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DESENVOLVIMENTO DE ISOLADOS DE XANTHOMONAS CITRI SUBPS. CITRI. CITRI DAS VARIEDADES
NATAL E WESTIN EM RELAGAO AO DIAMETRO DAS UFCS CULTIVADAS EM MEIO NA
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RESUMO: Uma das mais importantes doenc¢as que ocorrem em citros é o cancro citrico, afetando quase todas as
variedades comerciais. A doenca, causada pela bactéria Xanthomomas citri subsp. citri, provoca extensos danos a
cultura e, a severidade da infec¢do varia de acordo com as diferentes espécies bacterianas e com as condi¢cdes
climaticas prevalentes. Os sintomas constituem-se em lesdes circulares, corticosas, salientes, de coloracao
amarronzada, com aspecto eruptivo, presentes em folhas, ramos e frutos. Visando obter informac8es para estudos
posteriores de controle desta doenca, este trabalho teve por objetivo realizar isolamentos de X. citri, a partir do
filoplano de duas variedades de laranja doce (Citrus sinensis) (Natal e Westin) e, avaliar o crescimento e
desenvolvimento de unidades formadoras de colonias (UFCs) em meio Nutriente Agar a partir dos isolados. Ao
todo foram obtidos 09 isolados de cada uma das variedades de laranja amostrada, sendo que, os estudos
realizados mostraram que existem diferencas no desenvolvimento de UFCs pelos diferentes isolados provenientes
das duas variedades de laranja estudadas. Somente para os isolados bacterianos, provenientes da variedade
Westin, verificou-se que a diferen¢ca do didametro de suas coldnias foi em fun¢do do periodo de avaliacdo, fato
esse nao observado para os isolados obtidos de folhas da variedade Natal.
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1 INTRODUCAO

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, é uma das mais importantes
doencas que ocorrem em citros, afetando quase todas as variedades comerciais (VERNIERE et al., 2003).
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Os sintomas causados por esta bactéria constituem-se em lesfes circulares, corticosas, salientes, de
coloragdo amarronzada, com aspecto eruptivo, presentes em folhas, ramos e frutos. Nas folhas as lesdes séo
observadas em ambos os lados, sendo comum a presenca de um halo amarelo circundando a lesdo. Em altas
severidades pode ocorrer desfolha, queda de frutos e seca de ramos (GOTTWALD et al.,, 1989; ROSSETTI,
2001).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo realizar isolamentos de X. citri a partir do filoplano de
duas variedades de laranja doce (Citrus sinensis) (Natal e Westin) e, avaliar o crescimento e desenvolvimento de
unidades formadoras de coldnias (UFCs) em meio Nutriente Agar destes isolados, visando obter informagdes para
estudos posteriores de controle da doenca.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento teve inicio com a coleta de folhas de laranja doce com sintomas de cancro citrico do pomar
da Fazenda S&o Paulo, onde foram coletadas folhas de duas variedades Natal e Westin. As amostras foram
encaminhadas ao laboratério do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada (NBA), da Universidade Estadual
de Maringa (UEM), para proceder ao isolamento da bactéria. A técnica de isolamento foi empregada considerando
uma lesédo por amostra.

Inicialmente, as folhas foram lavadas em agua corrente e as lesdes foram recortadas das folhas e
mergulhadas em alcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito 1% também por 1 minuto e enxaguadas 3 vezes em
agua destilada e esterilizada, para a remocao dos produtos quimicos utilizados. Cada leséo foi entdo triturada em
almofariz, contendo 1000 pL de solugdo salina, tornando-se uma suspenséo bacteriana. De cada suspenséo foi
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pipetada uma aliquota de 50uL e transferida para microtubo contendo 450 yL de solugéo salina. Em seguida foram
realizadas diluicdes seriadas de 107, 10?, 10°e 10™.

Em seguida foram realizadas diluicdes seriadas de 107, 107, 10°% e 107 Uma aliquota de 50uL da
suspens3o bacteriana mais diluida (10~ foi transferida para a superficie do meio de cultura Nutriente-Agar (NA)
(extrato de carne (3g); Peptona (5g); NaCl (5g); agar (15g) e dgua destilada para completar o volume para 1 litro)
contido em placas de Petri. A incubacéo das culturas se deu a 28°C por 48 horas.

As colbnias individualizadas foram novamente repicadas em meio NA contidoem placas de Petri e
incubadas nas mesmas condi¢Bes por 24 horas. Foi realizado o ajuste de concentracdo da suspensédo bacteriana
em tampao fosfato (PBS) com auxilio de aparelho de espectrofotdmetro para 10® UFC/mL, correspondente a uma
leitura de 0,3 a 630nm de comprimento de onda (BELASQUE JUNIOR; JESUS JUNIOR, 2006). Da suspenséao
com concentracdo de 10° UFC/mL, uma aliquota de 25puL foi transferida para microtubo contendo 225uL de
solucao salina.

Foram realizadas 3 diluicdes em série, visando a possivel visualizacdo, contagem e mensuracdo dos
didmetros das col6nias bacterianas. Posteriormente ao ajuste da concentragao e diluigdes, uma aliquota de 25 uL
da suspensao bacteriana foi transferida para as placas de Petri contendo o meio de cultura. As culturas foram
incubadas a 28°C.

Para avaliacdo contou-se o numero de UFCs em cada placa e os diametros de 10 UFCs foram
mensurados, com o auxilio de um paquimetro digital as 72, 96, 120 e 144 horas apés a repicagem. Utilizou-se de
um delineamento inteiramente casualizado com 03 repeticdes (para cada isolado de cada variedade). Os dados
foram submetidos & analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 09 isolados de X. citri, a partir de folhas da variedade Natal (01N, 02N,03N, 04N, 05N, 06N,
07N, 08N E 09N) e 09 isolados bacterianos provenientes de laranja Westin ( 10w, 11W, 12W, 13w, 14W, 15W,
16W, 17W e 18W). Com relagéo ao desenvolvimento das UFCs dos isolados bacterianos obtidos a partir de folhas
da variedade Natal, verifica-se que, os isolados N1, N6 e N8 apresentaram, significativamente, os maiores
didmetros das colbnias (1,79 a 1,80 cm), enquanto que, os menores didmetros foram obtidos com os isolados N3,
N7 e N9 (1,56 a 1,60 cm).

N&o houve interacdo entre o tamanho da UFC e o tempo de incubacdo das culturas. Para os isolados
obtidos de folhas de Westin, verificou-se que, os mesmos também apresentaram diferentes tamanhos de col6nias,
os isolados W4 (1,81 cm), W8 (1,79 cm) e W9 (1,82 cm) apresentaram os maiores diametros de UFCs, nao
diferindo estatisticamente entre si. O isolado W2 apresentou o menor desenvolvimento médio da colénia (1,60 cm)
(Tabela 1).

Tabela 01: Andlise do didmetro de UFCs de isolados de Xanthomonas citri subsp. citri provenientes de folhas das
variedades Natal e Westin.

Variedade Natal Variedade Westin

Isolados Diametro médio da Isolados Diametro médio da
bactéria (cm) bactéria (cm)

N1 1,79a* W1 1,70 bc

N2 1,70 b w2 1,60 d

N3 1,56 d w3 1,71 bc

N4 1,61 c W4 1,81a

N5 1,71 b W5 1,72 b

N6 1,77 a W6 1,71 bc

N7 1,60 cd w7 1,66 c

N8 1,80 a w8 1,79a

N9 1,58 cd W9 1,82a

"Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4 CONCLUSAO

Conclui-se pelos dados obtidos neste trabalho que:

a) Existem diferencas no desenvolvimento de UFCs pelos diferentes isolados provenientes de folhas das
duas variedades de laranja estudadas;

b) Isolados provenientes da variedade Westin, apresentaram interagdo entre o tamanho de suas coldnias
e o periodo de avaliacéo.
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