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RESUMO

Tebaldi, N.D., Panizzi, R.de C., Sader, R. Detecgdo, transmissdo e efeito de Xanthomonas campestris pv. campestris na qualidade fisiologica
de sementes de brocolis. Summa Phytopathologica, v.33, n.3, p.290-293, 2007.

A deteccdo, a transmissdo e o efeito de Xanthomonas campestris meio de cultura contido em tubo de ensaio. Para a avaliagdo da
pv. campestris (Xcc) na qualidade fisiologica de sementes de brocolis qualidade fisioldégica das sementes foram realizados o teste padrdo
(Brassica oleracea var. italica) foram avaliadas, a partir de sementes de germinagdo e os testes de vigor: envelhecimento acelerado,
obtidas de plantas (“Baron, Florida, Hana Midori Sakata, Precoce indice de velocidade de emergéncia, crescimento das plantulas e
Piracicaba de Verdo, Ramoso Santana e Sabre”) inoculadas com a massa seca. De acordo com os resultados, o meio de cultura semi-
bactéria, em condigdes de campo. Para a detecgcdo do patdogeno seletivo NSCAA foi mais eficaz para detectar Xcc em sementes de
nas sementes foram utilizados os meios de cultura semi-seletivos: brocolis; ndo houve diferenca significativa entre os gendtipos na
SX agar, NSCAA e BSCAA; a taxa de transmissdo da bactéria pelas taxa de transmissdo da bactéria pelas sementes e Xcc ndo afetou a
sementes as plantulas foi avaliada usando semeadura em areia e germinagdo e o vigor das sementes.

Palavras-chave adicionais: podridao negra, Brassica oleracea var. italica, patologia de sementes.

ABSTRACT

Tebaldi, N.D., Panizzi, R.C., Sader, R. Detection, transmission and effect of Xanthomonas campestris pv. campestris in the physiological
quality of broccoli seeds. Summa Phytopatologica, v.33, n.3, p.290-293, 2007.

The detection, transmission and the effect of Xanthomomas bacteria seeds transmission percentage was evaluated using sand
campestris pv. campestris (Xcc) in the physiological quality of and test tube. The physiological seed quality was evaluated by the
broccoli seeds were evaluated. The seeds were obtained from standard germination and vigor tests: the accelerated aging, speed
inoculated field plants (‘Baron’, ‘Florida’, ‘Hana Midori Sakata’, of emergence, seedling growth and seedling dry weight. The semi-
‘Precoce Piracicaba de Verdo’, ‘Ramoso Santana’ and ‘Sabre’ selective medium NSCAA was more efficient to detect Xcc from
genotypes) with the bacterium. For the seed pathogen detection broccoli seeds; there was not significant difference among
the semi-selective medium were used: starch for xanthomonads genotypes regarding the percentage of bacteria transmissed by
(SX) agar, nutrient starch cycloheximide antibiotic agar (NSCAA) seeds percentage; although, Xcc can be disseminated by seeds, it
and basal starch cycloheximide antibiotic agar (BSCAA); the did not affect both seed germination and vigor.

Additional Keywords: black rot, seed pathology, Brassica oleracea var. italica

A podridao negra, causada por Xanthomonas campestris pv. obtidas utilizando-se 6 genétipos de brocolis (Baron, Florida, Hana
campestris (Xcc), ¢ a doenga de maior importancia em Bréssicas, Midori Sakata, Precoce Piracicaba de Verao, Ramoso Santana e Sabre),
ocorrendo em todo o mundo (10). A sobrevivéncia da bactéria se da os quais foram transplantados para o campo, num total de 24 plantas
principalmente através das sementes, constituindo-se em importante por genotipo. As inoculagdes por aspersdo foram realizadas nos
fonte de in6culo primario, uma vez que podera dar inicio ao ciclo da estagios 5 e 6 de crescimento da planta, em 12 plantas de cada genétipo,
doenga. Varias técnicas sao utilizadas para detectar e identificar Xcc utilizando-se suspensdo bacteriana com 10° ufc/mL. As outras 12
em sementes de Brassicas, como o uso de anticorpos mono (3) e plantas ndo foram inoculadas, e empregadas como testemunhas. Apos
policlonais em combinagdo com a microscopia de fluorescéncia (6), 5 meses do transplante procedeu-se a colheita das sementes.
ELISA (1) e plaqueamento do extrato de sementes em meio de cultura Para a deteccdo da bactéria Xcc, as sementes foram desinfestadas
semi-seletivos (5). Assim, o objetivo do presente trabalho foi selecionar com hipoclorito de soédio a 1 %, por 3 minutos e plaqueadas nos meios
meio de cultura semi-seletivo mais eficiente para detec¢ao de Xcc em de cultura semi-seletivos (9) SX Agar, BSCAA, e NSCAA. Foram
sementes de brocolis; avaliar a taxa de transmissao da bactéria através utilizadas 5 repetigdes, sendo a repeti¢ao representada por uma placa
das sementes e verificar o efeito Xcc na qualidade fisiologica das mesmas. com 10 sementes, incubadas a temperatura ambiente (26 — 31 °C). O

As sementes infectadas com Xcc por meio da inoculagdo foram experimento constou de um esquema fatorial com 6 genotipos x 3
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Tabela 1. Detec¢do de Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes de brocolis oriundas de plantas inoculadas em condigdes de campo, usando

trés meios de cultura semi-seletivos,. Jaboticabal - SP.

GENOTIPOS Sementes Infectadas

Baron 0,71'b 0,00?
Florida 1,04a 7,33

Hana Midori Sakata 0,78b 1,33
Precoce Piracicaba de Verdo 0,71b 0,00
Ramoso Santana 0,92ab 4,67

Sabre 0,74b 0,66
MEIOS SEMI-SELETIVOS

SX 0,87a 3,33
NSCAA 0,85a 3,33
BSCAA 0,72b 0,33

Meios semi-seletivos F =4,36* Dms = 0,13
Genotipos F = 6,41** Dms = 0,22
CV (%) 25,71

Médias seguidas por mesma letra, ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

lDados transformados em (x+0,5) .

“Médias em % (dados originais)

** Dados significativos a 1% de probabilidade;
* Dados significativos a 5% de probabilidade.

meios de cultura. Os dados foram transformados em (x + 0,5)"? e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A taxa de transmiss@o de Xcc pelas sementes foi avaliada, usando
tubos de ensaio contendo agar-agua e caixas com areia esterilizada.
Foram analisadas 50 sementes de cada gendtipo, para cada método. A
avaliagdo da porcentagem de transmissdo foi feita 10 dias apds a
semeadura, através da contagem de plantulas, que apresentavam
cotilédones com os bordos escurecidos, confirmado pelo teste de
exsudag¢do bacteriana. Foi avaliada também emergéncia de plantulas,
em porcentagem. O experimento constou de um esquema fatorial
com 6 genotipos x 2 métodos de detecg@o da bactéria. Para a analise
estatistica de emergéncia das plantulas e para a transmissdo, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade.

O teste padrao de germinagao foi realizado de acordo com as
Regras para Analise de Sementes (2), utilizando 4 repeti¢des de 50
sementes. A porcentagem do teor de agua inicial das sementes foi
determinada usando 2 repeti¢des, pelo método da estufa a + 105
°C, por 24 h. O experimento foi montado em esquema fatorial 6 x 2
(6 gendtipos x inoculadas e ndo inoculadas). Para analise estatistica
da porcentagem de germinagdo as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Para o teste de envelhecimento acelerado, 1,5 g de sementes
(aproximadamente 250 sementes) foram colocados em caixa tipo
“gerbox” e levados para camara de envelhecimento por 48 horas, a
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temperatura de 45 °C e umidade relativa de 100 %. Em seguida
foram realizados o teste padrao de germinagdo e o teor de agua das
sementes.

Para determinar o indice de velocidade de emergéncia as plantulas
que apresentavam 2 mm de radicula foram aferidas em dias
alternados, até a tltima contagem (4), sendo calculado a seguir o
indice de velocidade de emergéncia pela formula: IVE=G /N +
G/N,+ ... G /N.. (G, = nimero de plantulas que apresentavam
2 mm de emissdo de radicula e N , = nimero de dias apos a instalagdo
do teste). Apos 10 dias da contagem do teste padrao de germinagéo
foi avaliado o crescimento das plantulas através do comprimento
médio total do hipocdtilo e da raiz primaria, avaliando-se 10
plantulas, de cada repeti¢do. Os resultados foram expressos em
centimetros, através da média aritmética de cada repeti¢do. Para a
determinacdo da massa seca foram utilizados 10 hipocétilos e 10
raizes primarias, acondicionados em latas de aluminio e levados
para secar em estufa de circulacdo forgada de ar, regulada a 70 °C,
aproximadamente, até obtencdo de massa constante. O experimento
foi montado em esquema fatorial 6 x 2 e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

O genotipo Florida (Tabela 1) foi o que apresentou maior incidéncia
(7,33%) do patdgeno nas sementes, porém nao diferiu do gendtipo
Ramoso Santana (4,67%). A incidéncia nos genotipos Sabre (0,66%),
Hana Midori Sakata (1,33%) e Ramoso Santana (4,67%) diferiram
apenas da incidéncia no genotipo Florida. A bactéria ndo foi detectada
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Tabela 2. Taxa de transmissdo (%) de Xanthomonas campestris pv. campestris e porcentagem de
de areia e meio de cultura, provenientes de sementes inoculadas. Jaboticabal - SP.

emergéncia (%) de plantulas de brocolis em substratos

SUBSTRATOS Transmissio (%)’ Emergéncia (%)’
Areia 0,89'a 3,677 76,1° 902
Meio de cultura 0,89a 3,67 78,8a 93
F 0,02 NS 1,22
Dms 0,14 4,86
GENOTIPOS

Baron 0,97a 5 62,5¢ 78
Florida 0,86a 3 85,6a 98
Hana Midori Sakata 0,90a 3 72,1bc 87
Precoce Piracicaba de Verdo 0,76a 1 83,83ab 94
Ramoso Santana 1,00a 6 76,0ab 92
Sabre 0,86a 3 84,77a 97
F 0,98 NS 9,50%*

CV (%) 30,77 12,07

Dms 0,36 12,41

Médias seguidas por mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey,

iDados transformados em (x+0,5)

; Médias em %, dados originais. i

" Dados transformados em arco-seno (x/100)

NS = néo significativo a 5% de probabilidade,
** Dados significativos a 1% de probabilidade.

nas sementes dos genotipos Precoce Piracicaba de Verao e Baron. Os
meios de cultura semi-seletivos NSCAA (3,33%) e SX agar (3,33%)
foram mais eficientes na detec¢do de Xcc em sementes de brocolis e
diferiram significativamente do meio BSCAA (0,33%). Embora, o
meio NSCAA nZo tenha diferido do meio SX égar, deve ser o
recomendado, pois possibilitou melhor recuperagido do patogeno,
maior facilidade de visualizagdo e identificagdo das coldnias
bacterianas formadas e o seu preparo ¢ mais simples do que os
demais. A detec¢do de Xcc em sementes usando meio de cultura é
um método mais rapido, de facil execugdo, mais seguro e mais
sensivel do que os testes em plantulas (7).

Para a taxa de transmissdo de Xcc através das sementes e
emergéncia de plantulas, ndo houve diferenca entre os substratos
areia e meio de cultura em tubo de ensaio (Tabela 2). Também nao
houve diferencga entre os genotipos na porcentagem de transmissao
do patogeno (1 a 6 %). Testes utilizando plantulas tém como
vantagens demonstrar a transmissao direta da bactéria pela semente
(8). Os gendtipos Florida (98%), Sabre (97%), Precoce Piracicaba
de Verdo (94%) e Ramoso Santana (92%) (Tabela 2) apresentaram
maior porcentagem de emergéncia de plantulas. Os gendtipos Hana
Midori Sakata (87%) e Baron (78%) foram os que apresentaram
menor porcentagem de emergéncia de plantulas, porém Hana Midori
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Sakata ndo diferiu dos gendtipos Precoce Piracicaba de Verdo e
Ramoso Santana.

Nao houve diferencga significativa no teste padrdo de
germinagdo, entre as sementes dos gendtipos ndo inoculados e
inoculados com Xcc em condigdes de campo (Tabela 3).

Com relacdo ao vigor das sementes, na primeira contagem de
germinagdo, teste de envelhecimento acelerado e teor de agua,
comprimento médio total das plantulas, do hipocotilo, da raiz
primaria e massa seca do hipocotilo (Tabela 3) ndo houve diferenca
significativa entre as sementes dos genotipos ndo inoculados e
inoculados com Xcc. Para o indice de velocidade de emergéncia
houve diferencga entre os gendtipos inoculados com Xcc e néo
inoculados. Os gendtipos ndo inoculados apresentaram maior massa
seca da raiz primaria diferindo significativamente dos genotipos
inoculados com Xcc.

De maneira geral ndo houve diferenca significativa na qualidade
fisiologica de sementes de brocolis entre os gendtipos nédo
inoculados e inoculados com Xcc. Embora Xcc seja disseminada
pelas sementes, sua qualidade fisiologica ndo foi afetada, neste
trabalho. Entretanto, é importante salientar que a semente constitui
fonte primaria de indculo, podendo ser transportada a longas
distancias, levando a ocorréncia de epidemias.
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Tabela 3. Qualidade fisiologica de sementes de brocolis provenientes de plantas ndo inoculadas e inoculadas com Xanthomonas campestris pv. campestris,

em condi¢des de campo. Jaboticabal - SP.

Inoculada Nao Inoculada F CV (%) DMS
Teste Padrdo Germinagao (%)’ 79,57% a 80,10a 0,12 NS 6,61 3,09
Teor Agua Inicial (%) 9,86 10,45 532% 6,22 0,56
1*. Germinagdo (%)’ 79,30a 80,01 a 0,18 NS 7,27 3,39
Envelhecimento Acelerado (%) 39,30 39,76 0,16 NS 9,91 2,30
Teor Agua Env. Acelerado (%) 42,65 a 42,74 a 0,05 NS 2,37 0,90
Indice Velocidade Emergéncia 24,11 a 23,55 b 9,36 ** 2,66 0,37
Comp. Médio Total Plantula (cm) 14,07 a 14,53 a 3,18 NS 6,20 0,52
Comp. Médio Hipocdtilo (cm) 444a 449a 0,30 NS 6,22 0,16
Comp. Médio Raiz Priméria (cm) 9,63 a 10,04 a 2,97 NS 8,42 0,49
Massa Seca Hipocotilo (mg) 0,0130 a 0,0136 a 3,18 NS 8,25 0,0006
Massa Seca Raiz Primaria (mg) 0,0082 b 0,0091a 12,26 ** 9,55 0,0005

Médias seguidas por mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey,

'Dados transformados em arco-seno (x/100) /z,

Valores obtidos com a média dos diferentes gendtipos

NS = ndo significativo a 5% de probabilidade,
* Dados significativos a 5% de probabilidade,
** Dados significativos a 1% de probabilidade.
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