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1. INTRODUGXO

A utilizagao de mutagéo induzida tem sido amplamente
aplicada, principalmente em microrganismos, onde o grupo dos mu
tantes bioquimicos tem sido o mais estudado. Entre esses, in-
cluem-se o0s mutantes auxotréficos, caracterizados pela exigénw
cia de fatores de crescimento no meio, dispensaveis pelas célu-
las originais, ‘

A relagao hospedeiro-parasita, no que se refere a nu-
trigdo, tem se mostrado correlacionada com os requerimentoé nu~
tricionais do patégeno e com g disponibilidade dos mesmos no
hospedeiro. Mutantes auxotréficos de patdgenos t8m sido de gran
de valor no estudo desse aspecto da patogenicidade. Em varios
microrganismos g patogenicidade pode ser anulade e, entao, tem-
porariamente restaurada sob condigBes experimentais genéticas e
nutricionais controladas; um composto especifico que pode deter
minar a reacgdo de patogenicidade ou nfic patogenicidade tem sido
identificado em cada caso; esses compostos sac usuvalmente ami-
noacidos ou bases nitrogenadas ou vitaminas.

Neste trabalho propusemo-nos ac isolamento e identifi-

cacido de mutantes auxotréficos de Xanthomonas campestris {(Pam)

Dowson, bactéria fitopatogénica reSponsével pela "podriddo ne-
gra" das cruciferas. Procuramos saber se as deficidncias nutri-
cionais induzidas eram parciais ou completas, examinando a va-
riag8o e extensfo do crescimento de mutantes em resposta as
substéncias que regueriam. Em seguida; estudamos o comportameﬁ—
to desses mutantes "in vitro" e "in vivo" em pléntulas de repd-
lho; as inoculagles foram feitas sem suplementacdo e com suple-
mentacgao exdgena da substéncis requerida pelo patdgenc. Dessa
maneira, visamos esclarecer se as diferentes deficincias nutri
cionais poderiaﬁ manter ou anular a patogenicidade e, se suple-
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mentacdoc posterior com o nutriente requerido poderis modificar

a reacgio de patogenicidade apresentada pelos mutantes.



2. REVISAO DA LITERATURA

Mutentes auxotrdficos 48m sido amplamente investigados
tanto por geneticistas como por bactericlogistas, sendo gue tég
nicas de isolasmento e caracterizacgio em varias espécies de mi-
crorganismos acham-se bem esitabelecidas e sdc rotineiramente em
pregadas. A extensio desse assunto pode ser verificada através
das revisdes de LURIA (1947), LEDERRBERG (1949), TATUM e PERKINS
(1950), KAPLAN (1952), HAYES (1964) e BRAUN (1966).

Os trabalhos publicados sobre mutantes auxotrdficos de
microrganismos fitopatogénicos sio, POTEm, POUCO NUMETOSOS .

BOONE e KEITT (1952) isolaram de Venturis insequslis

mutantes deficientes nutricionais para colina, inositol, puri-~
nag, pirimidinas, histidina e arginina. Neste trabalho os auto-
res relataram que experimentos.estavam em andamento para deter-—
minar os possiveis efeitos dessas deficilneias na patogenicida-
de do fungo.

KEITT e BOONE (1954), em continuac&o ao trabalho ante-
rior, ensaisram o8 mutantes auxotréficos em meio minimo e em
meio minimo suplementado com a substdncia correspondente a sua
deficiéneia. 0 crescimento quantitativo foi determinado através
de peso seco do micélio produzido com diferentes concentragdes
ds substAncis requerida. Também foram estudados o8 possiveis
efeitos das mutacfes na patogenicidade do fungo. Os mutantes de
ficientes em vitaminas, excegao feita 4 colina e & riboflavina,
mostraram—se patogénicos. Mutantes paré sminodcidos e bases ni-
trogenadas nio apresentaram reacio de patogenicidade.

GARBER e HACKETT (1954) partiram do prineipio de gue a
viruléneia de um patdgenc depende de numercsos fateres, incluiln
do a disponibilidade de nutrientes essenciails no hospedeiro. Se

o hospedeiro nfo dispbe de todos esses nutrientes, em guantida-
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de cu em forma adequads & assimilacio, o patdgeno ndo pode pro-
liferar e produzir as reég%es caracteristicas no hospedeiro. Co
mo exemplo, citam og trabalhos de BACON, BURROWS e YATES (1950)
e de GARBER, HACKETT e FRANKLIN (1952), os quais, trabalhando,

respectivamente, com mutantes de Salimonells typhosa e Klebsiel-

la pneunomiase deficientes para purina, verificaram que 08 mes-

mos foram avirulentos para ratos porgue a deficiéncia para pu-
rina nao foi suprida pelo hospedeiro. BACON, BURROWS e YATES
{1951) verificaram ainda gue = viruléncis demonstrada pelo Hipo
selvagem de 5. typhosa pode ger recuperada em mutantes deficien
tes para PABA, através da injecdo dessa substincia no hogpedel~
ro. Dessa maneira, GARBER e HACKETT (1954) entenderam gue o mes
mo poderis se dar com patogencs de planta. Isolaram dois mutan-

tes auxotroficos de Erwinia aroidese gque regueriam treonina e

triptofanc. Apds inoculagio na superficie cortada de batata, ve
rificaram gque o mutante para treonina era virulento e gue ¢ mu-
tante para iriptofano 56 se mostrava virulento guando havia su-
plementacgao de triptofanoc 8 superficie cortada de batatz, indi-
cando a nao 613ponibilidadé de triptofanc em batata., Demonstra-
ram ginda  gue reversoes do mutante triptofano apresentavam-se
tdo virulentasquanto a linhagem paternal.

GARBER (1954) obteve mutantes auxotroficces de Erwinis
aroideae por irradiacao com luz ulftraviocleta, seguida de trata-
mento com penicilinag. A producdo de mutantes foi de aproximada-
mente um mutante emlO3 células da bactéria. Ensaiou "in vitro"
& patogeﬂieidade desses mutantes, cada um reguerendo um ou dois
aminoscidos, em superficie cortada dos seguintes hospedeiros:
pepino, batata, rabanete, nabo e cenoura. Todos os mutantes fo-
ram virulentos para o pepino e batata, com excecggo do mutante
deficiente ©para cisteina, gue ge apresentou pouco virulento ou
avirulento para a batata. Trés tipos de reacido foram notados pa

Y



T, nabe e cenoura: viruléncia, aviruléncis e viruléncia varia-
vel. Os mutantes patogénicos apresentarsm crescimento quando
blocos de tecidos dos hospedeiros foram adicionados ao meio de
cultura como suplementos nutricionaisg, o mesmo nso acontecendo
quandc tal suplementagfo foi feita com mutantes nSo patogéni-
cos. Porém, homogenados de tecidos dos hospedeiros forneceram o8
nutrientes requeridos guando adicionados como suplemento auxono
gréfico a mutantes nio patogénicos. 4 nio patogenicidade de mu-~
tantes auxotrdficos especificos para cerias espécies de hospe-
deiro foi relacionada com a incapacidade desses mutantes de uti
lizar a concentragfo disponivel do nutriente regueride existen-
te na superficie do hospedeiro.

BCONE, LAMEY, KLINE e XKBITT (3954) egtudaram mutantes

induzidos de Venturia inaegualis deficientes para seils diferen—

teg vitaminasg., Os resultados de medidas do peso seco de mutan—
tes crescidos em diferentes concentraglfes das vitaminas requeri
das, indicsram gue as deficiéneias eram completas. Os mutanies
para biotina, acido nicotinico, acido pantoténico e inositol fo
ram patogénicos, enguanto os mutantes para colina e riboflavinsa
foram n&o patogénicos. Aplicacles de uma solucio de colina em
folhas inoculadas com o mutante colina permitiram gue esse mu-
tante se desenvolvesse e se mostrasse patogénico.

GARBER, GOLDMAN ¢ HIRSHHORN (1955), determinaram s vi-

~ . =] . .
rulencia de 3 mutantesauxotroficmde Agrobacterium tumefaciens,

inoculando-os em fdlhas de Bryophyllum. Uma linhagem deficiente

para metionina mostrou-se t8o virulenta quanto a linhagem pater
nal; uma deficiente pars triptofano mostrou viruléneia muito
baixa ou nfo viruléncia; ume linguagem deficiente para metioni-
na e adenina mostrou viruléncia alta ou baixa. Og autores con-
cluem gue esses resultados podem estar relacionados com ¢ supri

mento dos nutrientes reqgueridos no hospedeiro, com o tamanho do
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indculo e com & frequénecia de reversdo nas linhagens auxotrdfi-

ces.
BOONE, STAUFFER, STAHMANN e KEITT (1956) isolaram mu-

tantes morfoldgicos e auxotrdficos de Venturis insequalis por

induggc com mostards nitrogenada ¢ luz ultravioleta, com g fing
lidade de estuds-los em relagio a sua gendtica, nutriggo e pato
genicidade.

LANEY, BOONE e KEITT (1956) estudaram Goze mutantes au

xotrdficos de Venturia inaegualis (isolados pelos autores cita-

dog no paréérafo anterior) em relacfo ao seu crescimento na pre
senca dos nuitrientes para o8 quais eram deficientes; foram de-
das curvas de crescimento de cads mutante e do tipo selvagen,
comparativamente; stravés disso foi poss{vel estabelecer: a) se
a defici€neis nutricional era complets ou parcial; b) a mais
baixa concentragfo da substénciz requerida que permitia o cres-
cimento 4§ mutante e ¢) ¢ érescimento do mutante em diferentes
concentragdes da substéncis requerida, pontos esses que os auto
res apontam como importantes na relagZo hospedeiro-parasita.
GARBER, SHAEFFER e GOLDMAN (1956) isolaram mutantes au

xotrdficos de Erwinia groideae, 08 guais foram enssisdos "in Vi

tro" em relag@o a sua patogenicidade a nove variedades de raba-
nete e trés variedades de nabo. Trés tipos de resposta do hospe
deiro foram notados, guando fatias de orgao de reserva eram ino
culados: resistente, suscetivel e uma resposta varidavel na gua.l
individuos de uma dada variedade foram resistentes ou sysceti
veis a um mutante especifico. Os mutantes mostraram-se virulen—
tos para o rabanete, com excegso de dois mutantes para a arginl
na, que foram avirulentos para as nove variedades. Egses mesmos
mutantes para arginina foram também avirulentos para as trés Vg
riedades de nabo, enquanto os mutantes requerendo cistefna ou
glicing permanecersm virulentos e o8 mutantes reguerendo higti~
- 6 =



dinas ou iscleucina e valina apresentaram sua virulénecis grande-
mente diminuida para essas variedades de nsbo. '
KLINE, BOONE e KEITT (1956) trabalheram com oito mutan

F s i~ s . - <
tes auxotroficos nao patogenicos de Venturis inaegualis. A pato

genicidade foi restaurads nos mutantes, guando solugdes dos ny~
trientes que requeriam eram aplicadas, diariamente, na auperfiw
cie das FfOlhas, apds inoculacBo. 0 ndmero minimo de dizs de su-
plementac¢ac suficiente para restaurar =2 patogenicidade variou
entre os mutantes. A patogenicidade dos mutantes que reguerism
sdenina ou guaning nio foli restaurada.

BUXTON (1956) isolou mutantes de Fusarium oOXySporum di

ferentes do tipe paternal pela gua morfologia, patogenicidade e
requerimentos nutricionais. Formou heterocarions, em meio nso
suplementado com pares de mutanies auxoirdficos. A maioris dos
auxotrofices mostrou-se menos patogénica do gue o tipo paternsal,
enguanto os heterccarions entre og mutantes apresentaranm s mes-
me patogenicidade do tipo paternal.

GARBER (1956) féz ums revisio de dados obtidos com mu-
tantes auxotréficos de bactérias patogénicas para plantas e ani
mais. Considerou ums hipdtese na qual duas condigdes no hospe-
deiro afetam diretamente o parasita: um ambiente nutricionsl s
umiambiente inibitério. O ambiente nutriclonal pode ser adegua-
do ou inadeguasdo para favorecer a proliferacio e metabolismo da
populagdo do parasita; o ambiente inibitdrio pode ser efetivo
ou nfo na supressioc da proliferagao ou do metabolisme da populs
¢ao do parasita. Das quatro possiveis combinagdes, s um amoien
te adequado de nuitrigdo e ndoc inibicdo resultou em viruléncis,
Exemplos de virulénecia e avirulénecia como uma conseguéncia do
parasita encontrandce ambientes eSpee{ficos no hospedeiro foram
apresentados.

KEITT e BOONE (1956) relataram gue mais de cem mutan-

7

- ! o



tes de Venturia insegualis foram caracterizados pars seus reque

rimentos nutricionsis, o8 qguais pertepciam 88 categorias de vi-
taminss, aminogcidos e bases nitrogensdas. Em Quase todos os mu
tantes estudados, as deficieéncias foram completas. Testes yparas
patogenicidade foram feitos e ¢ fato de que um mutante de uma
linhagem patogénica se revelasse ndo patogénico foi considerado
como evidéncis de que a deficiéncis nutricional condiciona s
perda da patogenicidade. Nenhuma reversao foi observada em gual
quer dos mutantes auxotrdficos estudados. O fornecimento so hos
pedeiro das substéncias regueridas, durante o pericdo de incuba
¢cdo, por aplicacgles externas ou internas, r@staurafam completa~—
mente ou em grande parte a patogenicidade dos mutantes.

GARBER e SCHAEFFER (1957), trabalhando "in vitroy apre
sentaram evidéncias indicando que orgios de reserva das plantas
de trés variedades de nabo diferem, em sua resisténeias ou susce-
tivilidade, para trés mutantes deficientes em histidina de Er-

winia aroidese e relacionaram essas respostas com  diferengas

nas concentracdes de histidina livre do hospedeiro. Bum uma va-
riedade, a resisténcia para todos os mutantes estava relaciona-
da com ums baixa concentragio de histidina. Entretanto, dois mu
tantes apresentaram viruléncia para certas plantas de cads va-
riedade, as quais tinham concentragdes de histidina aparentemen
te adequadas para proliferac¢fo. Um mutante mostrou-se avirulen-
to para plantas com concentracdes de histidina muito maior do
gue as presentes em plantas suscetiveis. Os mutantes nfo apre—
gsentaram diferencas em suas respostas de crescimento frente 8
concentragfes variadas de caseina hidrolisada, histidina ou ex-
tratos de nabo,

BOONE, KLINE e KEITT (1657) estudaram "in vitro” a pa-
togenicidade pars folhas de maci de cento e sete mutantes auxo-

tréficos de Venturia inaequalis. Mutantes requerendo respectiva
- 8 -




. . . . + N . ' . . A
mente, tlotina, incgitol, acide nicotinico e dcido pantoténlco,
mostraram-se patogénicos; outros, reguerende colina, riboflavi-
na, purinas, pirimidinas, arginina, histidina, metionins e pro-
lina, foram nso patogénicos. Og autores formularam hipéteses in
dicando que a8 perdss de patogenicidade forsm somente devidas
LY . 3 . . . .

885 deficiencias mutricionsis.
KLINE, BOONE e KEITT (1957) julgaram que, se mutantes

# . . a . o~ A N
auxotroficos de Venturia inaecgualis erasm nsc patogenicos por

causs de sua deficiéneia nutricional, eles deveriam tornar-se
pEtogénicos se a subst@ncia que requeriam fosse adicionada a
eles durante o periodo de incubacio. Este trabalho fol feito
com a finslidade de provar egsa hipdtese. A patogenicidade foi
restaurads em seis dos oito mutantes nfo patogénicos, guando
sua nutricdo era suplementada com as substéncias regqueridas, cgo
locadas na superficie de f8lhas de macd inoculadas, durante o
periodo de incubacio. Os mutantes nos quais a patogenicidade
foi restauradsa requeriam, respectivamente, colina, ribvofiavina,
pirimidina, arginina, histidina ¢ metionina. 0 crescimentc de
onze mutantes auxgtréficos (alguns dos guais patogénicos em fo-
1lhas nao suplementadas) num homogenado de folhas de macd indi-
cou que todas as substancias requeridas estavam presentes nas
f81lhas. Os autores concluiram gque algumss dessas substincias re
gqueridas, embora presentes nos tecidos do hospedeiro, nioc se en
contram em gquantidades suficientes no lugar da infecgio para
permitir um crescimento substancial dos mutanies.

SCHWINGHAMER (1957) apresentou uma descricio dos agen-
tes mutagénicos e métodos de tratamento que podem ser aplicados
a patdgenos de plantzs, no estudo das relacgles hospedeiro-para-
gita e de algumas fazses do parasitisme. Relacionando ag aliera-
¢les bioquimicas induzidas por esses agentes com alteracfes da

patogenicidade, reportou resultados descritoes por KEITT e BOONE
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(1954 e 1856) que encontraram ums oorrelagéo positiva entre per

da de viruléneis e incapacidade de fungo V. inasegualis de sinte

tizar ceritos TFaitores de crescimento. Citou sinde resultados
apresentados por GARBER (1954 e 1956) e GARBER, GOLDMAN e HIRSH

HORKN (1955) enm Erwinia aroideaee.ﬁgrobaoterium tumefaciens, res

pectivamente, onde foi encontrada a correlagio entre requerimen
to em aminoscidos e perda de viruléncia em mutantes induzidos.
A reverszo para a prototrofia era acompanhada pela restauracio
da viruléncisa.

GARBER e HEGGESTAD (1958) trabalharam com cinco mutan—

tes auxotrdoficos de Pseudomonas iabaci, 0s guaig requeriam de-

terminados aminoscidos parsa crescer, Inocularam-nos em folhas

de vinte variedades de Nicotisns tabacum L. e dez outras espé-

cies de Nicotiana. Os mutantes nio Tforam patogénicos para a
maicr parte das espécies e variedades e nenhuma espécie ol Va-
riedade foi sucetivel a todos os mutantes. 0 mutante que regue-
ria leucina foi patogénico para gualguer variedade de Nicobiana
tabacum.

GARBER (1958) estudou a resisténcia ou suscetibilidade
de orgios de reservas individusis de doze plantas de trés varie
dades de nabo, em relagdo a trés mutantes para histidina de Er-

winis aroideae e a concentracgdo de histidina livre de cada dr-

gdo foi determinada. O modelo de resisténcia e suscetibilidade
foi diferente do apresentado em plantas dag colheitass de 19546 e
1957. A concentracio média de histidina de cads variedsde tam-
bém diferiu da aspresentada por aguelas plentas. 0 autor supde
gue essas diferengas sejan resﬁlﬁado de fatores amblentals. A
aviruléncia de mutantes-histidina para plantas com adequadas
concentragfes de histidina leva o autor = supor gque a presengsa
de um ou mais inibidores interfere na proliferacgo dos mutantes.

GAREBER (1959), estudando mutantes auxotrdficos de

- 10 -
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Pseudomonas tabaci, verificou gque nenhum mutante foi virulento

pars gualguer @SPécie ou variedade de Nicotisns que era resis-
tente & linhagem paternal. 5§ os mutantes ovsra dcido glutémico
e para glicina foram virulentos para todas as espécies suscetd
vels de Nicotlans. Sete oubros mutantes ensaiados mostrarsm--sa
avirulentos.

TUVESON e GARBER (1959) inoculsram deZoito mutantes au

xotrdficos da rags 1 de Pusarium oxysporum (isolada por BUXTON)

e treze mutantes auxotrdficos da rags 2 (isolada por SCHROEDER )
do mesmo fungo, em cincoe variedades de ervilha. 0 trzbalho foi
feito "in vitro" e "in vivo". Pedacos de raiz e haste de varie-
dades suscetiveis adicionzdos a wum meio minimo, forneceram og
reguerimentos nutricionais para todos os mutantes virulentos;
todos os mutantes gque nac cresceram nesse meio mostraram-se avi
rulentos, ou pelo mencs de viruléncis duvidosa para a8 variedg-
des que forneceram os pedagos de raiz e haste. 0 funge Foi rei-
solado das plantas inoculadas com mutantes ¢, em cada caso, o
fungo era ainds mutante.

KEITT, BOONE e SHAY (1959) relataram que cads um dog
caracteres dos cincoenta ¢ gquatro mutantes suxotrdificos de Ven-

. . . ; - Ed .
turia inaegualis estudados era controlado por um unico gene. Be

tudos genéticos estabeleceram grupos de ligacio para geils cro-
mossomos. Em cruzamentos de varias linhagens 1nio patogénicas
com a Jlinhsgem selvagem, todas as linhagens da progénie gue car
regavam o gene mutante eram nio patogénicas e todas que carregs
vam ¢ alelo selvagem eram completamente patozénicas; segundo 8g
ges autores, a possibllidade de gue algum fator geﬁético NAC £0
nhecido controlava a patogenicidade foi assim virtualments eli-
mwinade. A perda da patogenicidade de muitos mutantes bioguimi-
cos Tol temporarismente restaurads, pela aplicacho dss substin-
cias regueridas ao hospedeiro durante incubscfo. As substiancizs

- 11 -



regueridas ogorreram comumente em guantidade adequada nos teci-
dos do hospedeiro porém, ngo se achavam em gquantidade suficien
te no lugar da infeccao.

DUTTA, HALL e HEYNE (1960) isolaram mutantes auxotrdofi

cog de Colletrotrichum lagenarium. Mutantes para leucina, iso

leucina, serina, lisina, histidina, prolina, alanina, valina,
inositol e pirimidina mostraram-se svirulentos para trés varie-
dades de melfo. Os mutantes avirulentos tornaram-se patogénicos
produzindo sintomse de antracnose em sete a dez dias, guando os
suplementos nutricionais respectivos eram colocados em solucao
aquosa na superficie de f8lhas inoculadas de plantinhas de uma
das variedades, excegao feita ao mutante de pirimidina.

GARBER (1960) sugeriu trés diferentes mecanismos res-—
ponsaveis pela perds da viruldneiam de patdgenos deficientes-nu-
tricionais, reunindo para exemplificd-los resultados de traba-
lhos ja apresentadds nas citagbes anteriores. Dessg maneira eVl
dencia qﬁe os possiveis mecanismos sfo ds seguintes: 1) o hospe
deiro nfo apresenta concentragtes adequadas do nutriente reque-
rido pelo patég@no; 2) o hospedeiroc apresenta concentrscdes ade
gugfas do nutriente requerido porém, outros compostos interfe
rem na sua utilizagio; 3) o hospedeiro apresenta coaeentrag%es
adequadas do nutriente requerido porém, a presenga de outros
compostos ¢ necessaria para promover sua utilizagBo pelo patégg
no.

BOONE (1962) observou gue certos mutantes auxotrdficos

de Venturia inaegualis, gque eram ndo patogénicos guando inocula

dos sozinhos em fGlhas de macd, mostraram-se patogénicos guando
misturas dessas linhagens serviram como indculc, indicando sin-
trofismo dos mutantes. SS os mutantes originsis foram enconbra-
dos entre os reisolamentos de folhas atacadas. Foram observadas
fusBes entre tubos germinais "in vitro¥ porém, tentativas para

- 12 -
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produzir heterocarions balancesdos ngo tiveranm SuUCesso.
NEDER, AZEVEDO e VENCOVSEY (1962) estudaram a reversso

de auxctrofia para prototrofia num mutante de Xanthomonas came-

vestrie deficiente para triptofanc. Como agentes indutores da
reverszo foram usados H202, Mhﬂlz ¢ luz ultra-violets, sendo o
Gltimo o mais efetivo, apresentando 561,9 reversfes nor 108 S
lulas de bacieérias enquanto o numero de reversdes  espontinesas
foi 1,02 por 10° cé1ulas de vactéria.

TINLINE (1963) determinou & patogenicidade de linha-

gens de Cochiobolus sativus para plantinhas de trigo. Essas li-

nhagens compreendiam mutantes prototréficos e auxotrdéficos do
mesmo tipo paternal, heterocacions sintetizados de suxotrdfi-
COS, éipléides obtidos dos heterocarions e recombinantes sele-
cionados de um.dipiéide. Mutantes prototréfieos e auxotrificos
reguerendo tiaming, arginina e piridoxins foram tdoc patogénicos
guanto o tipo paternal. Mutantes reguerendce metiocnina e lisina
foram ndo patogénicos. As evidénciss de gue 08 reguerimentos nu
tricionals dos ﬁltimos mutantes controlavam diretamente gua pa-
togenicidade foram as seguintes: a) dois auxotroficos para lisi
na e doig para metionina foram uniformemente nZc patogénicos;
) heterocarions feitos com mutantes para lisina e metionina fo
rem patogénicos; dipléides heterczigotos para o8 reguerimentos
nutricionais foram patogdnicos; c) recombinantes prototrdficos
de um,dipléide foram patogénicos porém, recombinantes auxotréfi
cos foram nio patogénicos.

YAMASAKT e SUWA (1963) estudaram duzs linhagens de Xan

thomonas oryzae (X-18 e X-82) com diferentes niveis de patogeni

cidade, submetendo-as s tratamento com irradiagao ultraviocleta.
Og mutantes bioquimices obtidos foram inoculados em variedades

£ . [ . . u
de arroz gue tambem apresentaram diferentes nivelsg de resisten-

cia & Xanthomonas oryzae. As linhagens deficientes para leucins,

- 13 -
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isoleucina~valina, arginina e fenilalanina mostrarsm a patogeni
cidade diminuida, wmas as linhagens deficientes para triptofano,
treonina e histidina n8o mostraram nenhuma relacfo entre patoge
nicidade e a deficifneia nutricional. Os mutantes deficientes
para scido nicotinico, origindrios da linhagem X—82 mostreram
umz peqguens diminuigao da patogenicidade, enguanto o8 origind-
rios da linhagem X-18 mostraram a patogenicidade sumentada. Og
autores concluem gue a alteracio na patogenicidade estd relacio
ngda com & exigéneia nutricional da bactéris e com a disponibi-
lidade do suprimento regquerid¢ no hospedeiro,

KUO, YANG, YEH e LI (1967) isolaram deZesseis mutanies

auxctroficos de Piricularia oryzae e ensaiaram sus patogenicida

de em trezZe variedades de plantas de arroz. Alguns mutantes ti-
veram sua patogenicidade reduzida, outros perderam completamen-
te sua patogenicidade e outros zinda mostraram-se bastante pato
génicos,

AZEVEDO e MIRANDA (1968) isolaram de Xanthomonas ©ome

pestris mutantes auxotrdficos para adenina, triptofanc, adenina
ou guanina, glicina, cisteina e treconing, assim como mutantes
independentes de metionina, com a finalidade de emprega-1os 0os
teriormente na demonsirac¢io da existéncia de processos de recom
binacdo nessa bactéria. -

KUO, LEE, YUAN e LI (1968) verificaram que mutantes de

. N L A, s
Piricularis oryzae requerendc acido glutBmico mostraram cresci-

mente variavel de acordo com a variagBio da concentracio de aci-
do glutimico no meio de cultura. Entretanto, mutantes para argl
nina e histidina puderam crescer com baixa concentracgido de argi
nine e histidina no meio de cultura e o crescimento ndoc foi mul
to aumentado quando concentracbes altas de arginina e histiding
foram fornecidas., Quando o nutriente reguerido foi suplementado
exogenamente, 08 mutantes para dcido glutmico tiversm sus pato

- 14 -
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genicidade restaurada para alguns dos hospedeiros usadog, porém
og mutantes para argining e histidina permgneceram avirulentos
mesmo depois que ums grande guantidade dos aminoacidos regueri-
dos foi fornecida. A resisi@ncia ou suscetibilidade de seis va
riedades de arroz a esses mutantes e o conteddo de aminodecido
livre, nelas contido, foram comparados. A patogenicidade desses
mutantes para as seis variedades de arroz nao apresentou corre-
lagBes com a concentracgio do aminodcido especifico contido nes-
sas variedades.

SCHWINGHAMER (1970) estudou o comportamento em cultura

de uma linhagem auxotréfica de Rhizobium trifolii deficiente pa

ra riboflavina, que se apresentou ineficiente para promover sim

biose guando inoculada em Trifolium pratense. A atividade gim-

bidtica do mutante foi restaurada com a adicdo de 6,0 meg/ml do
reguerimento esPecifico no meio de crescimento da planta. Quan-
do ensaiada sem suplementacdo em outros hospedeiros da mesms es
pécie e de esPécies diferentes, essa linhagem mutante apresen-
tou diferentes niveis de eficidncia. Em +todos os casos, a adi-
¢80 de riboflavina capacitou o mutante de stingir um nivel apro
ximado e até de igualar o comportamento ds linhagem T1 original.
BEsses resuliados sugerem gue a habilidade do mutante de diferen
ciar o hospedeiro pode estar relacionada aoc conteldo ou disponi

bilidade do requerimento nutricional especifico no hogpedeiro.
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3. MATERTAL E METODOS
3.1. Meios de cultura e solugdes usadas

3.1.1. Nutriente liguido ou caldo simpes (Difco, 1948)

PEDREONE vt inerneenscnnnanennns 5 g

extrato de carne ........ s e s eea 3z

daua 4estilads ciaveiiiaea... <. 1000 ml
pH ~ 7,3

3.1.2. Lgar nutriente (Difco, 1948)
Ao nutriente liquido foram adicionados 18 g de

gdgar "Difco" ou "Oxoid"

3.1.,3. Meio minimo 1liguido (Starr, 1946)

H BO IIIIIIII % 2 & 2 & @ 2 & & ¢ B a2 2 8 8 B L3

3593 > meg
CaCO3 tet et e reseasaronnoea cereese 0,1l mg
CuSOé.EHéO seaana e aeana . 10,0 mcg
FeSO4(NH4)ZSO4.6H20 ............ . 0,5 mg
Mh304.H20 Ceeeranaen cesmansa evee 10,0 meg
M07624(NH4)6.4H20 cecenanas veerss 1,0 meg
ZnSO¢.7H20 cecsvinstasstiianenns . 50,0 meg
KI & F QA * A P*H D PR O LI T B % B2 @ & & B & € 8 & ® L 1,0meg
N}{4—cl ® P ® 2 2 & &« 20 & & % & T o * P & 3 O & B  ® 2 8 8 1’0 g
m2PO4 ..... % & 4 9 8 ¢ 2 B0 B & O & & 8 8 ¥ 2 2 3 @ 2’0 g
MgSO4.7HQG ....... ceearasens ceane 0,2 g
SlUCOSE teveesousoss s s ases o s s a 5,0 g
metioning seeeeeescss cvesecneas ve 20,0 g
agua destilada ...... secoreneseas 1000 ml

pH - 6’8



3.1.4. Meio minimo s81lido (Starr, 1946)
Ao meio minimo 1iquido foram adicionados 18 g de

ggar "Difco" ou "Oxoid"

3.1.5. Meio de Yeastrel (Dowxon, 1957)

extrato de 1evedUlrs wuuees eeseses 5 g

BliCOBE tier vttt nnnrnnisnnnns 20 g

CaCO3 I I IR PP P . 20 g

égua destilada ..veeviverrvenneas 1000 ml

Lear ool O K
pH - 7,0

. o
Todos os meios de cultura foram autoclavados g 120 °C
. . ~ . . Id . .
por guinze minutos, excessac feita ao meio minimo, que foi auto

clavado a 110°¢ por dez minutos.

3.1.6. Antibidtico
0 antibidtico usado foi penicilina G potdssica
cristalina do laboratdrio Fontoura-Wyeth S/A.. A solucgio do an-
tibidtico foi sempre preparada momentos antes de ser utilizada,
por dissolugao de quantidade apropriada do mesmo, em solucfo sa
lina esterilizada (cloreto de sédio a 0,89% em dgua destiladsa)a

fim de dar uma concentragdo de 5000,0 mcg por mililitro.

3.1.7. Solucdo de Lcido nucleico de leveduras hidrolisa
de.
£ecido nucleico de leveduras (Oxoid).... 2 gramas
- em 15 ml de solugfo normal de dcido clorfdrico
£cido nucleico de leveduras (Oxoid).... 2 gramas
- em 15 ml de solugio normal de hidrdxido de sé-

dio
Ambas as golugles foram aquecidas g 4000 por 20 minu-
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tos, misturadas, o pH ajustado a 6,0 e a solugdo  resultante
filtrada. 0 volume foi ajustado para 40 ml e &  preparacio

guardada no refrigerador sobre clorofdrmio.

3.1.8. Solucdo de vitaminas.

acido p-aminobenzdico ......... 10 mg
PIridoXiNga eeevvesoarenaassnans 5C mg
BREUTITNE ceesersasascsverronnnena 50 mg
gcido nicotinico vivveverenen.. 100 mg
riboflaving ...eieevseensnsneees 100 mg
DLOTINA evreennrnrerenenennine 0,2 mg
agua destilada veeevrerennann.. 100 ml

A solugdo fol esterilizada em banho maria por 15 minu-
tos, repetindo-se a operagido durante 3 dias, apés 08 quais a 80

lugdo foi guardada em frasco escuro, no refrigerador.

3.1.9. SolugBo de caselna (STARR, 1946)
A solucBo de caseina foi sempre zdicionads 20 meio mi-

nimo em proporgio tal que desse 0,5% de concentracio final.

3.1.10. Solucdes de aminodcidos {GARBER, 1954).

Foram preparadas solugles estogues com concentrscio de
10 mg/ml dos seguintes aminogcidos: histidina, prolina, deido
glutdmico, glutamina, isoleucina, lisina, cisteina, acido aSPég
tico, asparagina, valina, triptofano, fenilaglanina, tirogina,
arginina, serina, leucina, alanina, treonina, metionina e glici
na.

Tais solugles foram dilufdas para a concentracgo final
de 30 mcg/ml de meio minimo, no momento de serem ensaiados oS
mutantes.

As golugles estogues foram esterilizadas em vapor flu-
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ente, durante 15 minutos.
3.2. Bactéria,

Foi usada uma linhagem de Xanthomonas campestris (Pam.)

Dowson, isolada de repdlho (LEMOS, 1969) inocculado com ums mis-
tura de linhagens de Xanthomonas campestris, isoladas de repd-

lho e couve~-flor de variedades locais (KIMOTO, 1968).

3,3. Curva de sobrevivéncisz a 1uz ultra-violeta da linhagen

de Xanthomonas campestris,

Foi utilizada uma cultura desenvolvida em 10 ml de
meio completo 1fquido, por 72 horas, a 28%¢. Tal cultura foi
centrifugada a 5000 rpm durante 10 minutos; o sobrenadante foi
desprezado e as células decantadas foram resuspensas em 10 ml
de solugdo salina; essa operacdo foi repetida mais duas vézes.
Da suspensdo final, 5 ml foram adicionados a 5 ml de soluglo sz
lina e determinada, entdo, a densidade dptica em colorimetro Co
leman Junior. Em seguida, foram feitas diluig¢Oes dessa suspen—
s8o, com a finglidade de se avaliar o nimero de células por mi-
1ilitro da mesma, pipetando-~se um volume conhecido para 9 mil de
4 5

solugio salina. Alfquotas de 0,1 ml das diluicBes 10, 10 ° e

1078 foram semeadas em placas de petri (3 placas para cada di-
luicfo) contendo meio de cultura completo. Este foi considerado
o tempo zero de irradiscdo, ou seja, cultura nfo irradiada usa-
da como controle, Em gerél, 20 ml de meio de cultura foi usado
em cada placa de petri de 9 cm de¢ diZmetro naz base; um espalha-
dor de vidro, esterilizado em_élcool e flambadce foi usado para
espalhar o indculo sobre a superficie do meio de cultura.

A fonte de luz ultra-violetas foi uma lémpada Mine-—
- 19 -



ralight, modelo R-51, colocada a uma distancia de 20 cm da sus-
pensdo de células da bactéria. Foram coloczdos 9 ml ds suspen~-
s80 em uma,placa de petri e irradiados com agitacio moderads no
decorrer &alirradiagﬁo. Os tempos de irradiagaoc foram os seguin
tes: 10, 20, 30, 40 e 50 segundos. Depois de cads tempo de expo
sigBo foi tomada uma alfquota da suspensfo e procedidas as di-

luicdes indicadas na tabela abaixo.

Relag8o dos tempos de irradiagfo e diluicles empregs

das .
Tempo de Irradiacio (seg) Diluicgles
O teevrenennnnnnsan e, 1078 4070 10'6

10 vurnn. e 1070 1074 1070

20 e, ... 1072 1072 1074

30 seeieannness 10"1 10‘2 1073

= —
40 ....... 8d 10T 107°
1

5O vewosa. 88 10

De cada diluic8o foi semeado O,1 ml por placa (3 pla-
cas para cada diluicBo) contendo meio completo. Bssas placas fo
ram incubadas a 28°C por 72 horas. Apds esse perfodo, efetuou-
-se a contagem das coldnias gque se desenvolveram.

Por comparagao entre o mimero de colbnias do controle
(tempo 0) e o miimero de coldnias dos tratamentos caloulou-seé a

percentagem de sobrevivéncik nos diversos tempos de dirradiacio.
3.4. Isolamento de mutantes suxotrdficos.
A obtencio de mutantes suxotrdficos Foi feita através

de indugdo com luz ultravioleta (BRAUN, 1966) seguida pelo tre—
- 20 -
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tamento com penicilina (DAVIS, 1948, e LEDERBERG e ZINDER,1948)
Este método é aplicdvel a todas as espéeies de bactérias sensi-
veis & penicilina e se baseia no fato de que penicilina & bacte
ricidg para células em divisZo. Quando ums populagdo de proto-
tréficos é colocada em meio minimo contendo wuma  concentracio
bactericida de penicilina, a maior parte dos prétotréficos sers
morta porgue eles se dividem nesse melio; a0 mesmo tempo, gual-
quer mutante auxotrifico presente ndo crescers nesse meio, S0~
brevivendo apesar da presenga da penicilina. Subsegquente pla-
queamento da populagio tratada pela penicilina em meio completo
produz uma certa proporg#o de mutantes auxotrdéficos,o gue pode
ser verificado pela sua incapacidade de produzir crescimento em
meio minimo.

Foi utilizada ums cultura desenvolvida em 10 ml de
meio completo 1iquido, por 72 heras, a 28°C. Bssa cultura foi
centrifugada seguindo o mesmo procedimento j& descrito no {tem
3.3., com & finalidade de obter ums suspensio de células em so-
lucao salina. Tal suspensao foi, em seguida, medida colorimetri
cemente e dilufdsa, afim de dar uma densidade Sptica de 0,50 cor
respondente, neste caso, a 107 células por mililitro de solucgsao,
aproximadamente; essa rela@§5 entre densidade dptica e nimero
de células por mililitro de suspensso foi obtida anteriormente
através do desenvolvimento no ftem 3.3., para o tempo zero de
irradiacao. ;

Antes de se proceder & irradiacfio, 1 ml da suspensdo
foil transferido para um tubo de 9 mi de solugio salins, proce-
dendo-se & diluig8o adequada e semeando-se aiigquotas de 0,1 ml
em plaoas‘de petri contendo meio completo. Essas placas repre-
sentaram o tempo Zero de irradiacfo e serviram como controle.

Os 9 ml restantes de suspensao foram irradiados por 30
segundos, tomando~se o culdado de manter =z placa de petri com a
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suspensgo a 20 cm de disténcia da l8mpada U.V. e procedendo
a uma agitagdo moderads no decorrer da irradiaggo. Desssa suspen
sio irradiada, aliquotas de 0,1 ml de diluicBes adequades foram
semeadas em placas de petri com melo completo, com a finalidade
de se obter, por comparagio com a suspensic nio irradiada, a
percentagen de sobrevivéneis 2 luz ultra-violeta.

Em seguida, amostras de 0,1 ml da suspensio irradiada
foram transferidas para 10 tubos contende 5 ml de meioc minimo
adicionado de 500 mcg de penicilina por mililitro, o8 guais fo-
ram incubados a 2800 por gproximadamente 15 horas. Foi inocula-
do um tubo de meio minimo sem penicilina como controle, g fim de
se comparar apenas pela turvagzo o crescimento da amostra irra-—
diada.

Apds o periodo de incubag¢io, foram semeadas 100 placas
de petri contendo meio completo, cada gual com ums aliquota de
0,1 ml proveniente dos 5 tubos de meio minimo mais peniciling;
outras 100 placas foram semeadas com uma aliquota de 0,1 ml de
uma diluig8o a 107t em solugio salina de cads um dos cinco tu-
bos. Essas placas foram incubadas por 96 horas a 28°C.

Em seguida, foram selecionadas as placas que apresenta
ram um crescimento de 30 & 100 colOnias cada uma. A partir des-
sas placas fol desenvolvido o método da réplica (LEDERBERG e LE
DERBERG, 1952). Esta técnica permite a transferéncia ou réplica
das colOnias de uma placa inicial vars lugares correspondentes
em uma série de outras placas. A transferéncias & feita com o all
xllio de um pedago de veludo esterilizado, o gual é colocado em
um bloco de madeira cujo difmetro & pouco menor gue o da placa
de petri; com um elastico prende~se o tecido ao bloco. AS cold-
nias da placa inicial sao transferidas ao veludo, invertendo-se
a placa sobre elej; o veludo ird servir como modelo para inocu-
lar outras placazs. 0 lugar de crescimento das coldnias nas pla-
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cas incculadas irs corresponder, ums vezZ gque a8 celulas de cads
coldnia da placa inicial s8o transferidas para s que sio inocu
ladas sem modificagac dos seus lugares.
Dessa maneira, a® coldnias de ums mesma placs foram re
. J . Id .
plicadas para wumas placa contendo melo minimo e para uma placa
contendo meio completo.
’ . o~ .
Apos incubagao apropriada, as placas correspondentes,
. . F .
replicadas em meio minime e em meio completo, foram comparadas
em relagdo ao crescimento das coldniszs. Coldnias crescidas em
meio completo e gue nio apresentaram crescimento no meio minimg
Toram transferidas do meio completo pars tubos de meio completo
. . ’ R 0 .
inclinado. Apos desenvolvimento a 28 C por 96 horas, tais cultu
ras foram inoculadas em tubos com meio minimo 1{quido. A linha-

gen de X. campestris selvagem ou normal foi também inoculads em

meio minimo. Apds incubagio desses tubos na temperaturs e tempo
adequados, foi feits a observagio do crescimento ou nio da cul-
tura, pela turvagdo do meio e comparandc tal turvacio com o
crescimento apresentado pela linhagem selvagem. Foram.seleciong
das, entdo, culturas que n2o apresenbaram crescimentc no meio
minimo, procedendo-se = seguir & caracterizacfo dessas orova-

veis linhagens mutantes em relacgio a sua deficineia nutricio-

nal.
3.5. Caracterizacao dos mutantes isgolados,

0 requerimento nutricionsl espeoifieo dog mutantes foi
caracterizado de acordo com PONTECORVO (1953).

A linhagem considerads como possivel mutante foi inocu
lada em tubos com meio minimo 1iquido agdicionado de um dos se-
guintes suplementos nutricionais: &) caselina hidrolizada, a
gqual permitiria o crescimento se o mutante regueresse um aminoé
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cido esPecifioo; b) ums mistura de vitaminas gue permitiria o
crescimentoc, se uma dessas vitaminas fdsse requerida; c) dcido
nucleico de levedura que iria satisfazer os requerimentos nutrd
cionals para purinas e pirimidinas.

Uma vez detectada a exigBneia da linhagem mutante para
gualguer um desses grandes grupos de substéncias, passou-se &
caracterizacio dos requerimentos especificos. —

Como a totalidade das linhagens apresentou resposta a
caseina hidrolizads, foram entdo ensaiados individualmente oé
aminogcidos citados no I{tem 3.1.10.. Cada uma das linhagens mu~
tantes fol desenvolvida em meio completo 1iquido por 96 horas;
em seguida foi centrifugada e lavada duas vézes e resuspensa em
igual volume de solugac salina. Dessa suspensio semeocu-se 0,1 ml
em meio minimo 1fquido e 0,1 ml em meio minimo adicionado de um
aminodcido, numa concentracgio final de 30 mcg por mililitro de
meio de cultura. O mesmo procedimento foil seguido para todas as

linhagens em guestso.

3.6. Curva de crescimentc de trés mutantes especificos fren-

te a diferentes concentracgSes do aminoscido regpectivo.

Dos mutantes isoladosg e caracterizados em relaci&o a
suz deficiéneia bioquimica, somente trés deles foram usados pa-
ra dar prosseguimento ao proposto neste trabalho.

Assim, trés linhagens mutantes, tomasdas ao acaso, defi
cientes, respectivamente, para glicina, histidina e arginina,
foram a geguir ensaladas em relagao a0 seu crescimente em meio
minimo com diferentes concentracdes do_aminoécido respectivo,

Cada linhagem mutante foi desenvolvida em 10 mi de
meio completo 1fquido, por 96 horas a 28°C. Apds esse tempo, as
culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos e resus-
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pensas em 10 ml de solugdo salins; esse procedimente foi repeti
do trés vézes., De cada uma das suspensles finais em solugfo sa-
lina, foram retiradas aliquotas de 0,1 ml gue serviram como igé
culo pars tubos contendo 10 ml de meio minimo sdicionado das
respectivas solucles de aminoécidos, para 08 gusis eram defi-
cientes, nas seguintes concentragfes firais: 0,0, 5,0, 20,0,
50,0, 100,0 e 200,0 meg por mililitro de meio minimo. Como con~
trole foi inoculado, de cada mutante, um tubo contendo meio mi-
nimo sem adicBo de aminodcido.

0 crescimento das linhagens inoculadas fol medido por
densidade dptica. Apés a inoculagio, fol feita a primeira leitu
ra, gque corresponde a Zero horss de crescimento. As outras lei-
turas foram feitas nos seguintes tempos: 24, 48, 72, 96, 120 e
144 horas.

0 mesmo procedimento fol seguido, usando-se a linhagen

de X. campestris selvagem, inoculada da mesma maneira em meio

’ . . . . N ’ . .
minimo adicionado dos respectivos aminoacidos, para o8 quais 08

. mutantes eram deficientes. Ag leituras foram feitas nos mesmos

intervalos de tempo.
3.7. Hospedeiro,

Foram utilizadas sementes de repdlho do hibrido Nateu
maki Risd, cedidas pedo Departamento de Genética da Escola Su-
perior de Agricultura "Luiz de Queiroz".

0 hospedeiro foi Sempre'cultiﬁado em umz mistura formg
da de uma parte de terra r0xa e uma parte de esterco de curral
peneirado; serviu como coberturs outrs parte de esterco peneira
do.

FPoram utilizados vasos de barro com as dimensfes 18 cm
de comprimento x 18 cm de largura x 6 cm de altura.
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A misturas de solc e esterco e os vasgos foram sempre
esterilizados em autoclave a 120°C durante 2 horas, com bastan
te antecedéncia a sua utilizacio.

Todas a8 sementes ugadas foram tratadas c@m,ﬁgwa a
5000 durante 30 minutos e deixadas secar 20 ar em papel de il
tro, por 24 horas (WALKER, 1965).

A semeadura foi felta em sulco z uma profundidade de 1
cm, e as sementes foram cobertas com esterco de currsl peneira~
do e esterilizado. Apés germinacac as plantulas defeituosas fo-
ram eliminadas.

Afim de fornecer uma atmosfera Umida, foi feita uma co
bertura das plintulas, 24 horas antes da inoculaglo, com um fil
me de polietileno, o gqual fol amarradce firmemente ao redor“do

vaso (DYE, 1958). Os vasos foram sbundantemente irrigados antes

de colocacgio do polietileno.

3.8. Avaliacdo da patogenicidade das linhagens mubantes "in

vitroh,

3.8.1. InoculagBo de tecido de planta com bactéria cres
cida em diferentes doses do aminoacido regpecti-
VO,
As linhagens mutantes para glicina, arginina =
hiegtidina e & linhagem selvagem foram crescidas a 28%¢ por 96
horas, em meio minimo liquido adicionado de glicina, arginina e
histidina, respectivamente, nas seguintes concentragdes finais:
0,0, 5,0, 20,0, 50,0 ¢ 100,0 meg por mililitro de meio.

FOlhas das plantas de repdlho foram coriadas com o au-
xilio de um perfurador de cortica esterilizado, sendo gue og
discos de fdlhas obtidos tiveram sempre um centimetro de difme—
tro, Estes foram mergulhados em ums solugdao de hipoclorito de
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sodio a 20,04, durante cinco minutos (GARBER, SHAEFFER e GOLD-
MAN, 1956); em seguida foram lavados trés vézes com dgua desti-
lada. '

A_inoculagéo dos discos de fOlhas foi feits velo méto-
do da injegio, usando-se um inoculador de agulhas miltiples (AN
DRUS, 1948). 0 inoculador foi feito montando-se 20 alfinetes en
tomoldégicos ne O, dispostos separaldamente, em um pedaco de cor-
tiga de 1,5 cm de difmetro. O disco de f8lha foi entio colocado
sobre uma esponja esterilizada (contida em umz placa de petbri)
embebida da suspensao bacterians a ser inoculzda. O inceulsdor
fol pressionado sobre =z superficie do disco de £61lha, perfuran
do-a e penetrando na esponja saturada da suSpenS§6 da bactéria.
Apdés inocculacdo de cada disco, o mesmo foi colocado em placa de
petri contendo meioc mirimo sd1lido. Foram colocados 3 discos por
placa e feitas 3 repeticles, para cads diferente dose de amin@é
cido usado, para cada mutante.

Como controle, procedeu~se a inoculagdo de discos de
f8lhags com a bsctéria selvagen, famendo-se também 3 repetigles.

As leituras foram feitas no 52 e 72 dias.

3.8.2. Inoculagdo de tecido de planta com bactéria e
posterior suplementacao com soluczo de 100,00 mcg’
ml do aminodcido respectivo.
Ag linhagens mutantes pafa glicina, arginins,
histiding e a linhagem selvagem foram crescidas a 28°C por 96
horas, em 10 ml de meio completo ligquido. Foram entdo centrifu-
gadas a 5000 rpm por 10 minutos e resuspensas em 10 ml de solu~
&0 salina; esse procedimento foi repetido trés vizes.
Cada uma das suspensfes dessas bactérias foi usada pa-

fan
peig i

joF

1

ra a inoculagfo por injegfo em discos de folhas, da maneirs
crita no {tem anterior. Foram colocados 3 discos por placa e
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feitas 3 repeticgdes, para cada mutante.

Apds inoculagBo foi feita suplementacfo de aminodcido
com o auxilio de uma pipets, colocando-se 0,1 ml de cada solu-
¢ioc de aminodcido, sobre os discos inoculados com og mutantes
glicina, arginina e histidina, respectivamente. Tal suplementa-~
ggo foi feita 2 vézes, ums logo apos. = inoculacBo e a outra 24
horas depois. A concentragdo das solucles dos aminodcidos usa-
dos foi sempre 1000,0 mcg/ml.

Da mesms maneira foram inoculsdos discos de F8lhas
com as trés linhagens mutantes com 3 repeticgles, nfo se fazen-
do, entretanto, a suplementacso.

Procedeu-se também & inoculacBo com a bactéris selva—
gem, com 3 repetigles. v

Ag leiturass foram feitas no 52 e 792 dias.

3.8.3. Incculagio de tecido de planta com Tbactdria e
posterior suplementagao com diferentes doses do
aminoacido respectivo.

A obtencio de indculos das linhagens mutantes e
selvagem e a inoculagio seguiram ¢ procedimento descrito no
{tem anterior. A suplementacifio também foi feita da mesms manei-
Ta, porém as concentracdes das solucles de glicina, arginina e
histidina foram as seguintes: 0,0, 5,0, 20,0, 50,0 ¢ 100,0 mcg/
ml. Para cada diferente dose de aminodcido com a gual foi feits
a suplementacgdo, foram feitas 3 repeticles para cada mutante.

0 mesmo foi seguidc para igusl nUmero de discos inocu-
lados, nio se fazendo, porém, a suplementaclo.

Procedeu-se também & inoculacio com bactéria selvagen,
com 3 repetigbes. |

As leituras foram feitas no 5% e 72 dias,



3.9. Avaliagfo da patogenicidade das linhagens mutantes "in

vivo",

3.9.1. Inoculagfo de plintulas com bactéris crescida em
diferentes doses do aminodcido respectivo.
Sementes de repdlho hibrido Natsumaki Risd sofre
ram o tratamento e semeadura descritos no ftem 3.7.. Apds germi
nagdo, as plantulas defeituosas foram eliminadas e um desbaste
foi feito para reduzir o nlmero de pléntulas para 20, em cada
vasc.
| Os inbculos das bactérias mutantes foram preparados Te
picando-as, respectivamente, em 250 ml de meio minimo 1{quido
com suplementacdo apropriada de aminoscido e incubando-as a
28°C por 96 horas. A seguir, procedeu-se inoculagio foliar
por injecBo, de acordo com o ja descrito no ftem 3.8.1., porém
inoculando-se, agora, as duas primeiras fOlhas de cada plintula.
Antes e depois da inoculacgio as plantulas foram mantidas em con
diglo de cémara umida por 24 horas. As pléntulas permaneceram
na casa de vegetagfo por vinte dias, gquando entZo foi feita a
avaliaggo da severidade da deengé.

Os indculos utilizados foram: a) culturas dos mutantes
glicina, arginins e histidina em meio minimo 1{quido suplementa
do das seguintes concentracBes dos aminodcidos respectives? 0,0,
5,0, 20,0, 50,0 e 100,0 mcg por mililitro de meio; para -cada
uma dessas cultiras foram inoculadas 60 plantulas (3 vasos) pa-
ra cada concentracio; b) culturas dos mutentes em meio minimo
1iquido, sendo inoculsdas plantulas em igual ﬁﬁmero; c) cultura
da bactéria selvagem em meio minimo 1{quido, sem suplementagio

de aminoacido, sendo inoculadas plidntulas em igual nidmero.



3.9.2. Inoculagic de plintulas com bactéria e posterior
suplementagio com solugdo de 10C,0 meg/ml do ami
nodcido respectivo.

As pléntulas de repdlho foram cbtidas da maneira
descrita no {tem 3.9.1..

Os indculos das TDactérias mutantes e selvagem foram
preparados repicando—as,rreSpectivamente, em 250 nl de meioc com
pleto e dncubando-as a 28°¢ por 96 horas. Essas culturas foram
centrifugadas e lavadas duas vézes e resuspensas em igual volu-
me de sclugado salina. Cada suspensio foi inoculada, por injecio,
nas f8lhas de 60 plintulas (3 vasos) submetidas as condicdes de
cAmara dmida por 24 horas, antes e apds inoculacio. Em seguida,
procedeu~se a pulverizacio de solugles de glicina, arginins e
histidina, na concentracio de 100,0 meg por mililitro de dgua
destilada, nas plantulas inoculadas, respectivamente, com mutan
tes gliciﬁa,_argiﬂina e histidina e com a bactéria selvagem. Es
sa pulverizacSo foi feita trés vézes com intervalos de 24 horas;
as plidntulas permaneceram em condicio de clmars Umida enguanto
durou o processo de suplementacio com aminodcidos, depois do
gque forsm congervadas em casa-de-vegetagéo por 20 dias.

Inoculou-se igual numerc de plintulas com essas mesmas
ilinhagens, ndo se fornecendo, entretanto, suplementag@o dos ami

noacidos.

3.9.3. Inoculagio de pléntulas com bactéria e posterior
suplementacio com diferentes doses do aminodcido
respectivo.

As pldntulas de repdlho foram obtidas da mansira
descrita no item 3.9.1..
Os indculos das bactérias mutantes e gelvagem foram
preparados da maneira descrita no Item 3.9.2.. Procedeu-se a
- 30 -
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incculacdo por injecdo folisr, da maneirs descrita no {tem ante
rior. Bm seguida, vprocedeu-se 8 pulverizacfo de solugdes de gli
cina, srgininse e histidina nés seguintes concentracotes: 0,0,
5,0, 20,0, 50,0 e 100,0 mcg por mililitro de dgua destilada,
nas pléntulass inoculadas com mutantes de glicina, arginina e
histidina, respectivamente e com g bactéria selvagem. Besa pul
verizacio foi feita trés vézes com intervalos de 24 horas; as
pléntulas permaneceram em condigfio de clmara Umida enquanto du-
rou o processo de suplementagfo com aminogcidos, depois do que
foram conservadas em casa de vegetacgBo por 20 dias. Foram inocu
ladas 60 plantulss (3 vasos) para cada dose de cada linhagen mu
tante e de bactéria selvagem. Igual nimero de plantulas foram

inoculadas da mesma maneira, nao se fornecendo, entretanto, su-

plementacdo de aminoscidos.
3.10. Método de avaliagSo da severidade da doenca.

Para = avaliacio das plantas doentes, as leituras fo-
ram efetuadas 20 dias apés a inoculacdo. Foram consideradas:
plantas ngo atacadas e plantas atacadas pela doenca. Plantas
ngo atacadas ou szdias nio apresentaram sintomas externos ou in
ternos obserwiveis nas f8lhas ou no casule cortado na slturs do
primeiro internddic. Plantas atacasdas apresentaram-se mortas ou

com sintomas externos e internos da doenga.
3.11. Reisolamento e caracterizacio das bactérias mutantes.

Ia . g - . .
Apos a avaliagao da severidade da doencgs nos diversos
tratamentos, procedeu-se ao reisclamentce e caracterizagso dos
patégenos anteriores inoculados. Foram tomadas ao acaso 10

plantag doentes de cads tratamento.



O isolamentc foi feito seguindo o método indicado nor
DOWSON (1957). As hastes ou a8 nervuras das fOlhas de repdlho
com sintomas da doencs foram desinfetadas superficialmente por
flambagem. O c¢frtex foi removido em seguida e um pegueno pedago
dc tecido fol retirado da regidoc dos vasos & transferido para
um tubo com 2 ml de dgua destilads esterilizada, para obtencio
da suspensfo bacteriasna., Depois de 20 a 30 minutes, ums alga da
suspensio foi semeads nums pequens Srea de uma placa de petri
contendo meioc de Yeastrel; sem flambar & alca, estrias foranm
feitas em outras &dreas desse meio de cultura contido na placa,
a gual fol incubada a 28°¢ curante 72 horas. As coldnias cresci
das foram purificadas pelo método dg diluicBo em série (PELCZAR
e REID, 1965); coldnias purificadas foram semeadas em meio com~
pleto inclinado e incubadas a 2800, por 96 horas.

Dessa maneirs, foram reisoladas para cada tratamento
10 linhagens de cada um dos mutantes sauxotroficos inoculados
nas pléntulas., & etaps seguinte fol a caracterizacgdo desses iso
ilados; a partir de cada culturas em meio inclinado foi feita ums
suspensio de células em soluglo salina; alfguotas de 0,1 ml de
cada suspensio foram semeadas em meio minimo 1{quido, meio mini
mo 1iguido adicionado do aminodcido para ¢ gqual = linhagem ers
anteriormente deficiente, ruma concentracéao final de 30 meg por
miliiitro de meio, & em meio completo. Assim, Tol verificado pe
lo crescimento ou ngo nesses melios, se os mutantes para glici-
ns, histidina e arginina guardavam, apds = inoculacdo em pléantu
las e desenvolvimento ds doenga, suas caracteristicas auxotrdfi

cas.
3,12. Método estatistico.

. . s I
A andlise estatistica do atague das linhagens de bacte
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rias aos discos de Fdlhas e &8 pléntulas de repdlhe, foi feita
aplicando o feste %° (STELL e ﬁomm, 1960). Este método de and
lise visou testar a hipltese de que ndo hé diferenga enire as
percentagens de pléantulas atacadas, nos diversos estdgios do
trabalho. & significincis foi constatads usando & tabels de 1i-
mites unilaterais de X2 (PIMENTEL GOMES, 1970).

A partir do X2 calculado, foli feito o desdobramento,
visando testar a natureza linear das linhas de regressgfo gue re
lacionam a percentagem de pliantulas atacadas com ss dosagens.
Deste processo resulta um X2 reiativo ao efeito linear e um.X2

para os desvios de regressio (STELL e TORRIE, 1960).



4. RESULTADOS.

4.1. Sobrevivéncia & luz uliravioleta da linhagenm de Xantho-

menss campestris.

As percentagens de sobrevivéncia apds irradiacgio de cé

lulas da linhagem de Xanthomonss campestris s5o0 dadas no quadro

T. 4 curva de sobrevivinecis € dada na figura 1.

Quadro I - Percentagem de sobreviventes de células ds li-

nhagem de Xanthomonas campestris.

Tenmpo N¢ de sobreviventes
(segundos) (células/ml) % de sobreviventes
0 1,93 x 10/ 100,00
10 1,03 x 107 53,36
20 1,66 % 10° 8,60
30 3,93 x 10° 2,03
40 6,66 = 10 0,34
50 2,15 x 10° 0,01

4.2, Isolamento e caracterizacio dos mutantes auxotrdficos.

A populacio de bactérias exposta & luz ultravioleta
por 30 segundog, a partir da gual foram isolados os mutantes,

foi de 3,12 x 107 céiulas por mililitro. Apds a irradiacio essa

3

populagdo foi de 7,58 x 10° células por mililitro, corresponden
do & 2,43% de sobreviventes.
Os resultados ds réplica de 1712 collnias em meio com-
N I'd . . . .
plete e meio minimo permitiram separar, com base nas diferencas
de crescimento nos dois meios, doze culturas spontadas no gua-
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% de sobreviventes

Figura 1 - Curva de sobrevivéncia de Xanthomonas campestris

frente & luz ultravioleta (média de trés repeticles)
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dro II. No mesmo qguadro, enconiram-se 08 rvesuliados do auxono
grama inicial a que foram submebtidas esgas culturas. Yo gua~
dro IIT, encontram-se os resultados do auxonograms final, gue
nos permitiu caracterizar os requerimentos nutricionsis esspeci-
ficos desses mutantes isolados.

A freguénecia de mutacio, pelo método usazdo, foi de

0, 70%.

Quadro IT - Culturas mutantes, resultasntes ds irradiacio U.V.

e trztamento com penicilina,., Auxonograma inicisl,

Culturas Meio Meic Sol. de Sol. de Sol. de
" S ¢ . - -
matantes completo minimo caseina vitaming ac. nmicleicos

- + - -

i_i

- + - -
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+ 0+ 4+ o+ o+

i

+
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+ = gregcimento
- = nao crescimento



Quadro 1II - Culturas mutantes. Auxonograma final

Culturas Reguerimento
mutantes nutricional
1 histiding
2 cisteina
3 fenilalanins

4 argining
5 histiding
6 cisteina
7 cisteins
8 argining
9 glicing
10 treonina
il glicina
12 cisteina

Portanto, foram obtidos: 4 mutantes para cisteina, 2
pars histidina, 2 para arginina, 2 para glicina, 1 para fenila-

lanina e L para treonina.

4.3, Curva de crescimento dos mutantes glicing, arginina e

histidina.

Os quadros IV, V e VI mostram os resultados do cresci-
mento em meio minimo sem suplementagao e suplementado com diver
sas doses dos aminodcidos respectivos, dos mutantes para argini
na, higtidine e glicina, obtidos através de medida da densidade
Sptica.

Os guadres VII, VIIT e IX mostram os regultados do
crescimento em meio minimo sem suplementacaso e suplementado com
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diversas doses dog aminoacidos arginina, histidina e glicina,

da, linhagem de Xanthomonas campestris selvagem.

As figuras 2, 3 e 4 mostram alguns dos resultados exe

& ‘
pressos atraves de curvas de crescimento.

Quadro IV -~ Densgidade 6ptica do crescimento do mutante

arginina frente o diversss doses de argini

na.
Horas 0 24 48 72 96 120 144
meg/ml
0 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
5 0,01 0,02 0,04 0,08 0,08 0,08 0,08
20 0,02 0,04 0,09 0,18 0,23 0,23 0,23
50 0,02 0,05 C,11 0,23 0,30 0,30 0,30
100 0,02 0,06 0,18 0,30 0,40 0,40 0,40
200 0,02 0,06 0,18 0,30 0,40 0,40 0,40

Quadro V - Densidade dptica

do crescimento do mutante

dina.
Horas 0 24 48 72 96 120 144
me g/ml

0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

5 0,02 0,02 0,04 0,06 0,06 0,06 0,06
20 0,02 0,03 0,07 0,14 0,20 0,20 0,20
50 0,02 0,04 0,10 0,20 0,30 0,30 0,30
100 0,02 0,05 0,15 0,30 0,38 0,38 0,38
200 0,02 0,05 0,17 0,30 0,38 0,38 0,38
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Quadro VI - Densidade dSptica do crescimento do mutsnte

glicina frente a diversas doses de glicina.

0 24 48 72 96 120 144

0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

5 0,01 0,03 0,07 0,10 0,13 0,13 0,13
20 0,01 0,04 0,10 0,20 0,28 0,28 0,28
50 0,01 0,05 0,15 0,30 0,36 0,36 0,36
100 0,01 0,07 0,20 0,34 0,45 0,45 0,45
200 0,01 0,07 0,23 0,34 0,45 0,45 0,45

Quadro VII - Densidade dptica do crescimento de Xantho

monas campestris frente g diversas doses

de arginina.

Horas 0 24 48 72 96 120 144
meg/ml

0 0,0L 0,05 0,25 0,35 0,35 0,35 0,35

5 0,01 0,08 0,25 0,40 0,40 0,40 0,40

20 ¢,01 0,10 0,30 0,45 0,45 0,45 0,45

50 0,01 0,18 0,3% 0,50 0,50 0,50 0,50

100 0,01 0,20 0,38 0,50 0,50 0,50 0,50

200 0,01 0,20 0,38 0,50 0,50 0,50 0,50
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Quadro VIIT - Densidade dptica do crescimento de Xan-

thomonas campestris frente s diversss do

seg de histidins.

Horas

mcg/ml

0] 24 48 72 96 120 144

20
50
100
200

0,02 0,06 0,25 0,34 0,34 0,34 0,34
0,02 0,08 0,25 0,40 0,40 0,40 0,40
0,02 0,10 0,30 0,45 0,45 0,45 0,45
0,02 0,15 ©,35 0,45 0,45 0,45 0,45
0,02 0,18 0,40 0,50 0,50 0,50 0,50
0,02 0,18 0,40 0,50 0,50 0,50 0,50

Quadro IX - Densidade JSptica do crescimenio de Xantho—

monas campestris frente z diversas doses

de glicina .

Horas

meg/ml

O 24 48 72 96 120 144

20
50
100
200

0,01 0,06 0,20 0,35 0,35 0,35 0,35
0,01 0,10 0,25 0,48 0,48 0,48 0,48
0,01 0,10 0,30 0,50 0,50 0,50 0,50
0,01 0,20 0,30 0,55 0,55 0,55 0,55
¢, 01 ¢,19 0,45 0,55 0,55 0,55 0,55
0,00 0,25 0,35 0,55 0,55 0,55 0,55




Figura 2 - Curvas de crescimento do mutante deficiente para

arginina e da linhagem selvagem, frente a diversas

concentragdes de arginina.
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Figura 3 - Curvas de crescimento do mutante deficiente

optica

14

densidade

para

histidina e da linhagem selvagem, frente a diver-

sag8 concentragdes de histidina.
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Figura 4 - Curvas de crescimento do mutante deficiente para
glicina e da linhagem selvegem, frente & diversas

concentragbes de glicina.

0,60 -
& » L L
0,50
[
+* + &
8 0,40 - /
A
43
% ? o -] o
o _
g 0,30 /
o & A A
-
[<H]
5| //////’
@
o3
0,207 . ° &
0,10, R
3/
&
24 48 72 96 120 144
tempo (horas)
0,0 meg/ml
linhagem glicina & 20,0 mecg/ml
+ 100,0 mcg/ml
0,0 meg/ml
linhagem selvagem 100,0 meg/ml



4.4. Avaliacgio da patogenicidade das lirhagens mutantes "in

+. 1]

vitro®.

4.4.1. Inoculacdo de tecido de planta com bactéria cres
cida em meio de cultura com diferentes doses do
aminozcido respectivo.

Og resultados apresentados no quadro_X mostram o
nimero de discos de f8lhas que desenvolveram a doenca e as per—
centagens correspondentes. Os dados obtidos com suplementsacao
de 0,0, 5,0 e 20,0 mecg do aminodcido respectivo por mililitro
de meio, foram agrupadcs em <50 e com suplementacgio de 50,0 e
100,0 meg/ml foram agrupados em > 50,

Os testes X2 realizados para testar as diferencas en-'
tre as percentagens de discos de f8lhas atacadas, indicam o se-
guinte: nfo significlncia para a diferenca dentro da linhagem
arginina (X2 = 3,75); significéncia aoc nivel de 5,0% de probabi
lidade para a diferenga dentro da linhsgem histiding (X236,59);
e significéncia ao nfvel de 1,0% de probabilidade para o dife-
renca dentro da linhagem glicing (X2 = 6,69). Os mesmos testes,
aplicados~para-a~limhagem selvagem recebendoc as mesmas doses de
suplementacdo, de cads um dos aminodcidos, nSo mostraram signi-
ficédncia.

Na comparacggo do cémportamento de cada linhagem mutan-—
te com a linhagem selvagem, pars og valdres dos tratamentos com
supleme@tagéo igual e superior a 50,0 meg/ml, os X2 mostraram
diferenga significativa ao nivel de 1,0% de probabilidade Dars
as trés linhagens mutantes ensaiadas: arginina X2 = 13,48; his-

tidina X2 = 11,11 e glicina X2 = 9,75.



Quadro X - Inoculag8o de discos de fdlhas de repdlho com bacté-
ria crescida em meic com diferentes doses do aminos—
cido respectivo.

Linhagem Suplementagio Total Discos

2
de de % X
bactéria meg/ml de meio  discos atacados

Mutante < 50 27 1 3,7 '

Argining > 50 18 4 22,2 3T DS

Arginina

. <50 27 22 81,5

Selvagen >50 18 15 83, 3 0,02 ns

Mutante < 50 27 0 0,0 g 59+

Histidina =50 18 4 22,2 ’

Histidine
<50 27 21 77,8

Selvagem = 50 18 14 77.8 0,00

Mutante <50 27 2 7,4 6 69++

Glicina >50 18 7 38,9 ’

Glicina
<50 27 22 81,5 '
Selvagen 50 18 16 88.9 0,46 ns
+ = significativo ac nivel de 5%
++ = significativo ao nivel de 1%
ng = nao significativo

4.4.2. InoculagBo de tecido de planta com bactéria e

r
0 numero de

posterior suplementagfo com solugdo de 100,0 meg/
ml do aminodceido respectivo.
Cs resultados apresentados no guadro XI mostram

discos de f8lhas que desenvolveram =z doenca e as

percentagens corresSpondentes,



Quadro XI - InoculagBo de discos de f0lhas de repdlho com bacté
ris e posterior suplementscfo com solugdoc de 100,0

meg/ml do aminocdcido resvectivo

Com Suplementacdo Sem Suplementacso

Linhagem total discos o total discos

de de % X de %
bactéria  discos  atac. discos  atac,
Mutante

0
Arginina. 18 1 55,5 18 o Q.0
Mutante
Histidina, 18 & 44,4 1,05 ns 18 0 0,0
Mutante .
Clicing 18 11 61,1 18 0 0,0
Selvagen 18 17 G4, 4 18 16 88,9
ng = nao significativo

Cs Testes X2 reglizados para comparar as percentagens
obtidas de discos de fO0lhas atacados pelas trés linhagens mutan
tes nfo mostraram significlncia (X2 = 1,05). Mostraram signifi-
cidneia os resultados dos testes Xg entre cada linhagem mutante

. - _ o 2 4
com g linhagem selvagem (mutante arginina x selvagem, X =7,26

g B

mutante histidina x selvagem, X2 = 10,60+*; mutente glicina x
selvagem, X2 = 5?78+)~

Nos tratamentos sem suplementagfo nfc houve crescimen—
to de nenhums dsg linhagens mutantes. A linhagem selvagem desen

volveu—-8e normalmente,



4.4.3, Inoculacio de tecide de planta com Ttactéris e
posterior suplementacigo com diferentes doses do
aminoéci§0'f33§eetiva@

Os resulitados apresentades no guadro XIT mostranm
o mimero de discos de fOlhas que desenvolveram a doenga e as
vercentagens correspondentes. Os dados obtidos com suplementa-
cao de 0,0, 5,0 e 20,0 meg do aminocscido respectivo, Toram agru
pados em <50 e com suplementagac de 50,0 e 100,0 meg, foram
agrupados em =50,

Os testes X2 dag comparagtes entre as percentagens de
atagque aos discog de folhas, pars og tratamentos com suplementa
cdo inferior a 50 mecg/ml e para os ftratamentos com suplementa-
cgo igual e superior a 50 mcg/ml, apresentaram diferenca signie
ficativa ao nivel de 1,0% de probabilidade: arginina X2 = 15,73%

i
A

histiding X2 = 12,44 & glicins X = 15,00. Os mesmos testes

aplicadog pars a linhazem selvagem, recebendo as mesmas doses
- -‘w “ . £ ~ .
de suplementaczo de cada um dog amincacidos, nzo mostraram s1g-

nificéneia,

Ne. comparacso do comportamento de cada linhagem mutan—
te com a linhagem selwvsgenm, pars 08 tratementos com suplementa-
cdo igual e superior a 50 meg/ml, os testes X2 foram significa-—
tivos ao nivel de 5% de rprobvablliidade para selvegem x arginins
(X2 = 4,99) e selvagem x glicing iKﬁ = 4,42), A comparacio sel-
vagem X histidins mostrou gignific

iedneia =0 nivel de 1,0% de pro
babilidade (X2= S,75).

{03

Nos tratasmentos semw suplemeniacso ndo houve crescimenn-
to de nenhums das linhagens mutantes, A Llinhsgem selvsgem desen-

volveu—-se normolmente.



Quadro XIT - InoculacBo de discos de folhas de repdlho com bac-

4 . s . ) ~ L
teria e posterior suplementagac com diferentes do-

. 'l B
ses de aminoacido.

Linhggem  Suplementagso total discos 5
de de % X
bactéria meg/ml de meio digcos atac.
o <50 27 1 3,7 ++
argining ~ 50 18 10 55,5 15,73
Mutante
Arginins
_ - 27 0] 0,0
- 18 0 0,0
. << 50 27 24 88,9
argining =50 18 16 88,9 0,0
Selvagem
- 27 23 85,2
- 1 15 83,3 %
e < 50 27 0 0,0 -
histidina =50 18 7 38.9 12,44
Mutante
Histidina
- 27 0] 0,0
- - 18 0 0,0 0,0
s <50 27 23 85,2 |
histidina =50 18 16 83,9 0,13
Selvagen
- 27 22 81,5
- - 18 14 77,8 0,09
- =< 50 27 3 11,1 ++
glicina ~ 50 18 10 66,7 15,00
Mutante
Glicina
- 27 0] 0,0
B - 18 0 0,0 50
- << 50 27 25 92,6
glicina 50 18 17 94,4 0,06
Selvagem
- 27 25 92,6
B - 18 16 88,9 0,18

- = sem suplementagdo ++ = siginificativo ao nivel de 1,0%

- 48 -
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4,5, Avaliagao da patogenicidade das linhsagens mutantes "in
vivo'.

4,5,1. Incculagho de plantulas com pactéeria crescida em
meic de cultura com diferentes doses do aminosci
do respectivo.

Og resultados dos niveis de patogenicidade das
1inhagens’mutantes ensaiadas, encontram—se no Quadro XIIT. Mos-
tram o numero de pléntulas atacadas, com a percentagem corres—

rondente a cada dose.
2 :
Os X vpara ag diferencas

tulas atacadas, nas doses de 0,0,

ml de suplementacio, apresentaram

de probabilidade, para a linhagem

e a0 nivel de 0,1% para as 1in?

. 2 .
23,71) e glicina (X 29,877 .

As

[’ﬁ

gens de plantulas atacadas, o
suplementacio, ndo apresentaram £
2
Os X~ paras comparal = ¢

oM

dze da linhagem selvagem,

das de cada mutante, todas

respectivo aminoacido, apres

4y e

fih

0,1% de probabilidsede: argini
70,84 )

P
dina x selwvagem (X e

f )
DEAESTE

5
S

entre as percentagens de plén
5,0, 20,0, 50,0 e 100,0 mcg/
de 1,06
14,07)

(x°

m

i ERL I H & -t
gignificancis ao nivel

VYT
FRERE S

- 2
tante arginina (X

vistidinas

=,

H

mutantes

taca~

i

pléantulas =

anfuias auauam
10039 meg/ml do
nivel de
selvagem

icina ¥ selvagem {



Quadro XIIT - Inceculscdo de plantulas com bactéris crescids em

diferentes doses do aminoscido respectivo.

Linhagem  Suplementacgo total discos 5
de de % X
pactéria meg/ml de meic  discos atac.
0 60 1 1,7
5 60 2 353 r
argining 20 &0 7 11,7 14,C7
50 60 9 15,0
Mutante 100 (A0 11 18,3
Argiﬁina N £0 1 1,7
- 50 0 0,0
- - 60 0 0,0 3,03
- 60 1 1,7
- &0 0 0,0
0 60 0 0,0
5 60 3 5,0 .
higtidina 20 60 5 8,3 23,68
50 60 12 20,0
Mutante 100 &0 14 23,3
Histiding N 60 0 0,0
' - 60 1 1,7
- - 50 0 0,0 3,03
- 60 0 0,0
- 50 1 1,7
Q. 60 0 C,0
5 60 6 10,0 o
glicina 20 50 & 13,3 2¢,86
_ 50 60 15 25,0
Mutante 100 50 20 33,3
Glicinsa 7 _ 50 o 0,0
- 60 o 0,0
- - 60 0 0,0 0,00
- 60 0 0,0
- 60 0 0,0
argining lO? gg 28 igg:g 0,00
Selvagem  histidina lOS 28 gg lgi:g . G, 29
T T - I

- = sem suplementacio ++ = significativo ao nivel de 1,0%
- 50 -



0 desdobramento dos X2 para verificar o tipo de regres
880 que hd entre percentagem de patogenicidade e doses, mostrou
(Quadro XIV e figura 5) que hd significéneia ao nivel de 1,0%
de provabilidade para o efeito linear e nio significinois para

og desvioceg da regresszo.

Quadro XIV - Valdres do X2 - componente linear e desvios da re-
gressdo (Y = porcentagem de staque; X = 0,0, 0,5,
20,0, 50,0 e 100,0 meg/ml).

. 2 , .
Linhagem de bscteria X (linear) X2 (desvios) X2 total

H

Mutante Argining 11,5077 2,57 ns 14,0777
Mutente Higtidins 20,87t 2,81 ns 23,68"F
Mutante Glicina 26,92++ 2,94 nus 29,86++

++ = significativo ao nivel de 1,0% ng = nio significativo

4.5.2. Inoculagio de plantulas com bactéria e posterior
suplementagfo com solugfo de 100,0 meg/ml do ami
nogeido respectivo.

- Os resultados apresentados no gquadro XV mostram
o mimero de plantas que desenvolveram doenga e as percentagens

correspondentes.
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0 valor do X2 entre as linhagens mutantes com suplemen
taglio mostrou significlneia ao nivel de 0,1% de probabilidade
(X2 = 16,84) ¢ entre as linhagens mutantes sem suplementac8o
mostrou significéncia ao nivel de 1,0% {X2 = 10,61).

As comparacgles entre as frequéncias de atague de cada
linhagem mutante suplementada, com a linhagem selvagem, apresen
tarsm significlncia ao nivel de 0,1% para arginina x selvagem
(Xz = 25,33) e para histidina x Selvégem4(X2 = 14,67); apresen-
taram n3o significancia para glicina x selvagem.(XE = 3,05). As
comparag%es entre as freguéncizs de atague de cada linhagem sem
suplementacfo, com a linhagem selvagem, apreseﬁtaram.significég
cia ao nivel de 0,1% de probabilidade para as trés linhagens en
sgiadas: arginina x selvagem (X2 = 199,71) histidina x selvagen

(X2 = 160,00) e glicina x selvagem (X2 = 144,05).

4,5.3. Inoculacio de pléntulas com bactéris e posterior
suplementacio com diferentes doses do aminodeido
respectivo.

Os resultados dos niveis de patogenicidade das
linhagens ensaladas encontram—-se no quadro XVI e figura 5. Mos-
tram o numero de plémtulas atacadas, com a percentagem correg-
pondente a cada dose. 4

Cs Xz.realizadoe para testar as diferencas entre asg
percentagens de plantulas atacadas apos suplementacdo com doses
de 0,0, 5,0, 20,0, 50,0 e 100,0 meg/ml do respectivo aminodci-
do, apresentaram significdncia ao nivel de 0,1% para cada uma
das linhagens mutantes ensaiadasg: para argining X2 = 98,27; pa-
ra histidins X2 = 84,08 e para glicina X2 = 100,47.

As comparsclbes entre as percentagens de plénitulas ata-
cadas em cada uma das trés linhagens, as quais nfo sofreram su-
plementacio apds inoculacgfo das pléntulas, apresentarsm nio

- 53 -
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~ ‘ . 2 .
significancia: pars arginina X = 0,52, para histidina X2 =

0,77 e para glicina X2 = (0,90,

Os X2 feitos para comparar a percentagem de plintulas
atacadas da linhagem selvagem, com & percentagem de pladntulas
atacadas de cada linhagem mutante, todas suplementadas com
100,0 meg/ml do respectivo amincdeido, mostraram que a linhagem
arginina apresenta diferenca significativa a0 nivel de 1,0% de
probabilidade (x° = 10,85), a 1linhagem histidina, ao nivel de
5,0% (X2 = 6,31); = linhagem glicina nS3o apresentou significan
cia, (X2 = 0,29). _

As comparag¢®es das percentagens das plintulas atacadas
pelas +trés linhagens mutantes gue mnio sofreram suplementacio
apbs inoculagio, mostraram significincia ao nivel de 0,1% de

probabilidade (X2 = 17,86).



Quadro XVI - Inoculagdc de plantulas com bactéris e suplementa-

¢80 com diferentes doses do aminodcido regpective.

Linhagem  Suplementacgdo total discos 5
de de % X
bactéria  meg/ml de meio  discos atac.
) 60 5 8,3
5 60 12 20,0
argining 20 60 28 46,7 98,28+++
50 50 42 70,0
Mutante 1.00 60 50 83,3
Arginins _ 60 5 10,0
- 60 5 893
- - 50 7 11,7 0,52
- 60 6 10,0
- 60 5 833
¢ &0 10 16,7
5 60 15 25,0 o
histiding 20 60 21 35,0 84,08
50 60 34 56,7
Mutante 100 60 54 90,0
fiptiding - 60 12 20,0
- 60 g 15,0
- - &0 10 16,7 0,77
- 60 11 18,3
- 60 12 20,0
0 60 15 25,0
5 60 25 41,7 it
glicing 20 60 38 63,3 100,49
50 60 54 90,0
Mutante 100 60 59 98,3
Glicina _ 60 13 21,7
- 60 15 25,0
- - 60 12 20,0 0,90
- 60 15 25,0
- 60 12 20,0
argining 10? gg gg %88:8 0,00
Selvagem  histidina 108 gg gg %88:8 0,00
glicina O? 28 28 188:8 ¢, 00
- = sem suplementagio +++ = significativo ao nivel de 0,1%

55



0 desdobramento do X2 pars verificar o tipo de regres-
850 gque hé:eﬁtre percentagem de patogenicidade e doses, mostrou
(quadro XVII e figura 5) que ha significénecia ao nivel de 0,1%
de probabilidade para o efeito linear, nos trés mutantes ensaia
des. Os desvios da regressdo mostraram significéncia ao nivel
de 1% nas linhagens arginina e glicina e ndo significdncis vara

a linhagem histidina.

” 2
Quadro XVIT - Valores do X - componente linear e desvios da re
gressio (Y = percentagem de atague; X = 0,0, 5,0,
20,0, 50,0 e 10C,0 meg/ml).

’ 2
Linhagem de bacteria X (linear) X2 (desvios) X2 total

+ ' -
Mutante Arginina 84,527"" 13,76"F 98,28% "
Mutante Histidina 83,717 0,37 g4,08%*"
% - + 44
Mutante Glicins 83,08+t 17,417F 100,49" %

. v . . Id
++ = significativo ao nivel de 1,0%

It

+++ = significativo ao nivel de 0,1%
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4.6. Reisolamento e caracterizacgio das bactériss mutantes

Todas as linhagens mutantes inocculadas nas pléntulas,

I R ¢ . " " -

conservaram suas caracteristicas apos reisolamento dasg plantas
doentes. Dessa megneira, todos os reisolamentos do mubante argi-
nina nfo apresentaram crescimento em meio minimo e apresentaram
crescimento em meio guplementado com arginina. 0 mesmo aconte-
ceu com reisocolamento dos mutantes histidina e glicina, os qguais

e N £,
nso ge degenvelveram em meio minime, mas Se desenvelversm em

meio minimo suplementado dos respectivos aminoacidos.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4 irradiacio com luz ultravioleta permitiu 2,43% de
scbreviventes da populagdo, dos guals foram isolados somente mu
tantes para aminodcidos. Entretanto, nfo podemos dizZer gue taig
resultados sejam provenientes de ums agdo seletiva do agente mu
tagénico usado, desde que AZEVEDO e MIRANDA (1968) isolaram do
mesmoe microrganismo € COom O Mesmo método, muitantes para puri-
nas, vitaminas e aminodcidos; esses autores encontraram também
vma freguénciag mgior de mutantes para aminozcidos; talvez a pre
senca de mutantes para vitaminas e purinas seja devids a percen
tagem de sobrevivéencia de 5,0% com a gual sles trabalhafam; po—
rém, novos isolamentos de mutantes com ultravicleta deven ser
feitos usando-se diferentes percentagens de sobrevivéncia da po
pulsgac, pars gue Se possa esclarecer o ocorrido,

A frequéncia de mutantes isolados foi de 0,7%, o que
aproximadamente coineide com os resultados obtidos para outros

microrganismos, que variam ao redor de 0,5%. Com Xanthomonas

campestris nao encontramos dados na bibliografia gue permitis-
sem uma comparagio com nossos resultados. Trabalhando nas mes-

mas condig¢des com Erwinia aroideae, bactéria fitopatogénica,

GARBER (1954) obteve 0,1% de mutantes, frequéncia essa que o au
tor considers relativamente baixsa.

Dos mutantes isoladosg a ocorréncis maior foi de 33,33%
de mutantes pars cisteina, seguindo-se 16,16% para histidina,
arginine e glicina, respectivamente e de 9,09% de mutantes pa-—
ra fenilalanina e treconina, respecitivamente. 0O resultadc cobtido
pars & frequéncis de mutantes cisteina ¢ aproximadamente o mes-
mo gue o apresentado por AZEVEDO e MIRANDA (1968).

A nao ser pela zuxotrofis, todog os mutantes se mostra

. ¥ N s Id . - N
rom com aspecto morfologico e caracteristicas bicguimicas nor-
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mais da espécie, excessio feita a0 mutante para treonina, gue
mostrou formacio de mindsculas coldnias, quando semeado em meio
minimo ou completo; esse mutante deversd ser estudado posterior
mente.

Pelos regultados do crescimento das linhagens mutantes
para argining, histiding e glicina e da linhagem selvagem de

Xanthomonas campestiris, apresentados nos quadros IV, V, VI, VII,

VIITI e IX e pelas figuras 2, 3 e 4, podemos verificar que ne-
nhum mutante mostrou tragos de crescimento em meio minimo nio
suplementado. 0s mutantes apresentarsm, pois, deficiéncia com—
pleta para as substancias que requeriam. Portanto, podem ser
considerados bons (LAMEY, BOONE e KEITT, 1G56) prara © estudo da
relagao hospedeiro-parasita. Mostrasram, ainda, respostas claras
guando tais substincias foram adicionadas ao meio de cultura; a
resposta desses tipos de mutantes a presenca ou auséncia da
substancia requerida, asscciada com4éua capacidade patogénica,
torna possivel seu uso em testes "in vivo" para determinar a
disponibilidade dessas substancias em tecido vivo do hogpedeiro
{(KEITT e BOONE, 1954).

Os trés mutantes ensaisdos alcangaram a fase estaciong
rig apés 96 horas de desenvolvimento, enguantc a linhagem selva
gem slecancou s mesma fase apds 72 horas.

Os mutantes entre i mostraram uma diferenga na rapi-
dez de crescimento, mas de modo geral o crescimentoc total foi o
mesmo, sendo um pouco menor parz O mutsnte histidina. Com suple
mentacio de 50,0 meg/ml do aminodcido requerido, os trés mutan-—
tes apresentaram um crescimento que pode ger considerado satig-
fatérioc, por comparagdc com ¢ crescimento da linhagem selvagem
em meio minimo sem suplementacio. Com suplementac8o de 100,0
meg/ml do amincacido reguerido, og trés mutantes apresentaram
crescimento menor gue © da linhagem selvagem desenvolvida em
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meio minimo com igual suplementscio, porém um crescimento maior
do qﬁe a linhagem selvagem desenvolvida sem suplementacgio. Os
trés mutantes apresenteram, com suplementsgio de 100,0 meg/ml,
um desenvolvimento eguivalente zo apresentado pela linhagem sel
vagem quando suplementada com 20,0 meg/ml do aminodecido regueri
do pelo mutante. O crescimento apresentado pelos mutantes guan-
do suplementados com 50,0 meg/ml do aminogacido requerido, foi
equivalente ao crescimento da linhagem selvagem desenvolvida em
meio minimo ser suplementacio. Quando desenvolvidos em 200,0
meg/ml do aminodcido requeride, ngo deram crescimento maior do
gue o apresentado com 100,0 meg/ml e também nSo foram inibidos
por essa concentracio. Dos trés mutantes, o que respondeu mais
prontamente ao auvmento da suplementzgio, dando por consequéncia
um aumentc no crescimente, foi o mutante glicina, vindo em se-
guida o mutante arginina e por fim o mutante histidina.

En relagso 8 lirnhagem selvagem, podemos dizer que,
guando crescids emvmeio de cultura suplementado, tsis aminodci-
dos pareceram ser estimulantes do seu crescimento. A dose de
20C,0 meg/ml deu resposta igual & da dose de 100,0 meg/ml e nio
pareceu ser inibitéria do crescimento.

Essas linhagens mnutantes guando ensgiadas "in vitro!

foram inoculadas em discos de folhas de pléntulas de repdlho,

3

sendo que dols tipos de suplementacBo dos aminogcidos respecti-
vos foram fornecidos: suplementacio do meio de cultura no gual
¢ mutante cresceu e suplementacac sobre os discos de folhas
apds inocculacio. ’

Os resultados obtidos (guadro X) guando se ensaiaram
as linhagens mutantes com concentracgtes de aminodcidos de 0,0 g
100,0 meg/wl no meio de cultura, mostraram uma variacBo na per—
centagem de atague entre elag, de acordo com o sumento da con-
centracdo da suplementacio dos respectivos aminoacidos. Mostra-

]
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ram gue essa variac¢Bo estd esireitamente relacionsda com s perU
lag8o desenvolvida no meio de culiure e inoculada nos discos;
com doses pequenss houve desenvolvimento nulo ou fraco e com do
ses maiores o desenvolvimento foi maior, proporcionando entdo
um indeculo de maior populag8o. A linhagem glicina mostrou maio-
res frequéncias de atague aos discos de f3lhas, para qualquer
dose de suplementac¢fo, guando comparads com as demsis linkagens
mutantes. A linhagem arginina mostrou-se mais efetiva que a li-
nhagem histidina, com doseé de suplementag¢do menores gue 50,0
meg/ml; com doge igual e superior a esss concentracaoc, apresen-
tou a mesma efetividade. Esse comportamento pode ser relaciona-
do com os resultados encontrados mnos guadros IV, V e VI, onde
verificamosg que o maior crescimento em meioc de cultura suplemen
tado fol alcangado pelo mutante glicina, seguido pelos mutantes
arginina e histidina. Na comparacgéo do comportamento de cada mu
tante com a linhagem selvagem, ficou demonstrado gue a suplemern
tagio de até 100,0 meg/ml dos respectivos aminogcidos, pars €s-
se tipo de tratamento, & insuficiente para dar as linhsgens mu-
tantes ¢ mesmo comporitamento da linhagem selvégem, isto é, o8
mutantes nao-se-gpresentaram patogénicos.,

Os resultados do quadre XI, indicaram gue, nc tratamen
to com suplementagio, as linhagens mutantes nfio apresentaram di
ferencga entre si. Na comparacgao entre cada linhagem mutante com

g selvagem, ficou evidenciado um comportamento diferente entre

‘mutantes e selvagem. Nos tratsmentos sem suplementagfo, ndo hou

ve crescimento de nenhums das linhagens mutantes. Portanto, os
resultados obtidos nesse tratamento também parecem evidenciar a
ndo patogenicidade dos mutantes.

Os resultados do guadro XII, gue se referem aocs trata-
mentos com suplementagao inferior a 50,0 meg/ml e com suplemen—
tac8o igual e superior a 50,0 meg/ml, indicaram gue existe vg-
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riagio na percentagem de ataque dos trés mutantes ensaiados;
tal variacgao ocorrev de acordo com a concentragio das solugdes
de aminodcidos usados na suplementagBo dos discos de fOlhas,
nos quais os mutantes foram incculasdos. Na comparacso de cada
linhagem mutante com & linhagem selvagem, verificamos gue ne
nhum deles mogtrou comportamento semelhante ao da linhagem sel-
vagem. O mutante glicina fol o gue mostrou maiores fregquéncias
de ataque, para qualguer dose de suplementacfo; a seguir, o mu-
tante arginina e depolis o histidina. Nos tratamentos sem suple-
mentagBo nao houve crescimento das linhagens mutantes. Esses re
sultados permitiram, portanto, dizer que a variacZo da concen—
tragao da suplementacdo dos discos de folhas, spds a inoculac8o
da bactéria, aumenta a frequdncia de ataque quando comparada
com o tratamento sem suplementacfio; porém, nSo permitiram dizer
gque o8 mutantes se mostraram virulentos.

Esses mesmos mutantes, guando ensaiados "in vivo", fo-
ram tambem suplementados de duas maneiras: no meio de culturas
em gue foram desenvolvidos e na pléntula, apds inoculacgdo.

Os resultados obtidos (guadro XIII) quando se ensaia-
ram as linhagens -mutantes com coneentragfes de aminoscidos de
0,0 a 100,0 meg/ml no meio de cultura, mostraram um comporitamen
to diferente dos mubantes em relagdo 2 percentagenm de atague,
guandco comparados entre si, de acordo cdm as doses usadas na su
plementagio do meio de cultura. Isto € coincidente com os resul
tados obtidos "in vitro" e levam a supor gue, com doses baixas
de suplementagéo no meio de cultura, os mutantes nao produziran
quantidade de indculo suficiente para ¢ desenvolvimento da doen
¢a da planta e gue com doses maiores, apesar de haver desenvol-
vimento, as plantas pareceram nsc ter em disponibilidade as
quantidades de aminoscidos exigidas pelos mutantes para poste-
rior desenvolvimento; cu pelo menos gue tals guantidades nfo se
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encontravam em dispenibilidade no local da inoculagio. Pelos re
sultados, podemos ainda diZer que o comporbtamento desses muten-

~ r F . N
tes nao e comparavel ao da linhagem selvagem. As msig elevadas

)

1)

frequéneiass de plantulss atscadas Toram gncontraedas para © mu-—
L

tante glicina, em todss as doses ensaiadas. 0 mutante histidins

3

aparece a segulr, com freguéncise mais altas de ataque em relg-—
¢80 & linhagem arginina. Foi também verificado que hd um sumen-—
to 1iﬂear da percentagem de ataques com ¢ atmento da dose, den-
tro das concentragbes usadas, para esse tipo de tratamento.

Pelos resultados do gquadro XV, verificamos que os mu~
tantes apresentaram diferengs entre i, tanto nos testes com su
plementagdo posterior de 100,0 meg/ml do aminodcido Correspon-—-
dente, guanto nos testes sem suplementacio. Na comparacio dos
tratamentos com suplementagio das linhagens mutantes com a sel-
vagem, arginina e histidina foram diferentes da selvagem, sen-
guanto glicina mostrou o mesme comportamento. Na mesms compars-
cdo dos tratamentos sem suplementscifo, todos o8 mutantes mostra
ram—-se diferentes ds linhagem selvagem.

Pelos resultados do gquadre XVI, verificamos gue exis-
tiu variacgfo ng - percentagenm-de gtuate snm bodss as Linhagers mui-
tantes ensaiadas de acordo com =2 dose empregada na suplementa-
¢go. Na comparaczo da linhagem selvagem com cads mutanie houve
indicagao de que com suplementagZo de 100,0 meg/ml, o8 mutantes
arginina e histidina sao diferentes do selvagem, ac passo gue
glicina tem o mesmo comportamento. Nos tratamentos sem suplemen
tagao nao existiu variaglo na percentagem de ataque em cada uma

das linhagens mutantes ensaiadas, mas tal veriagfo existiu guan

-

.

do teig mutantes foram comparados entre sij ainda para os trata
mentos sem suplementagio, todos o2 mubantes mostraram-se dife-
rentes da linhagem selvagem. Foi também verificado que ha um au

mento linear da patogenicidade com o aumento da dose para o mi

~ A
- 3
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tante histidina, a0 passo Qu@ eses linearidade nao foi encontra
da para as curvas de patogenicidade dos mutantes arginina e gli
cing.

Na comparacgao da percentagem de atague "in vitro" e
"in vivo™ opudemos verificar que, nos dois casos, 0 mutante giici
na apreSéntou a maior percentagem de ataque; essa percentagenm
"in vitro" para a arginina foil maior que para a linhagem histi-
dina, =ao0 passo que "in vivo" o mutante histidina mostrou ums
percentagem de ataqué maior QQe a da arginina. Portanto, verifi
camos que o cresclmento "in vitro" foi semelhante ao apresenta—

do pelos mutantes no ensaioc das doses das substéncias que reqgue

riam para crescer (guadro IV, Ve VI), no qual a histidina se

mostrou mais exigente nutriciocnalmente; no estudo "in vivo" pa-
rece ser possivel dizer, entdo, gue as condi¢Bes oferecidas pe-
lo hospedeiro favoreceram o crescimento do mutante histidina,
talvez pela disponibilidade da substincia na planta ou por ou-
tros fatores. GARBEB (1954), estudando "in vitro" o compor tamen
to de mutantes  auxotréficos de E. aroideame, verificou que o

cregcimento podia se dar ou ndaoc guando os mesmos eram inocula—

dos em superficie —cortada no hospedeiro; entretgnta, - todos
cresciam guando inoculados em homogenado de tecido do hospedei-
TO.

Comparando o comportamento "in vitro" e "in vivo" em
relacdo & patogenicidade, podemos dizer gue "in vitro" nenhuma
linhagem épresentou-se patogénica, enguanto Hin vivo"'apenas a
linhagen glicina mostrou-se patogénica, com a maior saplementa—
g2o. Nos tratamentos "in vitro" sem suplementagfio, nenhum mutan
te apresentou cresoiménto, enguanto "in vivo" houve crescimento,
apesar da balxs percentagem de ataqué; portanto, sem suplementsa
cao, nenhum mutante mostrou-se patogénico. A percentagem de ata
que de plantulas nos tratamentos sem suplementacio, variou con-
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forme a deficifncis nutricional, tendo sido msior para o mutan-
te glicina, seguindo—se 0 mutante histidina e depois arginina.
Com esses trés tipos de mutantes ensaiados sem suplementaggo,
verificamos, entio, s¢ um tipo de resposta em relagfo a sua pa-
togenicidade para a variedade de repdlho empregada. Seria inte-
ressante sabermog se o0 comportamento desses mutantes seris o
mesmo se flssem ensaiadas outras variedades de repdlho; poderig
mos entio avaliar guanto um hospedeiro resistente, por exemplo,
difere de um suscetivel, na concentracio de aminodcidos especi-
ficos reqgueridos pelce patdgeno, ou entdo verificar se a aviru-
léncia desses mutantes auxotréficos & decorrente da sus incapa-—
cidade de crescer ﬂum.EOSpedeiro, devido principalmente a defi-
ciéncia do aminodcido pertinente. Ensaiando diversas variedades
de rabanete e nabo, GARBER, SHAEFFER e GOLDMAY (1956) relataram
gue foram notados +trés tipos de resposta quandce fatias do hos-
pedeiro eram inoottladas com um mutante especifico:uniformemente
resistente, uniformemente sensivel e uma resposta varigvel, na
gual individuos de uma dada variedade podiam ser resistentes ou
suscetiveis. Entretanto, s presknca de aminodecidos regueridos
no hospedeiro - nio-leva -necessariamente a viruléncia, uma - vez
gue o0 hospedeiro pode apresentar mecanismos de inibicao (GARBER
e HEGGESTAD, 1958). '

No presente trabalho, dos mutantes isolados, apenas
trés, tomados a0 acaso, foram ensaiados. Ensaiados os restantes,
outros resultados talvez sejam obtidos para serem adicionades
208 aguil apresentados e para gue se consiga ter uma visdo maior

do comportamento geral dos mutantes auxotrdficos de Xanthomonas

campestris, Talvez possam ser colocados, em relacfo a sua pato-

genicidade, junto ao grupo apresentado por KLINE et al. (1957)

que 80 obteve mutantes auxotrdificos patogénicos de Venturia

inseguglls apés suplementac¢go cbm as substéancias para as guais
- . BE =




eram deficientes. Entretanto, outros resultados podem ser espe-
rados, desde gue GARBER e HEGGESTAD (1958) encontraram, para

Pseudomonas tabaci, mutantes que foram patogénicos sem precisar

de suplementagfio; KUO et al. (1967) encontraram que todos os
seus mutantes de Piricularis oryzZae tiveram sus patogenicidade

reduzida; GARBER (1954) e GARBER, SHAEFFER e GOILDMAN (1956) en-—

contraram mutantes virulentos e avirulentos em Brwinia aroidese

e também YAMASAKI e SUWA (1963), quando estudaram mutantes auxo

troficos  de Xanthomonss oryzae, verificaram que deficiéncias

apenas para cerbtos aminoacidos determinsram alteracgio na patoge
nicidade.

No reisolamento e caracterizacio dos mutantes ndo foi
encontrada nenhuma reversao para prototrofia. Isso indicou que
a doenga foil causada pelos mutantes auxotrdficos que consegui-
ram se desenvolver através da suplementacio da substincia reque
ridas, ou devido & presenga dessas substdncias nas plantas. GAR-
BER e HACKETT (1954) demonstraram gque reversoes prototréficas
de um mutante auxotrdfico avirulento de BErwinias aroidese eram

virulentas. GARBER, SHAEFFER e GOLDMAN (1956) obtiveram rever—

stes de um mutante requerendo arginina e de um mutante suxotrod-
fico nio caracterizado, ambos mnio virulentos, gque Se mostraram

t40 virulentos guanto a‘linhagem paternal de Brwinia aroidese.

Nesse mesmo trabalho, os autores determinaram a frequénecia de

~ L4 . . - . . 5
reversao de varios mutantes de Erwinis arocideae, "in vitro", a

qual sé foi alta para um mutante cisteina e um mutante metioni-.
naj para esses mutantes, os testes para patogenicidade foram en
t50 realizados em condicBes desfavordvels ao aparecimento de re
versles., A inexisténcia de reversiSo expontinea "in vivo" de Xan
thomonas campeétris neste trabalho, vem coincidir com o resulta
do obtido por NEDER, AZEVEDO e VENKOVSKY (1962), no qual rever—
s80 expontanea "in vitro" de Xanthomonags campestris apresentoun
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uma baixa fregquéneis (1 por 108 células de bactérias); TUWESON

e GAREBER (1959) também nfo encontraram reversio para prototro-

fia com mutantes de Fussrium oxysporum ensaiados "in vivo" e

"in vitro™.



6. RESUMC E CONCLUSOES.

Mutantes auxotrdficos de Xanthomonas campestris foram

obtidos através de indugao com luz ultravioleta, seguida pelo
tratemento com penicilina. Trés desses mutantes foram enssisdos
"in vitro" e "in vive" em relagd8o a sua patogenicidade em plén-
tulas de repdlho. Dentre os resultados obtidos podemos ftirar as
seguinites conclusles:
a) & frequéncia de mutagio foi de um mutante por 1,4 x
10° coldnias testadas, ou seja 0,7%.
b) O requerimento nutricional, determinadc por suxono-
grafia, foi especifico para cada mubtante.
¢c) Foram obtidos 4 mutantes para cisteina, 2 para his-
tidina, 2 para arginina, 1 para fenilalanina e 1 ra
rg treonina.
d) Na determinacio das curvas de crescimento dos mutan
_ tes glicina, histidina e arginina, nenhum deles mog
trou tracos de crescimento em meic minimo ndo suplementado; apre

sentarsm, pois, deficiénecia completa pars ss substincias que re

QUETEEM. —
e) Os mutantes entre si, quando suplementsdos com os
respectivos aminodcidos, mostraram uma diferenca ns

rapidez de crescimento, mag de modo geral o crescimento total

Toi o mesmo, sendo um pouco menor para o mutante histidina.
f) Com suplementacio de 100,0 mecg/ml do aminodcido re—
gueridc, os trés mutantes apresentaram crescimento
menor que o da linhagem selvagem desenvolvida em meio minimo
com igual suplementacao, porém um crescimento maior gue a linhg
gem selvagem desenvolvida sem suplementacifo.
g) Em relacao g linhagem selvagem, guando crescida en
meios de cuitura suplementados, tais amincdcidos pa
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receram sSer estimulantes do seu crescimento. A dose de 200,0
meg/ml dewu resposta igual & da dose de 100,0 meg/ml e ndo pare—
ceu ser inibitdria do crescimento.
h) Bm todos os ensaiocs realizados "in vitro", a linhs-
gem glicina Toil a gue apresentou maior perceﬂtagem
de atague ao discos de folhas de repdlho, para gualquer do-
se de suplementacic; a seguir, o mutante arginina e depois o mu
tante histidina. Nos tratamentos sem suplementazcsoc nSo  houve
crescimento dag linhagens mutantes.
i} No tratamento "™in vitro" ficou evidenciada 2 nio pra
togenicidade dos mutantes.
j} Na ensaioc dos mutantes "in vivo" com concentracgles
 de aminodcidos de 0,0 a 100,0 meg/ml no meio de cul
tura, foi verificado gue as mais elevadas frequéncias de plantu
las atacadas foram encontradgs para o mutante glicina, em todas
as doses usadas. Entretanto, pars esse tipo de tratamento, ne-
nhum mutante se mostrou patogénico.
k) No ensaio dos mutantes “in vivo" com suplementa-—
¢Bo dos aminodcidos respectivos apds inoculacBo das
“plantulas, foi verificado-que o mutante glicina mostrou=se 180
patogénico éomo a linhagem selvagem; os mutantes histidina e
arginina nio se mostraram patogénicos. Sem suplementacio nernhum
mutante foi patogénico. -
1) Poi também verificado gque ha um aumento linesr da
patogenicidade com o aumento da dose de suplementa-

cdo para © mutante histidina.



7. SUMMARY,

Auxotrophic mutants of Xanthomonzse campestris were in-

duced by ultraviolet irradiastion, followed by peniciliin treat-
ment. The mubtant yield was approximastely one mutant per 1,4 x
102 tested colonies. The mnutritional requirements of these mu-
tants were determined auxonographically and were specific in
that no other growith factor would support growth. Twelve amino
acid requiring mutants were obtained.

Three of these mutants were tested for their pathogeni
city on cabbage plants 1in labvoratory and green-house experi-
ments. The auxotrophic mutations seemed to have effects on pa-
thogenicity. Mutants showed to Tbe avirulent "in vitro" even
when their reguired substances were furnished from & external
source to the host. When exogenous reguired nutrient were sup-~
plied "in vivo", the pathogenicity of glycine reguiring mutant
was restored; howewer, the mutant requiring histidine and srgi-
nine remained avirulent. No reversion wae observed in any of

the auxotrophic mutant studied.
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