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RESUMO 

DINIZ, R. L. C. Detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes de 

canola tratadas e variabilidade genética de uma coleção de isolados 2021. 53 f. 

Dissertação (Mestrado em Agronomia) – Instituto de Ciências Agrárias da Universidade 

Federal de Uberlândia, Uberlândia, Minas Gerais. 

 

A canola (Brassica napus L. var. oleifera) é uma oleaginosa desenvolvida no Canadá a 

partir do melhoramento genético de plantas de colza, pode ser utilizada na produção de 

óleo comestível e biodiesel. A podridão negra causada pela bactéria Xanthomonas 

campestris pv. campestris (Xcc) é uma das doenças mais destrutivas nesta cultura 

causando perdas na produção e produtividade. A bactéria pode sobreviver nas sementes 

e o uso de sementes sadias é recomendado no manejo da doença. Os objetivos do trabalho 

foram avaliar a eficiência de meios de cultura semisseletivos para a detecção de Xcc em 

sementes de canola tratadas e caracterizar cultural, bioquímica e molecularmente 34 

isolados de Xcc de diversas brassicas incluindo cultivares de B. oleracea e B. napus. Para 

a detecção da bactéria nas sementes foram avaliados as sementes inteiras e o extrato de 

sementes, de seis lotes de sementes de canola, nos meios de cultura 523, NA, NSCAA e 

YDC, sem e com adição de ciclohexamida com três repetições cada, avaliando-se o 

diâmetro das colônias e número de colônias em UFC mL-1. Os 34 isolados de Xcc foram 

caracterizados bioquímica, fisiológica e molecularmente, usando os primers específicos 

XCF/XCR e os universais (BOX, ERIC). Os meios de cultura 523, NA e NSCAA com a 

adição de ciclohexamida e a desinfestação das sementes quimicamente tratadas foram 

eficientes para a detecção da bactéria no extrato das sementes. Os isolados foram 

caracterizados cultural, bioquímica e molecularmente sendo 33 identificados como Xcc. 

Os isolados apresentaram variabilidade genética por BOX e ERIC-PCR, não sendo 

geralmente possível agrupá-los de acordo com a região geográfica e ou hospedeiro de 

origem.  

 

 

Palavras chaves: Brassica napus L. var. oleífera. Caracterização bioquímica. PCR. 

Podridão negra.  
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ABSTRACT 

DINIZ, R. L. C. Detection of Xanthomonas campestris pv. campestris in treated canola 

seeds and genetic variability of a collection of isolates 2021. 53 f. Dissertation (Master 

in Agronomy) – Institute of Agricultural Sciences, Federal University of Uberlândia, 

Uberlândia, Minas Gerais. 

Canola (Brassica napus L. var. oleifera) is an oilseed developed in Canada from the 

genetic improvement of rapeseed plants, which can be used in the production of edible 

oil and biodiesel. Black rot caused by the bacterium Xanthomonas campestris pv. 

campestris (Xcc) is one of the most destructive diseases in canola, occasioning losses in 

production and productivity. The bacteria can survive in the seeds and the use of healthy 

seeds is recommended in the management of disease. The objectives of this study were 

to evaluate and to compare the efficiency of semi-selective culture media for the detection 

of Xcc; to detect the presence of the bacteria in seed-treated canolas and to culturally, 

biochemically and molecularly characterize 34 isolates of Xcc from various brassicas 

including cultivars of B. oleracea and B. napus. For evaluation of the culture media an 

Xcc. isolate was used in four media 523, NA, NSCAA and YDC, with and without 

cycloheximide fungicide with three replications in each; the efficiency of each medium 

was assessed from the diameter of the colonies and counting the number of colonies in 

CFU mL-1. The 34 Xcc isolates were characterized biochemically, physiologically and 

molecularly, using specific primers XCF/XCR and universal (BOX, ERIC). The 523, NA 

and NSCAA culture media with the addition of cyclohexamide were efficient for the 

detection of the bacteria in the seed extract. The isolates were culturally, biochemically 

and molecularly characterized and 33 were identified as Xcc. The isolates showed genetic 

variability by BOX and ERIC-PCR, and it was not possible to group them according to 

geographic region and or host of origin. 

 

Keywords: Biochemical test. Black rot. Brassica napus. Molecular analysis. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A canola foi desenvolvida por melhoristas canadenses a partir de plantas de colza 

(Brassica napus L. var. oleifera) e é uma cultura relativamente nova no Brasil e possui grande 

potencial de expansão no país, devido a facilidade de adaptação em equipamentos e práticas 

culturais já empregadas em outras culturas e a rentabilidade econômica (TOMM, 2007). Seu 

cultivo foi recentemente introduzido no Triângulo Mineiro e sua adaptação na região do 

Cerrado é chamada de tropicalização, isso a torna uma opção rentável para o cultivo de segunda 

safra (PEGORARO, 2016). 

A canola é a terceira oleaginosa mais cultivada no mundo, no Brasil, graças aos 

incentivos do programa nacional de uso e produção de biodiesel, houve expansão das áreas 

plantadas, principalmente no estado do Paraná e Rio Grande do Sul, com estimativa de 38,3 mil 

hectares para a safra de 2021, um aumento de 10% em relação ao ano anterior (CONAB, 2021). 

O cultivo de grãos da canola oferece diversos usos como produção de biodiesel, consumo 

humano e nutrição animal, por ser um suplemento proteico de ótima qualidade (JACOB-

JUNIOR, et al., 2012). 

Dentre as doenças que afetam a cultura da canola, a podridão negra causada por 

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) é uma das mais importantes, pois afeta as safras 

das Brassicas em todo o mundo (VILLETH et al., 2009). No Brasil, Xcc é um dos patógenos 

bacterianos com o maior número de hospedeiros e ampla distribuição territorial (AMARAL, 

2012). A bactéria sobrevive e dissemina-se principalmente através das sementes, podendo 

inclusive ser introduzida em novas áreas de cultivo, constituindo em importante fonte de 

inóculo primário (BILA et al., 2012). Diante disso, é importante a utilização de sementes 

certificadas e sadias, já que o controle químico é ineficaz (QUEZADO-DUVAL et al., 2021).  

A disseminação bem-sucedida do patógeno ao redor do mundo pode ser associada ao 

comércio de longa distância frequente de sementes contaminadas (LEMA et al., 2012). No 

Brasil, as sementes de canola utilizadas para plantio são provenientes de outros países e 

frequentemente tratadas quimicamente com fungicidas. Porém, na maioria das vezes os 

fungicidas não são eficientes no controle da Xcc, por isso, torna-se necessário assegurar a 

qualidade das sementes a serem introduzidas e que estejam livres dessa bactéria.  

Para a detecção de Xcc em sementes várias técnicas podem ser utilizadas como os 

meios de cultura semisseletivos NSCAA, BSCAA, FS, mCS20ABN (AMARAL, 2012; 

BATISTA, 2020; ISTA, 2014; TEBALDI et al., 2007). Os meios de cultura devem apresentar 
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sensibilidade, especificidade (GITAITIS; WALCOTT, 2007), confiabilidade, facilidade de 

preparo, baixo custo e a rapidez nos resultados. A detecção de patógenos associados às sementes 

é fator essencial para a adoção de práticas de controle, evitando assim a introdução do inóculo 

em áreas livres da doença (BARBOSA, 2007). 

Além da detecção da bactéria nas sementes é importante avaliar a variabilidade 

genética de isolados de Xcc, para desenvolver estratégias mais eficientes de controle da doença. 

Diferentes estudos encontraram alta variabilidade genética entre isolados de Xcc, oriundos de 

vários locais e provenientes de diversos hospedeiros (BATISTA, 2020; MELO, 2016; SILVA, 

2006). A variabilidade genética dos isolados pode estar associada ao surgimento de novas 

espécies, patovares ou raças antes não associados à cultura (POPOVIC et al., 2019). A 

variabilidade genética dos isolados pode ser avaliada por métodos moleculares, como a análise 

de sequências multilocus (MLSA) (FARGIER et al., 2011), pelo sequenciamento completo do 

genoma (Whole Genome Sequencing ou WGS) (LEE et al., 2020) e ainda através da rep-PCR, 

que corresponde coletivamente aos protocolos de REP, ERIC e BOX-PCR. Cada uma dessas 

técnicas refere-se a famílias de sequencias de DNA repetitivas e altamente conservadas que 

estão dispersas no genoma de diversas espécies bacterianas (SINGH et al., 2016). 

O controle da podridão negra é difícil e geralmente realizado através do plantio com 

sementes livres da bactéria, eliminação de hospedeiros alternativos e restos culturais. A 

existência da alta variabilidade genética de Xcc dificulta a obtenção de genótipos resistentes à 

podridão negra, pois requer um conhecimento aprofundado sobre as características culturais, 

bioquímicas e moleculares desse patógeno.  

Devido à recente introdução da canola no Triângulo Mineiro e poucas informações 

sobre a variabilidade genética de Xcc e a necessidade de se detectar a bactéria em sementes de 

canola, mesmo que estas estejam tratadas quimicamente, a fim de evitar a introdução de 

possíveis novas raças do patógeno, em novas áreas de cultivo, este trabalho teve como 

objetivos: (i) avaliar e comparar a eficiência de meios de cultura semisseletivos para a detecção 

de Xcc; (ii) detectar a presença de Xcc em sementes de canola previamente tratadas; (iii) 

caracterizar cultural, bioquímica e molecularmente uma coleção de 34 isolados provenientes de 

culturas de B. oleracea e B. napus. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A cultura da canola 

 

Atualmente no Brasil, se cultiva apenas canola de primavera pertencente à espécie  

Brassica napus L. var. oleifera, que foi desenvolvida através do melhoramento genético 

convencional da colza (B. rapa e B. napus), uma espécie oleaginosa pertencente à família 

Brassicaceae (crucíferas). Conforme descrito pelo Triângulo de U, Brassica napus (AACC), 

Brassica juncea (AABB) e Brassica carinata (BBCC) se originaram da hibridização entre duas 

das três espécies diplóides ancestrais, Brassica rapa (AA), Brassica oleracea (CC) e Brassica 

nigra (BB). Tornando o híbrido B. napus uma excelente cultivar comercial (LU et al., 2019). 

A denominação canola é a abreviação de ‘Canadian Oil Low Acid’, termo utilizado para 

designar as cultivares (B. napus) que possuem teor de ácido erúcico inferior a 2% no óleo e 

concentração de glucosinolatos menores que 30 μm por grama de matéria seca dos grãos 

(STEFANSSON; KONDRA, 1975). A canola é uma planta herbácea, anual, de clima 

temperado e seu ciclo varia de 107 a 160 dias dependendo de cada cultivar. Os grãos de canola 

atualmente produzidos no Brasil possuem em torno de 24 a 27% de proteína e, em média, 38% 

de óleo (TOMM, 2014).  

O Canadá, União Europeia e China são os maiores produtores de grãos de canola, com 

participação de 28,0%, 27,6% e 18,3%, respectivamente, de toda a produção dessa oleaginosa 

no mundo em 2018/19 (Estados Unidos, 2020). A canola é a principal fonte para obtenção de 

biodiesel na Europa, onde 70% de sua produção são destinadas a este fim (TOMM, 2014).  

A cultura se destaca como a terceira oleaginosa mais cultivada no mundo, sendo uma 

das principais fontes de óleo vegetal comestível e energia renovável, através da fabricação de 

biodiesel (TOMM, 2014). No Brasil a previsão para 2021 é de 48 mil toneladas, podendo atingir 

a melhor produção desde 2010. Os Estados do Rio Grande do Sul e Paraná são os principais 

produtores e também os responsáveis por essa produção (CONAB, 2021). Recentemente a 

cultura foi introduzido a região do Cerrado brasileiro (TOMM et al., 2004), e na Mesorregião 

do Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba (NERY-SILVA, 2014). A adaptação da cultura nessa 

região é chamada de tropicalização (TOMM; RAPOSO, 2008), o que torna a canola uma opção 

rentável para o cultivo em segunda safra.  
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2.2 Xanthomonas campestris pv. campestris, agente causal da podridão negra 

 

A podridão negra, causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris 

(Pammel) Dowson (Xcc), descrita pela primeira vez por Garman em 1890, pertence à família 

Lysobacteraceae (syn: Xanthomonadaceae), ordem Xanthomonadales, classe 

Gammaproteobacteria, filo Proteobacteria, domínio Bacteria (GARRITY et al., 2004). Esse 

patógeno está presente em diversos países do mundo, e possui uma ampla gama de hospedeiros 

principalmente brássicas, sobrevive por até três anos em sementes (GRIESBACH et al., 2003), 

restos culturais e no solo, o que facilita sua disseminação e introdução em áreas livres do 

patógeno (VILLETH et al., 2009).  

A bactéria Xcc é Gram-negativa, tem a forma de um bastonete reto, se movimenta 

através de um único flagelo polar. Produz colônias amarelas brilhantes, convexas, mucoide, em 

meio de cultura YDC, cresce a 35 °C, hidrolisa amido e esculina, produz ácido a partir de 

arabinose, alcaliniza leite de litmus. É aeróbica e não utiliza asparagina como fonte de carbono 

e nitrogênio (KADO, 2010; LUGO et al., 2013). A cor das colônias geralmente é amarela 

devido à presença do pigmento denominado xanthomonadina, presente no gênero Xanthomonas 

(HE et al., 2011).  

O patógeno possui uma faixa ampla para desenvolvimento (5-36°C), tendo crescimento 

ótimo entre 28-30°C, com essas condições e presença de água de irrigação, de chuva ou de 

condensação, torna o ambiente favorável para a penetração da bactéria (AMORIM et al., 2016). 

O surgimento dos sintomas de podridão negra ocorre de 10 a 14 dias após a penetração do 

patógeno, que se dá através de aberturas naturais (estômatos e hidatódios) ou por ferimentos 

provocados a superfície da parte aérea (AMORIM et al., 2016). Sendo os hidatódios a principal 

porta de entrada para o patógeno, o sintoma característico da doença é a mancha em forma de 

“V” a partir dos bordos da folha, com o vértice voltado para o centro da folha (MARINGONI, 

2005). 

O gênero Xanthomonas sofreu diversas modificações genéticas com o passar dos anos, 

o qual tem surgido reclassificações de espécies e de patovares. Em 1995, Vauterin et al. 

descreveu uma nova reclassificação de X. campestris contendo apenas patovares que infectam 

as brássicas (pvs. aberrans, armoraciae, barbareae, campestris, incanae e raphani). Além das 

diferenças quanto à patogenicidade e hospedeiros, inúmeras espécies e patovares tem sido 

caracterizada por raças, no qual, já foram descritas nove raças de Xcc com base na resposta de 

diferentes isolados bacterianos em oito linhas diferenciais de Brassica (VICENTE et al. 2001; 

FARGIER e MANCEAU 2007; JENSEN et al. 2010). Recentemente, possíveis duas novas 
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raças (raça 10 e 11) foram identificados em Portugal (CRUZ et al. 2017). Entre as raças de Xcc, 

as raças 1, 4 e 6 são as predominantes mundialmente (VICENTE et al. 2001; SINGH et al. 

2016). 

A doença está presente em todas as regiões produtoras de brassicas no Brasil, causando 

prejuízos as culturas e redução da produtividade (SEABRA et al., 2013). Os sintomas da doença 

podem ser observados em qualquer estádio fenológico da planta infectada, sendo inicialmente 

notada uma mancha clorótica, que evolui se tornando uma lesão necrótica com bordos 

amarelados, sendo as nervuras um fator limitante para o crescimento da lesão (AMORIM et al., 

2016). Devido à sua ação sistêmica, a Xcc consegue colonizar os feixes vasculares, causando o 

escurecimento das nervuras, quando não destrói rapidamente o hospedeiro, o patógeno 

consegue atingir as partes florais e através do xilema do pedicelo, atingir a estrutura das síliquas 

alcançando o funículo, onde pode permanecer por até três anos no interior da semente, 

ocasionalmente, a bactéria atinge também o seu tegumento (SILVA, 2006).  

Em sementes recém germinadas é possível notar margens escuras nos cotilédones, que 

com o passar do tempo secam e morrem, assim as plântulas infectadas tornam-se cloróticas e 

necróticas, murcham e morrem (WILLIAMS, 2007). O uso de sementes contaminadas por 

fitobactérias, mesmo em baixas quantidades, pode resultar em graves epidemias e perdas no 

campo, principalmente em um ambiente favorável (KOENRAADT et al., 2017).  

A sobrevivência e disseminação de Xcc acontece principalmente através de sementes, 

se alojando na sua superfície e/ou no seu interior. Pode ainda se estabelecer em restos culturais 

fibrosos de plantas doentes, em plantas daninhas e em plantas doentes remanescentes no campo, 

ou ainda na superfície de plantas hospedeiras, como epífita, sem entrar em contato com o 

interior do tecido da planta, podendo sobreviver entre alguns meses até dois anos 

(GRIESBACH et al., 2003), dependendo das condições climáticas. As sementes que 

apresentam contaminantes se tornam fonte de inóculo primário e veículo de disseminação do 

patógeno a longas distâncias, a curtas distâncias o patógeno pode ser disseminado, por 

respingos de água de chuva ou de irrigação, geralmente a direção dos ventos predominantes, e 

ainda durante os tratos culturais (AMORIM et al., 2016). 

De acordo com Schaad et al. (1980) a presença de apenas três sementes contaminadas 

com Xcc em um lote de 10.000, seria o capaz de iniciar uma epidemia no campo. O patógeno 

pode ainda, causar infecção assintomática, o que torna inviável a diagnose visual. Para o 

controle efetivo da doença é necessário a rotação de cultura e o plantio de sementes sadias, 

livres da presença do patógeno, sendo necessário a realização de testes em laboratórios para a 

detecção desse fitopatógeno, assegurando assim a qualidade das sementes (GITAITIS; 
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WALCOTT, 2007). O sucesso de programas de quarentena e de certificações de sementes está 

ligado ao desenvolvimento de tecnologias que permitam a detecção de bactérias em sementes, 

dessa forma, é necessário métodos de detecção específicos, sensíveis, rápidos e de fácil 

execução (BALADANI, 2009).  

Um dos problemas relacionados à veiculação de bactérias pelas sementes está na 

vulnerabilidade dos métodos de detecção e quantificação desses organismos, que diversas vezes 

exigem equipamentos sofisticados, técnicos especializados, entre outros, o que acaba tornando 

a técnica mais onerosa (STEILMANN et al., 2019). Por outro lado, os métodos microbiológicos 

que utilizam meios de cultura conseguem viabilizar crescimento e quantificação da bactéria 

alvo, requerendo confirmação da identidade pelo teste de patogenicidade (FATMI et al., 2017). 

 

2.3 Detecção de bactérias em meios de cultura semisseletivos 

 

Vários métodos têm sido elaborados e recomendados para a detecção de bactérias 

fitopatogênicas em sementes como, o plaqueamento em meios de cultura semisseletivos 

(TUMELERO et al., 2013), técnicas sorológicas, como ELISA (BILA et al., 2013) e 

imunofluorescência (TEBALDI et al., 2010) e técnicas moleculares como a PCR (INOUE et 

al., 2021). 

Os meios semisseletivos constituem uma ferramenta importante para a detecção de um 

determinado patógeno, uma vez que os principais critérios para a avaliação do meio são a 

seletividade e a eficiência na detecção de patógenos, com alta supressividade para 

microrganismos contaminantes e baixa repressividade para bactérias fitopatogênicas que se 

deseja detectar e/ou quantificar (VIOLATTI; TEBALDI, 2016). Os meios de cultura para a 

detecção de bactérias em sementes devem apresentar alta sensibilidade, confiabilidade e rapidez 

nos resultados (MAMEDE; TEBALDI, 2020).  

Entretanto, algumas vezes, os resultados são de difíceis interpretações, devido ao efeito 

da concentração de células e a intervenção de outros organismos presentes, ou à presença no 

extrato de substâncias capazes de inibir o crescimento da bactéria alvo. Apesar dessas 

desvantagens, os meios de cultura ainda são usados devido à sua simplicidade (TEBALDI et 

al., 2007). Meios de cultura semisseletivos, como o FS e mCS20ABN, são recomendados pela 

Associação Internacional de Teste de Sementes (ISTA) para detecção de Xanthomonas 

campestris pv. campestris em sementes de brássicas, outros meios já foram descritos para a 

detecção de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em sementes de algodão (SOARES, 
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2006), Xanthomonas axonopodis pv. glycines em sementes de soja (VIOLATTI; TEBALDI, 

2016), Pantoea ananatis em sementes de milho (MAMEDE; TEBALDI, 2020). 

 

2.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Além da caracterização morfológica e bioquímica, várias técnicas moleculares têm sido 

utilizadas para detecção e caracterização de bactérias fitopatogênicas. Técnicas moleculares, 

baseadas na análise genômica, principalmente a reação em cadeia da polimerase (PCR), são 

rápidas, simples e mais sensíveis para a detecção de patógenos, quando comparadas às outras 

técnicas, pois são capazes de detectar pequenas quantidades do patógeno na amostra 

(SANKARAN et al., 2010), uma vez que amplificam uma parte especifica do DNA do 

patógeno, através da utilização de primers. A combinação de meios semisseletivos com técnicas 

moleculares como a PCR tem se mostrado um método vantajoso e confiável para a detecção de 

espécies de Xanthomonas (LEE et al., 2009). 

Em uma reação de PCR, é necessário conhecimento da sequência alvo do DNA que será 

amplificado, pois serão utilizados dois primers para definir de forma específica o fragmento a 

ser amplificado. Ou seja, são fornecidas sequências que farão com que se liguem as fitas opostas 

do DNA molde, bem nas extremidades da região a ser copiada. Os primers se ligam às suas 

sequências complementares na fita molde por pareamento de bases complementares, 

restringindo o fragmento de DNA que se deseja amplificar em uma reação com ciclos contínuos 

com a temperatura previamente definidos, na presença de bases nitrogenadas e da enzima Taq 

DNA polimerase (REECE et al., 2011).  

O uso dos primers específicos XCF/XCR para X. campestris pv. campestris 

confirmaram a identidade dos isolados bacterianos (PARK et al., 2004) e foi capaz de detectar 

a bactéria em sementes, folhas e hastes de brássicas (BERG et al., 2005). Grimault et al. (2012) 

testaram 1.472 isolados bacterianos, por PCR com os primers específicos, com a identificação 

confiável e rápida de Xcc. 

 

 

2.5 Variabilidade genética baseada em rep-PCR  

 

Dentre as várias técnicas moleculares utilizadas em estudos da variabilidade genética, 

destaca-se a PCR baseada em elementos repetitivos (rep-PCR), sendo bastante utilizada para a 
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caracterização de isolados bacterianos e o estudo de padrões específicos obtidos a partir da 

amplificação de famílias de sequencias de DNA repetitivos presentes nos genomas bacterianos 

(TSYGANKOVA et al., 2004). Essa técnica corresponde coletivamente aos protocolos REP-

PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR. As vantagens da rep-PCR sobre outros métodos de análise 

molecular incluem a capacidade de diferenciar espécies bacterianas intimamente relacionadas, 

além de ser um método de genotipagem altamente reprodutível, sendo simples, rápido, barato 

e confiável (STEPHENSON et al, 2009).  

A técnica de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) foi descrita 

inicialmente por Hulton et al., (1991) em regiões intergênicas dos cromossomos de 

enterobactérias. As sequências têm 126 pares de base (pb) de comprimento e estão restritas a 

regiões transcritas do genoma não se assemelham a nenhuma sequência de inserção já 

conhecida (HULTON et al., 1991). Para essa técnica são utilizados os primers ERIC1R e 

ERIC2 (LOUWS et al., 1994). 

O BOX-PCR (BOX element) foi descrito pela primeira vez por Martin et al (1992), em 

que os autores descreveram um grupo de sequências de DNA altamente conservadas localizadas 

dentro de regiões intergênicas do cromossomo da bactéria Streptococcus pneumoniae.  O 

genoma de S. pneumoniae contém cerca de 25 destes elementos BOX. De 5’ a 3’, os elementos 

BOX são compostos de três subunidades (boxA, boxB e boxC) que têm 59, 45 e 50 nucleotídeos 

de comprimento, respectivamente (MARTIN et al., 1992), dessa forma, para realizar tal análise 

utiliza-se o primer BOX A1R (LOUWS et al., 1994). 

Essas técnicas têm sido utilizadas com sucesso em estudos de diversidade, bem como 

identificação e classificação de diversos isolados de Xcc (POPOVIC et al., 2019; 

ZACCARDELLI et al., 2008). Silva (2006) estudou a variabilidade fenotípica e genotípica de 

Xcc no Brasil por meio da análise metabólica (BiologTM) e eletroforese de campo pulsado, entre 

os 26 isolados estudados, quatro foram identificados como X. campestris pv. raphani (Xcr), 

sendo esse o possível primeiro relato de Xcr no Brasil. Melo (2016) encontrou alta variabilidade 

genética entre 159 isolados de Xcc, provenientes de quatro espécies de Brássicas oriundas do 

estado de Pernambuco. Batista (2020) observou alta variabilidade genética de Xcc, 

confirmando a presença de cinco raças do patógeno (raça 1, raça 3, raça 4, raça 6 e raça 9),  

entre 151 isolados bacterianos provenientes da couve flor, repolho, mostarda selvagem e 

brócolis espécies pertencentes ao gênero Brassica e um isolado de planta voluntária de tomate. 

No entanto, ainda são necessários mais estudos sobre a variabilidade genética dos 

fitopatógenos, afim de aperfeiçoar os programas de melhoramento de plantas (RATHAUR et 

al., 2015). 



21 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Bacteriologia Vegetal e em casa 

de vegetação, do Instituto de Ciências Agrárias (ICIAG), da Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU), Campus Umuarama. 

 

3.1 Preparo da suspensão bacteriana 

 

Os isolados bacterianos utilizados pertencem à coleção de trabalho do Laboratório de 

Bacteriologia Vegetal, do Instituto de Ciências Agrárias da UFU, eles foram recuperados e 

multiplicados em meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970) por 24-48 horas a 28 °C. 

As suspensões bacterianas foram preparadas em água filtrada esterilizada, ajustadas em 

espectrofotômetro (OD550 = 0,5), correspondendo a concentração aproximada de 1x109 UFC 

mL-1.   

 

3.2 Meios de cultura para detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris   

 

O experimento foi realizado em esquema fatorial (4 meios de cultura x 2 ausência ou 

presença de ciclohexamida), com três repetições. A suspensão bacteriana foi realizada 

utilizando o isolado UFU F78 de Xcc, foi diluída em série (10-1 a 10-7) e cultivada nos meios 

de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970), NA (SCHAAD et al., 2001), NSCAA (SCHAAD 

et al., 2001) e YDC (SCHAAD et al., 2001), com e sem adição do fungicida ciclohexamida 5 

µg mL-1. As placas foram incubadas em BOD a 28 °C por até cinco dias. 

A eficácia de cada meio de cultura foi determinada a partir da quantificação do número 

de UFC mL-1 e diâmetro das colônias. Para a análise de normalidade dos dados os resultados 

obtidos em UFC mL-1 foram transformados em log x. As médias foram comparadas pelo teste 

Tukey a 5% de probabilidade pelo software R. 

 

 

 



22 

 

 3.3 Detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes inteiras e em 

extratos de sementes de canola previamente tratadas 

 

 Para a detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris foram avaliados seis lotes 

de sementes de canola previamente tratadas com Thiram (70 g i.a /100 Kg de sementes), sendo 

cinco importados da Argentina, Hyola 76_A1, Hyola 76_A4, Hyola 571CL_A9, Hyola 

433_A15, Hyola 433_A16 e um importado da Austrália, Hyola 43_A3. Foram utilizados apenas 

três meios de cultura semisseletivos, sendo eles o 523, NSCAA e YDC, com adição de 

ciclohexamida. 

 As sementes inteiras de canola com e sem desinfestação em hipoclorito de sódio a 1%, 

por 3 minutos, foram colocadas diretamente sobre os meios de cultura semisseletivos em placas 

de Petri. Foram avaliadas 200 sementes, com 8 repetições, de 25 sementes por uma placa de 

Petri. As placas foram incubadas a 28 ºC por quatro dias e determinado a porcentagem de 

sementes com a presença da bactéria.  

Para a detecção da bactéria em extrato de sementes, em erlenmeyer foram colocadas 

aproximadamente 1.000 sementes (= 3g), com e sem desinfestação e adicionados 6 mL de 

solução de NaCl 0,85% estéril e incubados em geladeira por 18 h. Os extratos das sementes 

foram diluídos em série e cultivados nos meios de culturas descritos anteriormente, com 3 

repetições cada e incubados a 28 ºC. Após quatro dias foi determinado o número de colônias 

por grama de sementes 

Dez isolados bacterianos (UFU H125, H143, H145, H150, I23, I29, M6, M7, M8 e 

M9) obtidos na detecção em sementes foram caracterizados cultural, bioquímica e 

molecularmente, de acordo com a metodologia descrita abaixo.  

 

3.4 Isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris 

 

Os 34 isolados bacterianos de Xanthomonas campestris pv. campestris (Tabela 1), 

provenientes de diferentes hospedeiros, pertencentes à coleção de trabalho do Laboratório de 

Bacteriologia Vegetal do ICIAG/UFU foram cultivados em meio de cultura 523 e incubados a 

28 oC por 48 h.  
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TABELA 1. Isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris provenientes de folhas e de 

sementes de diferentes hospedeiros e locais. Uberlândia – MG, 2021. 

Isolado Hospedeiro Planta Local Ano Híbrido 

UFU A4 Repolho Folha Uberlândia, MG 2009  

UFU A29 Couve Folha Uberlândia, MG 2009  

UFU B7 Repolho Folha Uberlândia, MG 2010  

UFU D12 Couve Folha Uberlândia, MG 2012  

UFU E28 Repolho Folha Uberlândia, MG 2013  

UFU E44 Brócolis Folha Valparaíso de Goiás, GO 2013  

UFU E47 (=E28) Couve Folha Uberlândia, MG 2013  

UFU F34 Couve Folha Uberlândia, MG 2014  

UFU F57 Canola Folha Uberaba, MG 2014 Terola 10A40 

UFU G89 Canola Folha Uberlândia, MG 2015 Hyola 570 

UFU H51 Couve Folha Uberlândia, MG 2016  

UFU H62 Repolho Folha Uberlândia, MG 2016  

UFU H123 Acelga Folha Uberlândia, MG 2016  

UFU H124 Couve Folha Uberlândia, MG 2016  

UFU H148 Brócolis Folha Uberlândia, MG 2016  

UFU I43 Couve-flor Folha Uberlândia, MG 2017  

UFU F43 Canola Semente Mato Grosso 2014 Terola 10A40 

UFU F631 Canola Semente Mato Grosso 2014 25A85 

UFU F75 (=F63)2 Canola Semente Mato Grosso 2014 25A85 

UFU F77 (=F62)3 Canola Semente Mato Grosso 2014 Terola 25A85 

UFU F78 (=F62)4 Canola Semente Mato Grosso 2014 Terola 25A85 

UFU F81 (=F64)5 Canola Semente Mato Grosso 2014 IBI OLA90 

UFU G10 Canola Semente Uberaba, MG 2015 Terola 10A40 

UFU G12 Canola Semente Serra do Salitre, MG 2015 Terola 10A40 

UFU H125 Canola Semente Argentina 2016 Hyola 76 A_1 

UFU H143 (=H127) Canola Semente Austrália 2016 Hyola 43_A3 

UFU H145 (=H129) Canola Semente Argentina 2016 Hyola 76 A_4 

UFU H150 (=H146) Canola Semente Argentina 2016 Hyola 571 CL_A9 

UFU I23 Canola Semente Argentina 2017 Hyola 433 A_16 

UFU I29 (=I16) Canola Semente Argentina 2017 Hyola 433 A_15 
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UFU M66 Canola Semente Argentina 2021 Hyola 76 A_4 

UFU M76 Canola Semente Argentina 2021 Hyola 433 A_15 

UFU M86 Canola Semente Argentina 2021 Hyola 433 A_15 

UFU M96 Canola Semente Argentina 2021 Hyola 76 A_1 

1Isolado pouco virulento; 2Isolado colônia amarela escura, pouco virulento, 3Isolado com média virulência, 4Isolado colônia 

amarela clara, muito virulento, 5Isolado muito virulento; 6Isolados identificados com os primers específicos, não utilizados nas 

análises BOX e ERIC-PCR.   

Fonte: A autora. 

 

 

 3.4.1 Caracterização cultural, bioquímica e patogenicidade dos isolados de Xanthomonas 

campestris pv. campestris 

 

Utilizando a chave de identificação proposta por Schaad et al. (2001), os isolados foram 

caracterizados culturalmente em meio de cultura 523 e colônias amarelas em meio YDC; 

bioquimicamente pelo metabolismo aeróbico ou anaeróbico no teste de oxidação e fermentação 

(O/F); utilização de asparagina como única fonte de carbono; reação de oxidase, catalase; 

crescimento à 37 ºC, reação de hipersensibilidade em plantas de fumo e patogenicidade no 

hospedeiro. 

A patogenicidade dos isolados foi avaliada pela inoculação da suspensão bacteriana 

por injeção em plantas sadias de Couve Manteiga cv. Geórgia (3 a 4 folhas), mantidas em casa 

de vegetação. As plantas foram mantidas em câmara úmida 24h antes e após a inoculação, 

observações diárias foram realizadas por até 14 dias para verificar o aparecimento dos 

sintomas (MIGUEL-WRUCK, et al., 2010). 

 

3.4.2 Identificação de Xanthomonas campestris pv. campestris por PCR com primers 

específicos 

 

O DNA genômico bacteriano, de 27 isolados foi extraído utilizando o Kit Wizard 

Genomic DNA Purification (Promega) e quantificado (ng/μl) no NanoDrop (Thermo 

Scientific TM Nanodrop 2000/2000c Spectrophotometer).  

Para os isolados UFU H143, H145, I29, M6, M7, M8 e M9 o DNA não foi extraído e 

suspensões bacterianas foram preparadas em 1 mL de água filtrada esterilizada, agitadas em 

Vortex, diluídas (aproximadamente 1x108 UFC mL-1) e aquecidas em forno micro-ondas por 
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2 minutos. 

Para a identificação da espécie de Xanthomonas campestris pv campestris, o DNA dos 

34 isolados bacterianos foram amplificados usando o par de primers específicos XCF (5’-

CGA TTC GGC CAT GAA TGA CT-3’) e XCR (5’-CTG TTG ATG GTG GTC TGC AA-

3’), que amplifica um fragmento de aproximadamente 535 pb (PARK et al., 2004). 

As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5 μL, utilizando de 50 

ng μL-1 de DNA genômico (ou, 2 μL da suspensão bacteriana), 1X tampão de PCR 10X, 1,5 

mM de MgCl2, 1,0 μM de cada primer, 0,2 mM de dNTP e 1,25 U de Taq DNA polimerase. 

A reação de amplificação foi realizada em termociclador ThermoHybaid: Omn-E com as 

seguintes condições: um ciclo para desnaturação do DNA a 94 ºC por 5 minutos, 35 ciclos a 

94 ºC por 15 segundos, 57 ºC por 15 segundos e 72 ºC por 30 segundos, e extensão final a 72 

ºC por 5 minutos. Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 1,0%, corados com SYBR Safe, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. 

Para os isolados que não tiveram sua identidade confirmada pelos primers específicos 

XCF/XCR, foram utilizados os iniciadores específicos para Xanthomonas campestris pv. 

raphani: Xcr_59F (5’ -GCA AAA GTT AGT CGC ATC CGA CAA G- 3’) e Xcr_59R (5’ -

CTC AAT TTT GTC CTG TGC ACT C- 3’), que amplifica um fragmento de 679 pb (RUBEL 

et al., 2019). As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5 μL, utilizando 

de 50 ng μL-1 de DNA genômico (ou, 2 μL da suspensão bacteriana), 1X tampão de PCR 10X, 

1,5 mM de MgCl2, 0,5 μM de cada primer, 0,2 mM de dNTP e 1,25 U de Taq DNA polimerase. 

A reação de amplificação foi realizada em termociclador ThermoHybaid: Omn-E com as 

seguintes condições: um ciclo para desnaturação do DNA a 94 ºC por 5 minutos, 25 ciclos a 

95 ºC por 30 segundos, 57 ºC por 40 segundos e 72 ºC por 45 segundos, e extensão final a 72 

ºC por 5 minutos. Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 1,0%, corados com SYBR Safe, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. 

 

3.4.3 Variabilidade molecular de Xanthomonas campestris pv. campestris pelos primers 

BOX e ERIC 

 

Para o estudo da divergência genética foram utilizados os primers BOX e ERIC. Os 

DNAs cromossômicos de cada isolado foram amplificados pela sequência repetitiva do primer 

BOX A1- R (5’ – CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G – 3’), ERIC1-R (5’ – ATG TAA 

GCT CCT GGG GAT TCA C - 3’) e ERIC2 (5’- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G - 
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3’) (LOUWS et al., 1994).  As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 12,5 

μL, utilizando de 50 ng μL-1 de DNA genômico (ou, 2 μL da suspensão bacteriana), 1X tampão 

de PCR 10X, 3,0 mM de MgCl2, 1,0 μM de cada primer, 0,2 mM de dNTP e 1 U de Taq DNA 

polimerase. A reação de amplificação foi realizada em termociclador ThermoHybaid: Omn-

E.  

As amplificações para o primer BOX foram realizadas utilizando um ciclo para a 

desnaturação a 95 °C por 7 minutos, seguida por 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto; 53 °C por 

1 minuto e 65 °C durante 8 minutos, e extensão final a 65 ºC por 15 minutos. 

Para os primers ERIC as amplificações foram realizadas utilizando um ciclo para a 

desnaturação a 95 °C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto; 52 °C por 

1 minuto e 65 °C durante 5 minutos, e extensão final a 65 ºC por 15 minutos. 

Os produtos da amplificação foram analisados por eletroforese em múltiplos géis de 

agarose a 1,0%, corados com SYBR Safe, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. 

Para analisar o padrão de bandas formado nos géis, foi utilizado o marcador de peso molecular 

da KASVI de 1kb. A corrida de cada gel teve duração de 2h40min com voltagem e amperagem 

a 80.  

Para os dendrogramas, os dados foram analisados considerando a presença e ausência 

das bandas. A matriz de distância foi construída através do método UPGMA (“unweighted 

pair group method with arithmetic mean”), utilizando o coeficiente de Jaccard, com o 

programa Genes (CRUZ, 2013). 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Meios de cultura para detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris  

 

Houve interação significativa entre os meios de cultivo e o uso do fungicida 

ciclohexamida. Para a detecção de Xcc, o meio NA sem adição de ciclohexamida (3,17), 

apresentou o maior diâmetro da colônia em comparação com os outros meios de cultura 

(Tabela 2), enquanto o meio YDC (1,33) apresentou o menor diâmetro, e ambos diferiram 

significativamente dos demais. Com a adição de ciclohexamida não houve diferença 

significativa entre os meios NA (2,2), NSCAA (1,5), 523 (1,37) e YDC (1,97) para o diâmetro 

da colônia.  
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Tabela 2. Diâmetro (mm) de colônias de Xanthomonas campestris pv. campestris em 

diferentes meios de cultura, sem e com adição de ciclohexamida. Uberlândia – MG, 2021. 

Meios de cultura Sem ciclohexamida  Com ciclohexamida 

NA 3,17 Aa 2,20 Ba 

NSCAA 1,40 Abc 1,50 Aa 

523 2,23 Ab 1,37 Ba 

YDC 1,33 Ac 1,97 Aa 

CV%  19,82   

Médias seguidas por letras distintas, maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem entre si, pelo teste de 

Tukey a 0,05 

Fonte: A autora. 

O diâmetro das colônias de Xcc foram estatisticamente iguais na presença e ausência 

de ciclohexamida nos meios de cultura NSCAA e YDC, após o quarto dia de cultivo. Ou 

seja, a adição desse fungicida não influenciou o crescimento bacteriano nesses meios de 

cultura (Tabela 2). Porém, a adição do ciclohexamida nos meios de cultura NA e 523 reduziu 

o diâmetro das colônias, mas sem prejuízo à sua visualização. Mamede e Tebaldi (2020) ao 

analisarem o diâmetro de Pantoea ananatis observaram resultados semelhantes utilizando 

um meio semisseletivo para a sua detecção.  

O meio semisseletivo CCM também reduziu o tamanho das colônias de Xanthomonas 

axonopodis pv. vignicola (PEIXOTO et al., 2006). Para a detecção de Xanthomonas 

axonopodis pv. glycines em sementes de soja o meio semisseletivo MXG também reduziu o 

diâmetro das colônias (VIOLATTI; TEBALDI, 2016).  

Não houve interação significativa entre os meios de cultura estudados e o uso de 

ciclohexamida ao analisarmos o número de unidades formadoras de colônias (UFC). Ou seja, 

o fungicida não influenciou no número de colônias desenvolvidas (Tabela 3). O número de 

colônias de Xcc foram estatisticamente iguais na presença e ausência de ciclohexamida nos 

meios de cultura NA, NSCAA e 523, aos quatro dias após o cultivo da bactéria.  

Os meios de cultura YDC com e sem ciclohexamida, tiveram as menores médias em 

relação aos números de colônias desenvolvidas, diferindo estatisticamente dos demais meios. 

A presença do fungicida ciclohexamida não influenciou no número de colônias de X. 

campestris pv. campestris, ou seja, este fungicida pode ser incorporado aos meios de cultura, 

para facilitar a detecção da bactéria alvo e inibir o crescimento de microrganismos saprófitas.  
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Tabela 3. Detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris, em diferentes meios de 

cultura, em unidades formadoras de colônia (UFC mL-1). Uberlândia – MG, 2021. 

Meios de cultura Com ciclohexamida Sem ciclohexamida 

NSCAA 9,7 x109 a 9,5 x109 a 

523 9,3 x109 a 9,4 x109 a 

NA 9,6 x109 a 9,5 x109 a 

YDC 8,3 x109 b 8,6 x109 b 

CV% 1.88   

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 0,05. 

Fonte: A autora. 

 

Os meios de cultura avaliados apresentaram baixa repressividade e alta supressividade, 

uma vez que eles foram capazes de suprimir a presença de saprófitas e as colônias de Xcc 

conseguiram se desenvolver nos meios. Resultados semelhantes são encontrados nos meios 

de cultura FS e mCS20ABN, ambos recomendados para a detecção de Xcc pela Associação 

Internacional de Teste de Sementes (ISTA, 2014). Outros autores também encontraram 

resultados similares no desenvolvimento de meios semisseletivos, como Frare (2006), na 

detecção de Acidovorax avenae subsp. citrulli e Moraes et al., (2010) na detecção de 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão. 

Dessa forma, verificou-se que os meios 523, NA e NSCAA, com ou sem a adição de 

ciclohexamida, podem ser recomendados para a detecção da bactéria em análise de rotina em 

laboratório. 

 

4.2 Detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes de canola 

previamente tratadas 

 

A bactéria foi detectada nas sementes dos seis genótipos avaliados (Tabela 4). No meio 

de cultura YDC, a bactéria foi detectada nas sementes inteiras dos genótipos Hyola 76_A4, 

Hyola 433_A15, com e sem desinfestação, respectivamente; e no extrato de sementes dos 

genótipos Hyola 76_A1 e Hyola 43_A3, com desinfestação. Para o meio de cultura 523, a 

bactéria foi detectada no extrato de sementes dos genótipos Hyola 76_A1, Hyola 76_A4, e 

no Hyola 433_A15, com e sem desinfestação, respectivamente. No meio de cultura NSCAA 

houve a detecção da bactéria em sementes inteira dos genótipos Hyola 76_A1, Hyola 
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433_A15, com e sem desinfestação, respectivamente; e no extrato de sementes dos genótipos 

Hyola 571CL_A9 e Hyola 433_A16, com e sem desinfestação respectivamente.  

As sementes foram divididas em dois grupos, sem e com desinfestação com hipoclorito 

de sódio afim de retirar o excesso de produto químico para avaliar se o mesmo iria interferir 

na detecção da Xcc nas sementes. Na detecção da bactéria utilizando sementes inteiras não 

desinfestadas foi observado a presença da bactéria em dois genótipos de canola, por isso ao 

utilizar essa técnica não é necessário retirar o excesso de produto químico, uma vez que, o 

composto ativo Thiram não inibiu o crescimento bacteriano. Entretanto, na detecção 

utilizando o extrato de sementes desinfestadas a bactéria foi detectada em quatro genótipos 

de canola, em função disso, ao utilizar essa técnica, é importante desinfestar as sementes, 

para evitar efeito residual químico do produto no extrato. 

Ao avaliar sementes inteiras a bactéria foi detectada apenas nos genótipos Hyola 

76_A1, Hyola 76_A4 e Hyola 433_A15, no entanto, quando utilizado o extrato das sementes, 

o patógeno foi detectado em todos os genótipos. Tal resultado pode estar relacionado com o 

número de sementes utilizadas no extrato (1.000 sementes), uma vez que para avaliar o 

método de sementes inteiras, foram utilizadas apenas 200. Além disso, outro fator que pode 

alterar o resultado é a posição de Xcc nos tecidos vegetais do grão, pois o patógeno tem a 

capacidade de colonizar o endosperma e embrião das sementes (WOLF et al., 2019). 

 

Tabela 4. Detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes inteiras e no 

extrato de sementes de canola, previamente tratadas com Thiram, sem e com desinfestação 

com hipoclorito de sódio, em diferentes meios de cultura semisseletivos. Uberlândia – MG, 

2021. 

Genótipos  
Sem desinfestação Com desinfestação 

YDC 523 NSCAA YDC 523 NSCAA 

Hyola 76_A1 (UFU H125 e M9) - - - E E S 

Hyola 43_A3 (UFU H143) - - - E - - 

Hyola 76_A4 (UFU H145 e M6) S - - - E - 

Hyola 571CL_A9 (UFU H150) - - - - - E 

Hyola 433_A15 (UFU I29, M7 e M8) S E S - - - 

Hyola 433_A16 (UFU I23) - - E - - - 

E: presença da bactéria no extrato das sementes, S: presença da bactéria em sementes inteiras, – ausência da 

bactéria. 

 

Fonte: A autora. 
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Não foi possível determinar o número de UFC/mL/g de Xcc, pois houve o crescimento 

esporádico de algumas colônias, em ambas as técnicas nos diferentes meios de cultura, 

sugerindo baixa contaminação das sementes e também em função do número de sementes 

utilizado. Resultados semelhantes foram obtidos na detecção de Xanthomonas axonopodis 

pv. malvacearum (TUMELERO, 2012) e na detecção de Pantoea ananatis (MAMEDE; 

TEBALDI, 2020) que somente detectaram e não conseguiram quantificar a bactéria nos 

meios de cultura.  

Os resultados observados nas amostras de sementes mostram baixa repressividade dos 

meios de cultura 523, YDC e NSCAA com adição de ciclohexamida. Resultados semelhantes 

foram observados na detecção de Xanthomonas axonopodis pv. glycines em sementes de soja 

(VIOLATTI; TEBALDI, 2016), na detecção de Pantoea ananatis em sementes de milho 

(MAMEDE; TEBALDI, 2020), na detecção de Xcc em sementes de brócolis (TEBALDI et 

al., 2007).  

Todos os dez isolados (UFU H125, H143, H145, H150, I23, I29, M6, M7, M8 e M9) 

(Tabela 5) apresentaram as seguintes características culturais e bioquímicas em meio de cultura: 

colônias amarelas em meio YDC, com algumas variações na tonalidade, convexas, brilhantes, 

circulares, bordas lisas, crescimento a 37 ºC, Gram negativa, oxidação/fermentação: aeróbio 

estrito, catalase positiva, asparagina e oxidase negativa. A variação observada deu-se quanto à 

reação de hipersensibilidade em fumo (negativa para os isolados UFU H125, I23 e M9).  

Os isolados bacterianos obtidos das sementes foram patogênicos em plantas de couve, 

sendo que no sétimo dia após a inoculação foi possível observar a reprodução dos sintomas de 

lesão em forma de “V” nas margens das folhas, de coloração amarela a marrom, com bordos 

amarelos e nervuras escurecidas. A partir do aparecimento das lesões necróticas foi realizado o 

reisolamento da bactéria, confirmando os Postulados de Koch. 

Os primers XCF/XCR específicos para X. campestris pv. campestris confirmaram a 

identidade de nove isolados bacterianos detectados nas sementes de canola, gerando um 

fragmento de DNA de tamanho aproximado de 535 pb, em concordância com Park et al. (2004). 

Somente o isolado UFU I23 não foi confirmado como Xcc ou Xcr usando os pares de primers 

específicos, no entanto foi patogênico em plantas de couve. 

De acordo com a caracterização cultural, bioquímica, fisiológica, molecular, e 

patogenicidade no hospedeiro os nove isolados detectados nas sementes de canola foram 

identificados como Xanthomonas campestris pv. campestris. 

Apesar das sementes serem quimicamente tratadas com Thiram, o produto não inibiu a 

detecção e o crescimento de Xcc em meio de cultura. Com a recente introdução da canola no 
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Triângulo Mineiro é necessário que as sementes a serem utilizadas sejam livres da bactéria, 

mesmo que as sementes estejam tratadas quimicamente com fungicida, ainda é possível a 

detecção da bactéria nas sementes. O uso de sementes livres da bactéria evitará introdução da 

bactéria e de posssíveis raças ainda não descritas no país. Atualmente, nove raças são propostas 

para Xcc, sendo as raças 1 e 4 predominantes no mundo (VICENTE; HOLUB, 2013). Por isso a 

importância dos testes de detecção na bactéria nas sementes de canola, mesmo que estejam 

tratadas quimicamente.  

A escolha de um meio de cultura para a detecção da bactéria em sementes depende da 

eficiência e da sensibilidade na recuperação do patógeno alvo, além de ser reproduzível, de  

baixo custo e de fácil preparo (BARBOSA, 2007). O Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2009) e a ISTA (2014) recomendam a utilização do extrato 

da sementes, mas os dois métodos de detecção da bactéria nas sementes tiveram resultados 

semelhantes. 

A utilização do extrato da sementes é uma técnica menos laboriosa, mais econômica no 

preparo dos meios de cultura e possibilita a utilização de um maior número de sementes, ao 

compararmos com o uso de sementes inteiras. A taxa de transmissão da bactéria é baixa e por 

isso, requer um maior número de sementes para a sua detecção. De acordo com Lee et al. (2009) 

a presença 0,03% de sementes contaminadas com Xcc em um lote seria o suficiente para iniciar 

uma epidemia no campo, sob condições favoráveis de temperatura e umidade. Dessa forma é 

evidente a importância da utilização de meios de cultura e o número de sementes a serem 

utilizados na detecção da bactéria em sementes, evitando a ocorrência de epidemias. 

 

 4.3 Caracterização cultural, bioquímica e molecular de isolados de Xanthomonas 

campestris pv. campestris 

 

Todos os 34 isolados apresentaram as seguintes características culturais e bioquímicas 

em meio de cultura: colônias amarelas em meio YDC, com algumas variações na tonalidade, 

convexas, brilhantes, circulares, bordas lisas, crescimento a 37 ºC, Gram negativos, 

oxidação/fermentação: aeróbio estrito, catalase positiva, asparagina e oxidase negativa (Quadro 

1). A variação observada deu-se quanto à reação de hipersensibilidade em fumo (negativa para 

os isolados UFU H62, H125, H148, I23 e M9), e teste de patogenicidade (negativo para o 

isolado UFU F75).  
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Os isolados testados apresentaram características semelhantes, próprias do gênero 

Xanthomonas e da espécie X. campestris (KRIEG; HOLT, 1984). O resultado negativo no teste 

de Gram (RYU, 1940), a não utilização de asparagina como a única fonte de carbono e o fato 

de serem aeróbicos estritos confirmam sua classificação nesse gênero. Entre outras 

características, o crescimento à 37 ºC, a reação de catalase, oxidase, hipersensibilidade e teste 

de patogenicidade permitiram incluir os isolados testados na espécie X. campestris pv. 

campestris (BRADBURY, 1986). 

Apenas o isolado UFU F75 não apresentou patogenicidade na couve. Esse isolado é 

proveniente da reinoculação com o isolado UFU F63, que nos testes iniciais apresentou pouca 

virulência. Devido ao tempo de armazenamento, o isolado pode ter perdido sua virulência pois 

o mesmo teve seu DNA amplificado pelos primers específicos para Xcc. A perda de virulência 

de alguns isolados já foi relatada por Vicente et al. (2001) que a atribuíram às condições de 

preservação e de variações na agressividade de Xcc (Cruz et al., 2017). Ou pode ainda, 

apresentar especificidade de hospedeiro, uma vez que o isolado é proveniente da canola. 

Miguel-Wruck et al. (2010) observaram relativo grau de especificidade entre 33 isolados 

obtidos de várias regiões do Brasil e do exterior, inoculados em oito espécies de brássicas e 

alguns isolados não causaram doença em uma ou mais das brássicas inoculadas. 

Assim, é importante identificar o patógeno por meio de primers específicos e estudar 

sua variabilidade genética por meio de primers universais utilizando a ferramenta de PCR. 

Entre os 34 isolados bacterianos, 33 foram amplificados com o par de primers 

XCF/XCR específico para Xcc, gerando um único fragmento de aproximadamente 535 pb, 

confirmando a identidade da bactéria como Xanthomonas campestris pv. campestris. Estes 

resultados estão de acordo com Park et al. (2004) e Popović et al. (2019) que identificaram a 

presença da bactéria Xcc associadas a diversas espécies de brássicas, como a colza, couve-flor, 

couve e repolho através da técnica da PCR, utilizando tais primers. 

O DNA do isolado UFU I23 não foi amplificado com os pares de primers específico 

para Xcc, XCF/XCR e Xcr_59F/Xcr_59R específico par X.c. pv. raphani, mas foi patogênico 

à couve. Isso pode ter ocorrido, devido aos problemas nos primers ou o isolado pode 

corresponder a um outro patovar da espécie X. campestris, uma vez que diferentes patovares 

causam doença em plantas da família Brassicaceae, como pv. aberrans, armoraciae, barbareae 

e incanae (Melo, 2016). 
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QUADRO 1. Caracterização cultural, bioquímica e molecular de isolados de Xanthomonas 

campestris pv. campestris. Uberlândia – MG, 2021. 
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UFU A4 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU A29 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU B7 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + + + 
 

Xcc 

UFU D12 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU E28 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU E44 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + + + 
 

Xcc 

UFU E47 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU F34 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU F43 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + + + 
 

Xcc 

UFU F57 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco Amarelo 
- O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU F63 
Circular, borda lisa, brilhante, 

opaco 

Amarelo 

escuro 
- O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU F75 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + - + 
 X. 

campestris 

UFU F77 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU F78 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU F81 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + + + 
 

Xcc 

UFU G10 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU G12 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU G89 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + + + 
 

Xcc 

UFU H51 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + + 

 
Xcc 

UFU H62 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + - + + 

 
Xcc 

UFU H123 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + + + 
 

Xcc 

UFU H124 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + +  Xcc 

UFU H125 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + - + +  Xcc 

UFU H143 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo 
claro 

- O - + + - + + + +  Xcc 

Continua 

 

 



34 

 

Continuação 

Is
o

la
d

o
 Colônia: características 

culturais 

C
o

r G
ra

m
 

O
/F

 

A
sp

a
ra

g
in

a
 

Y
D

C
 

C
a

ta
la

se
 

O
x

id
a

se
 

T
°C

 3
7

º 

H
R

 f
u

m
o
 

H
o

sp
e
d

e
ir

o
 

P
C

R
 X

c
c 

P
C

R
 X

c
r 

R
e
su

lt
a

d
o
 

UFU H145 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo - O - + + - + + + +  Xcc 

UFU H148 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + - + +  Xcc 

UFU H150 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo claro - O - + + - + + + +  Xcc 

UFU I23 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 

Amarelo 

escuro 
- O - + + - + - + - - 

X. 

campestris  

UFU I29 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo 
escuro 

- O - + + - + + + +  Xcc 

UFU I43 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + +  Xcc 

UFU M6 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + + + +  Xcc 

UFU M7 
Circular, borda lisa, convexa, 
brilhante, opaco 

Amarelo 
escuro 

- O - + + - + + + +  Xcc 

UFU M8 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 

Amarelo 

escuro 
- O - + + - + + + +  Xcc 

UFU M9 
Circular, borda lisa, convexa, 

brilhante, opaco 
Amarelo - O - + + - + - + +  Xcc 

 

Fonte: A autora. 

 

4.4 Variabilidade genética de isolados de Xanthomonas campestris pv. Campestres 

 

Na análise de agrupamento (Figura 1) por BOX-PCR foi observada variabilidade 

genética entre os isolados. Com similaridade de 50% houve formação de oito grupos, com 

bandas distintas que variaram entre 400 e 3000 pb (Figura 2). Alguns isolados apresentaram 

100% de similaridade genética, sendo eles UFU H123, UFU H124 e UFU H125; UFU H143 e 

UFU H145. O grupo II alocou 4 isolados UFU A4, UFU D12, UFU E28 e UFU E47, todos os 

isolados desse grupo possuem a mesma origem, do Município de Uberlândia, apesar de 

apresentarem hospedeiros diferentes. O grupo VI alocou 3 isolados UFU G12, UFU G89 e UFU 

G10, todos são provenientes da canola. Entretanto, para os demais grupos foi observado que o 

local de origem e o hospedeiro não são fatores hegemônicos na determinação da similaridade 

genética dos isolados, uma vez que, não há relação evidente entre a composição dos grupos 

com o local de origem ou com o hospedeiro. 

Em ERIC-PCR (Figura 2) foram formados 2 grupos com similaridade aproximada de 

23% observando bandas de 100 a 3000 pb. No grupo I alguns isolados apresentaram 100% de 
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similaridade genética, sendo eles UFU H124 e UFU H125; UFU E47 e UFU F34. O grupo II 

alocou 4 isolados, UFU A29, UFU D12, UFU H148 e UFU B7.  

Na formação de subgrupos, considerando o hospedeiro de origem, foram observadas 

formações de subgrupos com similaridade de 89% entre os isolados UFU H143 e UFU H145; 

86% entre UFU F57 e UFU G10; 80% entre UFU F75 e UFU F77; 76,9% entre UFU F81 e 

UFU G12. 

Quando avaliados em conjunto os primers ERIC e BOX-PCR (Figura 3), considerando 

uma similaridade genética de 27%, foi observada a formação de 3 grupos. Os isolados UFU 

H124 e UFU H125 apresentaram 100% de similaridade genética. Todos os isolados 

provenientes da canola, com exceção do UFU H125, foram alocados no grupo II, apresentando 

apenas 33% de similaridade. 

A análise utilizando elementos repetitivos do genoma bacteriano, tais como REP, ERIC 

e BOX, têm sido muito utilizada para analisar a diversidade genética de Xcc em vários países 

como Israel (VALVERDE et al., 2007), Nepal (JENSEN et al., 2010), Espanha (LEMA et al., 

2012), Índia (SINGH et al., 2016), Estados Unidos (LANGE et al., 2016), Portugal (CRUZ et 

al., 2017), Taiwan (BURLAKOTI et al., 2018).  

Não foi possível relacionar os grupos formados em BOX, ERIC-PCR, na avaliação 

conjunta com ambos os primers, com o local de origem ou com o hospedeiro. Existe 

variabilidade genética entre os isolados, pois há uma variação na distribuição das sequencias 

BOX e ERIC, indicando a existência de variação genotípica dos isolados. No entanto, os 

isolados provenientes do mesmo hospedeiro e/ou do mesmo local de origem não se 

enquadraram no mesmo grupo, mas em diversos subgrupos espalhados pelo dendrograma. 

Resultados semelhantes foram encontrados em 141 isolados de Xcc de diferentes brássicas na 

Itália (ZACCARDELLI et al., 2008), de 75 isolados provenientes de oito espécies de brássicas, 

na Índia (RATHAUR et al., 2015) e de 147 isolados oriundos de sete espécies de brássicas na 

Sérvia (POPOVIC et al., 2019). Portanto, há variabilidade genética entre os isolados de Xcc 

avaliados, sendo o BOX e ERIC uma ferramenta útil a ser empregada para estudo de diversidade 

genética de isolados bacterianos. 
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FIGURA 1- Eletroforese em gel de agarose 1% dos fragmentos gerados através de BOX-PCR 

a partir do DNA de isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris. M: 

marcador molecular (1 kb DNA Ladder RTU – KASVI). A seta indica 1500 pb. 

 

Fonte: A autora.
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 FIGURA 2- Agrupamento pelo método de UPGMA de isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris de acordo com o índice de  

dissimilaridade obtido pelo primer BOX. Coeficiente de correlação cofenética (r): 0,999 

 

Fonte: A autora. 
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FIGURA 3- Agrupamento pelo método de UPGMA de isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris de acordo com o índice de   

dissimilaridade obtido pelos primers ERIC1R e ERIC2. Coeficiente de correlação cofenética (r): 0,886. 

 

Fonte: A autora. 
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FIGURA 4- Agrupamento pelo método de UPGMA de isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris de acordo com o índice de 

dissimilaridade obtido por BOX-PCR e ERIC-PCR. Coeficiente de correlação cofenética (r): 0,873. 

 

Fonte: A autora. 
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5 CONCLUSÕES 

Apesar de não serem recomendados pela ISTA, os meios de cultura 523, NA e 

NSCAA com a adição de ciclohexamida foram eficientes para a detecção da  

Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes de canola quimicamente tratadas. 

Mesmo com a baixa amostragem, a bactéria foi detectada nos seis lotes de sementes 

avaliados, portanto, eles podem ser usados nas análises de rotina em laboratório. 

O uso do extrato da semente foi eficiente, econômica e de fácil execução para a 

detecção da bactéria em sementes de canola tratadas quimicamente e previamnte 

desinfestadas.  

Apenas 32 isolados apresentaram características culturais, bioquímicas e foram 

identificados como Xanthomonas campestris pv. campestris.  

Os primers específicos XCF/XCR identificaram 33 isolados como Xanthomonas 

campestris pv. campestris.  

O isolado UFU F75 não causou patogenicidade no hospedeiro, mas teve sua 

identidade confirmada pela PCR com os primers XCF/XCR. 

O isolado UFU I23 não teve sua identidade confirmada pela PCR com os primers 

XCF/XCR e Xcr_59F/Xcr_59R. 

Os isolados de Xcc apresentaram variabilidade genética em BOX e ERIC-PCR, 

não sendo possível agrupá-los de acordo com a região geográfica e o hospedeiro de 

origem. 
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APÊNDICE - COMPOSIÇÃO DOS MEIOS DE CULTURA 

 

Meio 523 (Kado & Heskett, 1970) 

Sacarose – 10g 

Extrato de Levedura – 4g 

Caseína ácida hidrolisada – 8g 

K2HPO4 – 2g 

MgSO4 – 0,3g 

Ágar – 15g 

H2O destilada – 1000 ml 

 

 

Meio YDC (Schaad et al., 2001) 

Glicose/Dextrose – 20g 

Extrato de levedura – 10g 

CaCO3 – 20g 

Ágar – 15g 

H2O destilada – 1000 ml  

 

Meio NSCAA (Schaad et al., 2001) 

Peptona – 5g 

Extrato de carne – 3g 

Amido solúvel – 15g 

Ágar – 15g 

H2O destilada – 1000 ml 
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Meio NA (Schaad et al., 2001) 

Peptona – 5g 

Extrato de carne – 3g 

Ágar – 15g 

H2O destilada – 1000 ml 

 

 

 

 

 


