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RESUMO

Zancan, N.L.B.; Tebaldi, N.D. Terapia fotodindmica no controle de Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro e no tratamento de sementes
de canola naturalmente contaminadas. Summa Phytopathologica, v.46, n.4, p.327-332, 2020.

A cultura da canola (Brassica napus L. var. oleifera) foi recentemente
introduzida na regiao do Triangulo Mineiro e Alta Paranaiba, MG. A podridao
negra causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) é
uma das principais doengas da cultura. A bactéria € disseminada pelas sementes
e métodos alternativos de controle devem ser avaliados. Diante disso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o uso da terapia fotodinamica, com os corantes Azul
de Metileno (AM) e Azul de Toluidina (AT), sob a irradiagdo, na inibi¢do do
crescimento de Xcc in vitro e no tratamento de sementes de canola naturalmente
contaminadas com a bactéria. A suspensao bacteriana de Xcc foi tratada com
os corantes AM, AT e associag@o deles (AM+AT) nas concentragdes 25, 50 e
100 pmol L, irradiadas ou ndo, e cultivada em meio de cultura, em seguida

foi avaliado o nimero de unidades formadoras de colonias. Sementes de trés
gendtipos de canola foram tratadas com NaCl 0,45% (Testemunha), AM, AT e
AM+AT, nas concentragdes 100, 50 € 25 umol L™, respectivamente, irradiadas
ou ndo. A porcentagem de germinagdo das sementes, indice de velocidade de
emergéncia, porcentagem de emergéncia de plantulas e o controle da bactéria
nas sementes foram avaliados. Os corantes AM, AT e AM+AT, nas concentragdes
100, 50 € 25 pmol L™ respectivamente, sob irradiagdo inibiram o crescimento
de Xcc in vitro. A combinagdo dos corantes AM+AT a 25 umol L™ pode ser
utilizada no tratamento das sementes de canola. O controle da bactéria Xcc em
sementes de canola naturalmente contaminada nao foi possivel ser determinada
com os diferentes corantes.

Palavras-chave: Azul de metileno, azul de toluidina, Brassica napus L. var. oleifera, fotossensibilizador, inativagdo de micro-organismos.

ABSTRACT

Zancan, N.L.B.; Tebaldi, N.D. Photodynamic therapy in the control of Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro and naturally contaminated canola seeds.

Summa Phytopathologica, v.46, n.4, p.327-332, 2020.

Canola (Brassica napus L. var. oleifera) crop was recently introduced
in the regions of “Triangulo Mineiro” and “Alta Paranaiba”, Minas Gerais
State, Brazil. Black rot, caused by the bacterium Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc), is one of the major diseases affecting this crop. The bacterium
is disseminated via seeds and alternative control methods should be investigated.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the use of photodynamic
therapy with the dyes Methylene Blue (MB) and Toluidine Blue (TB), under
irradiation, on Xcc growth inhibition in vitro and on the treatment of canola
seeds naturally contaminated with the bacterium. Xcc bacterial suspension
was treated with MB, TB and their association (MB+TB) at the concentrations

25, 50 and 100 pmol L™, irradiated or not, and cultivated on culture medium;
then, the number of colony-forming units was assessed. Seeds of three canola
genotypes were treated with 0.45% NaCl (Control), MB, TB and MB+TB, at
the concentrations 100, 50 and 25 pmol L™, respectively, irradiated or not. Seed
germination percentage, emergence speed rate, seedling emergence percentage
and control of bacteria in the seeds were evaluated. MB, TB and MB+TB, at
100, 50 and 25 pmol L™, respectively, under irradiation, inhibited Xcc growth
in vitro. The combination of dyes MB+TB, at 25 umol L, can be used in the
treatment of canola seeds. Control of the bacterium Xcc in naturally contaminated
canola seeds could not be determined with the different dyes.

Keywords: Methylene blue, toluidine blue, Brassica napus L. var. oleifera, photosensitizer, microorganism inactivation.

A cultura da canola (Brassica napus L. var. oleifera) foi introduzida
no Triangulo Mineiro e Alta Paranaiba, MG, em 2014, sendo a terceira
oleaginosa mais cultivada no mundo (26). Seus cultivos destina a
extragdo de 6leo comestivel, produgdo de biodiesel e ao uso do farelo
na ragdo animal (27).

A podriddo negra, causada pela bactéria Xanthomonas campestris
pv. campestris (Pammel 1895) Dowson 1939 (Xcc) ¢ uma das principais
doengas da cultura, ocasionando perdas na produtividade (30). A
bactéria ¢ disseminada pelas sementes, que pode ser introduzida em
novas areas de cultivo, levando a ocorréncia de epidemias.

O controle quimico da bactéria ndo ¢ eficiente (22) e medidas
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alternativas de controle do patdgeno nas sementes devem ser avaliadas,
como o uso da terapia fotodinamica.

A terapia fotodindmica consiste na associacdo de um corante
sensivel a luz, o fotossensibilizador que ¢ ativado em um comprimento
de onda especifico. Ap6s exposi¢ao microbiana a esta energia luminosa,
o fotossensibilizador ¢ energizado provocando a formagao de espécies
reativas de oxigénio, responsaveis pela inativacdo do micro-organismo
(4). Os fotossensibilizadores podem causar danos severos ao DNA, a
membrana celular e a oxidacdo de compostos organicos insaturados,
como os lipideos (19), além de inativarem enzimas essenciais ao
patdgeno (20, 21).
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Essa técnica tem apresentado resultados promissores na area médica
e odontologica, como no tratamento de raizes de canais de dentes
humanos contaminados com Enterococcus faecalis com redugio de
99,9% da bactéria (8). A terapia fotodinamica foi introduzida na area
agricola (7, 24), como uma medida alternativa de controle de bactérias
fitopatogénicas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso da terapia
fotodindmica com os corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e
a combinagdo deles, irradiados ou ndo, no controle de Xcc in vitro e
no tratamento de sementes de canola naturalmente contaminadas, para
o controle da bactéria.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia
Vegetal (LABAC), no Laboratorio de Sementes e em casa de vegetagao,
do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) — MG.

Preparo da suspensio bacteriana

O isolado UFU F64 de Xanthomonas campestris pv. campestris
(Xcc) pertencente a coleg@o de trabalho do LABAC, do ICIAG, da
UFU foi cultivado em meio de cultura 523 (11), a 28 °C por 48 horas.

A suspensdo bacteriana foi preparada em NaCl (0,45%) e ajustada
em espectrofotdmetro (OD,  =0,5) para a concentragdo de 1x10°UFC
mL" (16).

Terapia fotodindmica na inibicdo do crescimento de
Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro

Para a inativagdo da suspensdo bacteriana in vitro utilizou-se os
corantes Azul de Metileno (AM), Azul de toluidina (AT) e a associagdo
destes (AM+AT) (1:1), nas concentragdes 25, 50 e 100 umol L, em
solugdo de NaCl (0,45%) e esterilizados em autoclave por 30 minutos
a 120 °C. Para a testemunha foi utilizada a solugdo de NaCl (0,45%).

Em microtubos (1,5 mL) colocou-se 100 pL da suspensao
bacteriana ¢ 900 pL de cada corante, nas diferentes concentragdes.
Para a testemunha utilizou 100 pL da suspensdo bacteriana e 900 uL
da solug@o de NaCl (0,45%). Todos os microtubos foram recobertos
com papel aluminio e incubados em estufa a 28 °C por 20 min.
Posteriormente, parte dos microtubos foram colocados a 5 cm de
distancia da fonte de iluminagdo (Equipamento AMS-II, sistema de
LED de alta poténcia, emissao 652 nm) e irradiados por 20 minutos.
Os demais microtubos foram mantidos no escuro em temperatura
ambiente (25 °C).

Em seguida a suspensdo bacteriana foi diluida em série (107 a
107), em solugdo de NaCl (0,45%), cultivada em meio de cultura 523,
em placas de Petri, incubadas a 28 °C por 4 dias. Posteriormente, o
nimero de unidades formadoras de colonias (UFC mL™") foi avaliada
pela contagem de colonias formadas.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
inteiramente casualizados, com trés repeticdes e em um arranjo fatorial
3x3x2+2 (corantes x concentragdes x luminosidade + adicionais).

Terapia fotodinadmica no tratamento de sementes de canola

As sementes dos gendtipos de canola Terola 10A40 SS (Serra
do Salitre, MG, 2014), Hyola 61 (Area experimental, RS, 2014)
¢ Terola 10A40 MT (Area experimental, MT, 2013) naturalmente
contaminadas com Xcc, foram tratadas com os corantes AM, AT ¢
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AMAT, nas concentragdes 100, 50 e 25 pmol L, respectivamente.
Para a testemunha as sementes foram tratadas com NaCl 0,45%. Testes
preliminares de deteccdo da bactéria usando extrato de sementes
(1.000), em meio cultura confirmaram a presenga da bactéria nas
sementes dos genotipos canola utilizadas neste trabalho.

As sementes de cada genotipo (800 sementes) foram colocadas em
placas de Petri, ¢ adicionado 20 mL de cada corante ou NaCl 0,45%
(testemunha) e, em seguida, as placas foram incubadas em estufa a
28 °C por 20 minutos. Posteriormente, as sementes foram colocadas
a 5 cm de distancia da fonte de ilumina¢do (Equipamento AMS-II,
sistema de LED de alta poténcia, emissdo 652nm) e irradiadas por 20
minutos. As sementes ndo irradiadas foram mantidas no escuro em
temperatura ambiente.

Controle de Xanthomonas campestris pv. campestris em
sementes de canola

Para o controle de Xcc em sementes de canola, foram utilizadas
200 sementes de cada gen6tipo, com oito repetigdes de 25 sementes. As
sementes foram tratadas com os corantes (AM, AT, AM+AT), irradiadas
ou ndo. Para a testemunha as sementes foram tratadas com NaCl
0,45%. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4 x 2 (3 corantes +1 testemunha x
irradiado/escuro).

As sementes de canola foram colocadas sobre o meio de cultura
semi-seletivo NSCAA (25) em placas de Petri, ¢ incubadas em estufa
a 28 °C por 72 horas. Apds este periodo, avaliou-se o numero de
sementes com a presenca de Xcc, determinando a porcentagem de
sementes contaminadas.

Teste padrao de germinacio das sementes de canola

O teste padrdo de germinagao foi realizado de acordo com as Regras
para Analise de Sementes (RAS) (2), utilizando 200 sementes para cada
tratamento. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes de 50 sementes cada,
em um arranjo fatorial 4 x 2 (3 corantes +1 testemunha x irradiado/
escuro)

As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel mata
borrdo, em caixas tipo gerbox. O papel foi embebido com agua,
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. As sementes foram
levadas ao germinador a temperatura de 20-30 °C +2, com fotoperiodo
de 8 h Iuz/16 h escuro (2).

As avaliagdes foram realizadas pela contagem de plantulas normais
emergidas, sendo a primeira e a tltima contagem, no quinto e sétimo dia,
respectivamente. Os resultados foram expressos em % de germinagao,
conforme critérios estabelecidos pela RAS (2).

indice de velocidade de emergéncia e emergéncia de plantulas

O experimento foi realizado em casa de vegetacao, utilizando-se
200 sementes, com quatro repeticdes de 50 sementes. As sementes
foram semeadas em bandejas de isopor (25 cm x 20 cm) contendo
areia estéril. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
casualizados, em um arranjo fatorial 4 x 2 (3 corantes +1 testemunha
x irradiado/escuro).

A contagem de plantulas (cotilédones visiveis) ocorreu diariamente,
a partir do segundo dia até o nono dia apds a semeadura. Ao final
das avaliagdes com o niimero de plantulas emergidas, calculou-se o
indice de velocidade de emergéncia (IVE) pela formula descrita por
Maguire (15).

A emergéncia de plantulas foi avaliada pelo niimero de sementes
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emergidas, no nono dia apds a semeadura, calculando-se a porcentagem
de plantulas emergidas.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de pressuposigdes,
teste de normalidade (Shapiro Wilk), homogeneidade (Levene) e
aditividade, pelo programa estatistico SPSS Statistics vs. 20 (10). As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, as analises foram realizadas através do programa
estatistico SISVAR versao 5.30 (6).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Terapia fotodindmica na inibi¢io do crescimento de
Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro

O tratamento da suspensdo bacteriana com os corantes azul de
metileno (AM), azul de toluidina (AT) e a mistura de ambos (AM+AT),
nas trés diferentes concentragdes 25, 50 ¢ 100 umol L (Tabela 1),
quando ndo irradiado, no escuro, proporcionaram o crescimento da
bactéria em meio de cultura, ou seja, estes tratamentos ndo erradicaram
a bactéria. No entanto, quando a suspensdo bacteriana foi irradiada
com o uso dos corantes AM a 100 umol L, AT a 50 € 100 pmol L™ e
AM-+AT nas trés concentragdes 25, 50 e 100 umol L™ houve inibigdo do
crescimento ou a eliminagdo total das células bacterianas. A suspensido
bacteriana, testemunha no escuro (1,2x10° UFC mL") e irradiada
(1,2x10° UFC mL™") houve o crescimento bacteriano.

Somente a combinagdo entre corantes (AM+AT) nas trés diferentes
concentragdes, quando irradiado, inibiu o crescimento da bactéria,
demonstrando que a interagdo entre os corantes apresentou efeito
potencializado.

Os corantes AM e AT foram eficazes na inativagdo da bactéria
Xanthomonas spp. erradicando completamente o crescimento
bacteriano (7) e quando os corantes foram associados apresentaram
maior efeito toxico sobre a bactéria.

Longo & Azevedo (13) encontraram resultados semelhantes a este
trabalho, com 0 AM nas concentragdes 25 € 50 umol L™ ndo apresentou
efeito bactericida a Escherichia coli. Em contrapartida, a combinagdo
deste corante com irradiacdo a laser promoveu reducdo significativa
do niimero de colonias. Tal resultado mostra que, para o sucesso da
terapia fotodinadmica é necessario a juncdo dos fatores luz e agente
fotossensibilizador.

Os corantes fotossensiveis absorvem luz em um comprimento de
onda especifico, o oxigénio presente ¢ transformado para o estado
excitado, reagindo com o substrato local, formando espécies reativas de
oxigénio, reagindo com a parede celular, acidos nucleicos, peptideos,

lipideos e proteinas (5), e assim promovendo a morte celular por
apoptose ou necrose (14, 18). Esses corantes possuem a capacidade
de passar pela membrana celular, pelos canais de proteinas, presentes
nas bactérias Gram-negativas (28).

O corante AM possui afinidade por proteinas presentes na parede
celular e na membrana citoplasmatica bacteriana (29). O AT liga-se aos
polifosfatos da membrana, sendo capaz de produzir danos moleculares
para proteinas, lipideos e também ao mesossomo (geragio de energia),
sendo considerado um excelente destruidor da membrana, pela sua
acdo fotodinamica (28).

Controle de Xanthomonas campestris pv. campestris em
sementes de canola

Nas sementes inteiras de canola dos gendtipos Terola 10A40
(2014), Hyola 61(2014) e Terola 10A40 (2013) tratadas com AM (100
umol L), AT (50 umol L"), AM+AT (25 umol L") e sem tratamento
(testemunha), ndo foi detectada a presenca de Xcc. A ndo deteccdo da
bactéria na testemunha deve-se provavelmente a baixa taxa de infecc@o
e o reduzido niimero de sementes utilizados (200 sementes), uma vez
que as sementes estavam naturalmente contaminadas, determinado por
testes preliminares do extrato de 1.000 sementes. Os corantes também
podem ter sido efetivos no controle da bactéria nas sementes, onde
ndo houve a detecgio.

A superficie das sementes pode abrigar diversos patdgenos e a
porcentagem de bactérias presentes nas sementes € muito baixa, quase
sempre menor que 1% (23), o que dificulta a detecgdo, necessitando
assim, nos testes um maior nimero de sementes. O desenvolvimento de
uma doenga esta relacionado com a concentragdo de indculo presente
nas sementes, levando a transmissdo semente-planta (9, 17).

Sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas spp. quando
tratadas com a associagdo dos corantes AM+AT a 50 pmol L™
erradicaram 100% da bactéria (7), demonstrando que a terapia
fotodinamica foi eficiente para o controle de bactéria nas sementes,
sendo uma medida inovadora no tratamento de sementes e no controle
de fitobactérias.

Germinagio, indice de velocidade de emergéncia e emergéncia
de plintulas de sementes de canola

Para a porcentagem de germinagdo de sementes dos diferentes
genotipos de canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou
nao (Tabela 2), houve diferenca significativa entre os corantes e o
gendtipo Terola 10A40 SS, as sementes ndo tratadas (testemunha) e
as sementes tratadas com AM+AT (25 pmol L) apresentaram 80 e
77% de germinacao, respectivamente, diferindo significativamente dos
corantes AM 100 umol L™ (64%) e AT 50 umol L (70%) (Tabela 2).

Tabela 1. Inibigdo do crescimento de Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro, em unidades formadoras de colonia (UFC mL™"), com
corantes fotodinAmicos em diferentes concentragdes (25, 50 ¢ 100 umol L), sob condigdes de escuro ou irradiado. Uberlandia - MG, 2017.

Corantes fotodinimicos 25 50 100
Escuro Irradiado Escuro Irradiado Escuro  Irradiado

Azul de Metileno 2,7x10°aA 2,7x10° aA 2,7x10°aA  2,5x10° aA 2,0x10* aA 0,0 bB
Azul de Toluidina 1,0x10%aA 3,8x10°aA 8,0x10%aA 0,0 bB 2,6x10°aA 0,0 bB
Azul de Metileno + Azul de Toluidina 2,0 x10%aA 0,0 bB 1,0x10%aA 0,0 bB 1,3x10%aA 0,0 bB
Testemunha 1,2x10%a 1,8x10°a
CV (%) 78,16

Meédias seguidas por letras distintas, minuscula na coluna e maitscula na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.
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Para o gendtipo Terola 10A40 MT (Tabela 2), o tratamento
das sementes com o corante AM (100 umol L) na condigdo
escuro apresentou 78% de germinacdo das sementes diferindo
significativamente dos corantes AM+AT 25 pmol L (96%), AT 50
pmol L™ (93%) e da testemunha (92%). No entanto, quando as sementes
foram tratadas com os diferentes corantes e irradiadas (89 a 91%) ndo
diferiram significativamente da testemunha (89%) na germinagao das
sementes. Porém, as sementes tratadas com o corante AM 100 pmol
L' ¢ irradiadas (89%) diferiram significativamente das sementes nio
irradiadas (78%). No entanto, o tratamento das sementes com AM+AT
25 pumol L' houve um aumento na porcentagem de germinagio das
sementes (96%), quando comparado com a testemunha (92% escuro
¢ 89% irradiado).

Para o gendtipo Hyola 61 ndo houve interagdo significativa em
nenhuma variavel, na porcentagem de germinacdo, variando de 78
a 86%.

De acordo com Ferreira (7) sementes de tomate tratadas com AM
ou AT a 50 umol L e irradiadas apresentaram maior porcentagem de
germinagdo do que a testemunha, resultados semelhantes ao obtido
neste trabalho para o genotipo Terolal0A40 MT, com AT a 50 pumol
L. No entanto, houve uma redu¢do na porcentagem de germinagio
das sementes de tomate (7) quando tratadas com a combinagdo dos
corantes AM+AT a 50 pmol L™, divergindo dos resultados obtidos neste
trabalho, com o uso dos corantes associados AM+AT na concentragdo
de 25 umol L™, para as sementes do genétipo Terola 10A40 MT, onde
houve um aumento na porcentagem de germinagdo, provavelmente

devido a concentragdo dos corantes utilizada.

A formacao de espécies reativas de oxigénio ativadas pelos corantes
fotossensibilizadores podem danificar os componentes celulares
das bactérias (19, 20, 21), enquanto que nas sementes, as espécies
reativas de oxigénio podem estar presentes nas diferentes fases de
desenvolvimento da mesma (12) e qualquer concentragdo fora do
intervalo estabelecido pode impedir a germinagao ou diminuir o vigor
das sementes (1).

Também vale ressaltar a possibilidade de os corantes
fotossensibilizadores impedirem o fluxo de agua pelos poros da proteina
aquaporina, responsavel pelo transporte de dgua para a semente,
dificultando a germinag@o (3).

Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Tabela 3),
as sementes de canola tratadas com o corante AT (50 umol L)
apresentaram os menores indices, independente do gendtipo, quando
comparado com demais corantes e a testemunha, irradiado e escuro.
Os maiores IVE foram observados na testemunha, exceto no genotipo
Terola 10A40 SS irradiado (5,63).

No entanto, para o indice de velocidade de emergéncia de sementes
de tomate, Ferreira (7) observou que nao houve diferenca entre os
corantes AM e AT a 50 umol L™, e os corantes ndo reduziram a qualidade
fisiologica das sementes de tomate.

Para porcentagem de emergéncia de plantulas (Tabela 4) do
genoétipo Hyola 61 ndo houve diferenga significativa entre a testemunha
(84%) e as sementes tratadas com os corantes AM+AT (81%) e AM
(62%), no entanto, diferiram significativamente do corante AT (36%).

Tabela 2. Porcentagem de germinagdo de sementes, de diferentes gendtipos de canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou néo.

Uberlandia - MG, 2017.

Genotipos de Canola

Terola 10A40 MT

Corantes Terola 10A40 SS

Escuro Irradiado
AM 100 pmol L 64 c 78 bB 89 aA
AT 50 umol L™ 70 be 93 aA 91 aA
AM+AT 25 umol L™ 77 ab 96 aA 96 aA
Testemunha 80 a 92 aA 89 aA
CV (%) 12,51 7,56

Meédias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. AM: Azul de Metileno;

AT: Azul de Toluidina.

Tabela 3. Indice de velocidades de emergéncia (IVE) de diferentes gendtipos de canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou ndo, em

condigdes de casa de vegetagao. Uberlandia - MG, 2017.

Genotipos de canola

Corantes Terola 10A40 SS Hyola 61
Terola 10A40 MT
Escuro Irradiado Escuro Irradiado

AM 100 pmol L™ 7,50abA 7,77aA 3,95¢B 8,08aA 8,02ab
AT 50 umol L™ 5,68bA 0,82bB 2,53cA 3,13bA 5,99b
AM +AT 25 pmol L™ 8,54abA 7,95aA 7,79bA 7,44aA 9,93a
Testemunha 9,64aA 5,63aB 11,50aA 8,27aB 10,36a
CV % 28,24 24,20 23,96

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maitisculas na linha, diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. AM: Azul de Metileno;

AT: Azul de Toluidina.
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Tabela 4. Porcentagem de emergéncia de plantulas de diferentes gendtipos de canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou ndo, em

condigdes de casa de vegetagdo. Uberlandia - MG, 2017.

Genétipos de Canola

Corantes Terola 10A40 SS
Hyola 61 Terola 10A40 MT
Escuro Irradiado

AM 100 pmol L™ 62a 71 aA 73 aA 78 ab
AT 50 pmol L' 36b 63 aA 11 bB 64 b
AM + AT 25 pmol L™ 81a 81 aA 73 aA 93 a
Testemunha 84 a 78 aA 54 aB 89 ab
CV % 24,28 24,52 25,15

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey.

AM: Azul de Metileno; AT: Azul de Toluidina.

No gendtipo Terola 10A40 SS (Tabela 4), quando as sementes
foram tratadas com o corante AT 50 umol L™ e irradiadas, a emergéncia
de plantulas foi de 11%, diferindo significativamente das sementes
ndo irradiadas (63%), enquanto que os demais tratamentos obtiveram
valores acima de 54%. Quando as sementes foram mantidas no escuro,
ndo houve diferenca significativa entre os corantes ¢ a testemunha. A
interagdo entre as variaveis, irradiada e escuro, nos tratamentos AT
50 umol L' e testemunha apresentaram diferencas, onde a irradiagdo
afetou a emergéncia de plantulas.

A porcentagem de emergéncia de plantulas do gendtipo Terola 10A40
MT foi de 93% quando as sementes foram tratadas com AM+AT 25 umol
L, diferindo significativamente do tratamento AT 50 pmol L' (64%).

Independente dos genoétipos de canola analisados, o corante AT
(50 pmol L") reduziu a emergéncia de plantulas em condig¢des de
casa de vegetagdo (Tabela 4). Em contrapartida, ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos AM 100 umol L', AM+AT 25 umol
L' e a testemunha (Tabela 4) para os todos os gen6tipos. A combinagio
dos corantes AM+AT a 25 umol L aumentou a emergéncia de plantulas
de canola, dos genoétipos Terola 10A40 SS e Terola 10A40 MT, quando
comparado com a testemunha.

A terapia fotodinamica foi eficiente no controle de Xanthomonas
spp. em sementes de tomate, ¢ uma forma alternativa de controle
de fitobactérias em sementes (7). O fato das sementes de canola
apresentar um tegumento menos rigido, do que as sementes de tomate,
e a necessidade das sementes ficarem imersas por 40 minutos em
concentragdes elevadas dos corantes AM ou AT, durante o tratamento,
isto pode interferir na qualidade fisioldgica das sementes de canola.

Diante dos resultados obtidos, novos ensaios deverdo ser
conduzidos utilizando concentragdes reduzidas dos corantes AM e AT,
no tratamento de sementes de canola. Os corantes fotossensiveis pode
ser uma alternativa contra bactérias fitopatogénicas, uma vez que a
utilizagdo de agroquimicos ndo sdo eficientes.

Os corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e a associacdo
deles, nas concentragdes 100, 50 e 25 umol L' respectivamente, quando
irradiados foram eficientes para controle de Xcc in vitro.

A combinagdo dos corantes Azul de Metileno e Azul de Toluidina
a 25 umol L™ pode ser utilizada no tratamento das sementes de canola,
pois nao afetou sua qualidade fisiologica.

O controle da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris
nas sementes de canola naturalmente contaminadas, com os diferentes
corantes e concentragdes nao foi possivel ser determinado.
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