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CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Xanthomonas axonopodis pv. manihotis
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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis a partir de testes bioquimicos. Foram utilizados 35 isolados provenientes de
municipios paraenses, coletados entre os anos de 2012 e 2017. Foram aplicados os testes de Gram em
hidroxido de potassio (3%) e por coloracdo (Sigma-Aldrich), catalase pela quebra do peroxido de
hidrogénio (3%), oxidase pelas tiras de p-fenilenodiamina (Laborclin), amilase pela hidrolise de amido,
Xanthomonadina e Bactray (I e II). Os resultados obtidos para todos os testes corresponderam aos
descritos na literatura utilizada, exceto a produgdo de acetoina pelos isolados que ¢ um fendmeno nao
caracteristico da espécie.
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Introducio

A Dbacteriose, causada pela Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, ¢ a doenga de maior
importancia da cultura da mandioca. Seus sintomas envolvem manchas e necroses foliares, murcha, morte
descendente, exsudagdo gomosa e necrosamento do sistema vascular do vegetal (CEBALLOS, 1977). No
Brasil, a doenga encontra-se mais expressiva nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, onde pode possuir
carater altamente destrutivo. No Para, a bacteriose estd presente nos municipios de Acard, Ananindeua,
Capanema, Capitao Pogo, Castanhal, Igarapé Agu, Moju, Santa Isabel do Para, Sdo Francisco do Para e
Tracuateua, onde apenas os sintomas foliares da doenga foram encontrados (ISHIDA et al., 2016). Desse
modo, esse trabalho teve como objetivo caracterizar 35 isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis (Xam), a partir dos testes bioquimicos de Gram, Catalase, Oxidase, Hidrélise de amido,

Xantomonadina e Bactray.

Material e Métodos
Os isolados utilizados, provenientes dos municipios de Acara, Belém, Braganga, Capitao Pogo,
Castanhal, Igarapé-Acu, Marituba, Santa Izabel, Tailandia e Tracuateua no Estado do Pard, foram
coletados entre o periodo de 2012 a 2017 e identificados como Xanthomonas axonopodis pv. manihotis

por PCR com os primers especificos XV-XK (ISHIDA et al., 2016). Para o uso experimental, todos os
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isolados foram cultivados em meio 523 de KADO & HESKETT por 48h a 28°C. O teste de Gram foi
realizado pelo método de Ryu e por coloragdao. No método de Ryu, foi adicionada uma gota de KOH a 3%
a uma por¢ao de colonia bacteriana em uma lamina de microscopia. Para a avalia¢dao, observou-se a
viscosidade desta mistura, bactérias Gram-negativas tornam-se viscosas ao contato com esse 0xido devido
a transformacdo do seu ectoplasma, enquanto as Gram-positivas nenhuma mudanga visivel ocorre nessa
mistura (RYU, 1938). No teste de Gram por coloragdo, foi utilizado o Gram Staining Kit (Sigma-
Aldrich), seguindo as instru¢des do fabricante. A verificacdo da presenga ou auséncia da enzima catalase
foi feita pela adicdo de uma gota de peroxido de hidrogénio (H,0O,) a 3% em uma por¢do de colonia
bacteriana em uma lamina de microscopia. A catalase quebra o H,O,, podendo ser percebida com a
formagao de bolhas de gas durante esse processo caracterizando assim a catalase positiva (SCHAAD et
al., 2001). No teste de oxidase, foram utilizadas as tiras de oxidase (Laborclin), seguindo o procedimento
descrito pela empresa. Para a produ¢dao da enzima amilase as bactérias foram cultivadas em meio de
amido por 48h. Apds o crescimento, adicionou-se solucdo de lugol sobre as placas, considerando-se como
hidrélise positiva a formagdo de um halo sem colora¢do ao redor das colonias e a hidrolise negativa, a
coloragdao roxa do iodo em toda placa (SCHAAD et al., 2001). A produg¢do de xanthomonadina foi
analisada por espectrofotometria (SCHAAD et al., 2001), utilizando-se, para efeito de comparacao,
isolados conhecidos por produzirem esse pigmento — Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e
Xanthomonas campestris pv. campestris. As xanthomonadinas possuem um pico em torno de 443nm,
com dois ombros em 420 e 467nm (CHUN, 2002; SCHAAD et al., 2001; VAUTERIN et al., 1995).
Quanto ao sistema Bactray de diagnoéstico, foram utilizados os kits I e II destinados a bactérias Gram

negativas de oxidase negativa, seguindo o procedimento descrito pela empresa.

Resultados e Discussiao

Todos os isolados apresentaram resultados negativos para os testes de Gram, oxidase e produgao de
xanthomonadina, e positivos para catalase e hidrdlise de amido, apresentando assim, caracteristicas
correspondentes a este patovar, como descritas na literatura (CHUN, 2002; SCHAAD et al., 2001;
VAUTERIN et al., 1995). O género Xanthomonas tem como caracteristica a produgao do pigmento
Xanthomonadina, que atribui as espécies uma coloracdo amarelada. Porém, algumas poucas espécies
desse género ndo possuem essa caracteristica, ¢ a Xam ¢ uma delas (DOWSON, 1939 apud CHUN,
2002). No teste, o pico de absorbancia a 443nm, e os dois ombros em 420nm e 467nm, foi percebido nos
dois isolados de coloragdo amarela utilizados como controle, X. axonopodis pv. passiflorae e X.
campestris pv. campestris, € ausente nos isolados de Xam estudados, confirmando a falta desse pigmento
na espécie.

Nos testes bioquimicos com o uso do Bactray (Tabela 2), houve diferenca apenas nos meios



-\ ° J)" 212 Semin4rio de Iniciacdo Cientifica da Embrapa Amazonia Oriental
)/l 20 a 22 de setembro de 2017
@ Belém - Para

Q

Citrato de Sodio (CIT), Malonato (MAL) e Sacarose (SAC), formando 6 grupos das combinacdes dessas
diferencas, sendo o mais representativo com resultado negativo para os trés meios. Algumas
caracteristicas ja conhecidas do género Xanthomonas sao: a ndo produgao de Urease e Indol (URE e IND
negativos), a ndo produ¢do de acetoina (VP negativo), producdo de 4cidos ndo ¢ a partir de Rhamnose,
Adonitol, Inositol e Sorbitol (RHA, ADO, INO e SOR negativos). Mais especifico da espécie,
caracteristicas conhecidas da Xam sdo a auséncia de atividade metabdlica em L-fenilalanina, Manitol e
Rafinose (PD, MAN e RAF negativos) (VAUTERIN et al., 1995). Logo, apenas o resultado VP foi

diferente da literatura.

Tabela 2: Caracterizagao bioquimica de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis pelo sistema
Bactray [ e II.
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Xam32 + + 4+ o+ - -+ - - oo o+ .o
Xam33 + + 4+ 4+ - -+ - - ..o+ .o
Xam34 + + 4+ 4+ - -+ - - o ..+ .o
Xam35 + + 4+ 4+ - -+ - - oo o+ .o

ONPG = o-nitrofenol-beta-d-galacto-piranoside; ADH = Arginina dehidrolase; LCD = Lisina descarboxilase; ODC = Ornitina
descarboxilase; H,S = Sulfeto de hidrogénio; URE = Urease; VP = produgdo de acetoina-glicose; PD = L-fenilalanina; IND =
Indol; CIT = Citrato de s6dio; MAL = Malonato; RHA = Rhamnose; ADO = Adonitol; SAL = Salicina; ARA = Arabinose;
INO = Inositol; SOR = Sorbitol; SAC = Sacarose; MAN = Manitol; RAF = Rafinose.

Conclusoes
Todos os isolados de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis avaliados apresentaram

caracteristicas tipicas da espécie, com apenas uma diferenga bioquimica: producao de acetoina.
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