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RESUMO: A qualidade sanitaria das sementes merece atengdo, considerando os reflexos negativos que a
associacdo de patogenos em sementes pode gerar. Este estudo objetivou detectar, quantificar e identificar
bactérias fitopatogénicas em sementes de trigo. A incidéncia foi avaliada utilizando as sementes diretamente
dispostas sobre os meios de cultura 523, WBC ¢ XTS. Dez diferentes métodos de quantificacdo foram testados,
utilizando 100, 500, 1000 e 3000 sementes com ¢ sem incubagdo; 3000 sementes com centrifugagdo e 3000
trituradas. Através do meio 523 ndo foi possivel avaliar a incidéncia devido a presenga de contaminantes.
Utilizando o meio WBC obtiveram-se incidéncias de 92, 82 e 78 % para os cultivares Quartzo, Marfin e BRS
331 respectivamente e com o meio XTS 68% de incidéncia na cultivar BRS 331. Os resultados permitiram
observar que o melhor método para quantificacdo de bactérias em sementes de trigo foi a utilizagdo de 3000
sementes com incubacdo, com trituragdo e com centrifugacdo. Os resultados das avaliagdes como morfologia
colonial, testes bioquimicos e fisiologicos permitem concluir que as bactérias isoladas pertencem as espécies
Xanthomonas translucens e Pseudomonas fuscovagine, sendo que, alguns desses isolados a identificacdo so foi
possivel ao nivel de género sendo identificados como Xanthomonas e Pseudomonas.
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Detection and quantification of phytopathogenic bacteria in wheat seed

ABSTRACT: The sanitary quality of seeds deserves attention, considering the negative impact that the
association of pathogens in seeds can generate. This study aimed detects, quantify and identify phytopathogenic
bacteria gifts in wheat seeds. The incidence of bacteria was evaluated using the seeds directly arranged on the
culture medium 523, WBC and XTS. Ten different methods of quantification of pathogenic bacteria were tested
with 100, 500, 1000 and 3000 seeds with and without incubation; 3000 seeds with crushed and 3000 with
centrifugation. Across the middle 523 was not possible to assess the impact due to the presence of contaminants.
Using the WBC light yielded incidences of 92, 82 and 78 % for Quartzo, Marfim and BRS 331cultivars
respectively. With the environment XTS 68 % incidence BRS 331. Results showed that the best method for
quantification of bacteria in wheat seeds was to use incubation with 3000 seeds with milling and centrifuging.
The isolates were identified by colony morphology, biochemical and physiological tests showed that the isolated
bacteria belonging to the species Pseudomonas fuscovaginae and Xanthomonas translucens and genera
Pseudomonas and Xanthomonas.

Keywords: bacterial; pathogenicity; seed pathology; triticum aestivum.

1. INTRODUCAO

Na triticultura brasileira existem relatos de doengas
ocasionadas por bactérias dos géneros Xanthomonas e
Pseudomonas. Estes patogenos podem reduzir o rendimento
da cultura em fungdo de fatores ambientais prevalecentes ao
tempo da infeccdo, a fase de crescimento da cultura hospedeira
e, entre outros, a tolerancia da cultivar (BOTfN; LOPEZ,
2012; DUBIN; DUVEILLER, 2011).

A queima da folha do trigo, induzida por Pseudomonas
syringae pv. syringae (KAWAGUCHI et al., 2018), ¢ a
mancha da base da gluma, incitada por Pseudomonas syringae
pv. atrofaciens, t€m sido relatadas na maioria das regides de
clima temperado e subtemperado do mundo (MATVEEVA et
al., 2003).

A estria bacteriana da folha ¢ a doenga mais importante de
origem bacteriana em trigo, ¢ incitada pelos patovares
Xanthomonas translucens pv. cerealis, pv. hordei, pv. secalis,

pv. translucens e pv. undulosa (XU et al., 2010). Uma recente
analise filogenética realizada utilizando dados do
sequenciamento do genoma apoiam a existéncia de
especificidade dos patovares ao hospedeiro (LANGLOIS et
al., 2017). E uma caracteristica destes patogenos, promover
exsudagdo bacteriana nas folhas que estd associada a
temperaturas normalmente acima de 26°C, situagdo estd
comum em ambientes de clima tropical (Embrapa, 2010).
Dentre os aspectos epidemioldgicos, a semente ¢ sem duvida,
um dos principais mecanismos de sobrevivéncia e de
disseminagao de patogenos a longas distancias.

Um dos graves problemas relativos a veiculagdo de
bactérias por sementes reside na operacionalidade e/ou
fragilidade dos métodos de detecgdo e de quantificagdo desses
organismos. Diversos métodos tém sido desenvolvidos para
testes de sanidade de sementes, visando detectar bactérias
fitopatogénicas, os quais variam quanto a sensibilidade, a
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especificidade e a complexidade. Alguns sdo frageis e outros
onerosos, por requererem equipamentos sofisticados ou mao
de obra extremamente qualificada, como é o caso do uso de
bacteriofagos, de técnicas de imunofluorescéncia, sorologicas
ou de sondas de DNA. Neste contexto, o presente trabalho
objetivou avaliar métodos para a detec¢do e isolamento de
bactérias fitopatogénicas presentes em sementes de trigo,
assim como a identificagdo dos isolados.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Bacteriologia
Vegetal da Universidade de Passo Fundo, em Passo Fundo, RS
nos anos de 2012 e 2013. Foram utilizadas sementes de trigo
das cultivares BRS 331, Quartzo e Marfim, todas colhidas na
safra agricola de 2012.

Os diferentes métodos utilizados para a deteccdo e
quantificagdo de bactérias em sementes de trigo estio expostos
na Tabela 1.

Para o método 1, o qual foi utilizado apenas para detecgdo,
as sementes foram depositadas diretamente sobre os meios de
cultivo 523 (KADO; HESKETT, 1970), WBC (DUVEILLER;
MARAITE, 1990) e XTS (SCHAAD, 1995). Apés o periodo
de incubagdo cada caixa tipo gerbox foi avaliada
individualmente, de acordo com a presenca ou ndo de bactérias
crescidas junto as sementes para avaliar a incidéncia na
amostra. Para os demais métodos de deteccdo e quantificagdo
(métodos 2,3,4,5,6,7,8,9,10 ¢ 11) a suspensdo de sementes
foi centrifugagdo a 15000 RCF por trés minutos e em seguida
realizou-se a técnica de dilui¢Oes seriadas. De cada uma das
diluigoes foram retirados 200 uL para o plaqueamento em
meio de cultura 523, estas placas foram levadas a estufa
bacteriologica a 28°C por 24 e 48 horas. Avaliou-se a
quantidade de UFC crescidas sobre o meio de cultura com
caracteristicas semelhantes, para através disso, verificar qual o
método mais eficiente capaz de detectar o maior numero de
UFC/mL em menor tempo. A quantificagdo das UFC foi
processada a partir do calculo: fator de diluigdo x volume (mL)
x nimero de UFC (colonias tipicas) crescidas no meio de
cultura.

Apbs as avaliagdes, foram pegas coldnias das bactérias
incluidas na contagem com caracteristicas tipicas do género
Xanthomonas e foram semeadas em meio de cultua WBC.

Colonias com caracteristicas género Pseudomonas foram
semeadas em meio de cultura 523 e em meio King B (KING
et al, 1954). As placas foram colocadas em estufa
bacteriologica durante 24 e 48 horas a 28 °C. Apos procedeu-
se a preservagao dos isolados para os estudos subsequentes.

Os experimentos foram conduzidos no Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC). O experimento de incidéncia
de Dbactérias fitopatogénicas em sementes de trigo, foi
realizado com trés tratamentos (3 cultivares), com dez
repeticdes por tratamento. O experimento de quantificagio foi
composto por dez tratamentos (métodos 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9,
10 e 11). Cada tratamento foi composto por trés repeticdes de
cada cultivar e na fase de diluicdes sucessivas foram
preparadas trés placas de cada uma das dilui¢des, totalizando
ao final nove repetigdes, as quais foram utilizadas na analise
estatistica. Os resultados foram submetidos aos pressupostos
da Andlise de Varidancia (ANOVA), e posteriormente
ANOVA, os resultados da analise de incidéncia foram
comparados pelo teste de comparagdo de médias de Tukey e
os resultados obtidos pelo teste de quantificacdo foram
testados pelo teste de comparagdo de médias de Scott-Knott,
ambos a 5% de probabilidade de erro.

A patogenicidade das bactérias isoladas foi confirmada
através de testes de hipersensibilidade em tabaco e tomate e de
patogenicidade em trigo, cevada, aveia e arroz. Para a
realizacdo dos testes de hipersensibilidade e patogenicidade
utilizou-se uma suspenséo bacteriana de cada um dos isolados
correspondente a DOgponm= 0,1 aproximadamente 108
UFC/mL. Esta suspensao foi inoculada em folhas de tabaco e
tomateiro com uma seringa estéril, os sintomas foram
observados em 24 horas. Todos os isolados provenientes das
sementes de trigo e que mostraram reacdo de
hipersensibilidade positiva, foram testados quanto a sua
capacidade de causar a doenga em diferentes cereais. A
suspensdo foi inoculada em plantas de trigo, cevada, aveia e
arroz, para isso utilizou-se o método tesoura a qual foi
mergulhada na suspenséo bacteriana e em seguida provocou-
se os ferimentos, essa avaliagdo também foi realizada com as
bactérias “Tipo”. Antes das inoculagdes as plantas
permaneceram em camara umida por 24 horas e apds a
inoculagdo por mais 24 horas. Apods procedeu-se o
reisolamento cumprindo-se os Postulados de Koch.

Tabela 1. Métodos de detecgdo e quantificagdo de bactérias em sementes em sementes de trigo.
Table 1. Methods of detection and quantification of pathogenic bacteria in wheat seeds.

Quantidade

Solugdo Tween

Detecgdo  Quantificagdo de sementes Procedimento salina 20 Incubagio
1 X - 3000 Sementes inteiras - - 72 horas a 28 °C
2 X X 3000 (125g) Trituracdo por 30 segundos 125 mL 2 gotas -
3 X X 3000 (125g) Sementes inteiras 125 mL 2 gotas -
4 X X 3000 (125g) Sementes inteiras 125 mL 2 gotas
5 X X 3000 (125g) Sementes inteiras 125 mL 2 gotas 12 horas a 4 °C
6 X X 1000 Sementes inteiras 41,6 mL 1 gota -
7 X X 1000 Sementes inteiras 41,6 mL 1 gota 12 horas a 4 °C
8 X X 500 Sementes inteiras 20,8 mL 1 gota -
9 X X 500 Sementes inteiras 20,8 mL 1 gota 12 horas a 4 °C
10 X X 100 Sementes inteiras 4,2 mL 1 gota -
11 X X 100 Sementes inteiras 4,2 mL 1 gota 12 horas a 4 °C

A identificacdo dos isolados foi feita através da
caracterizagdo morfologica por testes como KOH; presenga de
xantomonadina; LOPAT; Oxidagdo-fermentacdo pelo meio
O/F; produgdo das enzimas oxidade e catalase; hidrolise do

Nativa, Sinop, v. 7, n. 4, p. 349-355, jul./ago. 2019.

amigo, da caseina do leite, da gelatina; capacidade de
nucleagdo do gelo e através da utilizagao de kits bioquimicos
Biolog® e Bactray®. Todos estes testes de identificagdo foram
realizados em comparacdo com bactérias “tipo” X.t. pv.
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cerealis 580 - ICMP 1409, X.t. pv. translucens 581 - ICMP
5752, X.t. pv. undulosa 579 - ICMP 5755, P.s. pv. syringae
van Hall 1902 (1022) e P. fuscovaginae Miyajima, Tanii [
Akita 1983 (743) provenientes da colecdo de fitobactérias do
Instituto Biologico de Campinas.

Para a analise dos dados obtidos na identificagao, realizou-
se andlise multivariada para varidveis multicategoricas,
mediante a geracdo de uma matriz de dissimilaridade obtida
pelo coeficiente (c) de similaridade. Posteriormente foi gerado
um dendrograma pelo método de ligagdo média entre grupos
(UPGMA).

3. RESULTADOS

Os resultados apontam que a cultivar Quartzo apresentou a
maior incidéncia sendo que 92% das sementes apresentaram-
se infectadas, a cultivar Marfim com 84% de incidéncia e, a
cultivar BRS 331 apresentando o menor indice de incidéncia
tendo 72% das sementes infectadas (Tabela 2).

O meio de cultura semi-seletivo XTS possibilitou a
identificagdo de X. t. pv. translucens em 72 horas. Dentre as
cultivares utilizadas neste estudo apenas a cultivar BRS 331
apresentou o crescimento desta bactéria pela deposicao direta
das sementes em meio de cultura, obtendo 78% de incidéncia.

Bactérias do género Pseudomonas também foram
detectadas neste estudo, ao utilizar o meio B de King verificou-
se em média uma incidéncia 86% para o cultivar Quartzo, de
62% para o cultivar Marfim e, para o cultivar BRS 331 uma
incidéncia média de 8% destes patogenos.

Tabela 2. Incidéncia de bactérias fitopatogénicas do género
Xanthomonas sp. em sementes de trigo de trés cultivares.

Table 2. Incidence of phytopathogenic bacteria of the genus
Xanthomonas sp. in wheat seeds of three cultivars.

Cultivares Incidéncia (%)
Quartzo 92 a'
Marfim 84 a
BRS 331 72 ¢

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Todos os métodos avaliados no presente estudo foram
capazes de detectar bactérias fitopatogénicas presentes em
sementes de trigo. Contudo, observou-se que houve diferengas
no numero de UFC semente’! detectadas pelos diferentes
métodos testados.

A partir dos testes de detec¢do, foi realizada a
quantificagdo, sendo possivel formar 11 grupos de isolados
bacterianos, os quais foram classificados pelas semelhangas
em caracteristicas morfologicas das colonias, como cor,
consisténcia, brilho, opacidade, translucidas, bordos e
elevagao (Tabela 3).

Na Tabela 4 pode ser observada a diferenga estatistica
entre as médias de UFC/semente’! do grupo de isolados BRS-
AG, MSF-AG e QTZ-AG encontradas nas sementes avaliadas.
Assim, pode-se afirmar que os tratamentos onde obteve-se o
maior nimero de UFC crescidas em meio de cultura foram os
que utilizaram maior quantidade de sementes.

O grupo de isolados BRS-AC, MRF-AC e QTZ-AC foi
detectado em todas as amostras de sementes por todos os
métodos testados (Tabela 5). Para todas as cultivares os
melhores métodos foram os que utilizaram 3000 sementes,
através deles obteve-se o maior nimero de UFC semente™.

Tabela 3. Grupos de bactérias isoladas de sementes de trés cultivares
de trigo e suas principais caracteristicas coloniais.

Table 3. Groups of bacteria isolated from seeds of three wheat
cultivars and their colonial characteristics.

Cultivar Grupo Caracteristicas da colonia
BRS-AG Colonias de coloragdo amarela, brilhantes,
grandes e gomosas
BRS BRS-AC Colonias de coloragdo amarela clara,

331 brilhantes, grandes e gomosas
BRS-AF Colonias pequenas de coloragdo amarelo
forte e brilhantes
Colonias de coloragdo amarela, brilhantes,
grandes e gomosas
Colonias de coloragdo amarela clara,
brilhantes, grandes e gomosas
MRF-ATR Colén,ia.s de  coloragéo
transltcidas a luz
Colonias de coloragdo creme, com
MRF-VD pigmento difusivel em meio de cultura de
cor verde
Coldnias de coloragdo amarela, brilhantes,
grandes e gomosas
Colonias de coloragdo amarela clara,
brilhantes, grandes e gomosas
Colonias  de  coloragdo
translucidas a luz
Colonias de coloragdo creme, com
pigmento difusivel em meio de cultura de
cor verde
(BRS-AG) BRS indica a cultivar e o AG indicam as principais caracteristicas,
neste caso Amarela gomosa, AC amarela clara e AF amarela forte. (MRF-AG)
MREF indica a cultivar Marfim e AG ¢ AC amarela gomosa ¢ amarela clara,
ATR amarela translucida e VC verde. (QTZ - AC) QTZ representa a cultivar
Quartzo ¢ AG, AC e ATR, amarela gomosa, amarela clara e amarela
translucida respectivamente ¢ VC indica os isolados com coloragio verde das
colonias.

MSF-AG

MRF-AC

Marfim amarela,

QTZ-AG

QTZ-AC

Quartzo amarela,

QTZ-ATR

QTZ-VD

Tabela 4. Quantificagdo dos isolados BRS-AG, MSF-AG e QTZ-AG
(UFC/ml") em sementes de trigo através de diferentes métodos
detecgdo.

Table 4. Quantification of BRS-AG, MSF-AG and QTZ-AG
(UFC/ml™!) isolates in wheat seeds by different detection methods.

Cultivar
Métodos BRS 331 Marfim Quartzo
2 53X 10° a ,L7X106 a 88X10° a
3 53X10° a 79X10° a 79X10° a
4 6,6X10° a 45X10* a 1,7X10° a
5 1,8X10° a 95X105 a 65X10° a
6 1,9X 10> b 25X10° ¢ 3X10° ¢
7 1,5X10° b 2,1X100 ¢ 22X10° ¢
8 1,7X 10> b 1,9X10° ¢ 22X10° ¢
9 1,5X10° b 17X10° ¢ 18X10° ¢
10 48X 100 b 7,1X100 d 88X102 d
11 64X10> b 5X10> d 64X10° d
C.V. (%) 17,27 7.97 2,75

Método 2 utilizou 3000 sementes trituradas; método 3 utilizou 3000 sementes
com centrifugagdo; método 4 utilizou 3000 sementes sem incubagaos; método
5 com 3000 sementes com periodo de incubagdo; método 6 com 1000
sementes com incubagdo; método 7 com 1000 sementes sem incubagio;
método 8 com 500 sementes com incubagdo; método 9 com 500 sementes sem
incubagdo; método 10 com 100 sementes com incubagdo; método 11 com 100
sementes sem incubagdo. As médias dentro de cada coluna seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

O grupo dos isolados BRS-AF, foi detectado apenas na
cultivar BRS 331. Tendo como melhores tratamentos para
quantificagdo, os métodos de 3000 sementes com trituragdo e
centrifugacdo (Tabela 6). Foram detectados e quantificados os
isolados MRF-VD, QTZ - VD nas cultivares Marfim ¢
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Quartzo, sendo mais eficientes os métodos que utilizaram
3000 sementes (Tabela 7).

Tabela 5. Quantificagdo dos isolados BRS-AC, MRF-AC e QTZ - AC
(UFC/ml'") em sementes de trigo através de diferentes métodos
detecgdo.

Table 5. Quantification of BRS-AC, MRF-AC and QTZ-AC
(UFC/ml™!) isolates in wheat seeds by different detection methods.

Cultivar

Método BRS 331 Marfim Quartzo
2 53x10 a 46X10 b 4,1X 10 a
3 43x10 a 79X10 a 27X10 b
4 34x10 b 34X10 b 1,9X 10 ¢
5 42x10 a 3,8X10 b 29X 10 b
6 42x10 a 29X10 ¢ 36X10 a
7 1,6x10 ¢ 1,4X10 d 2X10 ¢
8 28x10 b 34X10 b 3,1X10 b
9 1,5x10 ¢ 1,L7X10 d 1,8 X 10 ¢
10 45x10 a 3,1X10 b 22X10 ¢
11 22x10 b  1,5X10 d 1,4X10 ¢

CV. (%) 6,75 6,39 13,29

Método 2 utilizou 3000 sementes trituradas; método 3 utilizou 3000 sementes
com centrifugagdo; método 4 utilizou 3000 sementes sem incubagdos; método
5 com 3000 sementes com periodo de incubagdo; método 6 com 1000
sementes com incubag¢do; método 7 com 1000 sementes sem incubagdo;
método 8 com 500 sementes com incubagdo; método 9 com 500 sementes sem
incubagdo; método 10 com 100 sementes com incubagdo; método 11 com 100
sementes sem incubagdo. As médias dentro de cada coluna seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro.

Tabela 6. Quantificagdo do isolado BRS-AF (UFC/ml!) em sementes
de trigo através de diferentes métodos detecgao.

Table 6. Quantification of BRS-AF(UFC/ml!) isolate in wheat seeds
by different detection methods.

Cultivar
Método BRS 331 Marfim Quartzo
2 6,6X10 a ND* ND*
3 42X10 b ND ND
4 34X10 ¢ ND ND
5 42X10 b ND ND
6 4X10 b ND ND
7 22X10 e ND ND
8 2,7X10 e ND ND
9 1,7X10 f ND ND
10 2,1 X10 e ND ND
11 1,4X10 f ND ND
C.V. (%) 7,24 - -

Método 2 utilizou 3000 sementes trituradas; método 3 utilizou 3000 sementes
com centrifugagdo; método 4 utilizou 3000 sementes sem incubagdos; método
5 com 3000 sementes com periodo de incubagdo; método 6 com 1000
sementes com incubagdo; método 7 com 1000 sementes sem incubagdo;
método 8 com 500 sementes com incubagdo; método 9 com 500 sementes sem
incubagdo; método 10 com 100 sementes com incubagdo; método 11 com 100
sementes sem incubagdo. As médias dentro de cada coluna seguidas da mesma
letra nao diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro. *ND — ndo detectada.

Os isolados MRF-ATR e QTZ-ATR foram detectados nas
cultivares Marfim ¢ Quartzo. Para a cultivar Marfim o melhor
método de detecgdo foi o método dois, o qual utiliza 3000
sementes trituradas. Para a amostra de sementes do cultivar
Quartzo os métodos de deteccdo com 3000 sementes e
trituragio, centrifugacgdo e sem incubagdo nao se diferenciaram
entre si, sendo os melhores para a deteccdo destes isolados
nesta amostra (Tabela §).

A deteccdo das bactérias nos métodos com maiores
numeros de sementes e com periodos de incubacdo a
temperatura de 4 °C foram mais eficientes, tendo apresentado
maior niimero de UFC semente™!. Ressalta-se neste contexto a
importancia do tamanho da amostra na detecgdo de bactérias
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fitopatogénicas em sementes. Ndo se pode apontar para o uso
rotineiro, se o objetivo for quantificagdo de bactérias em
sementes a utilizacdo de amostras com 100 ou 500 sementes,
pois, deste modo amostras com menor porcentagem de
infeccdo poderdo ndo ser detectados como contendo o
patégeno, pode-se subestimar a quantidade da bactéria na
amostra e consequentemente no lote.

Tabela 7. Quantificagéo dos isolados MRF-VD ¢ QTZ - VD (UFC/ml
1) em sementes de trigo através de diferentes métodos detecgo.
Table 7. Quantification of MRF-VD and QTZ-VD (UFC/ml!)
isolates in wheat seeds by different detection methods.

Cultivar
Método BRS 331 Marfim Quartzo
2 ND* 1,3 X 106 a 78x10° a
3 ND 79X10° b 75x10° a
4 ND 88X10° b 56x10° a
5 ND 2,1 X 10° c 46x10* b
6 ND 2,3X10° d 26x100 ¢
7 ND 2,2X10° d 46x10* b
8 ND 1,7X 103 e 21x10° d
9 ND 1,6 X 10° e 1,7x10° d
10 ND 5,7 X 102 f  7x10? e
11 ND 1,5X10 g 14x10 f
C.V. (%) - 24,20 22,47

Método 2 utilizou 3000 sementes trituradas; método 3 utilizou 3000 sementes
com centrifugagdo; método 4 utilizou 3000 sementes sem incubagdos; método
5 com 3000 sementes com periodo de incubagdo; método 6 com 1000
sementes com incubagdo; método 7 com 1000 sementes sem incubagio;
método 8 com 500 sementes com incubagdo; método 9 com 500 sementes sem
incubagdo; método 10 com 100 sementes com incubagio; método 11 com 100
sementes sem incubagdo. As médias dentro de cada coluna seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro. *ND — ndo detectada.

Tabela 8. Quantificagdo dos isolados MRF-ATR e QTZ-ATR
(UFC/ml'") em sementes de trigo através de diferentes métodos
detecgdo.

Table 8. Quantification of MRF-ATR and QTZ-ATR (UFC/ml")
isolates in wheat seeds by different detection methods.

Cultivar

M¢étodo BRS 331 Marfim Quartzo
2 ND* 52X102 a  58X10> a
3 ND 1,8X102 b 1,7X10> a
4 ND L5X10 e 1,6 X10> a
5 ND 20X10 e 28X10 b
6 ND L6X10 e 1,4X10 ¢
7 ND 94X10 ¢ 7,1X10 ¢
8 ND 8,7X10 ¢ 1,2X10 ¢
9 ND 9,5X10 ¢ 9,1X10 b
10 ND ,6X10 e 1,0X10" b
11 ND 7X10 d 67X10 ¢

C.V. (%) - 10,36 8,96

Método 2 utilizou 3000 sementes trituradas; método 3 utilizou 3000 sementes
com centrifuga¢do; método 4 utilizou 3000 sementes sem incubagio; método
5 com 3000 sementes com periodo de incubagdo; método 6 com 1000
sementes com incubagdo; método 7 com 1000 sementes sem incubagdo;
método 8 com 500 sementes com incubagdo; método 9 com 500 sementes sem
incubagdo; método 10 com 100 sementes com incubagdo; método 11 com 100
sementes sem incubag@o. As médias dentro de cada coluna seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro. *ND — ndo detectada.

Trabalhos mostram a capacidade de patdgenos bacterianos
de ficarem por longos periodos de tempo associados as
sementes. As analises realizadas mostram que mesmo apos
seis meses, aproximadamente, ainda foi possivel detectar as
bactérias. Tendo em vista a falta de controle para doengas de
origem bacteriana em trigo, a utilizagdo de sementes livres
destes patdgenos e de cultivares resistentes, sdo as melhores
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formas de evitar a ocorréncia de epidemias. Dentre dos
aspectos epidemiologicos, a semente ¢ um dos principais
mecanismos de sobrevivéncia ¢ disseminagdo de bactérias a
longa distancia.

Observou-se que houve diferenca nas reagdes de
hipersensibilidade causada pelos isolados em tabaco e
tomateiro. Os grupos BRS-AG, BRS-AC, BRS-AF, MRF-AG,
MRF-AC, QTZ-AC e QTZ-AG apresentaram sintomas de
hipersensibilidade mais intensos em tomateiro, ja os grupos
MRF-ATR, MRF-VD, QTZ-ATR e QTZ-VD reagiram
positivamente em tabaco.

Todos os isolados causaram patogénicidade em trigo, o
isolado com colonias de coloragdo amarela clara foram
patogénicos ao trigo ¢ a cevada. Os isolados com colonias
amarelas gomosas causaram sintomas em plantas de trigo,
aveia e cevada. Os isolados com colonias de coloragdo creme
com pigmento difusivel verde em meio de cultura e os de
coloragdo amarela forte, foram patogénicos ao trigo, ao arroz
e a cevada. Os isolados que apresentaram colonias amarelas
translucidas a luz foram capazes de causar doenga em todos os
hospedeiros testados.

Os testes LOPAT foram realizados apenas com os isolados
que apresentaram caracteristicas coloniais do género
Pseudomonas. Ao realizar os testes com os isolados, observou-
se que houve reagdo igual a todos os testes, exceto para reagdo
de oxidase, que foi positiva para as bactérias com colonia
creme e pigmento verde difusivel, enquanto que as bactérias
com colonias amarelas translucidas & luz reagiram
negativamente para este teste.

Os testes basicos de identificacdo permitiram a formagao
de dois grandes grupos: Grupo 1 - género Xanthomonas,
identificados para este gé€nero pela produgdo de
xantomonadina e, por terem células em forma de bastonetes,
individuais ou em pares, moveis e estritamente aerdbicas,
Gram negativas, oxidase negativa e reagdo alcalina em leite de
litimus, apresentam colonias amarelas com superficie lisa e
gomosa, e por terem causado reagdo de hipersensibilidade em
tomateiro e tabaco. Grupo2 - género identificado como
Pseudomonas através do teste LOPAT, com células em
bastonete reto, movel, Gram negativas, estritamente acrobicas
e apresentaram reacdo acida em leite de litimus. As colonias
sdo de coloragdo amarela translucida a luz e creme, produgdo
de pigmento fluorescente e pigmento difusivel no meio de
cultura.

Todos os isolados foram capazes de realizar nucleacdo do
gelo. Nas regides triticolas sdo comuns temperaturas que
possibilitam as bactérias a formagfo de nucleagdo do gelo,
fendomeno este, que tem propiciado aumento das epidemias por
bacterioses.

Em relagdio aos meios de cultura, o meio YDC
proporcionou observar a coloragdo amarela das bactérias do
género Xanthomonas. J4& o meio B de King possibilitou
visualizar o pigmento fluorescente liberado pelos isolados do
género Pseudomonas sob luz ultravioleta em 24 horas. No
meio WBC, descrito como meio semi-seletivo para X. ¢ pv.
undulosa, apenas os isolados com caracteristicas das colonias
amarelas e gomosas apresentaram crescimento em 48-72
horas. O meio de cultura semi-seletivo XTS ¢ utilizado para a
identificagdo de X. ¢. pv. translucens, este meio favoreceu o
crescimento do grupo de bactérias com caracteristicas
coloniais amarela forte em 48-72 horas.

Os grupos de bactérias MRF-ATR e QTZ-ATR
apresentaram caracteristicas semelhantes, sendo que o sistema

Biolog GEN III Micro-Plate™ detectou um percentual de 95%
de semelhanga comparada ao modelo padrdo do sistema para
a espécie Pseudomonas fuscovaginae. Os isolados de P.
fuscovaginae mostraram-se patogenicos as plantas arroz, de
cevada e de trigo, causando hipersensibilidade em plantas de
tabaco. Esse isolado ndo utilizou 2-ketogluconato e ndo
produziu acido a partir de trealose, sendo oxidase positiva e
arginina dihidrolase positiva, caracteristica esta citada por
Duveiller (2011) como fundamental para distinguir P.
fuscovaginae de outras Pseudomonas fluorescentes.

Os grupos com caracteristica amarela gomosa, amarela
forte e amarela clara pertencem a espécie X. translucens pelo
grau de similaridade encontrado em comparagdes com as
bactérias “Tipo” X. t. pv. cerealis 580 - ICMP 1409, X. ¢. pv.
translucens 581 - ICMP 5752 e X. t. pv. undulosa 579 - ICMP
5755.

Pode-se observar a formagéo de oito grupos pelo método
de ligagdo média entre grupos (UPGMA) (Figura 1),
permitindo o agrupamento de bactérias com maior
similaridade.

O grupo I foi formado apenas pelos isolados do género
Pseudomonas, assim como pelas bactérias "tipo" pertencentes
a este género, apresentando aproximadamente 20% de
similaridade. O grupo II foi formado pelas bactérias isoladas
das sementes e as bactérias “tipo” 581, 579 e 580 pertencentes
ao género Xanthomonas com aproximadamente 15% de
similaridade. No V grupo de isolado manteve-se os isolados
BRS-AF e a bactéria "tipo" X. ¢. pv. translucens 581. No grupo
VI, por sua vez, foram alocados as bactérias pertencentes aos
grupos MRF-AG, QTZ-AG, BRS-AG junto a bactéria "tipo"
579 (X. t. pv. undulosa). Os grupos BRS-AC, MRF-AC foram
alocados ao grupo filogenético VII. O grupo VIII foi composto
pelo isolado QTZ-AC e pela bactéria X. ¢. pv. cerealis (580).

No grupo III encontram-se o grupo de isolados QTZ-VD,
MRF-VC os quais se agruparam a bactéria "tipo" P. s. pv.
syringae 1022. Analisando o grupo IV, observa-se a bactéria
"tipo" P. fuscovaginae 743 ¢ o grupo dos isolados QTZ-ATR,
MRF-ATR.

A analise multivariada aplicada aos dados mostrou-se
adequada a matriz pelo elevado indice de correlagdo cofenética
obtido (0,99). Isto demonstra que os testes realizados para
caracterizar as bactérias fitopatogénicas detectadas em
sementes de trigo apresentam robustez para identificar os
grupos de isolados.

4. DISCUSSAO

No método de deposigdo direta das sementes sobre o meio
de cultura 523 ndo foi possivel analisar com precisdo a
presenca de bactérias fitopatogénicas junto as sementes devido
ao grande numero de contaminantes sendo imprecisa a
avaliagdo da incidéncia. Porém, quando foi realizada a
semeadura direta das sementes sobre o meio de cultura semi-
seletivo WBC (DUBIN; DUVEILLER, 2011) foi possivel
calcular a incidéncia dos grupos de isolados com
caracteristicas morfologicas coloniais de Xanthomonas.

Leon et al. (2008) avaliaram diferentes métodos para
detecgdo de bactérias em sementes de tomate, verificando que
o0s meios semi-seletivos sdo uma opgdo com grande potencial
em comparagdo com meios tradicionais e métodos de
sorologia, por serem capazes de detectar baixas concentragdes
de patogenos e reduzirem o crescimento de saprofitos. Igbal et
al. (2013) obtiveram em seus estudos no Paquistdo, incidéncias
variando de 20 a 80 % de X. t.pv. undulosa em folhas de
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plantas de trigo, isolando o patogeno a partir de folhas com a
presenca de sintomas da estria bacteriana.

Valencia-Botin (2007) e Zavaleta-Mancera et al. (2007)
trabalhando com sementes de trigo inoculadas artificialmente
com P. syringae pv. atrofaciens ¢ P. syringae pv. syringae ¢
posteriormente  semeadas, demonstraram que houve
transmissdo do patégeno para as plantulas ao detectar a
presenca dos sintomas. Sementes infestadas e, ou infectadas
com bactérias constituem fator relevante, tendo em vista, a
possibilidade destas de virem a ser transmitidas para as
plantulas e com isso afetar o desenvolvimento da cultura
(BOTIN et al., 2007).

Por serem estas bacterioses esporadicas na cultura do
trigo, muito ainda falta para se entender o complexo planta-
hospedeiro. Bactérias, pertencentes ao género Pseudomonas
na cultura do trigo, embora classificadas como de baixa
importancia, segundo Duveiller (2011) diminuiram o
rendimento da cultura entre 5 a 20% no México.

Pelas reduzidas formas de controle dessas doengas, a
melhor maneira de reduzir danos causados por tais bactérias é
evitar o semeio de sementes infectadas (IQBAL et al., 2013).

Deste modo, a deteccdo de patdogenos em sementes ¢
fundamental para evitar o aparecimento da doenga.

A deteccao e identificacdo de bactérias em sementes nem
sempre ¢ possivel utilizando-se meios de cultura. Como
observado neste estudo os meios semi-seletivos sdo os mais
eficientes, entretanto, para muitos patdgenos ndo ha um meio
semi-seletivo desenvolvido, ou ainda a concentragdo do
patogeno no lote de semente ¢ baixo e por isso ndo ¢ detectado.
Desse modo, deve-se para casos em que se sabe que essas
bactérias podem vir a causar grandes prejuizos utilizar outras
metodologias como técnicas moleculares. Diversos métodos
moleculares tém sido desenvolvidos para a deteccdo de
patogenos (CUI et al., 2016; FORY et al., 2014), contudo, pela
sua complexidade e elevados custos a sua utilizacdo ainda é
reduzida.

Cottyn et al. (2009) realizaram testes buscando detectar
bactérias em sementes de arroz, verificando uma grande
diversidade morfologica e genética nos isolados obtidos,
dentre eles identificaram bactérias do género Pseudomonas e
confirmaram a sua patogenicidade.
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridades entre 16 isolados de bactérias fitopatogénicas isoladas de sementes de trigo, obtido pelo método
UPGMA, com base na matriz de dissimilaridade com dados multicategoéricos. No eixo x encontram-se as distancias relativas e no eixo y

encontram-se os isolados.

Figure 1. Dendrogram of dissimilarities among 16 isolates of pathogenic bacteria isolated from wheat seeds, obtained by the UPGMA method,
based on dissimilarity matrix with multicategoric data. In the x-axis are the relative distances and in the y-axis are the isolates.

5. CONCLUSOES

Para a utilizagdo de rotina em patologia de sementes, pode-
se afirmar que o tamanho da amostra a ser analisada e periodos
de incubagdo interferem no nimero de UFC/semente, assim
como, utilizando sementes trituradas obtém-se o maior niimero
de UFC/semente. As bactérias isoladas das sementes de trigo
pertencem as espécies X. translucens, P. fuscovagine e as
demais ficando no género Pseudomonas.
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