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RESUMO

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri € uma das doengas mais
importantes da citricultura. O estudo das condigdes de isolamento e manutencdo de isolados de X. citri
subsp. citri, 0 conhecimento de sua exigéncia nutricional e escolha de um meio de cultura eficiente para
seu desenvolvimento é imprescindivel para posteriores estudos in vitro, como no estudo de sua
diversidade genética. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de 8 diferentes meios de
cultura na manutencéo de isolado de X. citri subsp. citri proveniente de cultura pura (isolado Xcc 306)
obtida junto ao acervo de culturas puras do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus). Este isolado
foi cultivado nos meios Nutriente Agar (NA), Manitol Glutamate Yeast (MGY), Kado (D5), 523, Luria
Bertani (LB), Dextrose Yeast Glutamate (DYGS), Yeast Dextrose Carbonate (YDC) e Wilbrink (WB).
Todos os isolados apresentaram diferenga de crescimento nos meios de cultura estudados, entretanto, o
meio D5 ndo se mostrou eficiente. O meio MGY foi 0 mais eficiente e com 0 menor custo dentre os
meios de cultura estudados.
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ABSTRACT

Citrus canker, caused by Xanthomonas citri subsp. citri is one of the most important citrus diseases. Thus,
assessments of the isolation conditions and strains maintenance of X. citri subsp. citri, as well as the
knowledge of their nutritional requirements are important for choosing a medium suitable for the studies
development of this organism in vitro culture. Among these, there are genetic diversity studies, as it
provides evidence of the evolutionary process and pathogen behavioral, contributing to the identification
of genes involved in bacteria pathogenicity. Thereby, the main objective was to evaluate the efficiency of
eight different culture media for maintenance of X. citri subsp. Citri from pure culture (isolate Xcc 306)
obtained from the collection of pure cultures of the Citrus Defense Fund (Fundecitrus). Thus, the isolate
was cultured in media Nutrient Agar (NA), Manitol Glutamate Yeast (MGY), Kado (D5), 523, Luria
Bertani (LB), Dextrose Yeast Glutamate (DYGS), Yeast Dextrose Carbonate (YDC) and Wilbrink (WB).
Of all the media, only D5 medium was not efficient. The MGY medium has been shown to be effective
for the development of bacteria and had the lowest preparation cost among the culture media.

Keywords: Citrus canker, Bacterial culture media, Xcc 306 isolate.

INTRODUCAO

Apesar do grande potencial produtivo, a citricultura é ameacada por diversas
doencas que resultam na queda da produtividade e da qualidade dos frutos (ALEGRIA
et al., 2005). Dentre as doencas podemos destacar o cancro citrico devido a auséncia de
controle curativo (BELASQUE JR. & BERGAMIM FILHO, 2006) e severidade desta
(LARANJEIRA et al., 2005), muitas vezes aumentada devido a presenca da larva
minadora dos citros (Phyllocnistis citrella Stainton) (GOTTWALD et al., 2002).

O isolamento da X. citri subsp. citri (Xcc) em meio de cultura é o primeiro passo
para a pesquisa com este microrganismo, sendo que, raras metodologias sdo possiveis
de se conduzir, com bactérias, sem cultiva-las (ROMEIRO, 2001). Desta forma, 0s
meios de cultura representam importante papel, sendo que sua finalidade é o cultivo e
manutencdo in vitro de microrganismos. Podem entdo ser considerados como valiosas
ferramentas em fitobacteriologia para diversos objetivos.

A maioria dos organismos cultivaveis crescem em meios contendo uma fonte de
carbono e nitrogénio, além de outros elementos em menor quantidade (ALFENAS &
MAFIA, 2007). Geralmente, a maioria dos meios de cultura utilizados rotineiramente
em laboratdrios de Fitopatologia, presta-se ao isolamento, ao cultivo e a manutencdo de
bactérias fitopatogénicas ndo fastidiosas (SCHAAD, 1988; ROMEIRO, 2001).

Diversos sdo 0s meios de cultura existentes para o cultivo de bactérias, porém,
poucos sdo os trabalhos que estudam a eficacia ou a qualidade destes meios de cultura.

Ao testar diferentes meios de cultura, pode-se conhecer melhor a necessidade
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nutricional dos microrganismos e conhecer a eficiéncia de tais suplementos o que é
muito Util na escolha do melhor meio a ser utilizado. Desta forma, este trabalho teve por
objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes meios de cultura na manutencéo de isolados
de Xcc.

MATERIAL E METODOS

O indculo foi preparado a partir de cultura pura de Xcc (isolado Xcc 306), obtida
junto ao acervo de culturas puras do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus -
isolado Xcc 306 teve sua sequéncia nucleotidica determinada — DA SILVA et al., 2002)
e mantida em tampéo fosfato salino (PBS - 137 mM NaCl - 8,0g; 2,7 mM KCI - 0,2g;
10 mM Na2HPO4 anidro - 1,189g; 2 mM KH2PO4 - 0,2g; Agua destilada g.s.p. - 1,0 L,
pH 7,2 - 7,4) em refrigerador. Para reativa¢do, uma aliquota de 50 puL da suspensao
bacteriana foi transferida para o meio de cultura Nutriente Agar (NA) em placas de Petri
e espalhada com alca Drigalski.

As placas foram entdo incubadas a 28 °C para o desenvolvimento da bactéria.
Com 48 horas de incubacao foi possivel visualizar as colénias individualizadas de Xcc.
As col6nias foram entdo repicadas em novas placa de Petri contendo meio NA com o
auxilio de uma alca de platina e apds nova incubacdo a 28 °C por 48 horas houve
multiplicacdo em coldnias bem individualizadas deste microrganismo, sendo, desta
forma, coletadas e mantidas em solugdo tampao fosfato salino para posterior utilizagdo
na avaliacdo dos meios de cultura.

Procedeu-se a extracdo de DNA deste o isolado bacteriano (Xcc 306), a fim de
identificar como sendo Xcc, foi realizada uma amplificacdo do DNA através da técnica
de PCR utilizando um par de primer especificos (COLETTA-FILHO et al., 2006).
Apds, o produto da PCR foi observado através de eletroforese em gel de agarose a 2%,
sendo utilizado brometo de etidio para visualizacdo das bandas no gel. Os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentacdo (UVP GDS-
8000 System).

O meio de cultura Kado D5 é um meio seletivo usado para isolar Xanthomonas.
Composto por Celobiose (10g), K2HPO4 (3g), NaH2PO4 (1g), NH4Cl (59),
MgS04.7H20 (0,3g), Agar (15g) e Agua destilada (1000mL), favorece o crescimento
de bactérias do género Xanthomonas e Agrobacterium, mas suprime o crescimento de
Pseudomonas (KADO & HESKETT, 1970). Outro meio seletivo é o meio Wilbrink
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(Bacto Peptona, 5 g; Sacarose, 10 g; K2HPO4.3H20, 0,5 g; MgS0O4.7H20, 0,25 g;
Na2S03, 0,05 g; Agar, 15 g; H20, 1.000 mL) para isolamento de Xanthomonas
albilineans, € um meio descrito para isolamento de bactérias fastidiosas (ALFENAS &
MAFIA, 2007).

NA é o meio de cultura composto de extrato de carne (3,0g), peptona (5,09),
Agar (15,09) e agua destilada (1000 mL) (ROMEIRO, 2001). O meio 523 de KADO &
HESKETT (1970), composto de sacarose (10g), caseina acida hidrolizada (8g), extrato
de levedura (4g), K2HPO4 (2g), MgS04.7H20 (0,3g), Agar (15g), agua destilada (1000
mL), suporta o crescimento da maioria das espécies de fitobactérias ndo fastidiosas
(bactérias que ndo possuem requerimentos nutricionais elevados), proporcionando
rapido crescimento e boa transparéncia (ROMEIRO, 2001).

Outro meio de cultura é o Mannitol Glutamato Extrato de Levedura (MGY),
podendo ser utilizado com ou sem &gar, conforme a finalidade. De acordo com
BENDER et al. (1990) e COOKSEY & AZAD (1992), este € um meio padrao utilizado
para avaliar resisténcia de Xcc ao cobre in vitro. O meio MGY com Agar é composto
por: 15,0g de Agar; 10,0g de Manitol; 2,0g de Acido L-Glutamico; 0,5g de KH2PO4;
0,2 de NaCl; 0,29 MgS04.7H20; 1,0 g.L* extrato de levedura e 1L de agua destilada
(BEHLAU et al., 2012a; BEHLAU et al., 2012b).

SCUDERI et al. (2010), estudando X. citri subsp. citri com foco na sua
viabilidade e sobrevivéncia sob diferentes condicGes de estresse, utilizou 0 meio de
cultura denominado caldo Luria-Bertani (LB), um meio rico nutricionalmente. O meio
LB é composto por: 10,0g de bacto-14 triptona; 5,0g de extrato de levedura; 10,09
NaCl; 1,0g de glicose e 1L de agua destilada com pH ajustado para 7,0 com 1 N de
NaOH (BERTANI, 1951).

O meio Dextrose Yeast Glutamato (DYGS), composto por 5,0 g de Dextrose;
1,5 g de Peptona; 2,0 g de Extrato de Levedura; 1,0 g de Acido L-Glutamico; 0,3 g de
MgSO47H20; 15,0 g de Agar e 1L de &gua destilada. Este meio foi descrito por
RODRIGUES NETO; MALAVOLTA; VICTOR (1986), como um meio simples para
cultivar Xcc.

YDC é um meio semisseletivo e sua utilizacdo permite o crescimento de
Xanthomonas spp. ao identificar o crescimento de colbnias amarelas neste meio
(SCHAAD et al., 2001). O meio YDC é composto por: 20,0 g de Carbonato de Calcio;
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20,0 g de Dextrose; 10,0 g de Extrato de Levedura; 15,0 g de Agar e 1L de agua
destilada (DUARTE et al., 2005).

Para os ensaios laboratoriais, foram preparados 8 diferentes meios de cultura,
sendo estes, 0 meio Nutriente Agar (NA), Manitol Glutamato Yeast (MGY), Kado (D5),
523, Luria Bertani (LB), Dextrose Yeast Glutamato (DYGS), Yeast Destrose Carbonate
(YDC) e Wilbrink (WB). Os meios de cultura foram preparados, autoclavados & 121°C
por 20 minutos e vertidos em placas de Petri.

Para a comparagdo dos meios de cultura estudados, foi realizado o ajuste de
concentracdo da suspensdo bacteriana em tampédo fosfato salino (PBS) com auxilio de
aparelho espectrofotdmetro (ThermoPlate TP-reader-USA) para 108 UFC mL* (UFC-
unidades formadoras de coldnias), correspondente a uma leitura de 0,3 a 630nm de
comprimento de onda (BELASQUE JR & JESUS JR, 2006). Da suspensdo com
concentracio de 108 UFC mL™, uma aliquota de 25uL foi transferida para microtubo
contendo 225 pL de solucdo salina. Este procedimento foi repetido por sete vezes (107),
tendo a finalidade de obter uma suspensdo bacteriana menos concentrada, para ser
possivel a visualizacdo, contagem e mensuracdo do didmetro das colonias
individualizadas nos diferentes meios de cultura testados. Posteriormente ao ajuste de
concentracao e dilui¢des, uma aliquota de 25ulL da suspensdo bacteriana foi transferida
para as placas de Petri contendo os meios de cultura a serem avaliados. As placas foram
incubadas em estufa a 28°C e a avaliacdo foi realizada de 12 em 12 horas durante 5 dias.
Foram realizadas 5 repeticdes para cada isolado e meio de cultura testado. As coldnias
bacterianas foram analisadas quanto a cor, viscosidade e formato. O nimero total de
colénias em cada placa foi contado e o didmetro das colbnias nas placas foram
mensurados com o auxilio de um paguimetro digital (Mitutoyo - Japéo).

O numero e o diametro de colbnias por placa foram analisados, utilizando-se o
programa estatistico SAS (SAS Institute, 2010) para determinar qual o meio de cultura
gue mostrou ser mais eficiente para o desenvolvimento bacteriano. Os custos de preparo
de cada meio de cultivo foram calculados de acordo com o preco de mercado. A
quantidade e o respectivo preco dos componentes de cada meio de cultivo foram
discriminados para que junto com as outras avaliagdes pudessem ser analisadas o custo-

beneficio de cada meio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as colonias de Xcc desenvolvidas nos diferentes meios de cultura
apresentaram cor amarela, aspecto mucdide, forma circular e superficie convexa. Estes
resultados sdo muito semelhantes aos resultados de TEBALDI; SOUZA; MACHADO
(2007), ao estudarem meios de cultura semisseletivos no cultivo de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli.

De todos os meios de cultura avaliados, apenas um ndo se mostrou eficiente.
Apesar de ser um meio de cultura seletivo para Xanthomonas, ndo foi observado
crescimento bacteriano no meio D5. Este resultado difere dos resultados de KADO &
HESKETT (1970), ao exporem que este meio favorece o crescimento de Xanthomonas
e espécies de Agrobacterium, porém suprime o0 crescimento de espéecies de
Pseudomonas. Quanto aos demais meios de cultura avaliados, em todos foi observado o
crescimento bacteriano.

No que concerne ao numero de colbnias (Figura 1), 0 meio MGY com uma
média aproximada de 446 col6nias foi 0 que apresentou a maior média de namero de
colénias quando comparado aos demais meios de cultura. Em seguida o meio NA com
média aproximada de 365 colonias e em terceiro esta 0 meio de cultura WB
apresentando cerca de 225 colonias. Em seguida estdo os meios 523, LB e DYGS com
médias de 173, 150 e 129 colbnias, respectivamente. Por ultimo, o0 meio YDC se
mostrou com eficiéncia bem inferior aos demais quando se trata de crescimento
bacteriano, apresentando apenas 54 col6nias. Considerando que o nimero de col6nias
por placa para contagem deve variar de 30 a 300 (MAPA, 1993; WANG et al., 2011;
MARTINS; FIUZA; MARTINS, 2013), o meio MGY e NA ultrapassaram este limite.

O maior nimero de colbnias bacterianas apresentado pelo meio MGY pode ser
justificado quando a sua composicdo € analisada. De acordo com RAMOS (2012), o
fornecimento de nitrogénio influencia na producdo de goma xantana, sendo que uma
elevada concentracdo deste componente no meio € necessdria para um rapido
crescimento celular. Segundo este mesmo autor, o glutamato, o nitrato de sodio e o
nitrato de aménio podem servir como fontes de nitrogénio, sendo que o glutamato é
considerado a melhor fonte. Além do nitrogénio, o fosforo e 0 magnésio influenciam o
crescimento de células de Xanthomonas e o enxofre favorece a producdo da goma
xantana (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Desta forma, o meio MGY € 0 Unico que possui esses trés componentes juntos,
sendo o glutamato a fonte de nitrogénio, o fosfato de potéssio a fonte de fosforo e o
sulfato de magneésio pentahidratado a fonte de magnésio e enxofre. O resultado
apresentado pelo meio YDC reforca esta hipotese, visto que justamente este foi 0 meio
que apresentou o pior resultado e ndo possui nem um dos trés componentes em sua

COMpOsicao.

Figura 1 - Distribuicdo do nimero de col6nias de Xanthomonas citri subsp. citri nos meios de
cultivo 523, Dextrose Yeast Glutamato (DYGS), Luria Bertani (LB), Manitol Glutamato Yeast
(MGY), Nutriente Agar (NA), Wilbrink (WB) e Yeast Destrose Carbonate (YDC).
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Fonte: Autores (2024)

Quanto ao diametro destas colbnias (Figura 2), o meio WILBRINK apresenta o
maior diametro, com coldnias medindo aproximadamente 2,81 cm, seguido do meio 523
que apresentou colénias com média de diametro de 2,56 cm. O meio MGY e LB
apresentaram meédias préximas, sendo 2,05 e 2,00 cm, respectivamente. Os meios
DYGS e YDC apresentaram a mesma média de didametro de coldnias, de 1,84 cm,
ficando na frente apenas do meio NA que apresentou a menor média de didmetro de
coldnias bacterianas, sendo esta 1,79 cm. Apesar do meio NA ter apresentado grande
numero colbnias, este meio ndo foi muito eficiente para o desenvolvimento das col6nias

no decorrer do tempo.
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Ainda assim, continua sendo um bom meio de cultura ao ser utilizado
rotineiramente em laboratério de fitopatologia quando se trata de isolamento bacteriano,
sendo que o objetivo de isolamento é alcancado. Porém quando se trata de cultivo
bacteriano, objetivando-se um crescimento rapido, o0 meio WB foi o que mostrou mais

eficiente para o crescimento e desenvolvimento.

Figura 2 - Box plot representando o diametro de col6nias de Xanthomonas citri subsp.
citri nos meios de cultivo 523, Dextrose Yeast Glutamato (DYGS), Luria
Bertani (LB), Manitol Glutamato Yeast (MGY), Nutriente Agar (NA),
Wilbrink (WB) e Yeast Destrose Carbonate (YDC).
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Fonte: Autores (2024)

De acordo com a figura 3, o didametro das coldnias bacterianas na superficie do
meio WB possui um aumento continuo no decorrer do tempo, ndo sendo observado
qualquer estagnacdo de crescimento. O meio 523 apresenta col6nias bacterianas com

crescimento continuo desde o primeiro até o Ultimo periodo de avaliagdo. Em meio
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MGY, as colbnias de Xcc apresentaram crescimento continuo até o periodo de avaliacdo
de 96 horas, sendo que a partir desse periodo pode ser observada uma tendéncia para
estagnacdo nos diametros das colonias. Visto que todos os meios de cultura foram
avaliados das 36 horas até 144 horas apds o isolamento, num intervalo de 12 em 12
horas, € interessante ressaltar que 72 horas € o tempo mais importante a ser avaliado,
visto que é neste periodo apds o isolamento que geralmente se repica as colonias

bacterianas para se obter intensa multiplicagdo do microrganismo.

Figura 3 - Perfis representando o didmetro de colOnias para 0s meios de cultivo 523, Dextrose
Yeast Glutamato (DYGS), Luria Bertani (LB), Manitol Glutamato Yeast (MGY),
Nutriente Agar (NA), Wilbrink (WB) e Yeast Destrose Carbonate (YDC) em todos

os periodos de avaliagao.
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Fonte: Autores (2024)

Observou-se que neste periodo todos os meios mostraram eficiéncia, dando
condicdes necessarias para o desenvolvimento da bactéria Xcc. Porém, o lugar de
destaque permanece para 0 meio WB, que neste periodo de 72 horas também € o0 meio
que possui 0s maiores diametros de coldnias desta bactéria. A Figura 4 representa a

média do didmetro das colbnias dos isolados em todos os periodos de avaliacao.
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Figura 4 - Box plot dos didametros de coldnias em cada periodo de avaliagéo e em cada meio
de cultura avaliado.
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O meio LB apresentou coldnias com 0s maiores diametros no primeiro periodo
de avaliacdo, porém o crescimento se manteve baixo e constante nos demais periodos,
assim como para 0 meio DYGS. O meio YDC apresentou crescimento bacteriano
somente no segundo periodo de avaliacdo, se mantendo baixo e com tendéncia a
estagnacéo.

O meio NA foi o meio de cultura que apresentou o maior diametro de colbnias
as 36 horas ap6s incubacdo bacteriana, porém foi também o meio que apresentou 0s
menores diametros no decorrer do tempo, apresentando forte tendéncia a estagnagdo do
aumento de didmetros das coldnias nos Gltimos periodos de avaliag&o.

Apesar de ser observado que o meio WB foi o que permitiu o melhor
desenvolvimento de tamanho de colénias de Xcc e 0 meio MGY 0 que apresentou 0
maior nimero de coldnias bacterianas em sua superficie, € necessario observar outros
aspectos na escolha de um meio de cultura.

O dltimo periodo de avaliacdo, correspondente a 144 horas, ndo é o melhor
periodo a ser observado, sendo que neste momento, a maiorias das células bacterianas
podem estar inviaveis.

O periodo de 72 horas de cultivo corresponde ao melhor periodo de avaliacao,
visto que nesse momento a maioria das células bacterianas estdo viaveis e em
desenvolvimento, sendo este o periodo em que comumente se realiza a repicagem das
colonias bacterianas.

Como pode ser verificado, de todos os meios de culturas testados, apenas 0 meio
D5 ndo permitiu o desenvolvimento da bactéria. Os demais apresentaram resultados
satisfatorio para obtencdo de col6nias no periodo de avaliacdo de 72 horas.

Mas, outro aspecto a ser analisado € o custo de preparo de cada meio. Sendo
assim, 0 meio MGY, além de apresentar o maior nimero de colénias em sua superficie
e mostrar bons resultados quanto ao diametro destas colonias, melhor que o meio NA

(mais utilizado), foi ainda 0 meio que apresentou o0 menor custo de preparo (Tabela 1).

99



Tabela 1 - Custos de preparo por litro dos meios de cultivo Manitol Glutamate Yeast (MGY),
Dextrose Yeast Glutamate (DYGS), Wilbrink (WB), 523, Luria Bertani (LB),
Nutriente Agar (NA), Yeast Dextrose Carbonate (YDC), Kado (D5). Valores em
Délar Americano (US$).

Meios de cultura Custos/L (US$)
MGY 1.06
DYGS 1.16
wB 121
523 1.25
LB 1.28
NA 1.37
YDC 1.69
D5 20.78

Fonte: Autores (2024)

CONCLUSAO

Considerando todos os aspectos de eficiéncia para um meio de cultura, 0 meio
MGY é o mais indicado para ser utilizado rotineiramente para isolamento e manutencao
de X. citri subsp. citri, visto sua eficiéncia nutricional em permitir um desenvolvimento
de grande numero de col6nias bem como do didmetro destas, além de apresentar baixo

custo de preparo em comparagdo aos demais meios estudados.
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