e classificagao do patdgeno.

Apds a purificagao das dez coldnias isoladas das hastes de repd
lho, tipicamente infestadas, aplicaram-se os testes morfoldgicos e bioquimi
cos para a identificagao das mesmas. Trés dessas culturas apresentaram os

seguintes resultados:

Tipo de crescimento da cultura em tubos com nutriente liquidos turva~

¢ao com formagao de anel ¢ pelicula.

Tipo de colonia em agar nutriente: &amarela, redonda, lisa, brilhante,

translicida, margens inteiras.

Temperatura 0tima de desenvolvimento: entre 28 e 30°C.
Forma: ©bacilos isolados.

Dimensao: 0,3 a 0,5 u de largura por 1,0 a 2,0 u de comprimento.
Motilidade: mdveis.

Coloragao de gram: gram-negativo.

Coloragao de esporos: esporos ausentes.

Producao de gas sulfidrico: positiva.

Hidrolise do amido: positiva.

Redugao de nitrato: nitrato nao produzido

Acao sdbre o leite: reagao alcalina, caseina digerida.
Produgao de indol: fracamente produzido.

Hidrolise da gelatina: positiva.

Agao em carbohidratos: &cido, mas nao gas produzido de glucosc, sacarg

se, lactose, glicerol e manitol,
Liqﬂefagao de pectato: positiva.

Produgao de acetil-metil-carbinols
a- Produgao do vermelho de metila - negativa.

b- Prova de Voges—~Proskauer - negativa

Pela chave de classificagao do Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, de Breed e outros (1957), essas trés linhagens de bactéria i-

soladas ficaram enquadradas dentro do género Xanthomonas, ¢ na chave de es-

pécics désse genero, se classificaram como Xanthomonas campestris (Pammel,
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1895) Dowson, 1939.

Ae2. Teste de patogenicidade de Xanthomonas campestris e reisolamentos.,

Nos testes de patogenicidade, as plantulas inoculadas apresenta
ram sintomas nas fdlhas entre quatro a cinco dias apds a inogulagao. Pri-
meiramente, os bordos das folhas mostraram pontos necréticos. Partindo dés
ses pontosy; os tecidos fornavam-se amarelos e as necroses progrediam para o
centro da f61ha,'uéua1mente em forma de Vs com base voltada para a nervura
central. Nos tecidos cloréticos as nervuras apresentavam-sec de cor escura.
Ocorrcram necroses nos tecidos vasculares. |

Das trés linhagens testadas quanto 3 sua patogenicidade em rela
950 as pléntulas de repolho Louco, encontramos que uma delas causou total
prejuizo, apresentando um rcsultado de 100% de plantulas doentes. Bsta foi
a escolhida para a realizagao ddste trabalho. Reisolamentos das linhagens.
utilizadas neste teste, dc acordo com o item 3,10., foram submetidas aos tes
tes de identifioagao (item 3;5.), confirmando tratar-se, como era esperado,

de Xanthomonas campestris.

¢

4.3, Sobrevivéncia de Xanthomonas campestris frente aos antibidticos.

4.3.1. Sobrevivéncia & estreptomicina.

O nimero de células sobreviventes nas diversas concentragoes de
estreptomicina, ehcontram-se no quadro II. Colocando-se num gréfico a pei-
centagem de sobreviventes em relagao &s concentragoes de estreptomicina, va
mos obter uma curva que val nos mostrar como se processa a queda de viabili
dade com o aumento de concentracao de antibidtico (grafico 1).. A linha pon
tilhada nesse gréfico, indica Como se processaria, teOricamente a queda de
viabilidade§ se 0 material fdsse uniforme com relaggo 3 resistdnecia a estrep

tomicina,
4.3.2. Sobrcvivéneia & aureomicina.

As percentagens de sobreviventcs nas diversas concentragoes de
aureomicina usadas, encontram-se¢ no quadro III. O grafico 2 mostra a curva
de resistdncia da bactéria ao antibidtico. A linha pontilhada indica como
continuaria, tedricamentc a curva, se a populagao fosse uniformecomzelagao

a aureomicina.
4,4, Obtengao e isolamento de mutantes resistentes aos antibidticos.
4.4.1. Mutantes resistentes-a estreptomicina.

As cem placas de petri, contendo 20 ml de nutricnte agar mais
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64,0 ug de estreptomicina por mililitro, semeadas com O,1 ml da linhagem da
bactéria sensivel9 aprésentaram un total de vinte e trés coldonias desenvol-
vidas ou seja, colonias mutantes resistentes a ossa concontragao de estrep-
tomicina. Pelo contrdle foitog pode-se saber que o titulo da populagao se-
meada foi de T x 109 bactérias por mililitro de inoculo. No total das cem
placas foi, entao semeada uma, populagao de 7 x 1010. Portanto, vinte e trés
mutantces numa populagao de 7 x 1010 bactérias sensiveis, nos permite dizer
:que a freqllencia de mutagao, necssa populagao @ com essa concohtragao de an-
tibidtico, foi de um mutantc em 3,04 x 10° células de bactérias.

Essas vinte e trés coldnias mutantes resistentes a estreptomici
na foram isoladas em tubos de agar nutriente inclinado e foram testadas no-
vamente em relacao a diferentes doses de estreptomicina em meio de cultura
liquido; foram observadas guanto ao crescimento pela turvagao produgida no
meio de cultura por comparagao com a turvagao produzida em meio de cultura
sem estreptomicina. Os resultados relativos a cinco désses mutantes, enconm

tram-ge no quadro IV,
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Quadro II - Percentagem de sobreviventes de Xanthomonas campestris sensi-
vel & estreptomicina adicionada ao meio solido. ‘
(Média de trés experimentos)
Concentragao de Ne médio de : Percentagem
estreptomicing diluig:'éog coldnia por N:{ﬁzgizgg-de sobrevi- Per;ggzzgem
ug/ml placa’ -ventes
106 1,0 x 107 100,0
0,0 1070 141 1,4 % 10° 100,0 1100, 0
80 8,4 x 108 100,0
69 | 6,9 = 10° 69,0
, -6 8. ,
1,0 10 97 9,7 x 10 69,2 7355
66 6,6 x 10° 82,5 '
8
p 47 4,7 x 10 47,0
2,0 10~ 71 751 % 1o8 50,7 50,4
8
43 4,3 x 10 53,7
40 4,0 % 107 4,0
4,0 107 58 | 5,8 x 10/ 4y1 3,5
20 2,0 x 10 2,5
25 2,5 x 10% | 2,5 x 1072
8,0 s/ diluir 30 3,0 x 10° | 2,1 % 10™7| 2,1 x 1072
14 1,4 x 10° 1,7 x 1077
11 1,1 x 10° 1,1 x 107
16,0 s/ diluir 9 9,0 x 10% | 6,4 % 10°°| 4,2 x 107°
' 5 5,0 x 10t 6,2 x 10‘6
3 3,0 x 100 | 3,0 x 107°
32,0 s/ diluir 2 2,0 % 10t 1,4 x 10'6 2,3 X~1O_6
| 2 2,0 x 101 2,5 x 1o"6
0 0
64,0 s/ diluir 1 1,0 x 10t 7,0 x 107 2,3 x 1077
0 0 0

Z 041 ml semeado

+ pelo menos trés placas



.AHE\msv erutotwoldealse ep orvdBIJU20UOY

p - o S B BT
— J-OTxEe
:mbHHm.m
:msonNJ
;m..o?:.m
=
w
o
o
5
(0]
o
s
p
o>
5
o
[
o
-G
. *vutotwojdeay}se
STI950dWED SEUOWOYIUEY Op BTOUSOATA®IQOS ©p BAIN) = [ OOTJFBIp ~¥¢0G

0°00T



-31-

Quadro III - Percegtagem de sobreviventes de Xanthomonas campestris sensi-
vel a aureomicina adicionada ao meio solido.
l . . dl . d 3 ’lld
(M8dia de trés experimentos)
C°n°entr?9?° de diluig'éog e Te@lo de N2 de sobre Percentaggm Percentagem
aureomicina colonia por viventeé- de sobrevie nédia
ug/ml placat ventes
45 4,5 x 108 100,0
0,0 10-6 54 5¢4 x 108 100,0 100,0
42 4,2 x 108 100,0
' 21 _2,1 x 10: 46,0
0,125 10'6 23 2,3 x 10 4245 43,7
19 1,9 x 10° 45,2
73 T:3 x 106 1,6
0,25 1074 65 6,5 x 10° 1,2 1,4
60 6,0 x 106 1,4
94 9,4 x 104 | 2 x 1072
-2 5 -2 -2
0,50 10 110 1,1 x 10 2x 10 2x 10
105 1,0 x 10° 2 x 1072
68 6,8 x 107 1x 1073
=1 31 ~3 -3
1,00 10 72 | 7,2 x 10 lx 10 1 x 10
60 | 6,1x10 | 1x103
0 0
2,00 s/ diluir 0
0 0 0
4,00 s/ diluir 0
0 o -
0 0 0
8,00 s/ diluir 0 0 0 6,6 x 1071
1 1 x 10 2 x 10"6

# 0,1 ml semeado

+ pelo menos trés placas



) = O
o - “ -
AHS\msv BUTOTWOSIN® 8P 0LdBIJUSOUO) o © N

- 0‘9

fSZI‘O

s | S 1 _ 1

-32-

*BUTOTWOSINE ®©

-

sTI}sedWed SeuoWOyFURY Op BIOUQATAOI(OS ©p BAIN) — g OOTJRIDH

)01 x9°%9

qos %

o

TABI

., 0T X2

v

|TOoULA

~6T

Ly
001




=33~

Quadro IV - Mutantes resistentes a estreptomicina tgstados em meio liquido
mais diferentes concentragoes de antibiotico.

Coldnias Concentragao de estreptomicina (ug/ml)

testadas ol2|4| 8| 16| 32| 64 ‘128 256 | 512 | 1024 | 1536 | 2048

Mutante
Mutante
Mutante
Mutante
Mutante

vos W e
+ o+ 4+ o+ 4+
+ o+ + o+ o+
+ o+ + o+ 4+
+ o+ + + 4+
o+ o+ + o+
+ o+ + o+ 4+
o+ o+ o+ o+
+ o+ + + o+
o+ o+ o+ 4+
o+ o+ o+ +
O+ o+ o+ 4+

|

{

Linhagem
sensivel + | === - - - - - - - - -

+ crescimento - nao crescimento

4.4.2. Mutantes resistentes a aurcomicina

No isolamento de mutantes resistentes a aureomicinay, obteve-se
crescimento de trés coldnias em zonas do gradiente com concentragao, aproxi
madamente de 3 ug do antibidtico, por mililitro de meio. Essas colonias de
pois do reisoladas e inoculadas no gradiente de 0,0 a 8,0 ug/ml de aureomi-
cina nao apresentaram resistdncia as concentragaes maiores quo 3,0 ug/ml.

Contudo, neste trabalho, foi obtido um mutante rosistente a 8,0
ug de aureomicina por mililitro de meio de cultura. BEsse mutante apareceu

quando se realizou a avaliagao da sobrevivoncia de Xanthomonas campestris

em rclagao a diferentes doses de aureomicina (item 3.14.2.).

Trés linhagens mutantes resistentes a 3,0 ug de¢ aurcomicina e a
linhagem resistente a 8,0 ugs; quando ensaiadas em meio liguido com diversas
concontragges désse antibidtico, apresentaram os resultados que se encon-

tram no quadro V,
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Quadro V - Mutantes resistentes a aureomicina testados em meio ligquido com
diferentes concentragoes do antibiotico.

Concentragao de aureamicina (ug/ml)
Colorias testadas
0 : 2 4 8 16 32
Mutante 1 + ' + - - - -
Mutante 2 + + - - - -
Mutante 3 4+ + - - - -
Mutante 8 + + + -* - -
Linhagem sensivel + - - - - -
+ creseimento ‘ — nao crescimento

mutantes 1, 2, 3 sao resistentes a 3 ug/ml

mutante 8 é resistente a 8,0 ug/ml

4.5« Determinagao dos niveis inibitdérios e da absorgao dos antibidti-
COS. .
4.5.1. Niveis inibitérios dos antibioticos em Xanthomonas cam-
‘ pestris através do método da difusao, pelo uso de dis-
cos de papel de filtro.

A inibigao de Xanthomonas campestris pelos dois antibiodticos foi
determinada em concentragges dos antibioticos que variaram de 4,0 a 2048,0
ug. Os resultados dados pelos diametros dos halos de inibigao, encontram-

~se no quadro VI.
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Quadro VI - Inibigao de Xanthomonas campestris pelos dois antibidticos, de-

,,,,, —

terminada pelo método da difusao com disco de papel de filtro.

(Média de trés repetigoes)

Concentragdes dos Didmetro dos halos de inibig¢ao (mm)
antibioticos : Xanthomonas campestris
ug ‘estreptomicina aureomiecina
0,0 , 0,0 0,0
4,0 4,0 17,0
8,0 10,0 26,0
16,0 14,0 29,0
32,0 21,0 31,0
64,0 ‘ 23,0 32,0
128,0 25,0 - 33,0
256,0 27,0 34,0
512,0 | 28,0 | 35,0
1024,0 30,0 37,0
1536,0 ’ 30,0 37,0
2048,0 30,0 ' 3750

4.5.2. Absorgao dos antibidticos pelas sementes e sua agao SO0~

bre organismos especificos aos antibidticos.

A absorgao dos antibioticos pelas sementes foi medida nas zonas

de inibigao do crescimento de Bacillus subtilis e de Sarcina lutea, em meio

de cultura inoculado com esses organismos. 4 inibigao dessas duas bactérias
- foi determinada em concentragses que variaram de 4,0 a 2048,0 ug/ml. Os re
sultados dados pelos diametros dos halos de inbigao, encontram-se no gua—
dro VII, ’
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Quadro VII - Inibigao de Bacillus subtilis e Sarcina lutea por sementes tra
tadas com estreptomicina e com agureomicina, respectivamente.

(Média de trés repetigoes)

Goncentragdes dos DiZmetro dos halos de inibigao (mm)
antibidticos | Bacillus subtilis Sarcina lutea
ug/ml estreptomicina aureomioina
0,0 0,0 0,0
4,0 0,4 3,6
8,0 0,5 4,40
16,0 - 1,2 . 593
32,0 253 T46
6440 3,6 : 9,0
128,0 ‘ 5,0 10,0
256,0 75,0 12,0
512,0 8,2 12,6
1024,0 : 9,3 13,8
1536,0 11,4 14,6
2048,0 13,2 15,8

4.5¢3. Absorgao dos antibioticos pelas sementes e sua agao S0=

bre Xanthomonas campestris.

A absorgao dos antibidticos pelas sementes foi medida pelas zo-

nas de inibigao do crescimento de Xanthomonas campestris, que se formaram pe

la difugao do antibidtico para o meio de cultura inoculado com &sse micror-
ganismo, A inibigao dessa chtéria foi determinada em concentragOes que va
riaram de 4,0 a 2048,0 ug/ml (quadro VIII).
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Quadro VIII - Inibigao de Xanthomonas campestris por sementes tratadas com
estreptomicina e aureomicina.

(Média de trés repetigoes)

Concentragdes dos Dizmetro dos halos de inibigao (mm)
antibioticos Xanthomonas campestris
ug/bl estreptomicina aureomicina
0,0. 0,0 0,0
4,0 0,0 L5
8,0 2,6 2,8
16,0 2,8 Sgd-
32,0 _ 350 655
6440 ’ 393 950
128,0 3,8 10,5 °
256,0 | 4,6 12,0
512,0 7,6 12,8
1024,0 8,0 13,0
1536,0 10,3 14,2
2048,0 12,2 15,7

4e5¢4s Tratamento de sementes com estreptomicina e aureomicina

e determinagao dos niveis inibitdrios em mutantes de

Xanthomonas campestris resistentes a-ésses antibidticos. -

4;5;4.1. Inibigao dos mutantes de Xesdliemenas campes-

tris por sementes tratadas com estreptomicina.

" As zonas de inibigao dos mutantes de Xanthomonas campestris re-

sistentes aos anti“biéticos9 determinadas por sementes tratadas eom estrepto
micina, acham-se no quadro IX., O mutante resistente 3 estreptomicina nao
apresentou inibigao por sementes tratadas até com uma solugao de concentra~
gao de 2048,0 ug/hl. 0 mutante resistente & aureomicima nao apresentou ini
‘bigao por sementes tratadas até com uma solugao de 256;0 ug de estreptomici
na por mililitro. A linhagem sensivel mostrou inibigas para tddas as con-

centfaggés usadas, exceto & de 4,0 ug/ml.
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@Quadro IX - Zonas de inibigao dos mutantes determinadas por sementes trata-
das com estreptomicina.

(Média de trés repetigoes)

Didgmetro dos halos de inibigao (mm)
Bstreptomicina
Xanthomonas campestris
ug/bl | e mutante resistente mutante resistente
sensivel 3 estreptomicina a aureomicina®
4,0 0,0 0,0 0,0
850 255 0,0 0,0
16,0 2,7 ' 0,0 0,0
32,0 3,1 0,0 0,0
64,0 3,3 0,0 0,0
128,0 4,0 0,0 0,0
256,0 4,8 0,0 - 0,0
512,0 7,2 0,0 2,6
1024,0 | 8,2 0,0 4,3
1536,0 9,8 0,0 5,3
2048,0 12,5 ‘ 0,0 7,2

C4.5.4.2. Inibigao dos mutantes de Xanthomonas campestris

por sementes tratadas com aureomicina.

As zonas de inibigao dos mutantes de Xanthomonas campestris re-

sistentes aos antibidticos, determinadas por sementes tratadas com aureomi-
cinay; acham-se no quadro X.

0 mutante resistente & aureomicina nao apresentou zona de inibi
gao nas cohcentraqges'de 4,0 e 8,0 ug de aureomicina por mililitro de solu-
gaog a partir dessas concentragaes, as medidas dos halos de inibigéo podem
ser vistas no quadro X. O mutante resistente a estreptomicina nao apresen=
tou zona de inibigao até a concentragao de 32,0 ug de aureomicina por mili-
litro da solugao; a partir dessa concentragao ésse mutante passou a ser i-
nibido. A linhagem sensivel mostrou halo de inibigao em tddas as concentra

goes usadas no tratamento das sementes.
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Quadro X - Zonas de inibigao dos mutantes determinadas por sementes trata-
das com aureomicina.

(Média de trés repetigoes)

Diametro dos halos de_inibigao (om)
Aureomiocina ‘ mutante resistente mutante resistente

ug/ml sensivel 3 estreptomicina 3 aureomicina
4,0 2,0 0,0 0,0
8,0 4,2 0,0 0,0
16,0 5,3 0,0 3,8
32,0 6,7 0,0 | 5,2
64,0 8,8 8,0 | 8,0
128,0 955 . 853 : 8,6
256,0 11,7 10,0 9,0
512,0 12,8 10,8 11,0
1024,0 13,3 12,0 13,8
1536,0 14,7 12,6 15,3
2048,0 16,2 13,2 17,3

4460 Avaliagao do comportamento das sementes inoculadas artificialmen-

te com os mutantes de Xanthomonas campestris resistentes aos anti

bioticos.
As sementes inoculadas artificialmente com o mutante de Xantho-

monas campestris resistente a estreptomicina e tratadas com Gsse antibidti

~ . ' ~
co, em concentragoes que variaram de 4,0 a 2043,0 ug,mi de solugao, apresen
taram crescimento em todas as placas com meio de cultura onde foram celoca-

das. Todas as sementes inoculadas com Xanthomonas campestris‘sensteil que

serviram como controle, tiveram seu crescimento completamente inibide pelo

antibidtico.

As sementes inoculadas, artificialmente com o mutante d&e& Xantho

monas campestris resistente a aureomicina e tratadas com ésse antibidtico em
concentragges que variaram de 2,0 a 2048,0 ug/ﬁl de solugao, gpresentaram
os seguintes resultadoss houve crescimento do patégeno nas placas onde es-
tavam sementes tratadas com até 8,0 ug do antibidtico por mililitro da solu
950. A partir dessa concentragao, essa linhagem mutante, testada nao apre
sentou crescimento no meio de cultura, mostrando-se, portanto, sensivel a

concentragao do antibidtico, superiores a 8,0 ug/ml. Tddas as sementes ing



~40-

culadas com Xanthomonas campestris sensivel, tiveram crescimento completa-

mente inibido pelo tratamento com a aureomicina.

Aol Inoculag;o de plantulas desenvolvidas de sementes tratadas com os

antibioticos.

4.

7.1. Avaliagao do nivel de inibigao do mutante de Xanthomonas

campestris resistente a aureomicina, em plantulas desen-

volvidas de sementes tratadas com aureomicina,

Os resultados do nivel de inibiggo do mutante resistente:avawr

reomicina pela classificagao das plantulas, de acordo com o item 3.19. e eXx

pressos em percentagem da severidade da doenga, encontram-se no quadro XI,

e no grafico 3.

A analise da variancia dos dados, cencontra-se no quadro XII.

Quadro XI - Resultados da classificagao das plantulas desenvolvidas de se~
mentes tratadas com aureomicina e inoculadas com mutante resig-
tente a 8,0 ug/ml de aureomicina, expressos_em percentagemda sg

veridade da doencgas

dados das trés repetlgoes do experimento.

Pratamentos Repetigoes Médias
arco seno
ug/ml I II 111 % Vo
040 89,0 90,0 86,0 88,4 | 70,1
11,0 86,0 83,0 87,0 85,4 6745
2,0 85,0 86,0 84,0 85,0 67,2
4,0 84,0 81,0 88,0 84,4 66,8
8,0 88,0 69,0 85,0 81,3 64,4
16,0 89,0 82,0 75,0 82,4 65,2
32,0 5950 50,0 51,0 53s4 | 4659
64,0 16,0 15,0 20,0 17,0 24,3
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Quadro XII - Analise da variancia dos resultados do n1ve1 de 1n1b1gao do mu
tante de Xanthomonas campestris resistente a aureomicina. (Da

dos transformados para arco seno VP,

F. de variagao GL s.q. Q.M. D.P; 's
Tratamento 7 5.218,4075 745,4867 27,30 | 7,46
frro 16 213,9579 13,3724 3,66

Total 23 5.423, 3654

c;v; = 6,2% ¥x = significativo ao nivel de 1%

A analise da variancia apresentou diferencga signlflcatlva ao n1
vel de 1% de probabilidade para os tratamentos. )

A diferenca minima significativa, relativaao teste de Tuksy foi
de A 14 = 12,89, B&sse teste mostrou que as médias das plantulas de semen
tes tratadas com concentragoes de 0,0 a 16,0 ug/ml de aureomicina nao apre-
sentaram diferengas estatisticas entre si. O tratamento das sementes com
concentragzes de antibiotico, superiores a 16,0 ug/hl, aprescntaram as meno
res médias de 'severidade da doenga, donde se escolheu essa concentragao pa
ra o tratamento das sementes, quando da avaliagao do nivel de inibigao dos

. . i - . . . s s
mutantes resistentes a estreptomicina e a aureomicina.

4.7.2. Avaliagao dos niveis de inibigao de mutantes resistentes
L) . . . < . . ~ .
a estreptomicina e a aureomicina em plantulas desenvolvi

das de sementes tratadas com 8sses antibidticos.

Os resultados dos niveis de inibicao dos mutantes resistentes a
estreptomicina e & aurecmicina, pela classificagao das plantulas, de acordo
com o item 3.19. e expressos cm percentagem de severidade da doenga; encon-

tram-se no quadro XIII e grafico 4.

A analise da variancia dos dados encontram-se no quadro XIV.
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Quadro XIII - Resultados da.cléssificagao das plantulas desenvolvidas de se
mentes tratadas com estreptomicina e com aureomicina, e inocu

ladas com os mutantes resistentes, e expressos em percentagem
de severidade da doenca.

Tratamentos  Repetigoes Médias
. A arco_seno
Indculo Semente I II III % v
A.q. + estrep.! 67,0 55,0 54,0 58,7 50,0
sensivel | A.q. + aureo. 56,0 51,0 59,0 5553 48,1
A. quente 72,0 71,0 76,0 73,0 58,7
Mut, A.q. + estrep.| 71,0 79,0 75,0 75,1 60,1
estrepe A.q. + aureo. 72,0 84,0 67,0 4,7 ‘ 59,8
A. quente 83,0 82,0 74,0 79,8 63,3
Mut o A.q. + estrep.| 87,0 89,0 81,0 85,8 | 67,9
AUTE0. A.q. + aureo. 79,0 79,0 82,0 80,0 63,5
A. quente 90,0 81,0 78,0 83,3 65,9
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Quadro XIV - Analise da varidncia dos resultados dos niveis de inibigao dos
mutantes de Xanthomonas campestris resistentes, em plantulas
desenvolvidas de sementes tratadas com os antibidticos. (Da—
dos transformados para arco seno vﬁ?).

- F. de variagao GL S.Q. Q.M. D.P. gva
Sementes 2 ‘ 139,7720 69,8860 8,36 2,30 n.s.
Inoculagao . p) 842,4928 421,2454 20,52 | 5,65 ==

Ax B 4 | 105,3102 26,3276 5,13 | 1,41 n.s.

(Tratamentos) (8) (1087,5730) 135,9466 11,66 | 3,21 ==
Brro ' 18 236,9762 13,1653 3,63
Total 26 1324,5492
C.V, = 6,1% #x = significativo ao nivel de 1%

A analise da variancia apresentou diferenca significativa ao ni
vel de 1% de probabilidade para os tratamentos. Nao houve diferenga signi-
ficativa entre os tipos de tratamento usados nas sementes. Houve diferenca
significativa para os tipos de inoculo usados, ao nivel de 1% de probabili-
dade. A interagao semente x indeculo nEorapresentou significancia.. Isto.
vem indicar que o efeito dos indculos, estatisticamente é o mosmo paréos<tg
versos tratamentos das scmontes. A diferenca minima significativa referen-
te ao teste de Tukey, para tratamentos foi de o 14 12,76, Bste teste
mostrou que as médias das plantulas dec sementes tratadas ¢ inoculadas apre-

sentaram diferengas estatisticas entre si.
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Quadro XV - Valdres médios da 1nfestagao de plantulas provenicntes de semen
tcs tratadas com agua quente, agua quente mais ostreptomlclna °
agua quente mais aureomlclna, quando da 1nocu1agao com bactéria
sens1vel, mutante resistente a estreptomicina ¢ mutante resis-
tente a aureomicina.

Tratamento das sementes ‘ Médias
Indculo reo Semo
A. quente| A.q. + estrep.| A.Q. + aureo. % a /T
Sensivel 73,0 58,7 : 55,3 62,5 52,3
M, estrep. 7998 7551 14,7 16,6 61,0
M. aureo. 83,3 85,8 ‘ 80,0 - 83,1 65,7
) % 7849 74,0 70,5 7455 -
Medias
VE | 626 5953 57,1 - | 59,69

As diferengas minimas significativas, relativas ao teste de Tukey,
para os tratamentos usados nas sementes e para os tipos de indculo usados,
foram de A 5% = 4,37 e de A 1% = 5,69. Bsse teste mostrou que as mé
“dias das plantulas diferem entre si quanto ao tipo de indculo usado, haven-
do diferenga significativa entre plantulas inoculadas com o mutante resis-
tente & aureomicina e plantulas inoculadas com a bactéria sensivel, ao ni-
vel de 1% de probabilidade. Houve diferenga estatistica significativazu)gi.
vel de 5% de probabilidade entre plantulas inoculadas com o mutante resis-
tente a estreptomicina e plantulas inoculadas com o mutante r051stente a au
reomicina. 4 dlferenga significativa entre plantulas inoculadas com o mu-
tante rosistente 3 estreptomicina e pléntulas inoculadas com a bactéria sen

‘sfvel foi de 1% do probabilidade.

4.8, Reisolamento e caraoteriZagao dos mutantes resistentes a estrepto

micina e & aureomicina.

As vinte linhagens de bactérias resistentes a estreptomicina,
reisoladasy; apresentaram crescimento completo nas concentragges de 64,0,
1024,0 e 2048,0 ug de estreptomicina por mililitro de meio -de cultura..

As vinte linhagens de bactérias resistentes a aurcomicina, rei-
soladas, apreséntaram crcscimonto completo na concentraggo.de 8,0 ug désse

antibidtico por mililitro do meio de cultura.
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5 DISCUSSa0 DOS RESULTADOS
As caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas apresentadas pela

bactéria isolada, coincidem, exatamente com as indicadas no Manual de Bergey

(Breed e outros, 1957) para a espécie Xanthomonas campestris. ZEntretanto,

fazendo uma comparagao entre as caracteristicas atribuidas &s espécies de

Xanthomonas que atacam as Cruciferas, constatamos que as mesmas se diferen
ciam quase que exclusivamente nas suas relagaes com o hospedeiro., Numa ana
lise mais ampla, e de acordo com idéias e trabalhos de varios autores,: que
passaremos a expory poderemos diger que o género Xanthomonas poderia ser re
duzido a umas poucas espécies. Colwell e Liston (1961) analisaram no compu
tador eletrdnico, 16 espécies de Xanthomonas que cairam em dois grandes gru
pos. As diferencgas entre elas eram relativas a peptonizagao do leite, 1li-
qﬁefagao da gelatina e hidrolise do amido, as quais os autorcs consideraram
nao significativas para separa-las em espécies. Usando as mesmas linhagens
De Ley o Van Muylem (1963) determinaram a composiggo de bascs do DNA; osre
sultados levaram, também a um agrupamento das espécies. Portanto, parece

realmente restar a hipotese de que a real diferenca entre essas espécies re
side nas suas relagges fitopatogénicas, as quais também tém rccebido espe-

cial atengao de varios autores. Assim, Xanthomonas corylina (patogénica pa

ra avela) e Xanthomonas juglandis (patogénica para a noz) que sao bacterio-

logicamente idénticas, podem infectar ambos os hospedeiros, diferindo somen
teno tamanho das lesoes causadas nas folhas. Da mesma maneira Xanthomonas

campestris s6 difere de Xanthomonas campestris var. armoraciac pelofato de

nao infectar "horseradish", podendo, porém fazé-lo em condigoes considera-
das Otimas, de acdrdo com McCulloch (1929).

Dessa maneira, colocando atengao em fatdres tais como: parte da
planta inoculada, concentragéo de indculo, técnica de inoculagao 8 outros
que nao sao usualmente considerados com maior atengao em testes de patogeni
cidade, poder-se-ia chegar &s mesmas conclusoes que Dye (1958), o qual de-
senvolveu um trabalho no qual, apos quatro passagens sucessivas de vinte eg
pécies de Xanthomonas em plantulas de feijao, tddas elas mostraram-se pato-
génicase Isso nos sugere gue um mesmo trabalho poderia ser feito nesse sen
tido, em relagao as Cruciferas, quando entao se poderia reforgar a idéia de
que relativamente poucas cspécies fitopatogénicas de Xanthomonas existem e
que sa0 caracterizadas por uma adaptabilidade elastica a detcrminadas plan
tas.

Das trés linhagens de Xanthomonas campestris isoladas, foi usa~

da neste trabalho a que apresentou, no teste de patogenicidadc resultado de
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100% de plantulas doentes, portanto, muito conveniente para os testes dosmu
tantes resistentes aos antibiodoticos que foram desenvolvidos.

Pode~se verificar pelos resultados apresentados no quadro II e
grafico 1, que o nimero de coldnias sobreviventes de Xanthomonas Camggstris
em relagao a estreptomicina, decresce com o aumento de concentragao de es-
treptomicina. A curva de sobreviventes pode ser dividida em trés partes:

a primeira (até 2,0 ug/ml) indica que a sobrevivéncia nazo é grandemente Tre-
duzida; a segunda parte da curva (de 2,0 a 8,0 ug/ml) indica um grande de-
créscimo no nimero de sobreviventes, e a ultima parte (de 8,0 a 64,0 ug/ml)
mostra que a viabilidade continua a cair com o aumento da concentragaodeeug
tibidtico, porém menos acentuadamente, aparecendo sobreviventcs em todas as
concentragses ensaiadas. Sc cssa populagao de bactéria fossec completamentg
uniforme com relagao a sua resisténcia & estreptomicina, cncontrariamos ape
nas as duas primeiras partes da curva, isto é, as bactérias nao sofreriam a
¢ao dc doses minimas do antibidtico e a queda de viabilidade seria logarit-
mica, segundo a linha pontilhada teérica, de acordo com Demercc (1950),<aig
dicada no grafico 1. A difcerenga entre essa linha tedrica e a realmente en
contrada, mostra que existe na populagéo, individuos mais resistentes a es-
treptomicina do que a maioria da populagao. Comparando nossos resultados

com os obtidos por Demerec (1950), em E, coli, verificamos que Xanthomongs‘

campestris apresenta um comportamento bastante semelhante a cssa bactéria

em relagao a estreptomicina., Quadling (1960), verificou quc em Xanthomonas
phascoli semeada em meio sdlido com diversas concentragoes de estreptomici-
na,; a maior parte das bactdrias sao mortas em concentragoes centre 2,0 e

8,0 ug/hl. Xanthomonas campestris apresentou comportamento semelhanteao<ia

Xanthomonas phaseoli com relagao & resisténcia & droga.

0 quadro III e o grafico 2 mostram que a percentagem de células
sobreviventes a aureomicina diminue com o aumento da concentragao do anti-
bidtico., A curva representada no grafico 2 apresenta trés partes: de O a
0,125 ug/ml indica pequena queda da viabilidade; de 0,125 a 0,45 ugﬁmla({qg
da é bastante acentuada, ¢ de 035 a 2,0 é menos acentuada que a anterior e
a curva encontra a linha da base do grafico. Como acontece com a estrepto-
micina, a diferenga entre a linha pontilhada e a realmentc encontrada, indi
ca que na populagao existem individuos mais resistentes a droga do que amaiog
ria da populagao. Na concentragéo de 8,0 ug/ml houve a sobrevivéncia de uma
Unica célula de bactéria, a qual deu origem & linhagem mutantec resistente &
aureomicina usada neste trabalho. O aparecimento de tal colonia resistente
a tao clevada concentragao, poderia ser atribuida a uma coincid@ncia com &

existcéncia de tal mutante ncsta populagao. Bntretanto, acrcditamos que tal
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acontecimento merega estudos posteriores; procurando-se pesquisar melhor o
modélo caracteristico da aureomicina em relagao ao aparecimento da resistén
cia nessa linhagem., Isto porque, embora sabendo-se que o modélo de resis-
téncia é caracteristico para os antibidticos e nao para os microrganismos,

sabendo haver excegoes, como ¢ o caso de Mycobacterium ranac que segue o mo

délo de um sé passo para O cloranfenicol,‘quando a Tregra para Gssc antibio-
tico 6 o moddlo de mGltiplos passos, de acdrdo com Szybaski c¢ Bryson (1954).

Mutantes de Xanthomonas campestris resistentes a estreptomicina

foram encontrados apds uma Unica passagem da bactéria em meio de cultura,
contendo antibiético numa concentragao final de 64,0 ug/ml, segundo o modé-
lo denominado por Demerec (1948) de "um s6 passo", Dessa maneira, comum i-
solamento apenas, apareceram mutantes altamente resistentes (quadro IV). O
comportamento da bactéria em relagao a resistencia a estreptomicina, pode
ser explicado pela hipdtese de que oxistem varios gens determinando tal re-
sisténcia. Tais gens, aprcsentam diferentes potencialidades. Assim, se -a
mutagao ocorrer em um gen, determina resisténcia a altas concentragoes de eg
treptomicinay, a bactéria tornawse altamente resistente ao antibidtico emuma
s6 passagem. Os resultados de testes de recombinagao (por transformagao;
tranédugao ou conjugagao) tém confirmado que diferentes sitios genéticos po
dem ser envolvidos no contrdle da resisténcia a estreptomicina, de acdrdo
com Hashimoto (1960). _

Pelo quadro IV, dos cinco mutantes ensaiados em mcio liquido,
mais estreptomicina, um ddlcs cresceu até a concentragao do 1024,0 ug/hl,
enquanto todos os outros aprcsentaram crescimento até uma concentragao de
2048,0 ug/ml; dessa maneira, obtivemos mutantes com dois graus diferentes
de resisténcia, obtida com uma tUnica passagem em meio de cultura com estrep
tomicina, confirmando-~se mais uma vez que os gens que conferem resistencia
a estreptomicina apresentam diferentes potencialidades. | |

Pelo quadro IV pode-se observar também que todos os mutantes pa
ra a estreptomicina foram resistentes sem serem dependentecs do mesmo. M~
tantes dependentes de estreptomicina foram encontrados por muitos autores,
em diversas bactérias, como se¢ pode verificar no trabalho dc Newcombe e de
Harwirko (1949). Quadling (1960) encontrou mutantes dependcntes désse anti

bidtico em Xanthomonas phascoli, somente depois de tratar cssa bactéria com

raios ultra-violeta. Trabalhando com mutantes resistentes nao encontrou ng
nhum dcpendente. No cntanto, depois do tratamento da bactéria com luz U.V.,
cerca de 30% das colonias :csistentes tornaram-se complctamente dependen—
tes da cestreptomicina,

Mutantes resistontcs & aureomicina foram obtidos pcla técnica:
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da placa em gradiente. Dessa forma, com gradientes do antibidtico cada vez
maiores, a bactéria teve oportunidade de sofrer mutagses sucessivasnos gens
que conferem resisténcia & aureomicina. Todos &sse gens sao aproximadamen-
te iguais em sua potencia (Demerec, 1948), dai decorrendo, ser dificil a ob-
tengao de mutantes altamente resistentes a essa droga em uma s6 passagem pe
lo meio de cultura mais &sse antibidétieco. Por meio de scis transferéncias
sucessivasy; foram obtidos mutantes resistentes a 3,0 ug/ml dec aureomicina,
como pode ser verificado no quadro V. Porém, o mutante resistente usado
ndste trabalho, foi obtido cm "um s6 passo" (resistente a 8,0 ug/ml), como
ja descrito anteriormentc. ,

Os niveis inibitorios dos dois antibioticos cnsaiados em Xantho-
monas campestris éensivel9 através do método da difusao pelo uso de diQCos

de papel de filtro (quadro VI), mostram a efetividade dos mcsmos em relagap

3 inibigao désse microrganismo. Os dados indicam que, uma voz alcangada de
terminada concentragao de antibiotico, concentragaes.superiores a essa, nao
mostram aumento posterior da zona de inibigao. Para a estreptomicina ascon
centragoes a partir de 1024,0 ug/ml nao apresentaram posterior aumento, e iz
ra a aureomicina, o mesmo ocorreu. Os dados indicam, também que a aureomi-

cina possui poder de inibigao "in vitro", para Xanthomonas campestris maior

do que o apresentado pela cstreptomicina. Comparando a doncontragaorumqual
o nivel maximo de efetividadc ¢ alcangado por Esses doisrantibiéticos, em
relagao 3 Xanthomonas cempcstris por nos isolada, com os rcguifados por

Klisiewicz e Pound (1961) ¢ com os de Sutton e Bell (1954), éénstatamos qué

os primeiros autores empregaram 3000 ug/ml désses antibidticos, e os Glti-

mos 1000 ug/ﬁl de aureomicina para conseguir a mesma efetividade. Provével
mentc gssa diferenga 6 proveniente das propriedades inerentos das‘linhagens 7
usadass Ainda, com base ncssos dados, fol escolhida a dosc de 100040 ug de”'
estreptomicina por mililitro de solugao para o tratamento de‘sementescomiﬁi
se antibidtico. | |
0 tratamento das sementes pelos antibioticos com a finalidade
de verificar a absorgao dos mesmos pode ser avaliado numa comparagao dos re
sultados nos quadros VII e VIII. f$les indicam que'qs kalos de inibigéq alm
mentaram com o aumento da conOentragao do antibidtico usado. Bstreptomici-

na mostrou~-se mais efetiva contra Bacillus subtilis do que contra ZXanthomo-

nas campestris e a aureomicina foi mais efetiva contra Xanthomonas campes—

tris do que contra Sarcina lutea.

Na determinagao dos niveis inibitériog dos mutantes de Xanthomo-
nas campestris resistentes 3 estreptomicina e & aureomicina pelo tratamento
das sementes com estreptomicina, podemos constatar (quadro IX) que anao for.
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magao de halo de inibiggo pelo mutante resistente a estreptomicina, compro--
va a sua resistencia a ésse antibidtico, mesmo usando concentragzo tao alta
quanto 2048,0 ug/ﬁl. Em relagao ao mutante resistente 2 aurcomicina, as se
mentes tratadas com estreptomicina inibiram o crescimento désse mutante até
a concentragao de 256,0 ug/ml, donde se pode constatar o aparccimento de re
sisténcia cruzada; segundo Schnitzer e Grumberg (1957), resisténcia cruza-
da nao & comum entre estroptomlclna e aureomicina, porém a literatura mos-—
tra uma excegao que € a res1stencla cruzada désses dois antibidticos em Sal-

monella typhi e Salmonella onterit;d}sv(ngakawa, 1952),

Na determinagao dos niveis iﬁibitérios dos mutantes de Xanthomo.-
nas campestris resistentes 3 estreptomicina e & aureomicina, pelo tratamen-
to de sementes com aureomicina, podemos constatar (quadro X) que a nao for-
magao de halo de inibigao polo mutante resistente & aureomicina até a een-.
centtagao de 8,0 ug/ml9 comprova a sua resist@ncia a &sse antibidtico nessa
concentragao. Em relagao a0 mutante resistonte & estreptomicina, as semen-
tes tratadas com aureomicinay inibiram o crescimento désso mutante atéeacqg
centragao de 32,0 ug/hl, constatando-se também, aqui, a prcscnga de resis-
téncia cruzada. A avaliagao do comportamento das sementes inoculadas arti-

ficialmente com os mutantes dec Xanthomonas campestris resistcontes aos anti-

bioticos, também veio comprovar a eficiéncia da resisténcia de tais mutan-
tese.

A avaliagao do nivel de inibigao do mutante de Xanthomonas cam-~

pestris resistentes a aureomicina, em plantulas de sementos tratadas com au
reomicina, indicou que o mutante foi inibido a partir de doscs de antibiéti
co superiores a 16,0 ug/ml. fisse resultado difere do aproscntado pelc mes—
mo tratamento "in vitro" onde a inibigao se deu a partir do 8,0 ug/hl, no

tratamento das sementes. Issa diferenga de comportamento "in vitro" e "in

vivo" nao é suficiente para que se chegue a uma conclusao definitiva, poden
do-se porém sugerir que o modo de agao do antibidtico estojo influenciado

por mccanismos de transformagaos quimicas dentro da planta (Dokker, 1963).

Pelos resultados apresentados no quadro XI, pode-se verificar que em pléntg
las inoculadas com mutante rcsistente a 8,0 ug/ml de aurcomicina, o +rata
mento de sementes com ésse antibidtico nas concentragaes de,0,0 a 16,0 ug/
ml, nao apresentou diferengas quanto & severidade da doenga. Contudo, otra
tamento das sementes com doses superiores a 16,0 ug/ml de aurcomicina, mos--
trou inibigao significativa do mutante, inibigao essa mais acontuada quando
se usou 64,0 ug/hl; com a dose de 1000,0 ug/ml, houve completa inibigao do
mutante resistente a aureomicina. Portanto, ésses resultados ainda indicam

que o tratamento de sementes com aureomicina na concentragao de 1000,0ug/ml,
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previnem o aparecimento de mutantes resistentes a tal antibiotico.

A avaliagao dos niveis de inibigao de mutantes rcsistentes a es
treptomicina e & aureomicina em plantulas desenvolvidas de sementes trata-
das com &sses antibidticos, mostrou haver diferenga significativa aonivel
dﬁ»l% dec probabilidade entre os tratamentos (quadro XIV). Com o desdobra-
mento da soma de quadrados de. tratamentos verificamos haver diferenga entre
os tipos de indculo usados; nao houve diferenga entre tipos dc tratamentos
das somontes e a interagao semente x indculo nao foi significativa. Isto
vem indicar que o efeito dos indculos; estatisticamente ¢ o mesmo, indepen-
dentemente dos tratamentos para as sementes. O mutante rosistente 3 aureo-
micina aprescentou a maior mddia doc .severidade da doenga, independeﬂﬁs do ti
po de tratamento da semente; mostrou, assim, ser a linhagem mais patogeni-
ca em,comparagao com o mutante resisten%ené estreptomicina e & linhég@m sen.

sivels Ainda podemos notar que ambos os mutantes resistentes aos antibiéti

cos foram mais patogénicos que a linhagem sensivel de Xanthomonas campe S-—
tris, dados @&sses que nao estao de acdrdo com Kulykovs'ka (1962) o qual en

oontrou que a patogenicidadc de mutantes de Xanthomonas campestris resis-

tentc a tiosulfato, era consideravelmente mais fraca do que a viruléencia da
linhagem original... '

Os reisolamentos feitos dos mutantes resistentes aos anfibiéti-
cos, das plantulas doentes, foram ensaiados nas mesmas concentragSes de an-
tibiéticos, as quais:eram inicialmente resistentes. Pelos resultados pode-
mos verificar que tais mutantes continuwam resistentes as mesmas concentra-
gSes "in vitro". Isto esta em desacdrdo com os resultadosde'?routman(1959),

cujos mutantes de Pseudomonas tabaci, resistentes a estreptomicina, mostra-

ram uma rapida perda de resistencia apoés varias passagens pelas plantas de
fumo. No nosso caso, somente uma passagem foi feita, ficando aberta a pos-
sibilidade de testarmos, novamente nossos mutantes através dc varias passa

gens por plantulas de repdlho.
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6. CONCLUSOES

a - Testes morfolégicos, bioquimicos e de patogenicidade, permi

tiram c¢lassificar a bactéria isolada, como Xanthomonas campestris (Pam.)

Dowson.

b - A curva de sobrevivéncia da bactéria apresentou queda maior
na viabilidade da populagao entre as doses de 2,0 a 8,0 ug/ml para a estrep

tomicina e entre 0,125 e 0,5 ug/hl para a aursomicina.

¢ — Foram isolados mutantes resistentes a 64,0 ug/ml de estrep-
tomicina; a freqiiéncia de mutagao para ésse antibidtico foi de um mutante

em 3,04 x 10° células de bactérias.

d - Foram isolados mutantes resistentes a 3,0 ug/ml e a 8,0 ug/
ml de aureomicina. O mutante resistente a 8,0 ug/ml nao seguiu o modélo de

resistencia denominado de "miltiplos passos".

e = 0 nivel maximo de efetividade alcangado pelos dois antibio-

ticos em relagao & Xanthomonas campestris sensivel foi de 1024,0 ug/ml. Con

centragoes superiores a essa, nao apresentaram aumento posterior de inibi-

¢ao da bactéria.

f - A aureomicina possui poder de inibigao para Xamthomonas cam-

pestris maior do que o apresentado pela estreptomicina.

g - A linhagem mutante a estreptomicina foi resistente a t0das
as doses de antibidtico usadas "in vitro" e "in vivo". O tratamento de se
mentes com estreptomicina na concentragao de 1000,0 ug/ml nao previne o apa

recimento de mutantes resistentes a ésse antibiodtico.

h - A linhagem mutante resistente a aureomicina comegou a ser i~
pibida "in vitro" com doses superiores a 8,0 ug/ﬁl e "in vivo" com doses su
periores a 16,0 ug/ml.' O tratamento de sementes com aureomicina na concen-—
tragao de 1000,0 ug/ml previne o aparecimento de mutantes resistentes a és-
se antibidtico

i - Os mutantes resistentes a estreptomicina e & aureomicina fg

ram mais patogénicos do que a linhagem da bactéria sensivel.

j = O mutante resistente & aureomicina foi mais patogéenico do

que o mutante resistente a cstreptomicina,

k = Os mutantes resistentes inoculados em pléntulas, depois de
reisolados nao tiveram sua resisténcia alterada em relagao aos dois antibid

ticose
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7. RESUMO

No presente trabalho foi feito o isolamento de mutantes de Xan-—

thomonas campestris resistentes a 64,0 ug/ml de estreptomicina ¢ a 8,0 ug/

ml de aureomicina. Foi estudado o comportamento désses mutantes "in vitro"
e "in vivo" pelo tratamento de sementes com os referidos antibidticos. Den
tre os resultados obtidos podemos tirar as seguintes conclusoos: a)i a li-
nhagem mutante resistente & estreptomicina foi resistente a todas as doses
de antibidtico usadas "in vitro" e "in vivo". O tratamento de sementes com
estreptomicina na concentragao de 1000,0 ug/ml nao previne o aparecimento de
mutantos resistentes a 8sse antibidtico; b) a linhagem resistente 3 aureo
micina comegou a ser inibida "in vitro" com doses superiores a 8,0 ug/ml e
"in vivo" com doses superiores a 16,0 ug/ml. O tratamento do sementes com
aureomicina na concentragao de 1000,0 ug/ml previne o aparecimento de mutan
tes rosistentes a 8sse antibidtico; ¢) os mutantes resistentes & estrepto
micina o & aureomicina foram mais patog@nicos do que a linhagom da bactéria
sensivel; d) o mutante resistente & aureomicina foi mais patogénico do que
o mutante resistente 3 estreptomicina; e) os mutantes resistentes inocula
dos em pl@ntulas nao tiveram sua resisténcia alterada em relagao aos dois

antibidticos.
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8. SUMMARY

Black rot of crucifers, caused by the bacterium Xanthomonas cam-

pestris (Pam.) Dowson is world wide spread. The black rot bacteria which

naturally contaminate the seed are reported to remain viable for 3 years.

Seed disinfection by antibiotics treatment have enhanced efforts to reduce
incidence of the disease.

This investigation has the objective of providing some infor-
mation about the development of antibiotic-resistant pathogens as a result
of seed treatment with antibiotic.

Streptomy?in and aureomycin-resistant mutants were obtained from

an isolate of Xanthomonas campestris. Antibiotic treated cabbage seeds and

antibiotic treated seed plants were inoculated with these two mutants
strains in laboratory and green-house experiments. From the results
obtained the following are the main conclusions achieved: the streptomycin
mutant strain showed resistance to. the streptomycin concentrations tested
"in vitro" and "in vivo"j; treatment of thc sceds with 1000,0 ug of
streptomycin per ml do not prevent the devclopment of streptomycin
resistant mutantsy; the aureomycin rosistant strain was inhibited "in vi-
tro" by concentrations of aureomycin higher than 8,0 ug/ml and "in vivo" by
concentrations higher than 16,0 ug/ml; treatment of the seeds with 100040
ug of aureomycin per ml do prevent the development of aureomycin resistant
mutantsy the streptomycin snd aureomycin+resistant mutants were more
virulent than the sensitive strain while the aureomycin-resistant mutant
wae more virulént than the streptuomyein-resistant mutant; the antibiotic-
-pwaistant strains inoculated on cabdbage plants and -reisolated were still

resistant to the same doses of antibiotics.
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