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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia de um isolado de Xanthomonas axonopodis
pv. manihotis (Xam), resistente ao sulfato de estreptomicina, em manipueira incubada em condig¢des
ambientais, em trés épocas (margo, julho e outubro de 2000). Foram utilizados um meio de cultura semi-
seletivo para o isolamento de X. axonopodis pv. manihotis ¢ atécnica de reag¢do de polimerase em cadeia
(PCR) ou de amplificagdo biologica (BIO-PCR). Foram determinados o pH e a acidez total da manipueira
durante o periodo de incubagao estudado. O isolado sobreviveu por um periodo inferior a 24 horas, nas
trés épocas do ano. A técnica de PCR ou BIO-PCR ndo foi eficaz em monitorar a sobrevivéncia do
isolado em manipueira, pois apresentou resultados contraditérios e ndo confiaveis. Observou-se queda
do pH e aumento da acidez total da manipueira incubada nas condi¢des estudadas, que pode explicar o
comportamento da sobrevivéncia de Xam em manipueira.

Termos para indexagao: bactéria, incubagdo, pH, acidez, residuo.

Survival of Xanthomonas axonopodis pv. manihotis in “manipueira” under environmental conditions

Abstract — The objective of this work was to evaluate the survival of a Xanthomonas axonopodis
pv. manihotis (Xam) strain, resistant to streptomycin sulfate, in “manipueira” (cassava residue) incu-
bated under environmental conditions, in three periods of the year (March, July and October 2000).
A semi-selective culture medium and the polymerase chain reaction (PCR) or biological amplification
(BIO-PCR) methods were used. The pH and the total acidity of the “manipueira™ were determined
during the incubation period. The strain survived less than 24 hours in the three periods of the year. The
PCR or BIO-PCR method was not effective in monitoring the strain survival in “manipueira”, as it
showed contradictory and unreliable results. An increase in total acidity and a decrease in pH of the

“manipueira” were observed, explaining the survival behavior of Xam strain.

Index terms: bacteria, incubation, pH, acidity, residues.

Introducéo

A mandioca ¢ uma cultura de elevado interesse
econdmico mundial, por sua ampla utilizagdo na
agropecudria, grande adaptacdo a condigdes
edafoclimaticas, e pela producédo de fécula por uni-
dade de area; além disso, tem um importante papel
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na subsisténcia humana (Conceigéo, 1987). Histori-
camente, o Brasil ¢ um dos maiores produtores de
mandioca do mundo, com um dos melhores rendi-
mentos por unidade de area (Reis, 1987).

Em determinadas condi¢cdes ambientais e depen-
dendo da suscetibilidade da variedade ou cultivar,
algumas doengas podem reduzir drasticamente a pro-
ducdo e afetar a qualidade das raizes, que compro-
metem seu processamento. Entre elas, destaca-se a
bacteriose ou murcha-bacteriana, causada por
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). Este
patdgeno coloniza vascularmente as plantas, e pode
atingir as raizes, causando escurecimento de seus
vasos condutores. Os prejuizos causados dependem
da variedade utilizada, e podem variar de 50 a 100%
nas variedades suscetiveis, ¢ de 5 a 7%, nas resis-
tentes, em condi¢des ambientais favoraveis (Lozano
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& Booth, 1974; Daniel & Boher, 1978; Dedal et al.,
1980; Elango & Lozano, 1981; Daniel & Boher, 1982;
Lozano, 1986).

A sobrevivéncia de Xam ¢ relativamente curta em
restos de cultura incorporados ao solo, em partes
vegetais infectadas, e quando ¢ diretamente infesta-
da no solo, sendo, respectivamente, de 21, 90 e 11
dias. Neste periodo pode ocorrer disseminagéo e,
conseqiientemente, infec¢do secundaria em lavou-
ras de mandioca (Cherian & Mathew, 1983).
Em condig¢des controladas, Ikotun (1982) constatou
a sobrevivéncia desta bactéria por 28 dias, em solo
ndo estéril, e, por 35 dias, em solo esterilizado, ¢ a
sua longevidade decresceu de acordo com o aumen-
to da acidez destes solos.

O processamento de raizes da mandioca para pro-
ducdo de farinha ou fécula gera grande quantidade
de casca, agua residual ou manipueira, e farelo ou
massa (Takahashi, 1987). Para cada tonelada de raiz
de mandioca processada sdo gerados cerca de 250 L
de manipueira, destinados, geralmente, a tanques de
decantacdo (Fioretto, 1987).

A manipueira apresenta caracteristicas quimicas
e organicas que possibilitam sua ampla utilizagdo na
agricultura. Vieites & Brinholi (1994) observaram, até
15 dias apos a aplicagdo de manipueira no solo culti-
vado com mandioca, eficicia no controle de plantas
daninhas, principalmente do carrapicho (Cenchrus
echinatus L.), do picdo-preto (Bidens pilosa L.), do
caruru (Amaranthus lividus 1.) e da trapoeraba
(Commelinavirginica L.).

A aplicacdo de manipueira, via irrigagéo, em la-
vouras de mandioca, proporcionou aumento no teor
de matéria orgénica, P e K no solo, e no controle de
plantas daninhas (Fioretto, 1985). Além da aplicag@o
da manipueira em lavouras de mandioca, a sua apli-
cacdo pode também ser feita por fertirrigacdo em la-
vouras de algoddo e milho, com algumas restrigdes
(Fioretto, 1987). A manipueira pode ser eficaz como
nematicida, quando aplicada em solos infestados
de nematdides, principalmente os do género
Meloidogyne (Ponte et al., 1987; Franco et al., 1990;
Ponte, 1992).

Entretanto, é desconhecida a capacidade de so-
brevivéncia de Xam em manipueira, e suas implica-
¢des na disseminagdo desse patdgeno em campos
de producdo de mandioca, no solo, ou como epifita
em ervas daninhas.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevi-
véncia de um isolado de Xam, resistente ao sulfato
de estreptomicina, em manipueira incubada em con-
di¢des ambientais.

Material e Métodos

Amostras de manipueira infestadas ou ndo com o isola-
do mutante patogénico MAN 2763-D, de Xam, foram
mantidas a temperatura ambiente, em condi¢des de telado,
em trés épocas do ano (marco, julho e outubro de 2000),
em face das diferentes condigdes de temperatura. Avaliou-
se a sobrevivéncia desta bactéria mediante técnicas de iso-
lamento em meio de cultura semi-seletivo e por meio da
técnica de polimerase em cadeia (PCR) ou da amplificacao
biologica (BIO-PCR), realizados separadamente em trés
experimentos.

A sobrevivéncia da bactéria foi monitorada pelo seu
isolamento em meio de cultura semi-seletivo. Em cada ex-
perimento, foram utilizadas quatro repetigdes ¢ cada uma
delas foi representada por uma garrafa de plastico de 2 L
de capacidade, contendo 900 mL de manipueira e 100 mL
de suspensdo bacteriana ajustada a 10° ufc/mL.
No tratamento controle, também foram empregadas qua-
tro repeti¢des, e cada repeti¢do foi representada por uma
garrafa de plastico contendo 900 mL de manipueira e
100 mL de agua destilada. A manipueira permaneceu incu-
bada nas condigodes de telado.

No ensaio onde foi analisada a sobrevivéncia de Xam na
manipueira incubada na primeira época (mar¢o); realiza-
ram-se amostragens e repicagens em meio de cultura aos 0,
1,2, 3 e 4 dias ap0ds a infestacdo. Nos ensaios referentes a
segunda (julho) e a terceira (outubro) épocas do ano, as
amostragens e repicagens em meio de cultura ocorreram
a0s0,1,2,3,4,5,7,10, 14 ¢ 20 dias apds a infestagdo da
manipueira.

Em todos os ensaios, foi coletada uma amostra com-
posta de 80 mL de manipueira de cada uma das repetigdes,
totalizando 320 mL. Uma aliquota dessa amostra com-
posta foi diluida em série, em solugdo salina esterilizada
(NaCl a 0,8%), para se obterem as dilui¢des de 101 a 10-5.
Aliquotas de 100 uL das diluigdes foram repicadas para o
meio de cultura semi-seletivo XCP1 modificado, sem KBr
(peptona: 10,0 g, CaCl,: 0,25 g, amido soluvel: 10,0 g, agar:
15 g, solucdo cristal violeta a 1%: 0,15 mL, Tween 80:
10 mL, dgua destilada g.s.p.: 1.000 mL, acrescidos, apds a
autoclavagem, de sulfato de estreptomicina: 500 pg/mL,
lincomicina: 0,0012 g/L, cicloheximide: 250 wg/mL), adap-
tado, conforme Theodoro (2000).

Foram empregadas cinco placas de Petri em cada dilui-
¢do, e apds sua incubacdo por 96 horas, a 28°C, realizou-
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se a contagem das colonias tipicas de Xam desenvolvidas
nas diluicdes pertinentes, e foram comparadas com o iso-
lado MAN 2763-D.

No ensaio onde foi analisada a sobrevivéncia de Xam na
manipueira incubada em condi¢do ambiente, na primeira
época do ano (marco/2000) realizou-se a PCR de amostras
retiradas diretamente da manipueira infestada ou ndo, no
momento da repicagem para meio de cultura, onde foram
coletadas aliquotas de 1,5 mL em tubo eppendorf. Essas
amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 g,
com a finalidade de se obter o sedimento de bactérias pre-
sentes e, posteriormente, realizar os procedimentos de
extra¢do do DNA.

Nos demais ensaios, foram utilizadas placas de Petri
contendo crescimento bacteriano ou ndo, no momento da
avaliac@o das colonias de Xam, para a detec¢ao desta bac-
téria pela técnica da BIO-PCR. Adicionaram-se 10 mL de
agua destilada esterilizada na superficie do meio de cultu-
ra, visando obter suspensdes de colonias bacterianas, que
foram homogeneizadas com o auxilio de uma alca-de-
Drigalski. Transferiu-se 1,5 mL dessas suspensdes para
tubo eppendorf. As suspensdes bacterianas foram
centrifugadas por 10 minutos, a 10.000 g, para a obtencdo
do sedimento de bactérias.

A extracdo do DNA gendmico de Xam e de outros mi-
crorganismos encontrados na manipueira foi realizada em-
pregando-se DNAzol Reagent (Life Technologies do
Brasil, cat# 10503-027). Em seguida, realizou-se a reagdo
de polimerase em cadeia (PCR), conforme Verdier et al.
(1998).

As reacdes de PCR foram feitas empregando-se o “kit
Ready to Go” (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), cons-
tituidas de uma cépsula do “kit Ready to Go™; 30 ng do
“primer” XV (5° - TTC-GGC-AAC-GGC-AGT-GAC-
CAC-C - 3’); 30 ng do “primer” XK (5° - TCA-ATC-
GGA-GAT-TAC-CTG-AGC-G - 3”); 1 uLL de DNA ex-
traido das amostras, e agua deionizada esterilizada q.s.p.
20 uL.

Em termociclador, o primeiro passo da reagdo de PCR
foi constituido pela desnaturagdo inicial do DNA, empre-
gando-se a temperatura de 95°C por 5 minutos. Foram
empregados 30 ciclos, obedecendo a seguinte seqiiéncia de
temperatura: 95°C por 30 segundos; 61°C por 30 segun-
dos, e 72°C por 1,5 minuto (desnaturagdo, anelamento e
extensdo), e uma extensdo final de 72°C por cinco minutos.

Foram acrescidos 6 pl. de tampdo de carregamento
(sacarose: 40%; azul de bromofenol: 0,25%; brometo de
etideo: 1%) aos 20 uL. do produto da rea¢do de PCR,
aplicados em cada orificio do gel de agarose, constituido de
1,0 gde agarose, 100 mL de TBE 1 X (10,8 g de Tris-base;
5,5 g de acido borico; 40 mL de EDTA a 0,5 M, pH 8.0;
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agua deionizada q.s.p. 1.000 mL) e 5 ulL de brometo de
etideo.

Aplicou-se, em um dos orificios do gel, uma reagdo de
PCR em que se empregou agua deionizada e esterilizada ao
invés de DNA, representando o controle negativo, ao pas-
so que o controle positivo foi representado pela reagdo de
PCR com 0 DNA extraido de Xam. Empregaram-se 10 puL.
do marcador molecular Ladder 1 kb a 50 ng/uL, em alguns
dos orificios, para indicar o tamanho da banda de DNA
amplificada.

O gel foi colocado em uma cuba de eletroforese, con-
tendo tampdo TBE 1 X, e submetido a 120 V, por 30 mi-
nutos. Posteriormente, as bandas formadas foram
visualizadas em luz ultra-violeta e fotografadas.

Com a finalidade de compreender as alteragdes quimi-
cas que ocorreram na manipueira com o decorrer de sua
incubacdo e a possivel influéncia destas alteragdes na so-
brevivéncia de Xam, foram realizadas andlises de pH e
acidez total da manipueira. Na incubagdo da primeira épo-
ca do ano, realizaram-se as analises no 12, 22 e 3¢ dia de
incubagdo da manipueira, e, nas demais épocas do ano, aos
0, 1, 2, 7 e 20 dias. O método empregado foi o descrito
pelo Instituto Adolfo Lutz (1985).

Resultados e Discussio

Foi possivel isolar Xam no meio de cultura semi-
seletivo da manipueira infestada apenas no momen-
to de instalago dos ensaios (0 dia apos a infestagio).
Apos 24 horas de incubac¢do da manipueira, ndo hou-
ve a recuperacdo dessa bactéria no meio de cultura
semi-seletivo (Figura 1).
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Concentragéo bacteriana (10" ufc/mL)
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0 1 2 3

Dias ap6s a infestacdo

Figura 1. Sobrevivéncia de Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis em manipueira sob condigdes ambientais, em
trés épocas do ano (marco: M; junho: [J; outubro: A de
2000).
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Nao foi observado crescimento de colonias
bacterianas com aspectos culturais semelhantes a
Xam das amostras de manipueira ndo-infestada, nas
trés épocas. Provavelmente, isto ocorreu por
causa da presenca de sulfato de estreptomicina
(500 ug/mL) no meio de cultura semi-seletivo, que
inibiu o crescimento de bactérias sensiveis a esse
antibiotico, permitindo apenas o desenvolvimento
das bactérias insensiveis ou resistentes a esse pro-
duto.

A ndo recuperagio de células viaveis de Xam apos
a incubagdo da manipueira infestada por 24 horas,
em todas as condi¢des de incubagdo, deve-se aos
processos naturais fermentativos desse residuo,
conforme Leonel & Cereda (1995a), que condicionam
a queda de pH, e ao aumento da acidez total (Leonel
& Cereda, 1995b). Essas alteragdes de pH e de acidez
total foram observadas na manipueira infestada ou
ndo com Xam, incubadas nas diferentes condicdes,
que podem explicar a ndo sobrevivéncia de Xam nes-
sas condi¢des (Figura 2).

Geralmente, a faixa 6tima de pH para o crescimen-
to de bactérias esta entre 6,5-7,5 (Pelczar et al., 1980).
Malavolta Junior et al. (1987) constataram que
X. axonopodis pv. citri ndo foi capaz de sobreviver
em sucos concentrados de laranja (pH 3,30), limdo
(pH 1,78) e tangerina (pH 3,36), incubados em dife-
rentes condigdes de temperatura (-18°C, 4°C ¢ 27°C).
Atribuiu-se este fato ao baixo pH do meio ¢ ao tempo
de exposicio a suas condigdes, independentemente
da temperatura de incubacdo. As observacdes des-
ses autores poderiam explicar o comportamento da
sobrevivéncia do isolado de X. axonopodis pv.
manihotis em manipueira nos diferentes ensaios do
presente trabalho.

Conforme Goto (1990), o pH dos solos influi dire-
tamente ou indiretamente na sobrevivéncia e multi-
plicagdo de bactérias fitopatogénicas. Em relagdo a
sobrevivéncia de X. campestris pv. campestris em
solos, Santiranjan et al. (1986) verificaram que o pH
otimo para o desenvolvimento desta bactéria foi o
proximo da neutralidade. Sivaswamy & Mahadevan
(1986) observaram que a faixa de pH ideal para o
desenvolvimento de X. oryzae pv. oryzae em solo
foi de 6,0 a 9,0. Murty & Devadath (1982), também
constataram a importancia do pH do meio para o de-
senvolvimento de X. oryzae pv. oryzae.
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A agfo antagonista ou competitiva de microrga-
nismos fermentativos sobre Xam pode interferir con-
sideravelmente no seu desenvolvimento mediante a
producéo de compostos quimicos prejudiciais a bac-
téria, ou até mesmo competindo por nutrientes e sais
minerais existentes na manipueira. Habte & Alexander
(1975) verificaram que a sobrevivéncia no solo, de
mutantes de X. campestris pv. campestris resisten-
tes a estreptomicina, foi drasticamente reduzida pela
acdo predatoria de protozoarios existentes no solo
coletado em condig®es naturais. Este fato ndo foi
observado quando se empregou solo esterilizado.
Mas pode-se constatar declinio na sobrevivéncia
desta bactéria apos uma semana da infestagdo do
substrato. Nas placas onde foi realizada a semeadu-
ra da manipueira concentrada, pode ser observado
uma vasta flora microbiana, com a presenga de bac-
térias saprofitas, e que poderia estar competindo por
nichos de sobrevivéncia com Xam na manipueira
infestada.

Em relagéo atécnica de PCR ou de BIO-PCR vi-
sando a amplificagio de fragmentos de DNA (900 pb)
do genoma de Xam, através do uso de “primers”
especificos, os resultados ndo se apresentaram
confiaveis. Observou-se a amplificagdo de DNA de
todas as amostras de manipueira infestadas ou néo
com Xam, nos diferentes periodos que as amostras
de manipueira permaneceram incubadas (Figuras 3,
4e)).

A amplificacdo de fragmentos de DNA de Xam
nas amostras analisadas no ensaio conduzido na pri-
meira época do ano (Figura 3), quando se empregou
atécnica de PCR, tanto de manipueira infestada como
de nfo infestada, foi a presenga de DNA extraido de
bactérias procedentes da colonizagdo natural das
raizes de mandioca. Esperava-se que houvesse a am-
plificacdo de DNA apenas nas amostras de manipueira
que foram infestadas com o isolado de Xam, resis-
tente ao sulfato de estreptomicina. Este resultado
pode ser explicado pela inespecificidade dos
“primers” empregados, que amplificaram o fragmen-
to de DNA de Xam, independentemente de o isolado
ser resistente ou ndo ao sulfato de estreptomicina, e
também de as células bacterianas estarem viaveis
ou ndo. Para sanar o problema de amplificagdo de
DNA procedente de células mortas, Schaad et al.
(1995) propuseram o emprego da técnica de
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BIO-PCR, em que as amostras a serem analisadas
sdo previamente cultivadas em meio de cultura e ex-
trai-se 0 DNA das bactérias desenvolvidas na su-
perficie desse meio.

Esperava-se que nas amostras de manipueira in-
cubadas em condig¢des ambientais, na segunda e na
terceira época do ano (Figuras 4 e 5), houvesse a
amplificagdo do DNA de Xam apenas das amostras

pH

o

pH

o

r

pH

Dias ap6s a infestagéo

Figura 2. Variacdo do pH e da acidez total de manipueira
pv. manihotis, resistente ao sulfato de estreptomicina, sob
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onde foram constatadas células bacterianas viaveis
que desenvolveram coldnias na superficie do meio
de cultura semi-seletivo, pois nesses casos foi em-
pregada a técnica de BIO-PCR. Entretanto, os resul-
tados evidenciaram a amplificac@o de fragmentos de
DNA em todas as amostras analisadas, independen-
temente do crescimento de coldnias bacterianas na
superficie do meio de cultura nos diferentes perio-
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infestada (M) ou ndo (O) com um isolado de X. axonopodis
condi¢des ambientais, em trés épocas do ano.
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dos de amostragem, tanto de manipueira infestada
como de ndo infestada com o isolado de Xam, resis-
tente ao sulfato de estreptomicina.

Acredita-se que, mesmo empregando-se a técni-
ca de BIO-PCR, no momento da obten¢do da sus-
pensdo bacteriana na superficie do meio de cultura
ha a presenga de células bacterianas vivas e mortas
ou ndo cultivaveis, procedentes da manipueira e que
fazem parte dessa suspensdo, e o DNA extraido da
amostra é um somatdrio de todas as células
bacterianas ali presentes.

Alguns estudos tém demonstrado a amplificagio
de fragmento de DNA procedente de amostras onde
ndo ha o cultivo de células bacterianas em meio de

G. de F. Theodoro e A. C. Maringoni

cultura. Deere et al. (1996) estudaram a sobrevivén-
cia e a persisténcia do DNA da bactéria Aeromonas
salmonicida, patogénica a peixes, em ambiente
aquatico. Empregaram-se um meio de cultura semi-
seletivo a bactéria e “primers” especificos para ava-
liar a sobrevivéncia e a existéncia do DNA da bacté-
ria, e foram retiradas diretamente amostras do meio
para este fim. Houve persisténcia do DNA de
A. salmonicida por, aproximadamente, sete semanas,
apos verificar a inexisténcia de células bacterianas
no ambiente. Morgan et al. (1993), analisando a so-
brevivéncia de 4. salmonicida em adgua doce, tam-
bém verificaram a presenga de células ndo cultiva-
veis em meio de cultura, mas detectaveis através da

Figura 3. Produtos da amplificagdo de fragmentos de DNA (900 pb) de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis,
presentes em manipueira, infestada (MI), ou ndo (MNI), com um isolado de X. axonopodis pv. manihotis, resistente ao
sulfato de estreptomicina, sob condi¢des ambientais, na primeira época do ano (margo de 2000). 1 ¢ 14: marcador de
peso molecular (1 kb); 2: controle negativo; 3: controle positivo; 4: 0 dias apds a infestagdo (DAI)/MI;
5: 0 DAI/MNI; 6: 1 DAI/MI; 7: 1 DAI/MNI; 8: 2 DAI/MI; 9: 2 DAI/MNI; 10: 3 DAI/MI; 11: 3 DAI/MNI;
12: 4 DAI/MI; 13: 4 DAI/MNI.

12 13 14 15 16 17
- e @ aE -
-

Figura 4. Produtos da amplificacdo por BIO-PCR de fragmentos de DNA (900 pb) de Xanthomonas axonopodis
pv. manihotis. Manipueira, infestada (MI), ou ndo (MNI), com um isolado de X. axonopodis pv. manihotis, resistente
ao sulfato de estreptomicina, sob condi¢cdes ambientais, na segunda época do ano (junho de 2000). 1, 14 ¢ 25: marcador
de peso molecular (1 kb); 2: controle negativo; 3: controle positivo; 4: 0 dias apos a infestagdo (DAI)/MI; 5: 1 DAI/MI;

6: 2 DAI/MI; 7:3 DAI/MI; 8:4 DAI/MI; 9:5 DAI/MI; 10: 7 DAI/MI; 11: 10 DAI/MI; 12:
14 DAI/MI; 13: 20 DAI/MI; 15: 0 DAI/MNI; 16: 1 DAI/MNI; 17: 2 DAI/MNI; 18: 3 DAI/MNI; 19: 4 DAI/MNI;
20: 5 DAI/MNI; 21: 7 DAI/MNI; 22: 10 DAI/MNI; 23: 14 DAI/MNI, 24: 20 DAI/MNI.
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Figura 5. Produtos da amplificacdo por BIO-PCR de fragmentos de DNA (900 pb) de Xanthomonas axonopodis
pv. manihotis. Manipueira, infestada (MI), ou ndo (MNI), com um isolado de X. axonopodis pv. manihotis, resistente
ao sulfato de estreptomicina, sob condigdes ambientais, na terceira época do ano (outubro de 2000). 1, 14 ¢ 25: marcador
de peso molecular (1 kb); 2: controle negativo; 3: controle positivo; 4: 0 dias apos a infestagdo (DAI)/MI; 5: 1 DAI/MI;
6: 2 DAI/MI; 7:3 DAIUMI; 8:4 DAI/MI; 9:5 DAI/MI; 10: 7 DAI/MI; 11:10 DAI/MI; 12:

14 DAI/MI; 13: 20 DAI/MI; 15: 0 DAI/MNI; 16: 1 DAI/MNI; 17: 2 DAI/MNI; 18: 3 DAI/MNI; 19: 4 DAI/MNI;

20: 5 DAI/MNI; 21: 7 DAI/MNI; 22: 10 DAI/MNI; 23: 14 DAI/MNI; 24: 20 DAI/MNI.

técnica de PCR. Smalla et al. (1993), apesar de ob-
servarem a presenga de DNA de Pseudomonas
fluorescens em solo, apos cinco meses da infestagéo,
ndo conseguiram recuperar células cultivaveis em
meio, o que demonstra a presenca no meio de células
bacterianas ndo cultivaveis e de DNA intacto e pas-
sivel de deteccdo. Estas evidéncias demonstram a
necessidade do emprego de um conjunto de méto-
dos convencionais de isolamento com a detecg¢io
através de técnicas moleculares. Neste caso, somen-
te a PCR pode gerar resultados ndo-confidveis, pois
pode detectar o DNA de células mortas.

Quanto a sobrevivéncia de Xam na manipueira e
a utilizacdo deste residuo na agricultura, especial-
mente na cultura da mandioca, pelos resultados ob-
tidos no presente trabalho, observa-se que a
manipueira ndo serviu como fonte de indculo de Xam,
apos sofrer o processo de fermentagdo por um peri-
odo de 24 horas. Uma forma pratica e segura seria
esperar pelo menos um periodo de 72 a 96 horas apos
aextragdo da manipueira, para que ela fosse utilizada
para os diferentes fins, sem ser considerada um vei-
culo de disseminagdo de Xam. Essa medida deveria
ser tomada principalmente em areas de cultivo que
sofreram rotagdes de culturas, pois a manipueira ndo
serviria como fonte de inoculo inicial de Xam, para a
reinfesta¢do da drea, uma vez que essa bactéria pode
sobreviver no solo (Ikotun, 1982) ou epifitamente em
ervas daninhas (Dedal et al., 1980).

Conclusdes

1. O isolado de X. axonopodis pv. manihotis, re-
sistente ao sulfato de estreptomicina, sobrevive por
um periodo inferior a 24 horas.

2. Ha aumento da acidez total ¢ queda do pH da
manipueira durante o periodo de incubag@o.

3. A técnica do PCR ou BIO-PCR néo € eficaz na
monitoragdo da sobrevivéncia do isolado de
X. axonopodis pv. manihotis, resistente ao sulfato
de estreptomicina, em manipueira.
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