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1 Introducao

Na natureza, a maioria das bactérias é benéfica; no entanto, um subgrupo
destes procariotas é capaz de causar doencas em culturas agrondmicas e flores-
tais. Aproximadamente 100 espécies de bactérias sao fitopatogénicas, podendo
ser extremamente destrutivas, especialmente sob condicées de ambiente favora-
vel a doenca (Agrios, 1997). Na &rea florestal, as doencas de etiologia bacteriana
sao relativamente recentes; por esse motivo, existe uma escassez de estudos para
este tipo de patdgeno. Assim como é realizado para doencas flngicas, o estudo
de doencas causadas por bactérias também requer o conhecimento dos métodos
de deteccdo, isolamento e inoculagéo. Estes métodos permitem realizar o diag-
néstico correto e preciso, comprovar a etiologia da doenca e viabilizar outros
estudos, incluindo a determinagao das condicbes ambientes favoraveis a infec-
¢ao e otimizacdo das medidas de controle.

O isolamento de bactérias fitopatogénicas, embora se assemelhe ao que é
realizado para fungos, demanda cuidados especiais de assepsia, principalmente
em fungéo do grande nimero de operagdes envolvidas e da associacéo quase
sempre existente de bactérias saprofiticas, mormente nas lesées mais velhas (Ro-
meiro, 2001).

As inoculagbes com fitobactérias diferenciam das inoculagées com fungos,
especialmente quanto a quantificagdo da concentracio de inéculo e aos cuida-
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dos necesséarios durante o acondicionamento das plantas pré e pés-inoculagao.
Além disso, em fitobacteriologia é possivel, por meio de inoculacoes, realizar a
inducdo de reacdo de hipersensibilidade (Hypersensitive Reaction, HR) para
comprovar a patogenicidade das colénias obtidas no isolamento.

2 Deteccao de Bactérias Fitopatogénicas

Diferentemente de doencas de origem flngica, as bacterioses de plantas
normalmente tém sido diagnosticadas, com maior seguranca, apenas no labora-
tério. Desse modo, apds suspeita de bacteriose numa planta, amostras do érgao
infectado devem ser colhidas, acondicionadas em sacos de papel, envolvidos
por um saco plastico e em seguida acondicionadas numa caixa de isopor, con-
tendo gelo misturado com jornal picado, serragem ou vermiculita, a fim de man-
ter a temperatura baixa durante o transporte. A caixa de isopor deve ser herme-
ticamente fechada, com fita adesiva ou similar, devendo as amostras chegar ao
laboratério, preferencialmente, até 24 h ap6s a coleta.

Normalmente, o padrao sintomatolégico de manchas foliares de etiologia
bacteriana varia muito (Figura 6.1 A) e, por esse motivo, a comprovacao do
envolvimento de fitobactérias em determinada enfermidade tem sido feita apés
a visualizacao de sinais, evidenciado por exsudacao de células bacterianas (Figu-
ra 6.1 B). Dependendo do érgao infectado, diferentes técnicas podem ser empre-
gadas para expor as células bacterianas ao meio externo ou para estimular sua
exsudacdo. Além de possibilitar a comprovacao da etiologia bacteriana, a
exsudacao de células permite realizar o isolamento direto do agente etioldgico,
principalmente quando se trata de érgaos infectados de maior volume como
caule de plantas arbéreas.

2.1 Deteccio de fitobactérias em caules

No caso de doenca em caule e ramos (Figura 6.2 A), como a murcha
bacteriana do eucalipto causada por Ralstonia solanacearum, a comprovacao da
etiologia bacteriana pode ser feita ainda no campo (Figura 6.2 B), diferentemen-
te de doencas em folhas em que existe a necessidade de recursos laboratoriais.
Para estas doencas, realiza-se o corte da arvore na regi@o lesionada e a seccao
do caule é colocada dentro de um recipiente com agua limpa. Quando ha gran-
de numero de células bacterianas dentro dos tecidos, ocorre exsudacao de pus
bacteriano na superficie superior do corte (Figura 6.2 C). No entanto, dependen-
do do grau de colonizacéo dos tecidos vasculares, a exsudacao em copo ou tubo
de ensaio com agua nao é visualizada, sendo necessério empregar o teste de
exsudacgao em gota e visualizagdo microscépica (Figura 6.2 D).
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B

Figura 6.1 - Detecgao de fitobacterioses em tecido foliar: A - Variacéo
sintomatoldgica de lesdes bacterianas em folhas de Eucalyptus spp.;
e B - Deteccao microscopica de pus bacteriano em gota d’agua.

Para realizar a deteccéo de bactérias em ramos, retira-se uma secao longi-
tudinal na extremidade do tecido sadio, e em seguida esse corte é colocado em
contato com a parede de um copo ou béquer contendo &gua limpa. Quando
presente, a bactéria escorre como um filete de pus para o fundo do recipiente.
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Figura 6.2 - Deteccao de Ralstonia solanacearum em tecido infectado do hospe-
deiro: A - Escurecimento do lenho; B - Pus bacteriano na superficie
seccionada; C - Exsudacao de pus bacteriano em copo com agua;
D - Observacao microscépica de pus bacteriano; e E) Exsudacao
microscopica de pus.
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2.2 Detecgdo de fitobactérias em folhas

Nas lesoes foliares (Figura 6.1 A), o teste de exsudacéo em gota é o mais
apropriado para a detecgdo de bactérias (Figura 6.1 B). Para isso, corte, nas
margens da lesao, um fragmento retangular com aproximadamente 0.4 x 0,5 cm
e coloque-o em uma gota de dgua limpa numa [dmina microscépica. Cubra o
fragmento com laminula e observe ao microscépio no menor aumento, com o
diafragma fechado e condensador abaixado. Quando as células bacterianas es-
tao presentes na lesao, estas exsudam a partir do interior dos tecidos para o meio
externo, como pus bacteriano. Em ramos, a deteccéo de bactérias também pode
ser feita por este teste, no entanto € necessario realizar um corte fino do tecido
infectado para facilitar a visualizacao.

O teste de exsudacao em gota é um método rapido, sensivel, seguro e ndo
subjetivo para comprovagao do envolvimento de fitobactérias em doencas de
plantas; no entanto, deve-se considerar que estes procariotas podem exsudar
com maior ou menor intensidade. Além disso, cuidados devem ser tomados na
interpretacdo do que se visualiza durante a realizacao do teste. Exsudacao de
outras substéncias como gomas e latex, presentes em algumas espécies ou
exsudacao de massa de esporos diminutos de algum fungo presente no tecido
lesionado podem gerar conclusées equivocadas (Romeiro, 2001).

3 Meios de Cultura para Isolamento de Fitobactérias

As bactérias fitopatogénicas e nao-fastidiosas sdo tipicamente
quimioeterotréficas (Romeiro, 1995). Nesse caso, a fonte de energia é exégena e
sempre obtida pela metabolizacdo de compostos organicos do carbono (Romei-
ro, 2001). Diante desta particularidade, o isolamento de bactérias fitopatogénicas
deve ser realizado em meios de cultura que fornecam macro e microelementos
essenciais a multiplicagdo e sobrevivéncia das células, além da otimizacao de
outros fatores como o ajuste do pH préximo ao neutro.

Os meios de cultura empregados rotineiramente podem ser divididos em
sintéticos, semi-sintéticos ou naturais, dependendo do conhecimento de sua com-
posigao. Enquanto os meios de cultura sintéticos sao produzidos pela mistura de
substancias quimicas puras e em quantidades conhecidas, os meios naturais sao
obtidos pela decoccao ou por meio de extratos de 6rgaos vegetais ou de tecidos
animais. Os meios semi-sintéticos sdo produzidos pela mistura de substéncias
quimicas puras e produtos de origem natural e, por esse motivo, assim como os
meios naturais, nao apresentam a composicao completamente conhecida.
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Normalmente, os meios de cultura semi-sintéticos sao os mais utilizados
na rotina de pesquisas com fitobactérias (Romeiro, 2001). No Laboratério de
Patologia Florestal e Genética da Interagao Planta-Patégeno (UFV), o meio 523
de Kado e Heskett (1970) tem sido utilizado para isolamento, armazenamento
por curto intervalo de tempo e multiplicacdo de fitobactérias. No entanto, para
casos especiais de diagnose e dependendo do objetivo do trabalho, pode se fazer
uso de mais de um meio de cultura (Schaad, 2001).

O meio de cultura 523 de Kado e Heskett (1970) (Tabela 6.1) suporta o
crescimento da maioria das espécies de fitobactérias néao fastidiosas, proporcio-
nando rapido crescimento e boa transparéncia (Romeiro, 2001). Esta tltima ca-
racteristica é importante para facilitar a visualizacdo da morfologia das colonias
obtidas no isolamento.

Tabela 6.1 - Composicao do meio 523 utilizado para isolamento, armazenamento
e multiplicagao de fitobactérias

Componentes Quantidade
Sacarose 10,0 g
Caseina acida hidrolisada 80g
Extrato de levedura 40g
K,HPO, (anidro) 20g
MgSO,.7H,0 0,3g
Agar 150g

Agua destilada (g.s.p.) 1.000 mL

Fonte: Kado e Heskett (1970).

O meio de cultura nutriente-agar (NA) (Tabela 6.2) pode também ser
utilizado para o cultivo de bactérias causadoras de doengas em plantas, embora
este meio seja mais apropriado para o cultivo de bactérias nao-fitopatogénicas.
Quando o agar é retirado da composicdo do meio nutriente-agar (NA), ao meio
liquido resultante dar-se-4 o nome de caldo nutriente (NB) “Nutrient Broth”.
Uma das vantagens deste tipo de meio consiste na reducdo da producao de
massa capsular, que interfere na calibracdo de curvas de crescimento, pelo méto-
do de diluicdo em placas, principalmente em espécies de Xanthomonas (Romei-
ro, 2001).
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Tabela 6.2 - Composicao do meio nutriente-agar (NA) utilizado para o cultivo de
bactérias, especialmente na calibracéo de curvas de crescimento pelo
método de diluicdo em placas

Componentes Quantidade
Extrato de carne 3.0g
Peptona 50¢g
Agar 150¢g

Agua destilada (q.s.p.) 1.000 mL

Fonte: Dhingra e Sinclair (1995).

O meio nutriente-agar pode ser suplementado com glicose a 2,5 g/L,
passando, nesse caso, a denominar-se nutriente glicose-dgar (NGA) ou caldo
nutriente-glicose (NGB), quando se omite o dgar (Romeiro, 2001).

O meio de batata-dextrose-agar (BDA) também pode ser utilizado para o
cultivo de células bacterianas, no entanto este deve ter o seu pH ajustado para 7,0.

Hé atualmente véarios meios de cultura disponiveis para o cultivo de
fitobactérias, incluindo meios sintéticos para atender a determinados objetivos
da pesquisa (Mariano et al., 2000). A titulo de exemplo, o meio B de King (King
et al., 1954) é muito til para evidenciar a fluorescéncia de determinadas espéci-
es de bactérias e para estudos que buscam comprovar a producao de sideréforos
(Tabela 6.3).

Tabela 6.3 - Composicao do meio B de King utilizado para evidencializacao de
fluorescéncia e comprovacao da producao de sideréforos

Componentes Quantidade
Proteose peptona n® 3 20,0g
K,HPO, 1,5g
Mg50,.7H,0 15g
Agar 150g

Glicerol 15 mL

Agua destilada (g.s.p.) 1.000 mL

Fonte: King et al. (1954).
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4 Métodos de Isolamento

Em bacterioses de plantas, normalmente néo é possivel utilizar os si-
nais (células bacterianas) do patdégeno para realizar o isolamento, uma vez
que as bactérias fitopatogénicas causam doenca colonizando os espacgos
intercelulares. Desse modo, a classificacdo dos métodos de isolamento dife-
rencia-se da utilizada para fungos. Desse modo, os métodos de isolamento
serao assim classificados: direto, quando houver a possibilidade de transfe-
réncia direta das células bacterianas para o meio de isolamento ou quando as
células forem isoladas a partir de tecidos internos sem a necessidade de
desinfestacao; e indireto, quando o isolamento for realizado a partir de teci-
dos superficiais e obrigatoriamente demandar a desinfestacdo. Em situacoes
especiais, pode-se lancar mao também do uso de iscas bioldgicas e meios
seletivos como grupo de fitobactérias enterobacteriaceae que causam podri-
dées (Dickey e Kelman, 1988).

Isolamento direto

No caso de bactérias que infectam os feixes vasculares, como Ralstonia
solanacearum, o isolamento pode ser feito diretamente a partir do pus exsudado
para meio de cultura 523 de Kado e Heskett (1970) sélido em placas de Petri,
riscando-se a massa de células na superficie do meio com alca de platina, sob
condigdes de assepsia. A diluicdo do pus bacteriano em solugao salina (NaCl a
0,85%) e a semeadura com alca de Drigalski sobre o meio sélido em placas de
Petri também podem ser empregadas com sucesso. Nesse caso, um grande nu-
mero de coldnias individuais sera obtido, a partir das quais se repicam as coléni-
as individualizadas para tubos de ensaio contendo meio agarizado.

Material necessario

a) Plantas com infeccao dos feixes vasculares.
b) Faca ou facdo afiados.
¢) Béquer de 100 mL com &gua esterilizada.
d) Saco pléstico para fazer cAmara tmida.
) Placas de Petri e tubos de ensaio com meio 523 de Kado e Heskett (1970).
f) Tubos com 9,9 mL de NaCl 0,85%.

e
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Procedimento

a) Seccione o caule da planta no coleto e acima da regiao com sintomas de
depressdo na casca e lave-o com &gua e detergente.

b) Faca seccoes de 12 cm de comprimento em bisel no caule e coloque-as den-
tro de um béquer com agua esterilizada até a metade.

c) Cubra o béquer com saco plastico transparente, amarre-o para formar caAma-
ra Umida e mantenha a amostra sobre o balcao de laboratério por 24 h.

d) Proceda ao isolamento direto para placas de Petri contendo meio de cultura,
espalhando o pus bacteriano exsudado na superficie do corte, pelo método
de estrias.

e) Dilua uma alcada de células em NaCl 0,85% até 10 e semeie 100 mL em
meio 523 de Kado e Heskett (1970).

f) Mantenha as placas a 28 °C por até 72 h e repique colénias individualizadas
para tubos de ensaio contendo meio 523 de Kado e Heskett (1970).

4.1 Isolamento direto a partir de tecidos internos

O isolamento direto tem a premissa basica de ser incomum o fato de duas
bactérias colonizarem concomitantemente o mesmo tecido vegetal (Romeiro,
1976). Além disso, principalmente para lesdes recentes, a probabilidade de inva-
sao secundéria por microrganismos sapréfitas — procariotas ou eucariotas — é
bem menor. Nesse sentido, pode-se assumir que existe uma grande chance de a
bactéria fitopatogénica estar presente de forma isolada nos espacos intercelulares
e, ou, nos feixes vasculares, Embora resulte em economia de tempo e maiterial, o
isolamento direto é aconselh&vel apenas para érgaos vegetais volumosos como
caules e frutos, com porgoes relativamente espessas de tecidos que poderéao ser
retirados para eliminar as contaminagdes externas. Nesse caso, as operacgdes de
desinfestacao com hipoclorito de sédio ou de célcio e lavagem dos fragmentos
em agua esterilizada nao sao necessarias. Os procedimentos para realizar o isola-
mento direto (Romeiro, 2001) sao listados a seguir:

a) Lave o 6rgao vegetal com égua e detergente neutro e seque-o com papel-
toalha ou similar. A seguir, realize duas ou trés flambagens apds mergulhar o
6rgao em alcool absoluto. Divida o érgao vegetal em duas metades com o
auxilio de um escalpelo previamente flambado, de forma a expor os tecidos
internos.

b) A partir de um local distante da periferia do érgéo vegetal e do local da inci-
sa0, que apresente, no entanto, sintomas ou alteracdes de cor, rigidez e, ou,
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consisténcia, retire, com o escalpelo flambado e resfriado, pequenos fragmen-
tos do tecido infectado e deposite-os em uma gota de &gua esterilizada conti-
da em uma placa de Petri esterilizada.

¢) Macere os fragmentos utilizando um escalpelo previamente esterilizado e, apds
20 a 30 min, realize a distribuicao da suspensédo obtida em placas contendo o
meio de cultura para isolamento.

4.2 Isolamento indireto

O método de isolamento indireto baseia-se na separacao espacial do
patégeno promovida pelos tecidos do hospedeiro. Nesse sentido, espera-se que
no interior dos érgéos lesionados existam somente fitobactérias e que no exterior
estariam saprofitas, incluindo fungos e bactérias. Além disso, a associacdo de
duas ou mais fitobactérias nao ocorre normalmente nos tecidos internos, bem
como a presenca de microrganismos sapréfitas (Romeiro, 2001).

O isolamento indireto deve ser realizado a partir das bordas da lesao, onde
as chances de existirern microrganismos sapréfitas e oportunistas € menor. Além
disso, nessa regido, espera-se que a fitobactéria esteja fisiologicamente mais ati-
va. Os cuidados adotados no isolamento indireto ainda incluem a utilizacao de
lesdes recentes, cujos tecidos do hospedeiro nao foram ainda invadidos por
microbiota oportunista. A seguir sao listados os procedimentos para realizar o
isolamento indireto, conforme recomendacdes de Romeiro (2001):

a) Lave cuidadosamente o érgao vegetal infectado com agua e sabao neutro e
em seguida enxugue-o com papel-toalha.

b) Com o auxilio de um escalpelo previamente flambado, remova parte do teci-
do infectado e, a partir das bordas da lesao, retire fragmentos de aproximada-
mente 0,5 x 0,5 cm.

¢) Realize a desinfestacdo dos fragmentos, mergulhando-os em &lcool 50% por
20 a 30 s, em seguida em solucéo de hipoclorito de sédio ou de célcio (2%)
por 1 a 5 min e finalmente remova o excesso dos desinfestantes, lavando os
fragmentos ao menos trés vezes em agua destilada e esterilizada.

d) Deposite uma gota de 4gua destilada e esterilizada no fundo de uma placa de
Petri também esterilizada e transfira trés ou quatro fragmentos para essa gota.
Com o auxilio de um escalpelo previamente flambado, macere os fragmen-
tos, aguarde 20 a 30 min e realize a semeadura da suspensao obtida na super-
ficie do meio de cultura.
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5 Semeadura da Suspensdo de Células em Meio de
Cultura Sdlido

Existern basicamente trés formas para proceder & semeadura da suspen-
sao de células, obtida durante o isolamento. Independentemente da forma utili-
zada, o principio é o mesmo, ou seja, realizar a diluicdo de forma a atingir uma
populacao, na qual colénias individualizadas possam ser formadas. A formagao
de coldnias individuais facilita as inspec¢des visuais, onde seré possivel comparar
caracteristicas morfolégicas (cor, tamanho, brilho, elevacéo, bordas etc.) com o
tipo de colénia esperada ou descrita na literatura, e permite maior homogeneidade
das caracteristicas genotipicas e fenotipicas dos isolados originados a partir de
uma tnica célula (Romeiro, 2001).

5.1 Semeadura pelo método de estrias ou riscas

Existern duas formas de realizar as estrias ou riscas, denominadas estrias
simples ou compostas (Figura 6.3). No primeiro caso, as estrias sao feitas de forma
continua, em movimentos de ziguezague e, no segundo, de forma entrecruzada.
Em todas as situacdes, no entanto, o objetivo é o mesmo, ou seja, diluir a concen-
tracdo de células para possibilitar o desenvolvimento de colénias individualizadas.

Procedimento para realizacao de estrias simples

Com a alca de repicagem previamente flambada e resfriada, toque na suspen-
sao de células e deposite 0 excesso em um ponto préoximo a borda da placa de
Petri contendo o meio de cultura. Toque na suspensao de indculo previamente
depositada no pélo da placa e, a partir dai, realize movimentos de ziguezague
como se estivesse limpando a alga de repicagem, em movimentos suaves e
aproveitando ao méaximo a superficie do meio de cultura até o outro pélo da
placa.

Procedimento para realizacao de estrias compostas

a) Apds flambar e resfriar a alca de repicagem, retire uma gota da suspensao
de células e deposite o excesso em um ponto proximo & borda da placa.

b) Sem flambar a alca, trace trés a quatro riscas paralelas espacadas de 0,5
cm, sendo a primeira distanciada do local onde foi feito o depésito de
inéculo de aproximadamente 1 cm. As riscas ndo devem ultrapassar a
metade da placa.
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c) Flambe a alca, resfrie a sua ponta e em seguida realize de trés a quatro
estrias paralelas em &ngulo reto em relacdo as primeiras, partindo da pri-
meira risca da primeira série.

d) Procedendo da mesma forma, realize mais trés ou quatro riscas paralelas e
em angulo reto com as da segunda série. Repetir a mesma operacao, tracan-
do riscas paralelas em angulo reto com as da terceira série.

&
7

Figura 6.3 - Semeadura de bactérias pelo método de estrias: A - Estrias com-
postas; e B - Estrias simples.

LYsYe.
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5.2 Semeadura pelo método de diluicio em placas

Este método é mais trabalhoso e requer mais materiais quando compara-
do com o método de estrias. Nesse caso, a suspensao de células é diluida em
série antes da semeadura em meio de cultura.

Procedimento de semeadura pelo método de diluicao em placas

a) Com o auxilio de uma pipeta e ponteiras estéreis, deposite uma gota de agua
destilada esterilizada no centro de trés ou mais placas de Petri também esté-
reis.

b) Transfira, com a alga de repicagem, uma aliquota da suspensédo de células
para a gota de agua esterilizada em uma das placas. Homogeneize e, em
seguida, transfira uma aliquota dessa suspensao para a outra placa, e assim
sucessivamente, de forma a diluir cada vez mais a concentragao de células.

¢) Ap6s fundir o meio de cultura, resfrie-o até aproximadamente 48-50 °C (tempe-
ratura suportavel pela palma da méao) e, em seguida, verta o meio sobre as gotas
contidas no fundo das placas de Petri. Apés essa etapa, realize movimentos rota-
térios suaves, de modo a incorporar a suspensao de células ao meio de cultivo.

5.3 Semeadura pelo uso de alca de Drigalsky

Para proceder a este tipo de semeadura, também é necesséario realizar a
diluicdo em série da suspensao de células, o que aumenta a quantidade de ope-
racOes necessarias e torna o método mais trabalhoso.

Procedimento para semeadura pelo uso de alca de Drigalsky

a) Realize a diluicao em série da suspensao de células utilizando como meio
diluente solucdo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada ou PBS (solucao salina
em tampao fosfato 0,1 M, pH = 7,0) também esterilizada.

b) Prepare tubos de ensaio com 4,5 mL do diluente escolhido e em seguida
autoclave por 20 min a 121 °C/1 atm. Transfira assepticamente 0,5 mL da
suspensao de células para o primeiro tubo, homogeneize a suspensao obtida
e em seguida transfira 0,5 mL dessa nova suspensao para outro tubo. Realize
esses passos sucessivamente, de forma a diluir a suspensao de células na
proporcao de 1:10 até atingir diluigdes de 10-1°.

¢) Com uma pipeta esterilizada, transfira 0,1 mL de cada diluicdo para o meio
de uma a trés placas de Petri contendo meio de isolamento. Em seguida, com
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a alca de Drigalsky previamente flambada apds a imersao em alcool absolu-
to e resfriada, espalhe a suspensao de células sobre a superficie do meio. E
importante realizar a semeadura a partir da suspensao mais diluida.

6 Inoculacao de Fitobactérias

Ha varios métodos de inoculagao de fitobactérias desenvolvidos para es-
tudos de patogenicidade, avaliacdo de resisténcia em plantas, avaliacao de mé-
todos de controle e estudos epidemiolégicos. O tipo de método empregado varia
de acordo com o alvo da planta e o tipo de doenca em estudo.

6.1 Preparo do indculo de fitobactérias

Existem dois cuidados béasicos em relacdo ao preparo de inéculo de
fitobactérias. Primeiramente, as células devem ser suspensas em solucéo salina
(NaCl a 0,85%) ou em tampéo fosfato PBS (solucao salina em tampao fosfato
0,1 M, pH = 7,0), em vez de dgua destilada. Esse cuidado tem como objetivos
evitar a plasmélise ou choque osmético das células e garantir a maior viabilidade
do inéculo. O segundo cuidado diz respeito & idade étima da cultura bacteriana,
ou seja, deve-se preparar a suspensao de células quando estas se encontrarem
na fase logaritmica ou exponencial de crescimento. Normalmente, a maioria das
fitobactérias encontra-se nessa faixa de crescimento apés o cultivo por 18 a 24 h
a 28 °C.

O inéculo pode ser produzido em meio sdlido ou liquido. No segundo
caso, a incubagéo deve ser realizada sob temperatura e agitacao constante. De-
pendendo do estado fisico do meio, diferentes técnicas sdo empregadas para
realizar a coleta das células. Quando a multiplicacdo ocorre em meio sélido,
realiza-se a raspagem do crescimento bacteriano, com o auxilio de uma alca de
Drigalsky, adicionando solucéo salina (NaCl 0,85%) ou tampao fosfato PBS so-
bre a cultura. A coleta de células em meio liquido é mais trabalhosa e, nesse caso,
o procedimento implica a utilizacao preferencial de centrifugas refrigeradas. Para
separar as células dos componentes do meio de cultivo, centrifugura-se a amos-
tra a 15.000 /20 min e, em seguida, descarta-se o sobrenadante, sendo as célu-
las ressuspendidas em solucao salina ou tampao fosfato PBS. Apés trés ciclos
consecutivos dessas operacoes, pode-se considerar que as células estao livres
dos componentes do meio de cultivo (Romeiro, 2001).
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6.2 Quantificacdo e calibragdo da concentragao de inoculo

A quantificacdo e calibracdo da concentracdo de inéculo sédo importan-
tes para que se possam comparar os resultados de inoculacoes e garantir a
repetibilidade dos experimentos.

Em uma suspensao de bactérias, logicamente nem todas as células estao
vidveis; por esse motivo, quando se deseja quantificar o nimero de bactérias na
suspensao, deve-se proceder a um estudo prévio que correlacione o nimero de
células vidveis ou unidades formadoras de colénias (ufc) com um valor de
absorbéancia, geralmente padronizado a 550 nm. Para tanto, faz-se uma diluicao
seriada da suspensao inicial em tubos de ensaio com 9,9 mL de solucao salina
(NaCl a 0,85%) esterilizada. Uma aliquota de 100 uL. da suspensao de bactérias
é diluida em série e, a partir de cada tubo, semeiam-se 100 uL da suspenséo
diluida em cada placa de Petri com meio 523 de Kado e Heskett (1970), utilizan-
do pelo menos trés placas por diluicao. Paralelamente, realiza-se a leitura, em
espectrofotémetro, da densidade ética da suspenséo de células bacterianas, a
550 nm, de cada diluicao. Apds incubacdo a 28 °C por 48 h, quantifica-se o
numero de células vidveis por diluigao e, finalmente, correlacionam-se os valores
médios com a densidade dtica. E importante mencionar que as correlacdes obti-
das em determinadas condi¢des devem ser padronizadas, como o meio de cultu-
ra utilizado, temperatura, idade da cultura e outras condi¢bes de cultivo.

Os resultados das leituras em espectrofotdémetro sao expressos em A
(absorbancia) ou DO (densidade 6tica), indicando-se ao mesmo tempo o com-
primento de onda utilizado nas leituras. Geralmente, DO, = 0,1 corresponde a
10% ufc/ml., sendo a concentracdo de in6culo empregada mais freqlientemente
(Romeiro, 2001).

Apds a determinacao da concentragao de inéculo, realiza-se, por meio de
dilui¢bes, a calibracéo para a concentracéo desejada.

6.3 Acondicionamento das plantas antes e depois da inoculacao

Bactérias fitopatogénicas penetram no hospedeiro através de aberturas
naturais (estdmatos, hidatédios, lenticelas e glandulas) ou por ferimentos. A co-
lonizaco dos tecidos da planta é favorecida pelo congestionamento de agua no
érgao infectado. Desse modo, a manutencao das plantas por 24 h antes e depois
da inoculacdo em camara de nevoeiro, com umidade relativa de 100%, é geral-
mente suficiente para garantir o sucesso da inoculacao (Romeiro, 2001). Toda-
via, as condigbes étimas de temperatura e periodo de camara Grnida pré e pos-
inoculacdo devem ser determinadas por experimentacao prévia.
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6.4 Métodos de inoculagio

Na escolha do método de inoculagdo devem-se considerar varios fatores,
entre eles o 6rgao afetado e a forma predominante de penetracao das fitobactérias,
exequibilidade, custo e disponibilidade de equipamentos para realizar a
inoculacao, além de aspectos relativos as condigdes de infecgdes naturais. Deve-
se considerar que, principalmente para doencas novas, o protocolo de inoculagéo,
embora possa ser adaptado de outros patossistemas, geralmente requer adapta-
coes. Portanto, a seguir serdo apresentados os métodos mais comuns para
inoculacao artificial de bactérias fitopatogénicas.

6.4.1 Atomizacdo

Este método é recomendado para bactérias que causam lestes na parte
aérea das plantas e penetram diretamente por meio de estématos, lenticelas,
ferimentos, hidatédios e glandulas.

Material necessario

a) Plantas suscetiveis a bacteriose.

b) Atomizador acoplado a uma bomba de pressao.
c) Bactérias crescidas por 24 h em meio sélido.

d) Solucéo salina NaCl 0,85% esterilizada.

e) Alca de Drigalsky e béquer.

Procedimento

a) Coloque as plantas em camara de nevoeiro por 24 h.
b) Preparar a suspensao de inéculo ajustada para DO, = 0,1.

c) Com atomizador De Vilbiss acoplado a uma bomba de pressao, atomize a
suspensao bacteriana em ambas as faces da folha, de modo a obter distribui-
cao uniforme do inéculo sem atingir o ponto de escorrimento. Em casos de
folhas com alta tensao superficial, recomenda-se adicionar Tween 80 a 0,1%
a suspensao bacteriana.

d) Recoloque as plantas inoculadas em camara timida por mais 24 h; em segui-
da, mantenha-as em casa de vegetacao a 28 °C e acompanhe o surgimento
dos sintomas caracteristicos.
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6.4.2 Injecao

Esta técnica de inoculagao surte bons resultados para bactérias causadoras
de manchas foliares, bem como para as causadoras de murcha. Neste caso, uti-
lizam-se seringas hipodérmicas para injetar a suspensdo bacteriana nos espacos
intercelulares da folha ou seringas mais resistentes para inoculacées no caule em
haste.

Material necessario

a) Plantas suscetiveis a bacteriose.

b) Seringas hipodérmicas estéreis.

c) Bactérias crescidas por 24 h em meio sélido.
d) Solucéo salina NaCl 0,85% esterilizada.

e) Alca de Drigalsky e béquer.

Procedimento

a) Prepare a suspensao de indculo ajustada para DO,,, = 1,0.

b) Injete a suspensao de indculo no mesdfilo foliar em diferentes pontos da fo-
lha. Para isso, apdie a folha entre os dedos polegar e indicador e, com a outra
méo, realize a injecdo do mesdfilo. A injecdo da suspensédo de células
bacterianas é mais facil de ser realizada préximo a nervura principal do lado
abaxial do limbo foliar. E importante mencionar que essa operacéo envolve
muito treinamento e persisténcia.

¢) Coloque as plantas inoculadas em casa de vegetacao a 28 °C e observe o
aparecimento de sintomas.

d) Colete as folhas com lesdo nos pontos de inoculacdo e verifique se ha
exsudacao de bactérias.

6.4.3 Imersdo de raizes

Bactérias que causam murcha em plantas podem ser inoculadas nas raizes
in situ ou em rafzes lavadas. No primeiro caso, o indculo é adicionado ao substrato
no qual a planta esta se desenvolvendo e, no segundo, a inoculagao é realizada
antes do replantio das mudas. Em ambos os métodos, seccione parte do sistema
radicular para possibilitar a penetracéo das células bacterianas.
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Material necessario

a) Plantas suscetiveis a bacteriose.

b) Tesoura de poda ou escalpelo.

)
)
c) Bactérias crescidas por 24 h em meio sdlido.
d) Solucao salina NaCl 0,85% esterilizada.

)

e) Alga de Drigalsky e béquer.

Procedimento

a) Prepare a suspenséo de inéculo ajustada para DO,,, = 1,0.

b) Apés a germinacao das sementes em leito de areia ou vermiculita, lave o
sistema radicular em agua corrente e em seguida, com a tesoura de poda ou
escalpelo esterilizado, seccione as extremidades de algumas raizes. Para
inoculacéo de raizes in situ, o solo é removido ao redor das raizes, e posterior-
mente é realizado o seccionamento destas.

c) Efetue a imersao das raizes por alguns minutos na suspensao de bactérias e
replante as mudas inoculadas em solo esterilizado. Para inoculacao in situ, a
inoculacao é feita irrigando o solo na regiao das raizes previamente seccionadas.

d) Transfira os vasos para casa de vegetacéo a 28 °C e observe o aparecimento
de sintomas.

6.4.4 Outros métodos de inoculagao

A inoculacao pode também ser feita por meio da utilizacao de abrasivos,
pelo uso de tesoura, por picada ou por pressao, por seccionamento da parte
aérea ou do peciolo, com palito ou via hidatédios ou, ainda, pela infestacao do
solo (Romeiro 2001), conforme sumarizado a seguir.

Inoculacdao com abrasivos

O uso de abrasivos é mais indicado para bactérias que tipicamente pene-
tram por ferimentos. Nesse caso, o abrasivo, geralmente carborundum, pode ser
misturado ao inéculo ou pincelado na folha antes da inoculagéo. O grande pro-
blema deste tipo de inoculagao diz respeito as injirias mecénicas que poderao
surgir. Essas injirias podem gerar confusao com os sintornas causados pelo
patégeno, especialmente se for do tipo necrético.
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Inoculacao com cortes de tesoura

A utilizacdo de tesoura para proceder a inoculagio de folhas tem como
objetivos realizar os ferimentos necessarios a penetracéo da fitobactéria e, ao
mesmo tempo, realizar o depdsito de indculo nesses sitios de infeccao. Para isso,
uma tesoura previamente esterilizada é imersa na suspensao de inéculo e, em
sequida, sdo realizados pequenos cortes na periferia do limbo foliar. Esse tipo de
inoculacdo apresenta como uma de suas principais vantagens a simplicidade e o
requerimento de poucos materiais para execucao.

Inoculacdao com alfinete entomolégico

Para inoculacoes principalmente no caule, pode-se adotar a picada com
alfinete entomolégico previamente imerso em suspensao de indculo. Quando se
deseja inocular folhas, pode-se também acoplar o alfinete em um pincel, entre as
cerdas, e realizar a inoculagéo pincelando o indculo concomitantemente a reali-
zacao de portas de entrada por ferimento.

Inoculacao por pressao

A inoculacéo por pressao é um método muito drastico, no entanto muito
util, sobretudo, em testes de inducao de reacéo de hipersensibilidade (HR) em
plantas, cujas folhas sao coriaceas e de dificil infiltracao por outras metodologias.

Inoculacéao por seccionamento da parte aérea ou do peciolo

A inoculagéo de fitobactérias em monocotiledéneas pode ser feita princi-
palmente pelo seccionamento da parte aérea. Nesse caso, assim como é feito
para inocular por seccionamento do peciolo, uma gota de inéculo é depositada
sobre a rea seccionada e as plantas sao mantidas em cAmara Umida, para que a
bactéria seja capaz de penetrar, multiplicar-se e causar os sintomas nas novas
folhas ou em regides distantes do ponto de inoculagéo.

Inoculacao com palitos de madeira

Quando se deseja introduzir 0 patégeno bacteriano nos tecidos mais pro-
fundos, pode se recorrer a inoculacao com palito. Nesse caso, palitos comuns de
madeira sao previamente esterilizados, umedecidos em suspensao de indculo e
finalmente introduzidos no caule da planta ou no ponto de insercédo da folha
com o caule. Esse método é considerado menos drastico do que a inoculacéo
por injec¢ao.
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Inoculacao por hidatédios

A sintomatologia de determinadas bacterioses evidencia a penetragédo por
hidatddios. Nessa situacdo, observa-se principalmente lesao nas bordas foliares
assumindo um formato cuneiforme. Com o objetivo de realizar uma inoculagao
artificial simulando as condicées de infeccao natural, pode-se passar suavemen-
te um cotonete, previamente imerso na suspenséo de indculo, nas bordas foliares.
E importante que as plantas sejam mantidas previamente em camara timida por
no minimo 24 h e que depois da inoculacéo estas sejam levadas para um local
ventilado. Além disso, a temperatura de incubacao deve estar entre 25 e 30 °C e
nunca superior a 30 °C.

Infestacao do solo ou substrato

Assim como & realizado nas inoculagdes de fungos habitantes de solo, a
inoculacao de fitobactérias pode ser feita, em alguns casos, por meio da infestacao
no solo. Nesse método, deve se, no entanto, expressar a concentragao de indculo
em ufc/g de solo.

6.5 Reacao de hipersensibilidade (HR) para comprovacio de
patogenicidade

Atualmente, sabe-se que, de forma mais ou menos generalizada, associa-
¢des incompativeis entre bactéria (fitopatogénica) e planta (ndo-hospedeira) re-
sultam em reacbes de hipersensibilidade (HR) (Goodman e Novacky, 1994).
Este tipo de reacao diferencia-se da resposta de suscetibilidade (entre bactéria
fitopatogénica e planta hospedeira) por dois motivos principais. A resposta de
HR é rapida, ocorrendo em 24 h ou menos e de forma localizada, em compara-
cao com os sintomas apresentados nas interacbes compativeis caracterizados
por anasarca inicial. Este tipo de resposta, aliado ao fato de bactérias sapréfitas
nao serem capazes de incitar qualquer sintoma nas plantas, sejam elas hospedei-
ras ou nao, permite a comprovacao rapida da patogenicidade (Tabela 6.4).

Tabela 6.4 - Reacbes esperadas em func¢ao do tipo de interacGes entre bactéria e

planta
Bactéria Planta Associacdo  Sintomas Tipicos HR
Fitopatogénica Hospedeira Compativel + -
Fitopatogénica Néo-hospedeira Incompativel - +
Sapréfita Qualquer - - .

Fonte: Romeiro (2001).
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Material necessario

a)
b)
c)
d)

)

e

Plantas de fumo, café, maracuja, tomate, pimentéo e feijao.

Seringas hipodérmicas estéreis.

Isolados bacterianos multiplicados por 24 h em meio sélido inclinado.
Solucéo salina esterilizada de NaCl 0,85%.

Béquer de 100 mL de capacidade.

Procedimento

a)

b)

d)

Prepare a suspenséao de inéculo ajustada para DO, = 0,1 em cada béquer.

Injete a suspensao de indculo no mesdfilo foliar em diferentes pontos da fo-
Iha. Para isso, apdie a folha entre os dedos polegar e indicador e, com a outra
mao, realize a injecao do mesdfilo. A injecdo da suspensao de células
bacterianas é mais facil de ser realizada préximo a nervura principal do lado
abaxial do limbo foliar.

Mantenha as plantas inoculadas em casa de vegetacéo a 25-28 °C e observe
o surgimento de sintomas nas préximas 24 h. Nunca incube as plantas inocu-
ladas em temperaturas superiores a 30 °C, pois ha riscos de reagdes do tipo
falso-positivo.

Necroses, amarelecimento ou dessecamento que surgirem apos 24 h néao de-
vem ser interpretados como sintoma tipico de HR.

Como existemn variagdes nas respostas de HR, é necessério atentar para

algumas recomendacdes para que esse tipo de reacao seja utilizado com maior
seguranga, como alertado por Romeiro (2001):

a)

d)

Em virtude do fato de nem todas as bactérias serem capazes de induzir HR
em plantas nao hospedeiras, recomenda-se, no caso de resposta negativa,
inocular o hospedeiro original.

Como nem todas as plantas respondem de maneira hipersensivel, realize o
teste de HR em vérias plantas-teste, incluindo, se possivel, pelo menos fumo,
café, maracuja, tomate, pimentao e feijao.

Quando a planta-teste for suscetivel ao isolado testado, em funcéo da concen-
tracao elevada de inéculo e do método dréstico de inoculacdo (injecdo), os
sintomas de suscetibilidade costumam surgir rapidamente e normalmente as-
semelham-se aos sintomas de HR.

Mesmo para resposta positiva de HR, recomenda-se inocular o hospedeiro origi-
nal para comprovacao da patogenicidade e cumprimento dos postulados de Koch.
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7 Exercicios

7.1 Deteccao de Xanthomonas axonopodis em folhas infectadas de eucalipto
pelo método de exsudacao em gota.

7.2 Deteccéo de Ralstonia solanacearum em caule infectado de eucalipto pelo
método de exsudacao em copo com adgua e exsudacio em gota.

7.3 Isolamento de bactérias de folhas de eucalipto pelos métodos direto e indire-
to.

7.4 Inoculagao de folhas sadias de eucalipto com Xanthomonas axonopodis pelo
método de injecao e atomizacao.
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