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METODO PARA DETECGAO DE Xanthomonas campestris pv. phaseolt
EM SEMENTES DE FEIJAO

Autor: PEDRO JOSE VALARINI

Orientador: Prof. Dr. JOSE OTAVIO MACHADD MENTEN

RESUMC

No Brasil; o crestamento bacteriano comum cay
sado por X. eampestrie pv. phaseoli tem sido incluido entre
as principais doengas do feijoeiro devido a sua ampla distrji
buigdo, a redugdo na produgido e dificuldades de  controle
agravadas peloc fato de seu agente causal ter a semente como
seu principal meic de disseminacdo e sobrevivencia. Conside-
rando que ndo se dispoem de métodos recomendados para detec-
¢ao de X, campestris pv. phasecli em sementes de feijao, no
Brasil, e gue & controle se basela, principalmente, nas ins-
pecoes de campos, O presente traballho teve como principal
objetivo, desenvolver uma metodologia eficiente para detec-
cao desse patdgenc, avaliar a sua imcidéncia em amostras de
sementes certificadas de feijao preoduzidas no Estado de Sao
Paulo, estabelecer correlac3o entre a ocorrencia do cresta -
mento bacteriano comum em campo com o transporte do patégeno
pelas sementes e determinar o seu efeito scbre a germinacao

e o peso de 100 sementes. Para tal, guatro técnicas de ex-
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tragado e trés métodos de identificagac do patdgeno foram
comparados a partir de amostras de isementes sabidamente por

tadoras do patogeno.

As técnicas de extrawgao da bactéria implica-
ram na imersdo em Agua destilada ou meio liguido esterili:=g
dos, de sementes moldas ou inteiras, com desinfestacao si-
perficial ou nao, em solug¢do de hipwclorito de sddia (1% de
cloro ative), que foram incubadas pox pericdos variavels de
2 horas, em temperatura amblente (sementes molidas) a 18-14
horas, a temperatura de 5-10°C (sementes inteiras). Os mé-
todos de identificagac comparados fiworam: inoculagao em plap
tas indicadoras, isolamento direto w«m meios de cultura 2
técnicas ?Erﬂligicas. Para a inocul@acac em folhas primariass
de plantas com 8 dias de idade, foram comparados trés cul-
tivares de feijoeiro (CNF 0010, Rosiinha G-2 e Cornell 49-142)
e tres técnicas de inoculacdo (agulhas miltiplas, incisdoc com
tesoura e injegdo no nd da folha primaria). Os meios nutriep
te-glucose-agar (NGA) e extrato de Ilevedura, peptona, gluco=-
se, amido solivel e agar (EPGA), acwescidas do antibibtice
cefalexina e do fungicida clorotalomil, nas concentracoes de
40 & 67 pgAl dos produtos comerciais, respectivamente, foram
incluides nos testes de isclamento direto. Com relacdo a se-
rologia, compararam-se as técnicas da microprecipitina em pla-

cas de petri e da dupla difusao em gel-de-agar.

Os resultados mostraram gque a detecgac de X,

campestris pv. phaseeli, incluindo & extragao através da imegp
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mersac em dgua destilada esterilizada de sementes inteiras

a 5 =10 por 18-24 horas e identificagdo do patdgeno atra-
vés de inoculagaoc em plantas indicadoras (cv. CNF 0010), por
incisao com tescura, foi o método mais adegquado para detec -
tar e guantificar o patogeno em sementes de feijao. Esse me-
todo apresentou-se eficiente para deteccao da bactéria em
um prazo relativamente curto (B-10 dias), de facil execugao,
baixo custo, com sensibilidade 0,1% & de alta especificidade,
permitindo a analise de cerca de 10 amostras/técnico/dia, o
que se sugere a sua aplicagac pratica em analises de rotina e,
possivelmente, em programas de certﬂfi:aq&c de sementes de
feijao. A germinag@o e o peso de 100 sementes foram reduzides
significativamente devido a presenga do patégenc na semente.
Ndo se verificou uma correlagdao consistente entre incidéncia
do patdgeno em campo e na semente. A maicoria das sementes cer
tificadas produzidas no Estado de Sao Paulo, durante os cul-
tivos da "seca” e de "inverno", em U988, e das "aguas" em
1988/6%9, foram portadoras de X. campestris pv. phasecli, em
indices variando de 0,1 a 1,1%, inéculo na semente gque pode
originar epidemias em campo, scb comdicgoes climdticas favora-
veis 3 deoenga, justificande mais uma vez, a conveniéncia da
aplicagao desse método para detecgac de X. campestris pv.

phaseoli em sementes de feijdo.
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METHOD FOR DETECTION OF XYanthomonas campesiris pv. phaseoli

IN COMMON BEANS

Author: PEDRO JOSE VALARINI

Adviser: Prof. Dr. JOSE OTAVIO MACHADO MENTEN

SUMMARY

In Brazil, common blight of bean caused by
Y¥anthomonas campesiris pv. phasgeoli has been included among
the major bean diseases because of its large distribution,
yield redﬁctiﬂn and difficulties of control. The importance
of this disease is increased by the bacterial survival and
ﬂisséminatian mainly through the seeds. Considering that
there is no recommended method for routine detection of this
bacterium in bean seeds and that, in Brazil, the control is
based mainly on seed field inspection,; the present work had
as maln purpose to develop efficient methodology for routine
detection of X. gampestris pv. phaseclt in bean seeds. It
also intended to evaluate the incidence of X. campestris pv.
phaseoli in certified seeds of common bean produced in the
the State of S3o Paulo, to investigate the correlation between
field common blight occurrence and the pathogen incidence on

seeds and to determine its effect on germination and 100 seeds

weight.
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Four bacterium extration technigques and thrae
identification methods were compared by using bean seeds
samples that were known to carry the pathogen. The techniqies
for bacterium extration constituted wf immersion of whole
on ground seeds in distilled water or sterilized liguid
medium with ou without previous seed superficial desinfesti-
tion with sodium hypochloride solution (1% active chlorine) .
For ground seeds, the incubation was at rcom temperature
during two hours and for whole seeds at 5-10°C during 18-21
hours. The following methods were compared for bacterium
identification: inoculation on indiciator plants, direct

isolation on agar media and serclogy technigues.

For selecting the besit cultivars and inocula-
tion technigues to be used, experimemts were performed with
B days old seedlings of CNF 0010, Ro:sinha G-2 and Cornell 19-
242 eultivars by using multiple needles, scissor incision
and injection at the primary leaf node. Glucose-nutrient-ajar
(GNA} and yeast extract-peptone-glucopse + soluble potato
starch and agar (LPGA) with the antilbiotic cephalexin and :the
fungicide chlorothalonil were used im direct isclation essiys.
Concerning serology, the microprecipitin in Petri dishes

and the agar-gel double-diffusion tewchnigues were compared.

A survey on the incidence of X. campestris pv.
phaseclt on bean seeds was carried owt using samples which
were harvested from inspected filields wf several locations o

the State of Sao Paulg.
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Results showed that the recommended method
for detecting and gquantifying X, campestris pv. phaseolt
in bean seeds was extraction by immersion of wheole seeds i
distilled and sterilized water, incubation HtE—lHnC for 18-24
hours and pathogen identification by inoculating indicator
plants of cv. CNF 0010 by scissor incision. This method was
efficient for detecting the bacterium in relatively short
time (B-10 days). It is of easy Eﬁecutinn, cheap, with
sensitivity of 0,1% and of high specificity; it allowed
to analise about 10 samples/technician/day. Therefore, its
application can be suggested for routine bean seed health
tests in certification programmes. Germination and 100 seeds
waight were significantly reduced by the bacterium in the
seeds. Cortelation between common blight incidence at fielc
and the pathogen incidence on seed was not clear. Most of the
certified seed produced in the State of Sac Paulo from 198§
dry and winter seasons and 1988/89 rainy season carried the
bacterium, the incidence levels wvaried from 06,1 to 1,1%. This
amount of inoculum in seeds may be encuch to develop epidenics
what justify once more the convenience of applying the methed
developed in this work for detection of X, campestris pv.
phasecli in bean seeds in order to reject lots carrying the

bacterium.
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0 feijac constitui um alimento bisico para a
populagac brasileira, devido ao conteiido proteico encontrado
nas sementes (15 a 33%)e aoc alto valor energético (341 cal/
100g). Apesar do Brasil ser considerado o maior produtor a
consumidor mundial de feijae, a produtividade média & baixa,
nac ultrapassando os 600 kg/ha, guando comparada aos rendimen
tos obtidos nos Estados Unidos, acima de 1600 kg/ha (POMPEUD,
1987). A previsac de produgac para 1989 de 2,5 a 2,7 mi=-
lhoes de toneladas (PROGNOSTICO AGRICOLA, 1988) sera dnsufi-
ciente para o consumo interno, havendo necessidade de impor-

tacao do produto.

Além da cultura do feijoeiro ser considerada
de alto risco, pode-se atribuir a responsabilidade dessa bai
xa produtividade a diversos fatores, desde a falta de incenti
vo ao agricultor tanto financeiro como tecnologico, principal
mente, na utilizagao de sementes certificadas e fiscalizadas,
até a inobservincia dos principios mais elementares de prati
cas culturais. A ocorréncia de moléstias destaca - se
como © mais importante fator, sendo que, em certos casos,

torna-se limitante & cultura (CAFATI, 1971;KIMATI, 1980 ).
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Entre as moléstias, o crestamento  bacteriano
comum causado por Xanthemonasd campestais pv. phaseold (E.F.
Smith) Dye, 1978 (DYE et alii, 1980) afeta a produgac de fei
joeiro em diferentes partes do mundo, particularmente nas re-
gites tropicais e subtropicais. Em pesquisas de campo no Cana-
d3, durante dois anos, foram registradas perdas na produgac de
graos, devidas a bacteriose, calculadas em 38% (WALLEN & JACK-
SON, 1975), Na Colombia, foram calculadas diminuicoes da pro-
dugao de 22 e 45% em culturas do feijao infectadas natural e
artificialmente com o agente causal do ecrestamento comum, res-

pectivamente (¥YOSHII et alii, 1976).

No Brasil, o crestamento bacteriang comum é
uma doenga de importancia econdmica, de ampla distribuican,
que vem causando grandes perdas em regibes umidas, com temperg
turas moderadas a altas (COSTA, 1972; KIMATI, 1980; RAVA, 1%84;
VIEIRA & SARTORATO, 1984; ATHAYDE & PACOVA, 1985; MENEZES, 1987;

BULISANI et alii, 1987}).

A semente & o meic mais eficiente de disseming
cac e sobrevivéncia do patdgenn, constituindo-se como fonte
de indculo primario & em condigoes de gerar novos focos de
infecgao; populagoes minimas de 16 - 10% e2lulas bacteriarnas/
semente podem produzir plantas infectadas em condigoes de cam-
po (WELLER & SAETTLER, 1980). Também, prevalecendc condigbes
climdticas favordveis de umidade e temperatura, o agente cau-

sal do crestamento pode dezenvolver-se tao rapidamente que






bastaria 0,5% de sementes infectadas para iniciar uma severa

epldemia na lavoura (WALLEN & SUTTON, 1965; KIMATI, 1%80).

Sendo a doenga considerada de controle proble-
matico, pela dificuldade em se cbter fnsisténcia ou tolerancia
nas cultivares de valor comercial, pela baixa eficiencia do
controle com produtos gquimicos e pelo sistema de cultive e
mais de uma época no mesmo ano (ZAFATA et alii, 1965), uma das
medidas de controle que tem trazido resultados satisfatorios,
consiste na utilizag3c de sementes com elevado padrac de sani-
dade (BULISANI et alii, 1987). Aliado a possibilidade de ocor-
réncia de epidemias em campo a partir de sementes com baixos
niveis de infecgio por X, campesinis pv. phaseolfl, torna-se
importante contar com métodos eficientes, seguros e rapidos pa
ra a detecgao do patdgenc em lotes de sementes destinados a no
vas culturas. Nesse sentido, os varios métodos gue tem sido em
pregados para a detecgdo de X. campestnis pv. phaseoli em se-
mentes de feiijiso apresentam variagoes quanto a sensibilidade,

especificidade e complexidade e poucos saoc guantitativos.

Levando-se em consideragdo a importancia do
crestamento bacterianc comum no feljoeiro para as condigoes
tropicais e nao tendo sido recomendados meétocdos para a detec-
¢ao do patdgeno em lotes de semente de feijaoc, a presente pes-

guisa teve os seguintes obijetivos:

a) Desenvolver um método de detecgac de X,

campedtadid pv. phaseofi em sementes de feiljao gque seja eficiep
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te, répido, especifico, de baixo custo, de facil execugaoc, guap
titativo, de alta sensibilidade e reproduzivel. Para tal, h3 ng
cessidade de uma técnica de extracac e um método de identifica-

L

gac da bactéria da semente,

b) Avaliar a inecidencia do patdgeno em  amos-
tras de sementes coletadas nos principais municipios produto -

res do Estade de Sao Paulo, cultivos de 1988 e 198B/1989, com

base no método desenvolvido.

c¢) Estabelecer a correlagac entre incidéncia

da bacteriose em campo com a presenca do patégenc nas sementes.

d) Determinar a influéncia da presenga da bac-

téria sobre a germinacac e o peso de 100 sementes.
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2. REVISAD DE LITERATURA
2.1, Crestamento bacteriano comum do feijoeiro

Das bacterioses de maior importancia que ocor-
rem no feijoeiro, o “"crestamento comum”, causado por
Xanthomonas campestrie Ppv.phaseoli, permanece como uma das
mais sérias e prevalentes doengas da cultura, em diferentes
partes do mundo (ZAUMEYER & THOMAS, 1957; HARRISON et alii,
1964; COSTA, 1972; CRISPIN & CAMPOS, 1976; BRAVA, 1984; ZAPA-

TA et alii, 1985 e VENETTE et alii, 1987).

Segundo ZAUMEYER & THOMAS (1557); o " crestamen
to bacteriano comum® fol reconhecido, primeiramente, am
1892 nos Estados Unidos por BEACH (1892). Em 1897, SMITH
(1901) descreveu a doenga e denominou © agente causal de
Bacillus phasesli (E.F.5m). Em 1301, o mesmo autor deu as
caracteristicas culturais do organismo e o transferiu para o
género Peeudomonas e, em 1905, para o género Bacterium, de
nominando-o de Hacterium phaseali. Em 1925, outro sistema
de classificacao foi proposto, definindo o patdbgenc COomo
Phytomonas phaseoli (E.F.Sm.), (BERGEY et alii, 1925). Mais

tarde, em 1939, esse génerc foi reclassificado guandeg, en-






tao, passou a se chamar XYanthemonas phasesclt [(E.F.5m.)Dows.,
1939, pelo fato de produzir um pigmento amarelo, a xantomcnadina
malis recentemente, YOUHG et alii (197B8) propuseram gue
diversas espécies de X¥anthomonas fossem classificadas como pa-
tovares de Yanthomonas campostris, Uma Vez gue as espécies e
sub-espécies deste génerc sac geralmente indistinguiveis em
provas morfoldgicas e biogquimicas, salvo por uma série de hos
pedeiros. Assim, no momento, os pesquisadores ja se utili
zam da nova nomenclatura, XYanthemonas campestris Pv. phaseols

(SMITH, 1897) Dye, 1978 (DYE et alii, 1980).

No Brasil, o crestamento comum foi asesinalado
pela primeira vez em 1953, no Rio de Janeiro (ROBBS, 5315
A partir desta data, tem sido registrado em todas as regices
produtoras de feijdo do pals. 0 seu agente causal foi descri’
to por ROBBS (1953) como XYanthomonas phateoli, em materiais
provenientes do Estado do Rio de Janeiro, sendo posteriormen-—
te, em 1965, determinada a presenca do "strain" fuscans , no
Estado de Sao Faulo, que diferia das demais, por produzir uma
pigmentacao parda em melo de cultura de extrateo de carne

(NAKAMURA & KIMATI, 1967; PARADELA FILHO & CARVALHO, 1967).

A similaridade de sintomatologia em campo, do
“crestamento comum" causado per X.eampcoatris pv. phaseoit e
do "crestamento fosco" causado por X,campestris pPv. phaseoll
var. fuscans(E.F.Sm.) Dowson (BURKHOLDER, 1930; SUTTON &

WALLEN, 1970) indica gue a diEErEn:iaqﬁn entra as duas
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doencas sb poderia ser feita através de isolamento e estudos
do agente causal (WALLEN & SUTTON, 1565; KIMATI, 1380). Em
nutriente-agar, & maioria das espécies de Xanthomonas tem
apresentado como caracteristica um pigﬁentn amarelo (xantomo
nadina), ndo difusivel, enguanto gue o "strain" fuscans dife
re pela producdo de um pigmento pardo difusivel em determina
dos meios (BURKHOLDER, 1930; ROBES, 1953; COETZEE et alii,
1960; WALLEN & SUTTON, 1965; MAKAMURA & KIMATI, 1967; DYE ,

1980; KIMATI, 1980).

Apesar de ser possivel a diferenciagac de am-
bas as doencas, sob determinadas condigbes, a maioria dos
trabalhos mais recentes faz referéncia somente ao crestamen-
to comum causado por ¥, campestrispP¥. phaseoli (RAVA, 1984;
VELASQUEZ & TRUJILLO, 1984; VENETTE et alii, 1987 e SCHARAD,
1988b) enguwanto que poucos mencionam as duas doengas separa
damente (ZAPATA et alii, 19B5 e BULISANI et alii, 1%87). Por
outro lado, CIAFLIN et alii, (1987) e SCHUSTER et alii (1987) referem-
se ap "crestamento comum" causado por X, campestris pV.phaseoli

incluindo o "strain" fuscans

0z sintomas da doenga aparecem na parte aérea
da planta, sendo gue, nas folhas, iniciam-se como peguenas
manchas umidas ou encharcadas, olecsas, verde escuro ‘e trans
licidas sobre a face inferior da folha. As lesdes crescen
de forma irregular, coalescem e a area necrosada torna-se mar

rom, apresentando aspecto de queimadura ou crestamento. Ge-






ralmente, na cﬂnfluéncia com a parte sadia da folha, pode-
se notar um estreito halo amarelado difuso e evanescente.Com
atagues severos pode ocorrer o desfolhamente da planta. No
caule, o sintoma pode ser observado na forma de esktrias ou
manchas encharcadas que evoluem adquirinde coloragac averme-
lhada. Pode ocorrer quebra da planta na regiaoc necrosada
devido a fﬂrmaqﬁu de cancros no primeiro né, e que arigina
uma fase da doenga conhecida como podridac nodal, Segundo
BURKHOLDER (19%21), o sintoma de murcha que pode ocorrer  em
plantulas, cauwsado por ¥, ¢, pv. phaseoli, € uma das evidéncias
da natureza sistémica da doenga. Um exame microscopico de
plantas raquiticas, embora sem lesces externas sobre folhas
e vagens, revelou que os sistemas vasculares do caule foram
invadidos pela bactéria e as sementes apresentaram-se com
manchas amareladas sobre o hile, indicandec gue o patdgeno pe
netrou na vagem através do sistema vascular. As vagens po-
dem infectar-se por via sistémica ou pelos estématos; neste
€asg, aparecem pegquenas manchas, inicialmente encharcadas e
transliicidas que, posteriocrmente, tornam-se avermelhadas e
ligeiramente deprimidas; freguentemente as lesoes coalescem
e se estendem ac longo do sistema vascular {( ZAUMEYER &
THOMAS, 1957; MOHAN et alii, 1%83. As sementes afetadas per
dem sua coloragao tipica, se enrugam, tomando um brilho de
aspecto envernizado ou podem nao avresentar gualguer sintoma
(LANDAETA, 1968; KIMATI, 1980). Em casos mais graves, as se

mentes apodrecem completamente dentro das vagens ou ficam re
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duzidas a tegumentos vazios e encarguilhados (ATHAYDE & PACOVA,
1985). Quando as sementes infectadas sao postas a germinar ,
o meristema apical das plantulas pode ser destruido acarretan-
do - lhes a morte ou dando origem a plantulas doentes que pro

duzem poucas vagens (VIEIRA & SARTORATO, 1984).

Embora os sintomas da doenga sejam usualmente
caracteristicos, eles podem ser confundidos aos de outras mo-
léstias foliares e de vagens do feijoeiro como o caso do cres-
tamento de halo { Fseudomonas syringae pv. phaseolicola): os
sintomas podem também ser parecidos com outros distirbios que
ocorrem na planta, como danos provocados por produtos gquimi-
cos, empardecimento fisiclégico, deficiéncia de zinco, injd -
rias devido aos agentes oxidantes do ar e diversos estresses

(SAETTLER & ANDERsEr'-s,l citado por TRUJILLO & SAETTLER, 1980 ;

CIAFLIN et alii, 1987).

2.2. Patogenicidade, sobrevivéncia, e dissaminaqﬁu de

Xanthomonae campesiris pv. phaseoclt

A patogenicidade de X. campestris pv. phaseoli
foi demonstrada em 1897 (ZAUMEYER & THOMAS, 1957). Num estudo

sobre a wvariabilidade do patbgenc, WATSON (1870) nao encoen—

1 SAETTLER, A.W. & ANDERSEN, A.L. Bean diseases and their control. In:
ROBERTSON, L.5. & FRASIER, R.D., ed, Dry bean production, principles
and practices. East Lansing, Michigan State University, 1978.p.172- 9
(Extension bulletin E,1251),
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trou diferengas consistentes em patogenicidade entre isclados
com e sem habilidade para produzir pigmente. As primeiras e-
vidéncias de variagao patogénica entre isolados de X,
campestris  PV.phaseoli provenientes ‘de diferentes regides
geograficas, foram obtidas por SCHUSTER & COYNE (1971) 2
SCHUSTER et alil (1973). Em investigagoes posteriores, EKPO
& SAETTLER (1976) verificaram que os isolados de X.campestris
PV. phageolti var.fuscane foram significativamente mais pa-
togénicas do gque os isclados de X. campestris pv. phaseold.
OLEAS ARIAS (1982), trabalhando com cince isclados de X.
aampes tris pv. phaseoli procedentes de diferentes regioes
do Estade de Sao Paulo, verificou gue os mesmos manifestaram
variagdoc patogénica, denominando-os de isolados altamente pa-
togénicos, de patogenicidade intermedidria e de fraca patogeni
cidade. RAVA (19B4), em trabalho conduzido com isolados de
X. campeatris pv, phaseoli , provenientes de diferentes pro-
cedéncias, demonstrou, através da avaliagao de sintomas, gue
o8 isolados do Brasil foram altamente patogénicos guande compa

radocs com os da Colombia, Estados Unidos, Uganda e Porte Rico.

As bactérias fitopatogénicas, em sua maioria,
sac aerdbicas e nao formam endosporos como ocorrem com Varios ou-
tros organismos. Sob condigoes adversas do ambiente, as cé-
lulas bacterianas entram em estado dormente ou hipobiotico
podem viver por longos pericdos sem exigir nutrientes e tem
maior aptidac para sobreviver em condicoes fisicas e guimicas

adversas do gque quandoc em plena atividade metabblica ( LEBEN,
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1974; SCHUSTER & COYNE, 1974). As fitobactérias do feijoeiro
sobrevivem, de um ano para o outro, em restos de cultura, no
sole, em plantas hospedeliras e, principalmente, nas sementes
(interna e externamente). 0O €xitoc da sobrevivéncia depende ,
em parte, da guantidade de inoculo produzida e da continuida-

de das culturas hospedeiras, (SCHUSTER & COYNE, 1977)

Xanthomonas campesiris pvV. phaseolt pode
sobreviver por muitcos anos em residuos de plantas doentes. Se
gundo SCHUSTER (1967) e KIMATI ({19280}, palha infectada com X.
ecampestris P¥. phaseoli , mantida na superficie do solo, foi
mais eficiente na sobrevivéncia da bactéria do gue aguela in-
corporada a uma profundidade de 10-20 cm. ZAUMEYER & THOMAS
(1957) constataram gque esse patégenc permaneceud em Campos on
de se utilizaram Eeﬁéntes sadias, sugerindo a possibilidace de
sobrevivéncia da bactéria no solo ou a existéncia de cutra
fonte de indcule (WELLER & SAETTLER, 1980), Por outro lado,
SUTTON & WALLEN (1970) nao conseguiram isolar X. campestris
pv. phaseoli incluindo o "strain" fuseans de amostras de so
lo ‘onde cresceram plantas infectadas de feijoeiro. Sequndo
VIEIRA & SARTORATO (1984) e ATHAYDE & PACOVA (1985), uma vez

gue o patégeno seja introduzido numa area, pode sobreviver no

solo e nos restos de cultura possivelmente por deois anos.

Na sobrevivéncia de X. ecampestris pv. phasesli
é importante considerar outros hospedeiros além de Phaseclus

vulgartis, Segundo SCHUSTER (1967), folhas infectadas de
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Amaranthus retroflezus e Chenopodium album apresentaram
"strains" patogénicos da bactéria, depois de permanecerem dez
meses no campo. De acordo com KIMATI (1980), a sobreviven-
cla dessa bactéria nos hospedeiros 4. retroflezuse Phaseolus
artropurpureue deve apresentar um papel importante nas con
digoes brasileiras, onde nac hid planejamento de rotacoes e o
cultivo do feijoeiro @ feito durante o ano todo na mesma &a-
rea. Além desses, foram descritos como hospedeiros Plaseolus
aoCCineus (NAKAMURA & KIMATI, 1967), Phaseclus mungo, P.
acutifelius, FP. angularis, E. lunatus, P. multiflorus, Vigna
ginensta, Gly~tne mar (ZAUMEYER & THOMAS, 1957} e Vigna
ediota, V. munge e Maeroptilium lathyroides ( MOFFETT &

CROFT, 1983) .

Sem dovida, um dos meios mais eficientes de
sobrevivéncia de X. campestris pv.phaseoli esta na semente
(ZAUMEYER & THOMAS, 1957; SAETTLER & PERRY, 1972; SCHUSTER &
COYNE, 1974). A sobrevivéncia na semente & tac longa guanto
a sua propria viabilidade, e poucas sementes infectadas po-
dem resultar em desastrosas epidemias (KIMATI, 1980). DiveE
sos autores detectaram bactérias em sementes armazenadas de
feijao. BURKHOLDER({1921) detectou a presenga de Y. campestris
pv. phaseoli, em sementes de feijao "Red Kidney" de dois a-
nos de idade e gue, sementes armazenadas por trés anos produ
ziram plantas com crestamento comum. Por outro lado, ZAUMEYER

& THOMAS (1957) isolaram a bactéria de sementes de feijan ar

14



.i.p.' -] '-_i.r" 4 s _..J'._H b dt™ i ] - k _._‘_I,-h_-l
e I-_ﬂliﬂ'l— — A et ety yeleSg s “““

. : | PR e iy & i e Ay 2 ™

. Bmaaas ARSI RN i et e e
I T bk A . Cevaal y—
e P § fome—— i | b el | |l

B 12 Bl S R R e e

L e T P : - hd by ol T

S i ul,...p', r R e

T ST T R . - Wil e — ‘l

'_IF. E 1 U] Ly e e - ‘



mazenadas durante dez anos. De igual forma, BASU & WALLEN
(1966) estabeleceram gue a bactéria permaneceu viavel na 5€
mente de feljao por trés anos, a temperatura variando de 200
a 35°C, enquanto gque SCHUSTER & SAYRE *(1%967) isclaram a bac-
téria de sementes armazenadas por guinze anos a l09C (SOIUSTER
& COYNE, 1974). o inbcule de X. eampestris pv. phaseoli
pode localizar-se tanto externa como internamente no tegumen
to ou ainda, algumas vezes no embriaoc da semente, apds a pe-
netracao no sistema vascular (SCHUSTER e COYNE, 1974 ;
NEERGAARD, 1979; ALVAREEZ et alii, 1979; WELLER & SAETTLER,
1980; VELASQUEZ & TRUJILLO, 1984; MENTEN & BUENO, 1987; RAT,
1988c) . Segundo CUNFER(1988), a localizagac de patogenos
bacterianos scbre ou dentro da semente € resultado de varios
fatores, entre os quais, o local através do gual o hospedei-
ro € infectado, o tempo de infecgao em relagdo ao desenvolvi
mento da semente e as condigdes climaticas predominantes. As
gim, & possivel gque a variagac de periodo de scbrevivéncia do pa
tégeno na semente pode estar relacionado com as condighes de

armazenamentc da semente e a localizagao do patdgeno.

Além da importdncia na sobrevivéncia, as semen
tes constituem o meic mais eficiente de transporte ou disse-
minagao do patdgeno tanto interno como externamente, princi-
palmente a longas distancias,® @n importante fonte primaria
de inbtculo no campo (SCHUSTER et alii, 1973; NEERGAARD ,1979) .

Assim,se as sementes portadoras do patdgeno determinarem fo
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cos de infecgdaoc na mesma area, na vizinhanga ou em areas dis
tintas, diz-se gque ocorreu transmiss3c do patdgeno, podendo
neste caso, resultar em epidemi:z, se as condigoes climiticas
forem favordveis e a cultivar for suscetivel. Além disso,
a transmissdo de patdgenos por sementes € reconhecida como um
excelente método pelo qual os fitopatSgenos sao introduzidos
em novas Areas, sobrevivem na "usénecia' de hospedeiros e,
sao selecionados e disseminados como ragas especificas a de-

terminados hospedeiros (MENTEN & BUENO, 1987).

Para avaliar a eficiéncia da semente como veicu
Lo de disseminagac e transmissic de patdgeno, estudos realiza
dos no Canada, mostraram gue 0,5 de semente com £f.campestric
Pv. phaseold, ou ,01% = sementes portadoras do
patSgenc por hectare, no caso d¢ crestamento de halo! Psewdomo-
monas syringaepv. phaseolicola ), byram saficientes para iniciar u
ma epidemia na lavoura de feijoeiro, guando prevalesceram con
digoes climdticas favoraveis de ymidade e temperatura (WALLEN
& SUTTON, 1965; KIMATI, 19%B80). JALKER & PATEL (1964) e
GUTHRIE et alii (1965) determina:am que 0,02% e 0,006% de se-
mentes portadoras de P, syringae pv.phasecliceola ¢ YEs-
pectivamente, foram capazes de inciar pesadas infecgces de

campo e severas perdas sob condirdes glimaticas apropriadas .

2.3. Contrele do crestamento bacteriiano comum do fei-

joeire

Dentre as diversas aestrat@&glas de controle do

14
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crestamento comum, incluem-se préticas de rntaqi:l de cultu-
ras, eliminacdo de restos de cyltura, aracdo profunda do =0
lo, irrigagao no sulco de plantio, utilizagao de sementes s5a
dias, tratamento de sementes oy aplicm;iﬂ foliar de bacteri-
cidas e, a longo prazo, o emprego de cultivares tolerantes e
ou resistentes (KIMATI, 1980; VIEIRA & SARTORATO, 1984;KULIK
& STANWOOD, 19B4; ATHAYDE & PACOVA, 1985). Praticas cultu
rais de controle, incluindo rntaqip der culturas e uso de se-
mentes livres do patbogeno, nac sao usadas em regiﬁes onde a
cultura de subexisténcia & prevalente (WEBSTER et alii, 1380).
Qualguer controle mediante © uso de praticas culturais nac
elimina o patigeno, mas auxilia na ddminuicac do  inbculo

(ATHAYDE & PACOVA, 1983).

Os produtos gqulmicos, sejam aplicados em trata
mento de sementes ou em pulverizagoes, tem controlade algu-
mas doengas fingicas, mas apresentam limitade sucessoc com
doengas bacterianas (SCHRAD, 1382 e 19i83), incluindeo o cres=-
tamento bacterianc comum do fe.joeiro (SAETTLER & POTTER .
1967; WELLER & SAETTLER, 1976; RALPH, 1977; WEBSTER et alii,

19801

0 tratamento de iementes para o controle de
patouenos bacterianos ten sidlo ineficientes por
causa da necessidade de se redizir a i.nfecg3o a niveis mu i
to baixos, visto que, sob cond.goes faworaveis, ocorre a dis

seminagac secundaria (CROSSE, 971) e as medidas de controle

L.J
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tornam-se inadequadas "(RALPH, 1977).

Embora o enprego da resisténcia genética, por
ser o método mais prEticn e economico ¢l controle do cresta -
mento comum.tenha grande potencial (RAWA et alii, 19390), a mo
léstia pode ser considerada de eontrole prnbleméticn, pe
1a dificuldéde em se cbter registéncia ou tolerancia nas cul-
tivares de valor comercial, porgue hi wm amplo espectro de
plantas hospedeiras do patbgeno, pela Baixa eficiéncia de con
trole por meic de pesticldas e, tamb&m, pelo siste-
ma de cultivo em mals de uma Epoca no mesme ano, pnﬁsibilitaﬂ
do a sobrevivéncia e mesmo a multiplicagac da bactéria| BULI-
SANI et alii, 1987). Embora s resistémcia genética tenha 81
do itil no controle, nem semp-e esta disponivel [SCHAAD,1988a).
Sequndo ZAPATA et alii (1985), o controle do crestamento co=-
mum & dificil devide ac patbgsno ser transmitido por sementes

e ter alta capacidade de scbravivéncia.

Tradicionalment:, o controle das fitobactérias
transmitidas por sementes, no; palses pyrodutores, se realiza
com base em programas de EEIt_fica;En die sementes, 0s guais
asseguram materiais livres do patogenc (SAETTLER & PERRY,
1972; EDNIE & NEEDHMAM, 1973; rOPELAND et alii, 1975; RALPH ,
1977; WELLER & SAETTLER, 1980, WEBSTER w2t alii, 1983). Esta
tem sido a melhor estratégia le controlie das doengas bacte-

rianas transmitidas por semenies (RAT, 1988b).

RALPH (1977) suteriu que «devido a baixa efetivi
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dade do tratamento guimice das sementes, © controle dos patd
genos bacterianos do feijoeiro deveria ser centralizado sob
medidas de exclusao do inbcule primario, através de esguemas
de certificagac de sementes combinado com o uso de bacteri-

cidas em tratamento de semeéntes.

BULISANI et alii (1987) consideraram gue a me-
dida de controle do crestameanto comum gue tem trazide resulta
dos satisfatérios € a utilizacio de sementes com elevado pa-
drac de sanidade, isto &, ajuelas produzidas em regides de
clima seco onde as condicoe: sic desfayoraveis ac desenvolvi-
mento de X, campestrispv. piasecli , asisociada a rotagac de
culturas. Controle cultura como rotag@o, aplicagdo foliarde
fungicidas, tratamento de sementes ou o uso de sementes produ
zidas em climas Eemi.-ériﬂns, tem sido usados com limitado su

cesso (SCHAAD, 1988a).

No passado, as inspegCes wisuais de campo fo-
ram requeridas para varios frogramas de certificacac de se-
mentes, tendo auxiliado na Eliminaqﬁﬂ de: muitos lotes de se
mentes altamente infectados, mas certamemnte nao dgqueles com
baixos niveis de infecgdo D fato, em Mlichigan, 25% ‘dos lo-
tes de sementes certificadas de feijao ciontinham sementes in-
fectadas por X. ecampestris pr. phaseoli (COPELAND et alii,
1375). Na California, os prigramas de certificacac de semen-

tes nao foram suficientes pira garantir lotes de sementes 1%

vres de P, syringae pv. phegeoclicola uma vez gue severas






epidemias de crestamento de hale tem ovcorrido, mesmo em cul-
turas originarias do uso de sementes certificadas de feijao

(GROGAN & KIMBLE, 1967).

Ma3o hi diivida gue as ingpegbes de campo gao
de valor em esguemas de certificacan de sementes, mas alguns
cuidados devem ser tomados., CAFATI & SAETTLER (19B0) cita
ram gue cultivares de feijoeirec resistentes a Y .campestris
pv. phasecli podem ndao mostrar sintomas de crestamento co
mum no campo, porém, o patﬁgenn pode estar presente na se-
mente e ser transmitido. SAETTLER et alidi (1381) sugeriram
que as inspecoes de campo para controle de P, syringas pv.
phaseolicoleem feijdo foram parcialmente teis na eliminagao
de infecgio de sementes, visto que, epidemias do crestamento
de halo ocorreram occasionalmente em campos plantados com se-
mentes de cultivares tolerantes e consideradas livres do pa-
togeno, Outro fator que pode reduzir o swcesso das inspe
¢oes de campo, € o fato de que sintomas de doengas fitobacte
rianas cujo patbgeno € transmitido por Sementes podem ser
mascarados por outras doengas (SCHAAD, 1982), como no caso

de alguns fungos em feijdo, gque podem prowocar sintomas pa-

recidos com os ocasionados por bacterioses (LANDAETA, 1968).

Apesar do crestamento bacteriano ser considera
do uma doenga se importdncla para o Brasill, principalmente, no
cultive de feijao das "aguas" e, gue pode causar danos seve-

ros nas regides de altas unidade e temperatura (VIEIRA &

18
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SARTORATO, 1584; BULISANI et alii, 1987), praticamente nao
existe nenhum estudo de avaliagdo do indculc presente na se-
mente, o guanto & transmitido e passa a se constituir em fon
te de indculo no campo (planta doente), podendo iniciar uma

epidemia.

Sequndo NEERGAARD (1979), mais de 45 bactérias
fitopatogénicas sac transmitidas por sementes. Portanto,sao
de grande importancia econbmica e poucas sac as doengas bac-
terianas que podem ser controladas no campo. Com o aumento
do uso de sementes melhoriadase aampla distribuigaoc e inter-

cambio de sementes por viz adrea, tem side necessdrio inten-

sificar o controle das bactérias de sementes, principalmente,

tratando-se de patdgenos ce disseminacap rdpida gue provocam
enfermidade de "cardter explosive". Correntemente, onze pa-
togenos bacteriancs de senentes sio cgnﬁrnladnﬁ por diversos
paises da Eurcopa, entre os guais estd imcluideo X. campeatris
pv. phaseoli . A Organizagdo de Protegac de Plantas da Eu
ropa e Mediterraneo (EPPO) definiu dois tipos de organismos
para guarentena: A-1l, gue incluem patdgenos nao presentes na
regido e A-2, que incluem agueles presenmtes mas sujeitos as
medidas fitossanitdrias internacionais para previnir a disse
minagac do patdgeno (SCHAAY, 198Ba). No Brasil, segundo
SOAVE & MORAES (13987), o esrtificado fitossanitdrio ROMA, es
pecifico para quarentena, 3 emitido pelo Servigo de Defesa

Sanitaria Vegetal do Minis:&rio da Agricmltura. Este certi-

19.



— G
s nswi o ng prdd | e 6500

s l-- ¥ RS —— -I'-r.
] 1 = 'i
<y AARAT TR
- I.'.II )

- hipied b bore
oy v N (] r'r'!q"r"ll'll'r'!llil'
:' |.--'_.I-1I!I.lI —a b‘]l l__‘_"_.'T s,
;s '-; b | AR IS
P a |__-_|'-'. - = = _- :u‘l:'t'ﬁ

r
e
B

: )
ﬁ- - i '—“#Q‘M
) —:;H‘ 4 4 Mkie=ih Ll"ﬂl}-ﬁnrﬁr

lmmn hun_...:..:..-""‘l:llr m*ﬂqw
R = | TIC SR S
.' L ] ._"." _".."_*F" \‘H“'—-ﬂ*—; ‘E.

"y '
11 _‘u £ | gl il s ;.a.-#nvﬁhﬂﬂtr

iy ﬁbumruﬁuml{'“'-
. A SIS LTS nw
e bheas' &l J-bihlaﬂlilh

i

3

LI} TR | "1.1-it|--1."-"-1--|,' L |
- L A N T L

|r

W= ""—Jl.t*tl

APy - — 1Y | u-‘ﬂ}#'
DTN e

B 8s "'-1'";” ""‘"Lﬂu“'
T +-"* 1 TR

I i ll.‘:ull.- _ l*# "1.
_r.::._'-'um'_l“_l’-

i '_.T.: . H'LTT! :Tvi “t ..



ficado diz claramente gue o lote de sementes se encontra pra
ticamente livre de doengas e prégas nocivas e que esta de a-
cordo com a legislagdc fitossanitdria do pals importador. E
evidente gque o valor deste documento depende dos testes de sa

nidade utilizados para anilise das sementes,

2.4, Métodos de detecgac de Xanthomonas campestris PV -

phaseoli em sementes de feijao

Além das inspegfes de campo gque sao feitas pa
ra observagac de sintomas de plantas, & necessirio conhecer a
condigao de sanidade das sementes, submetendo-2s a andlise
fitopatoldgica em laboratdrio. Esta analise € o procedimen-
tc mais segure de determinar se as sementes estao  transpor-
tando bactérias (LANDAETA, 1968). ©Um importante fator nos
programas para fornecer sementes livres de patbgeno, & a dis-
ponibilidade de um mé todo seguro para detectar sementes por
tadoras. Os testes de sementes podem ser fundamentais para
o controle de bactérias das mesmas, fornecendo informagoes pa
ra a expedigac de certificados de sanidade e sobre a necessi-
dade de um tratamento para erradicar um patdgenc  especifico
bem como a necessidade de quarentena. Além disso, devem ser
reproduziveis, econdmicos, rapidos (SCHAAD, 19'88) e de alta

gsensibilidade (RAT, 1988c).

Diversos métodos tem sido  desenvolvidos para

20






teste de sanidade de sementes visando a detecgdo de bactérias
fitopatogénicas, os guais, com leves modificagdes, podem ser
adaptados para detectar a presenca de diferentes bactérias
de sementes (GUTHRIE et alii, 1965; PARASHAR & LEBEN, 1972 ;
SHEKHAWAT & CHAKBAVARTI, 1979; SCHAAD, 1982). Para o caso de
sementes de feijao, visando detectarX.cawpestris pv. phaseoli,

varios métodos tem sido empregados, tals comos:

1. Inspegac de sementes para sintomas visiveis

B um teste conduzido juntamente com a analise
de pureza. As sementes classificadas como puras devem s&r -
xaminadas, visando encontrar sinais ou sintomas indicativosdaa
presenga de microorganismos. Considerando gue as sementes po
dem apresentar sintomas de diferentes intensidades, a amostra
deve ser examinada com auxilio do microbcbpio estereoscdpico
com poder de ampliacdc de até 60 x (LUCCA FILHO, 1987). Para
detectar JYanthomonas canpestris P“'FHHEEGH.AHDERSDH et aliil
(1570) usaram a inspecac visual de sementes de feijdo seguido
de inoculagao por injeg3 em plantas hospedeiras com liguido
extraido de sementes imersas em dgua por 24 horas. Segundo
NEERGAARD (197%9), algumas vezes, esse patogeno do crestamen-
to pode ser detectado em gsementes de feijido pela presen
ga de massas de células npa drea do hilo da semente. De acor
do com LUCA FILHO (1987), embora esse método permita obter u-
ma rapida informagaoc ,soire o estado sanitario das  sementes,

nio requerendo equipamertos sofisticados, mostra somente os
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patOgenos causadores de sintomas visIveis externamente. Além

disso, nac oferece informagio sobre a viabilidade do patdgenoc.

2. Usc de bacteridfagos

A contagem de fagos em placas ou método de
KATZINELSON (1950), consiste em se determinar a concentragao
inicial de particulas do fage em uma preparagac, e adiciond -
las a macerados de sementes ou sementes Integras em meios 11-
quidos. ApSs um pericde de incubagao de 24 horas, o meio 1li-
quido & filtrado e espalhado em placas com camadas de agar
previamente inoculadas com bactéria indicadora. Um aumento
na contagem de fagos (placas de lise), acima de 100 vezes, in-
dica a presenga do patdgeno na amostra. Esta técnica tem si-
do utilizada por KATZNELSON (1950); KATZNELSON et alii (1n54);
WALLEN & SUTTON (1965); TAYLOR (1970); EDNIE & NEEDHAM, (1973)
e TRUJILLO & SAETTLER (1979), para detecgdo de bactérias em
sementes de feijao. E um método simples e rapide, de grande
sensibilidade e eficiénecia, que pode ser aplicado em testesde
rotina, utilizando grande nimero de amostras (TEMPE, 1970;
KIRALY et alii, 1974); nao envolve equipamentos sofisticados
e onerosos, além de ser facilmente avaliade. Embora os en-
salos com bacteriéfageos sejam altamente sensiveis, detectando
infecgoes em sementes de feijao de 0,01%, consomem tempo, le-
vando de 10 a 14 diaspara se chter ‘os resultados (MALIN et alii,

1983). Além disso, oferecen algumas outras desvantagens co-
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mo a sensibilidade decrescida em presenca de grande nimerode
bactérias saprofiticas (EDNIE & NEEDHAM, 1973; LUCA FILHO,
1987), e a falta de bacteridfagos ativos e especifices para
as bactérias gue necessitem ser detectadas (SCHAAD, 19%82).De
acordo com DESCHODT & STRIJDOM (1979), o metode tem sido fre
gquentemente empregado para identificar os patogenos envolvi-
dos apds isolamento. Por outro lado, SCHAAD (1987) relata
gue por este método, o patdgeno pode ser identificado dire-

tamente no liguido contenda a semente.

3. Teste de crescimento (“"growing-on test")

Este teste se baseia no crescimento de plantu-
las, inicialmente em subatrata esteril, e nhservagan do de-
senvalvimenté de sintomas nas plantas que, freguentemente ,
sac cultivadas até a maturaqﬁc. Esta técnica ten sido empre
gada para a detecgao de patbgenos de feijao (GROGAN & KIMBLE |
1967; SCHAAD, 19B2; WEBSTER et alil, 1983) e cferece a peossi
bilidade de se determinar a transmissao da bactéria via se-
mente. Entretanto, nap & adequadc para avaliar grande name-
ro de amostras de sementes, pois requer grande espago fisi-
co em casas de vegetacao, além da necessidade de periodo pro
longado de tempo para cbter a resposta. Problemas com ex-
pressao de sintomas devido a outros patogenos e falhas na
germinaqén podem ocorrer, dificultando a avaliaq&n ({SCHAAD,
1987; RODRIGUES NETO, 1988). Dewido ds limitagoes, o teste

de crescimento tem sido pouce usado em rotina. Todavia, par-
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ticularmente para as inspecSes guarentendrias de planta, o
método & indispensdvel para detecgdo de importantes doencas
cujos patSgenos sdo transmitidos por sementes e podem se dis
seminar rapidamente em novas &reas, como € o caso de L

aampestris PV. phaseoli em feijac. (NEERGAARD, 1979).
4, Teécnica de isclamento direto

Consiste na moagem de gquantidades variaveis de
sementes a seco e incubacao por duas horas em &gua. Em se-
guida, aplicando a técnica de diluigao e transferéncia da
suspensac obtida para placas com meio B de King (KB), obtem-
se as colonias,que s3o identificadas como Pseudomonas syringae
PV.phaseolicola através de bacteridfagos especificos (TAYICR ,
1870), E um método gue nao reguer equipamentos sofisticados
e caros, € nem conhecimentos especializados para identifica-
¢ao dos isolados, além de possibilitar o teste de amostras
de sementes de grandes tamanhos. Também, o método & de facil
execugan, acurado, rapido (guatro dias) e gquantitativeo, por-
que estima a porcentagem de sementes portadoras de patégeno.
Porém, a técnica & de limitado sucesso uma vez que sendo o©
meioc KB nao seletivo, dificulta a detecgac de patdgeno em
amostras de sementes com baixos niveis de infeccao (TAYLOR et
alii, 1979 ). Sequndo TAYLOR (1970), esta técnica de isolamen-
to direto, pode ser usada para detectar outros patégenos bac-
terianocs de feijao. Nesse sentido, EDNIE & NEEDHAN (1973) u-

tilizaram a mesma téenica, modificada, para a detecgio de -
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campestris Ppv. phaseolt, usando para a identificagao, além
do bacteriffago, a inoculagdo em plantas indicadoras. Essa
técnica detectou niveis baixos de infecgdo tais como 1 se-

mente portadora do patégenoc em 10.000 sementes sadias. Una

25

variagao desta técnica,foi descrita por SAETTLER & PERRY(1972)ten

do como principio, a incubagao de sementes inteiras em 3Agua
destilada esterilizada, durante 12-36 horas, fazendo-se pos-

teriormente, diluigoes sucessivas, e cultive sobre placas com

meio YDC (Extrato de levedura - 10 g, dextrose - 10 g, CaCoy=

2,5 g, agar - 15 g/1 de agual. As colbnias produzidas foram
identificadas mediante provas bioguimicas e de patogenicida-

de .

5. Incculacao-de plantas indicadoras

Nesta técnica de inoculagao em planta indica-
dora ou teste de patogenicidade, geralmente utilizam-se co-
mo indculo, culturas isoladas em meios artificiais ou suspen-
sd0 obtida POT imersdo de sementes com cu sem assepsia em gua destila
da esterilizada ou meios liguidos, sob condigGes variadas;ob
serva-se, posteriormente, a sintomatologia produzida. A ino
culagac pode ser realizada de viArias maneiras: por meio de
injecac, infiltragao a vacuo, atomizacao, agulhas miltiplas,
etc. A técnica tem se mostrado itil na detecgdc de fitobac
téerias em sementes de feijao, especialmente X. campestris
pv. phaseoli (SAETTLER, 1971; SCHUSTER et alii, 1979;
SCHWARTZ & LEGARD, 19B82; WEBSTER et alii, 19%83). A técnica

pode apresentar as seguintes limitactes: tempo (10-14 dias),
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sensibllidade, espagco'e infra-estrutura (SCHAAD, 1982 e 1987).
Também, por ocasiao da inoculacgac, deve ser levado em conside-
ragao a possibilidade do aparecimento de sintomaz atipicos e
o fato de algumas fitobactérias, como do genero Psesudomonas

elicitar reagbes em muitas plantas nac hospedeiras, guando
as mesmas forem cultivadas sob condigbes nao favordveis ou as
dosagens de indculo forem altas (SANDS et alii, 1980}, AlEm
disso, sintomas produzidoe por ocutros agentes de sementes, co-
mo fungos, devem ser prevenidos (RODRIGUES NETO, 1988). A sen-
sibilidade & baixa, sendo necessirias populacgtes minimas de
103 ou 104 ceélulas bacterianas/ml para produgac de sintomas

em plantas em condigoes de campo (RAT, 1988b).

Segundo WALLEN & SUTTON (1965), o emprego de
testes de innculagih em plantas indicadoras, em programas de
rotina, @ essencial para situactes onde noveos "strains" do pa-
togeno, podem aparecer como o ccorrido em 18961, em Ontario,

com X. eampestris Ppv. phacesli em feijoeiro.

Para examinar a especificidade das reagoes ao
crestamento comum, SAETTLER (1971) inoculou plantulas com um
grande nimero de bactérias do feijoelro, patcgénicas ou nao.

Somente plantas inoculadas com liquido extraide de  sementes

de X. campestris pv. phaseoli desenvolveram sintomas da
doenga. Particularmente interessante foi gue nenhum dos 74
isolados de bactérias "contaminantes"” de sementes produziu

sintomas. Tais bactérias s3o representativas dos contaminan
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tes encontrados em ensalos de programas de feijdao gue poderiam
interferir com o diagnostico cultural e serclégico dos orga -
nismos causadores de crestamento. De acordo com SCHAAND (19B2),
a grande vantagem do método de inoculacac em plantas & que
o desenvolvimento de sintomas caracteristicos fornece eviden-

cias diretas do patogenoc (RAT, 198Bb; SCHAAD, 1987).

A detecgdo de bactérias de sementes por reagao
de hipersensibilidade em folhas de fumo fol descrita por
KLEMERT (1983). Por éssa técnica, o tempo de investigaqén pa
ra identificar o patbgeno pode ser reduzido de uma semana pa-
ra varias horas { Pseudomanas fitopatogénicas, de 6 a 10 ho-
ras e Xanthomonas, de 10 a 24 horas), com a sequranca de gue

bactérias saprofiticas nao sao capazes de induzir essa reagao.

A técnica de enriquecimente por infiltracao a
vicuo da infusao obtida a partir de sementes ("Dome test")
empregada em ensaios para detectar patbgenos bacterianos de
sementes de feijao fol essencial guando a infecqgac foi baixa
nas sementes (DHINGRA & SINCLAIR, 19%85). Embora LAHMAN &
SCHAAD (1985) tenham criticado esse teste, segundo o gual lo-
tes de sementes de feijao livres do patdgenc foram declarados
portadores do mesmo,VENETTE et alii (1987) concluiram  que
o teste representa uma estimativa do inbculo inicial e a alta
correlacdo entre os resultados obtidos pelo "Dome test" e pe-
los testes serolégicos, indica que o teste pode ser itil co-

mo procedimento presuntivo para detectar patdgenos bacteria-
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nos de feijao.

6. Técnicas serolégicas

Diversas técnicas serologicas tem sido utiliza
das para a deteccgao de bactérias em sementes desde as mais
simples como aglutinagac em laminas ou placas (microprecipiti
na) e imuncdifusdo em gel, até as mais sofisticadas como imu-

noflucrescencia & ELISA.

Microprecipitina em placas

Na aglutinag3o, gquantidades definidas de uma
suspensac bacteriana e de antissoro sao colocadas em contato,
na superficie de uma placa ou l3mina. ApSs um periodo relati
vamente curto, de afqumas horas, observa-se a formagaoc ou nao
de um precipitado (ROMEIRO & FUKUDA, 1983 ; RODRIGUES NETO,

1988} .

Imunodifusdo em gel-de-agar

Na imunodifusao em gel de agar de Quchterlony ,
tanto a suspensao bacteriana come o antissoro sao colocados
em orificios préximos feitos no agar. As subst3ncias migram
através do agar e ao se encontrarem, formam cu nac as linhas
de precipitagao gue poderac ser de identidade, identidade par
cial ou nao identidade (KIMATI, 1975: NEERGAARD, 197%5;

RODRIGUES NETOD, 1988).
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Imunofluorescéncia (IF)

Baselia-se na marcagao (direta ou indireta) dos
anticorpos com uma substancia fluorescente como,por exemplo,
isotiocianato de fluoresceina. Quando o anticorpo conjugado
& combinado com a bactéria, sua presenga & visualizada ac
microscopio (com fonte de luz UV) com um halo fluorescente
envolvendo a célula. Na IF direta,a subst3ncia fluorescente
& conjugada diretamente com os anticorpos produzidos contra
a bacté8ria, enquanto gue na IF indireta, a bactéria & "reves
tida" pelos anticorpos obtidos pela imunizac3o de coelhos: An-
ticorpos produzidos em ovelhas contra as imunoglobulinas de
coelhos saoc entac conjugadas com  fluorescéncia e wisualiza-
dos gquando se ligam a gualgquer anticorpo aglutinado 3 célula

bacteriana (RODRIGUES NETO, 1988).

Teste de ELISA ( "enzime-linked immunosorbent

assay")

0 procedimento deste teste @ comparavel a IF,
porém, o marcador & uma enzima gue pode ser a fosfatase alca-
lina. Portanto, as gama-globulinas do antissoro sao conjuga-
dos a essa enzima e, na formagac do complexo antigenc-anticor
po {uma reagao especifica), a guantidade de enzima mais anti-
corpo fixada & evidenciada pela mudanca de cor na placa de po
liestirenc gue contém as proteinas. A intensidade de coloragac

€ uma medida da quantidade de anticorpos fixados (RODRIGUES
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NETOQ, 1988).

As técnicas serolbgicas mais simples, como aglu
tinagao e imunodifus3oc em gel, tem sido usadas para identifi-
car Pseudomonas syringae pv.phaseolicola em culturas enri-
quecidas de sementes de feijac (GUTHRIE et alii, 1965;TAYLOR,
1970; NEERGAARD, 1979%9). Essas técnicas mostraram ser ripidas,
especificas e empregadas frequentemente para identificar o=
patbgenos de sementes apds o isolamento (DESCHODT & STRIJDOM,
1979; RAT, 1988a). Sequndc SCHAAD (19B2) e MALIN et alii
(1983}, a técnica da imunodifus3oc apresenta limitagoes  COMO
baixa sensibilidade e maior consumo de tempo para cbter os re
sultados (mais de 40 horas),especialmente guando numercsas amos
tras sao testadas simultaneamente; a IF & mais sensivel e ne-
cita menos antissoro, permitindo visualizar rapidamente as
reagoes de aglutinacao (28 horas), porém, reguer um antissoro
mais especifico que nas técnicas mais simples. ©Os testes se-
roldgicos de isolados de sementes, através da dupla difusao
em gel de agar, permitiram identificar X. ecampestris PV.
phaseolt com alta especificidade, sugerindo possivel aplica
gao pratica em trabalhos de certificacgdo de semeﬁtes de fei-

jao (OLEAS ARIAS, 1982).

Melhorias adicicnais na sensibilidade das téeni
cas serolbgicas tem sido obtidas através do uso da IF direta
ou indireta (SCHAAD, 1978; MALIN et alii, 1983) com a vanta-

gem do uso da técnica indireta pelo fato de que o conjugado
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pode ser utilizado para todos os antissoros produzidos em coe
lhos. Portanto naoc hd necessidade se se conjugar cada antis-
soro obtido, como no método direto (RODRIGUES NETO, 1988).
MALIN et alii (1983), usando a IPF indiieta, relataram a detec
G¢do de X.campestrispV.phasecli em sementes de feijdo a ni-
veis de infecgdo t3o baixos guanto 0,01%. O teste leva 28 ho-
ras, que & um perlIodo curto,comparado com 14 a 21 dias reque-
rido para o teste de patogenicidade, n3o sendo necessario ca
maras de crescimento ou espagos fisicos em casa de vegetacdo.
Segundo 0s autores, houve indicagaode gque a IF indireta combina
da com uma ou mais inspecgies de campo para detecgioc de sin-
tomas do crestamento comum, em um programa de certificaqéu de
sementes, auxiliaram na eliminacao de lotes de sementes porta

doras de Y. eampestris pv. phaseoli.

De acordo com KULIK (1984), técnicas serologi -
cas como ELISA e IF,; para detecg&u de bactérias em sementes,
exigem um nivel maior de conhecimento para interpretacac dos
resultades, reagentes especializados e, algumas vezes, utili-
zam instrumentos caros. Qutra desvantagem & gue o antigeno e

nao o patdSgeno, gue estd sendo detectado.

Segundo VAN-VUURDE (1987), a IF tem demonstra-
do seu valor potencial para detecgac de patdgenos bacteria-
nos de semente de feijao, entre os gquais X. ecampestris
Pv.phageoli e P, ayringae pv. phasecliecla . As  vantagens

para aplicag&n em rotina consistem em obter resulta-
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dos dentro de 5 dias, baixo custo e técnicas com limitade
treinamento. O principal risco é a ocorréncia de reagbescru
zadas entre antissoros e microrganismos saprofiticos. Embo
‘ra SCHAAD (1982) e RAT (19B8b} cnnsiﬂérEm gue muitas técni
cas seroldgicas podem ser usadas para a detecgao de patdge -
nos, IF e ELISA sac mais apropriadas pela rapidez na respos-
ta e relativa simplicidade das técnicas, Entretanto, essas
técnicas nao asseguram viabilidade da bactéria, podendo oCor
rer reagoes cruzadas com bactérias saprofiticas ou células
mortas do patégeno, © gue indica que a seguranga nao & abso-
luta. Ainda segqundo RAT (198Eb) a sensibilidade dessas téc-

5 bactérias/ml para  se

nicas & baixa, necessitando 10 e 10
ﬁeteﬁtar através do IF & ELISA, respectivamente. A técnica
de ELISA, que pode ser indireta ou de "duplo-sanduiche", tem
a vantagem de propiciar analise de grande numerc de amos=—
tras, utiliza menores quantidades de antissoro, além de ser
um méteodo gquantitative (RODRIGUES NETO, 1988). Porém, segun
do SCHAAD (1987), ha necessidade de confirmagao de identida

de pelo teste de patogenicidade.

A serologia também tem sido utilizada, combina
da com ocutra técnica no estudo de bactérias fitopatogénicas .
TRUJILLO & SAETLER (1979} desenvolveram técnicas combinadas
de meic semi-seletivo e serologia (dupla difusao em gel -de -
agar) para detectar X. campestris pv.phassolt localizada
internamente na semente do feijao, Também  VELASQUEZ &

TRUJILLO (1984) concluiram que essa combinacao de técnicas
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foi um procedimento altamente seguro para detecgao dessa bag

téria.

7. Melos seletivos e semi-seletivos

Na década de 70, foram numercsas as tentativas
de encontrar um meic seletivo para rapido isclamento e iden
tificagac de bactérias patogénicas de planta, Entretanto,ne
nhum meio foi aceitdvel para X, campestris DV. phageolt,
por causa da baixa eficiencia e s0 a partir de 1980, um meio
liguido, semi-seletivo para esse patogeno, foi  desenvolvi-
do por TRUJILLO & SAETTLER (1980). A detecgdo de pequencs nime
ros de células bacteriavas patogénicas, dentro ou sobre a SE-
mente, tem sido dificil pbr causa do nimero relativamente
grande de bactériaa-saprnfiticas, taxonomicamente relaciouna-
das aos patégenos, gue interferem com o crescimento dos mes-
mos em meiocs seletivos. Para WELLER & SAETLLER (1980), a
detecgdo de infeccao de X, campestris pv. phaseold em
sementes de feijac sem sintomas, seria guase impossivel pe-
los metodos correntemente usados (testes de crescimento, uso
de bacteridfagos, inoculagdo em hospedeiros suscetiveis, téc
nicas serclégicas, testes culturais ou uso de meios seleti
vos) por causa da baixa frequéncia dos organismos nos lotes
de sementes e seu baixo nivel populacional dentro de  semen
tes individuais (menos que 105 celulas/semente). A técni

ca combinada de meio seletivo e gerclogia, desenvolvida por

33
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TRUJILLO & SAETTLER (1973}, permitiu  detectar maiores iIndi
ces de infecgac por ¥. campestris pv. phaseoli em lotes
de sementes de feijdo do que a técnica de injegac em plantas.
Ainda segqundo esses autores, o decrésgcimo de contaminantes
bacterianos interncs a semente mostrou-se vantajoso em rela-

gao a ocutros testes.

SHARON et alii (1982) relataram um método de

enriguecimento em folhas destacadas para detecgdo de baixos

niveis {lﬂl - 10* células/semente) de Pseudomonas syringas  Pv.
tomato e Xanthomonas campestris Pv. vesicatarita em
sementes de tomate e pimenta ( Capsicum annuum L.}, res-

pectivamente; através do plagueamento das sementes em meios
seletivos, ddtectaram os patdgencos somente gquando concentra-
goes de indculo maiores que 10 células/ml estavam presentes
em 1 g de sementes inoculadas. SCHAAD (1982) considerou gue
se a técnica de enrigquecimento fosse preferivel, haveria ne-
cessidade de adicionar antibidtico ao meio liguido para au-
mentar seletivamente o crescimento do patogeno. A simplici-
dade e a alta sensibilidade dos métodos de enrigquecimento es
timulam o seu uso para detecgao de baixas populagoes dos pa-

togenos de sementes (IRWIN, 1987).

Nesse contexto, um meio seletivo (MXF) foi de
senvolvido por CLAFLIN et alii (1987) para detectar X.
eampestris P¥. phaseoli & 0 "strain" fugcans de sementes

de feijao. Estas foram incubadas por & horas, a 289C, em um
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diluente de 12 5mM de PO, + 10 -mM de MgS0, acrescidode 0,01%
de tween 20 e o liguido obtido foi plagueado em meio MXP, U-
ma limitagao desse meio foi qgue, embora todos os “strains”do
patégeno hidrolisassem amido, verificou-se gue alguns deles
cresceram lentamente ou nao cresceram sobre MXP. MOHAN &
SCHAAD (1987) desenvolveram meios semi-seletivos para detec-
tagao de P. syringae pv.syringae (KBC) e P. syringae
PV.phaseslicola (MSP) em sementes de feijdo. Suspensio de 2,1
x 107 células de B. syringae pv. eyringaes adicionada a
1l kg de sementes foi detectada scbre o meio KBC, enguantoque
a concentragioc de 102-11}5 células de P, syringae PV.
phaseolicola /semente foil detectada em amostras de sementes

naturalmente portadoras do patogenoc através do meio MSP.

Segundo SCHAAD (1982), enguanto gue o uspg dos
meios semi-seletivos aumenta as chances de sucesso no isola-
mento do patégeno, hd necessidade de confirmagao da identida
de pelo teste de patogenicidade, o que consome tempo, tornan
do~se limitante para os programas de certificaqﬁn de semen-
tes, uma vez que os resultados devem ser disponiveis rapida-
mente, Além disso, embora esses meios sejam extremamente
praticos, € igualmente difIcil desenvolver um meio gue res -
trinja o crescimento de todos os contaminantes das diversas
microfloras encontradas em sementes. O melo preferivel se-
ria aguele que exigisse ingredientes disponivels, fosse de

facil preparo, baixo custo e permanecesse efetivo apds pro-
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longada armazenagem{CLAFLIN et alii, 1987).

Muitas téenicas tem sido utilizadas para a de-
tecgao de bacterias em sementes. Elas apresentam grandes
variagoes quanto a sensibilidade, especificidade e complexi-
dade, de acordo com o tipo de semente e a bacteéria testada.,
Poucas sao quantitativas e algumas muito especificas para
determinadas bactérias. A importancila de guantificar o ind-
culo na semente, foi descrita por TAYLOR (1970), segundo o
qual um teste sobre lUnica amostra de semente, pode indicar
presenga ou auséncia do patogeno, mas nao fornece informa-
¢3o sobre o nivel de contaminagdo ou infecgdo. Quando uma
série de sub-amostras, de tamanhos decrescentes foi testada,
a menor sub-ameostra em gue a presenga do patdogeno fol detec-
tada fornece uma grosseira indicacao do nivel de sementes
portadoras do patdgeno no lote, Para tornar mais precisasas
determinagoes, o nimero € o tamanho das sub-amostras podern
ser escolhidos e ajustados a um procedimento estatistico |,
conhecido como o método do Nimero Mais Provivel (NMP). Este
método estatistico, largamente usado para estimar densidades
bacterianas em liguidos (COCHRAN, 1950) , foi adaptado e apl_i_
cado por TAYLOR (18%70) e TAYLOR et alii (1979} wmara estimar
a porcentagem de sementes de feijaoc portadoras de P, syrinjae
pv. phaseslisola em um lote, usando as tabelas de interpretagao
de resultados segundo SWARODP (1951). Portanto,nao existe

uma metodologia padrao que atenda as varias necessidades. Ge

<
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ralmente, para o desenvolvimento de metodologias para testes
de sementes, em laboratério, trés etapas importantes devem
ser consideradas, ou seja: a) extragao da bactéria, b)identi

ficagdc de espBcie e c) determinar a sensibilidade do teste

e niveis de tolerdncia (SCHAAD, 1982; RODRIGUES NETO, 1988).

A escolha de um método de extracido & muito
importante e deve ser feita levando-se em consideragac a
espécie de planta, o© ¢tipo de patdgeno e a utilizacao
de sementes de wvarias procedéncias, uma vez gue o patdgeno
pode se localizar externa ou internamente A semente (SCHAAD,
1382; VAN-VUURDE, 1987). Melhorias das técnicas de extracgao
do patdégeno das sementes,ugsociadas com métodos rapidos e es
pecificos de identificagdo da bactéria isolada (VAN - VUURDE
et alii, 19B3; SCHAAD et alii, 19B6),s3o necessarias para
a maicr eficiéncia e seguranca nos testes de sementes (MOIAN
& SCHAAD, 19B7). Segundo SCHAAD (1987), a maior limitagac
da maioria dos métodos de detecgao € a propria identificacac
do patdgeno, sugerindo que o melhor método disponivel seja a
combinagac de isolamento em meio semi-seletivo com a identi-

ficagaoc através de técnicas ou exame do DNA.
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3. MATERIAL £ METODOS
3.1. Local e @poca de realizagao da pPesguisa

Os experimentos componentes da presente pas—
guisa foram realizados npos laboratorios e casas-de-vegetagao
dos Departamentos de Fitopatoleogia e Tecnologlia de Sementes
da Escola Buperior de Agricultura "Luiz de Queiroz", da
Universidade de S3o Paulo, Piracicaba (SP), no periodo com-

preendido entre fevereirpo de 1987 a outubro de 1589.

3.2. Meios de ocaltura

Os meios de cultura utilizados para isclamento
do patogeno (sementes e folhag), repicagem, preservacan a

preparc de indculo foram os seguintes:

3.2.1. Butriente-glucose-iagar - NGA (SCHAAD, 1983h)

Extratﬂ dE carﬂe O F R EF R e R R R R RE OFE Eng
Peptoia ......n P A e e N e 5,09

Glucuse U I R B B R I R R DR DR BRI R BN GEN B R L I R B N I R N R ) 2;5‘9’



: 11
ll‘ﬁl"in--*lfl'f'l"l'l‘l"f‘{_

'—.' .' h:j:E IInuiI

PR 1------1 ":

Or) I il Y

- &y "'l|l : _'
<R - .Tﬁ:lh
= u-m

T A wn&—ﬂ"

111 m "-‘..".ti-.‘mw':h? ¥

- 1" l_"‘
L.l.g', FEE

I'I I-F."l.- 'I‘ e




L+ T e R s T PO Y T g e Vo e T L i

ﬂgua ﬂEEtilﬂdai-ﬂi"'lIII_I'IIIIIIIII'Iii 1nnﬂ ml

1

3.2.2, EPGA (RAT ...)

Extrato de levedura@..isessiiisssasasas 3,0 g
1) = Lo SR A UL P S R 1.09
S e e e S gt SO, 1 «
hmido (f8cula de batata)..ssssssnsss=ass 15,09
2 B e T T = i o

.ﬁ.gua dEBtiladall!---l-l-!-!-q---r--r-l--l1- 10{][] ml-

Apos a autoclavagem, 4 temperatura de 45-509 C,
foram adicionados aos meios NGA e EPGA, © antibiﬁticncefalexi
na (Keflex) e o fungicida clorcotalonil (Daconil BR, 75 PM),nas con-
centragoes de 40 mg & 67 mg dos produtos comerciais, respecti

vamente, ajustando-se o pH para 7,2.

3.2.3. ¥DC (SAETTLER, 1971)

Extrato de levedura....csssssssnssassss 10,0 g

DE:'LtIEI-EE....;.... ------- oW oM @ @ @ @ oE R om W R oW B W 1':';']9-

1RAT, B. (INRA - S5tacion the Pathologie Vegetable - Angers

-~ France) - Comunicagao pessoal, 1987,
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Carbonatd de CAlLio, ..vaueneavsmaiies A5G
Hgar ------- FErETE ol R F R LR L SR S L L R BN lsrﬂg

Egua dEEtilada-"Illil‘lillliii.“".{ IDDD ml

3.3. Origem, obtencdc e preservagac dos isolados

Na presente pesguisa, foi usada a denominagac
de X. campezetricspv. phasecli como agente causal do cresta-
mento bacteriano comum do feijoeire, salvo, para os testes
seroldgicos onde incluird p, aampeatris pv.phaseoli var,

fuecans ("strain" fuescang).

3.3.1. Isolamento a partir de folhas e vagens

A partir de materiais vegetais frescos e/ou
herborizados e armazenados em congelador, com sintomas ti-
picos de crestamento bacteriano comum do feijoeiro, coleta-
dos em plantas mantidas em casa de vegetacaoc e, em campos
de cultivo de feijoeiro, procedeu-se o isolamento de X
campeetris PV. phasecoli incluinde o "strain" fuscans . Ini-
cialmente,folhas e vagens foram lavadas em Agua corrente. Em
seguida, esses materiais foram imersos em 3lcool 70% durante
15 seqgundos e em solugac de hipoclorito de sédio (1% de clo-
ro ativo ) durante 1 minuto. Posteriormente, foram lavados
por duas a trés vezes em agua destilada esterilizada e colo-
cados para secar em placas esterilizadas e mantidas em condicoes de

laboratdrio. Desses materiais, segoes de folhas e vagens de
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2 a 3 cm de comprimento foram recortadas entre as regices de
tecidos necrosados e sadios e, utilizando a técnica descrita
por MASUDA & TORESHI (1978), procedeu-se o isolamento da
bactéria. Uma segao do material foi entdo colocada em ldmina
de vidro esterilizada com uma gota de agua. A lamina fol exa
minada ac microscipio estereoscdpico no aumento de 10 vezes,
com iluminagao de luz indireta, para-observar a exudagio da
bactéria. Posteriormente, com uma micropipeta esterilizada ,
transferiu-se a suspensac bacteriana para o meioc de agar e as
placas foram incubadas em cdmaras de crescimento & temperatu-
ra controlada de 28°C durante 48-72 horas. Apds o crescimen-
to das coldnias, as placas foram levadas ao microscdpio este-
repcscipico e as cﬂlﬁniﬁs.nbservadas individualmente. Coldénlias
pequenas, de crescimento lento, de coloragac amarelada, de as-
pecto brilhante e bordo lisoc, viscosa, convexa, gue nao utili
zavam asparagina como fonte de C e N, foram reisoladas para
¢ meic de cultura NGA, Para o caso do "strain" fuscans, uma
caracteristica importante a ser observada foi a producan de
pigmento pardo difusivel no meio de cultura. As coldnias pu-
ras foram transferidas para tubos de ensaic com meio de cul-
tura ¥OC inclinado e identificadas por métodeos serolbgicos ou
testes de patogenicidade, conforme a técnica de inoculagao e

avaliagae descrita por RAVA (1984),
3.3.2. Isclamento a partir de sementes

0 método de extragao da bactéria a  partir de
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sementes de feljdo consistiu em tomar uma amostra de 1000 se
mentes, desinfesti-las superficialmente através da imersac
em solugao de hipocloriteo de sodioll% de cloro ativo) durante
trés minutos e proceder a lavagem por Euas vezes em agua des
tilada esterilizada, eliminando-se em seguida o excesso de
agua com papel de filtro esterilizade. A seguir, as semen-
tes foram colocadas em 400 ml de agua destilada esterilizada
e incubadas por uma noite em geladeira 5 - 109C. Uma segun-
da técnica de extracao consistiu na moagem das 1000 sementes
a seco e incuhaq&ﬁ por 2 horas em dois litros de agua desti-
lada esterilizada a temperatura ambiente. Em seguida, atra

L 167 & 167°

vés de diluigSes do extrato obtido (10 ) e se
meadura em placas de Petri com meic de cultura NGA, procedeu
~se o0 isolamento e identificacac do patbgeno, conforme pro-

cedimento utilizado no item 3.3.1.

3.3.3. Preservagao dos isclados cobtidos

Os isolados puros de X. ocampestris PV
phasecli e dos "strains' fusogns foram preservados em tubos
inclinados com meio de cultura ¥YDC, adicionando-se 2 ml de
Oleo mineral estéril e conservados em geladeira a 5°C ou sob

liofilizacac.

Uma cutra técnica utilizada para preservagao da
viabilidade da bactéria X. campestris  pv. phasesli foi a do

uso do indoculo mantido em folhas infectadas secas (GIILERTSCN
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et alii, 1988), ligeiramente modificada. Tal procedimento con
sistiu em coletar folhas primArias com sintomas de doencga, 15
dias apbs a inoculagao em casa de vegetagao e proceder a seca
gem das mesmas entre folhas de papel 3 temperatura  ambiente
de laboratério por 24-48 horas; em segqguida, manté-las em dis-
secador com silica-gel por 24 horas e posteriormente, colocd-
las em sacos plasticos ou placas de Petri para serem armazena
das em congelador a~20oC,

O0s isolados de Yanthomonas PV. campestris
(Xcph) e dos "strains" fuscans (Xcphf), usados na presentepes

quisa, estao relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagido dos isolades de X, campastris  pv.
phaseoli(Xcph)e dos"strains fuscans(Xephf) de feijao

Isolados® Patdgeno Oripem Procedencias
253/83] Kephf Campinas (SP) SBF/TD

557/85 Xcpht Campinas (5P) SEF /1B
1175/86 Xephf Londrina(PR) TAPAR

EMG/86+ Xephf Goiania (GO) EMGOPA
TO5/88+ Xephi Campinas (5P) SEF/1B
353/81+ Kcph Campinas (SP) SBF/1B

509/85 + Xeph Campinas (SP) SBF/1IB
1604786+ Xeph Londrina (PR) IAPAR
RoG-2/86+ Xcph Firacicaba(5P) DF/ESALG
Ca-80/87 #+ Xeph Flanalta (SP) LRA/IB

104 /88 + ¥eph Campinas (5P) SBF/IB

15/89+ Xcph Goiania (GO) CNPAF/EMBRATA
28/89 + Xcph Goiania {(GO) CHPAF /EMIRAPA

{*) numerc de identificacao e ano de coleta dos isolados (+ folhas;++ se-
mentes); IB = Instituto Biclopgico -chEu de Bacteriologia Fitopatologica-
Campinas(SP); IAPAR = Instituto Agronomico do Parana - Londrina(PR); EMGO
PA = Empresa Goiania de Pesquisa Agropecuaria — Goias(GO);LRA/IE - Labora
torio Regional de Aragatuba (5F). Instituto Biologico de $aa Paule (5P):
DF/ESALQ = Departamento de Fitepatelogia = Escola Superior de Apricultura
“Luiz de Queiroz" - Piracicaba (S5P); CNPAF/EMBRAPA =Centro Nacional de
Pesquisa de Arroz e Feijao - Empresa Brasileira de Pesquisa Apropecuaria-
Goiania (GO).
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3.4. Outras culturas puras de diversas espécies de bacté

rias e fungos

Diversos isolados puros de bactérias e fungos
patogénicos e nacpatogénicos & cultura do feijoeiro também

usados na presente pesquisa  estao relacionados na Tabela 2.

Tabela 2 - Relagao dos isolados de diversas especies de bac-
térias e fungos patogénicos e nao patogénicos 4o

feijoeiro.

qiq

Isolado Culturas Origem Procedencia

Xanthomonas eampestrie pv.campestris’ Brassica Campinas(SP)  SBF/IB

Xanthomonas campeetris pu.e;mpeatria+ Brassica Itajai(SC) EMPASC
Xanthomonas campestris pv.malvacearun'Algodao  Londrina(PR)  TAPAR
Yanthomonas campestris pv.oritri Citrus Saa Paulu{é?} 1B
Xanthomonas campestris pv.cttri’ Citrus Firacicaba(5P) CENA
Erdinia carotovora suhap.atrasgptiﬁa*+ ﬁZtata Campinas(SP) SBF/IB
Eruinia herbicola * Campinas(SF)  SBF/LB
Baciliue subtilis * §3c Paulo(SP) IB
Pgeudomonas syringae pv. syringae Feijao Campinas(SF) SBF/1B
Paeudomonas solanacearim © Tomate Piracicaba(SP) DF/ESALD
Coletotrichun Lindemithianun Feijao Piracicaba(5P) DF/ESALQ
Fusariwm spp * Feijao Piracicaha{SP) DF/ESALQ
Isariopsia griseola ' Feijao Piracicaba(5P) DF/ESALQ
Trichoderma spp © Feijao  Piracicaba(SP) DF/ESALQ
“contaminantes" bacterianos de sementes

e folhas infectadas por Ecph+ Feijao Picacicaba(SP) DF/ESALQ

(+) preservads em meio de culturaj (++) liofilizado; CENA = Centro de
Energia Muclear na Agricultura/USP/Piracicaba(SP); EMPASC =Empresa de
Pesquisa Apropecudris de Santa Catarina; DF/ESALQ = Departamento de Fito
patologia — Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" - Piracica-
ba (5P).
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3.5. Preparo e padronizagao do indculo

A partir de culturas puras delX. campestris pv.
phaseoli e dos "strains" fuscans com 4B horas de crescimento,
inteculos foram preparados mediante a transferencia de 0,1 ml
da suspensac bacteriana em meio nutritivo liguido para placas
contendo NGA,sendo em seguida Espalﬁada com alga de "Drigals-
ki" e incubados a 282C por 48 a 72 horas. Posteriormente, a
partir das culturas, fol preparada a suspensao bacteriana em
solugdo salina (NaCl 0,B85%) esterilizada. Apds a homogenei-
zagao da suspensac, as bact@rias foram lavadas por duas vezes
na mesma solugdo por meic de centrifugagio a 5900 glcentrifu-
ga Sorval 55-34) durante 15 minutos, cada vez. As células
bacterianas decantadas foram ressuspensas em solugao salina
e ajustadas para densidade otica (DO) igual a 1,0 a 640 nm
{espectrofotometroc Baush & Lomb Spectronic 20), corresponden
do ;5 concentragoes iniciais ao redor de 11,5 % 1ﬂE e: 1.8
x 10% unidades formadoras de coldnias (ufc)/ml de X. ecampestris
pv. phaseoli edo "strain® fuseanws, respectivamente. A partir
dessas cancentraqaes de inoculo, efetuou~-se, pelo método de
diluicoes em série (KIRALY et alii, 1974), o plagueamento das
suspensoes bacterianas em meio NGA (0,1 ml/placa) com 4 repe-
tigoes. MApos 72 a 96 horas, fez-se a contagem do nimero de
coldnias desenvolvidas em placas com meio de cultura. Conco-

mitantemente, realizou-se a leitura das diversas diluigdes em
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espectrofotometro. A partir dos valores da densidade Otica e
dos correspondentes nimeros médiocs de coldnias bacterianas
{ufec/ml) nas diversas diluiqaas, determinou-se a densidade &-
tica igual a 0,3 ou 50% de transmitancia,que corresponderam
as concentragoes de 3,2 x 108 e 4,6 x lﬂ? ufe/ml de Xanthomonas
eampestrie pv. phaseoli e do  "strain'™ fussans respectivamente |,

padronizadas para serem usadas nos experimentos, conforme as

Figquras 1. & 2.

3.6, Origem das amostras de Sementes de feijao portadoras

de X. gampestris PV . phaseols

Para os ensaios de extragac e identificagac do
patogeno do crestamento bacteriano comum do feijoeiro, foram
utilizadas amostras de sementes portadoras de X. eampestris
PV. phaseoli das cultivares descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Amostras de sementes de diversas cultivares de feijoeiroc porta-

doras de X,campestris pv. phasecli

Cultivares Procedencia
Emgopa 201 - ouro Empresa Goiania de Pesquisa Agropecua-
ria - Goiania (GO)
Carnaval, Rosinha, Rioc Vermelho Instituto Agronomico do Parana - Lop-
Rio Tibaji, Rio Ivai, Soiano -~ drina(PR)
Precoce, Carioca 80, Rio Iguagu,
Catu
Carioca -B80 Laboratorio Regional de Aracatuba{SP) -

Instituto Biologico de Sao Paule = Sao
Pauln (SP)
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o2 EERE T 32x10% ufe/mi (T=50 %)

i 5 0 15 5
X 1{)El ufc de X.c.ph. /fml

jura 1, Volores de densidode dtica i 640 nm paro diferentes suspanstes de célulos de
Xonlhamonas compestris pv phasecli (X, ¢ ph) comn concentragoes expressas em
unidades formodoras de colonias (ufe) /mi.

47



we-rage | b Il i 60— ¢

- e e p— = = M
.,

el = r

AU A it USRS

e L R e YT MY PER



Densidode - Ofica(640nm)

0,3 1

........ 46 210 ule/ml (T=50%)

04

o o - -

o 05 1 1,5

% 10

P =
T

ufe de X.cph. [, /mi

Figura 2. Valores de densidade élica @ 640nm para diferenles suspenstes de

célulos de Xanthomonas campestris pv. phoseoli var, fuscans(X.cphf)
com concentraches expressos em unidades fermadoras de colonias lufc)/

mil.
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3.7. Detecgac de X. campestris PV.phaseoli em sementes de
feijao.

3.7.1. Técnicas de extragdo de X. ecampestris pv.

phaseoli de sementes

Fara extrair ¢ patbgenoc das sementes, quatro

técnicas foram comparadas pelo métode de inoculagao da planta

indicadora devido aos resultados preliminares sSerem mais
promissores. Posteriormente, o©5 extratos foram utilizi
dos para a detECgEa a iﬂentificaqﬁu do patGgenc através da

serologia, isolamento direto, inﬂculaqib em planta indicadora,

conforme descrito nos itens 3.7.2.1, 3.7.2.2., 3.7.2.3, res

pectivamente.
3.7.1,1, Técnica da imersac de sementes moldas
em égua (TAYLOR, 1970, modificada)
E uma modificagao da técnica descrita por
TAYLOR (1970) para detecgao de Pseudomonas syringae BV,

phaseolicola em sementes de feijdo. Consistiu na moagem de se-
mentes de feijao através de um moinho de café "Mimoso". A fa
rinha cbtida fci cclocada em frascos de vidro com guantidades
varidvels de agua destilada esterilizada em fungdc do tamanho
das amostras de sementes, conforme Tabela 4. Em seguida, Q
liguido pastoso formado foi agitado e mantido em incubagac &

temperatura ambiente de laboratdrio por duas horas. Posterior
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mente, a partir da suspensao cobtida, procedeu-se a detecgac e
identificagao do patbgeno. O isolamento diretc do  patdogeno
consistiu em tomar aliguotas de 0,1 ml do liquido sobrenadan=-
te e das diluigoes 107 & 107%, para a semeadura sobre a su-
perficie de placas com meios de cultura (NGA e EPGA). A se=-
guir, o liquido foi espalhado com a;qa de "Drigalski" e as
placas foram incubadas em cidmaras de crescimento & temperatu-
ra de 289C. Entre 28-96 horas procedeu-se a avaliagao por
meio de observacoes das caracteristicas das colénicas forma-
das sob microscopio esterecscopico e reisolamento das cold -

nias suspeitas para purificacao e testes serolégices.

Tabela & - Extragac de Yanthpmonas campsstris pv. phasepii de farinha de

amostras de tamanhos variaveis de sementes de feijao (n
Nimero de peso aproximado de volume liquide tamanho do
sementes sementes {g) em suspensaoi(ml) frasco (1)
3000 =4000 1000 4000 3
2000 500 3000 5
1000 250 2000 3
500 125 1000 2
100 25 250 0,5
10 2.5 50 0,125

Fonte:  TAYLOR (1970)
3.7.1.2, Técnicas de imersaoc em dgua desementes in-
teiras com desinfestacao superficial
Esta técnica baseou-se na extraciao da  bactéria

de amostras de sementes desinfestadas superficialmente em  sO
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lugdo de hipoclorito de s6dio(l% de cloro ative)por trés minu
tos, secagem em papel de filtro por algumas horas 3 temperatu
ra ambiente, imersfo em guantidades varidveis de Agua des
tilada esterilizada, em funcidc do nimero e do tamanho das se-
mentes (Tabela 5}, e posterior incubagao, por um pericdo de
18-24 horas em geladeira a 5-100C., Apbs esse periodo, proce-
deu-se a detecgao e identificagdo do patdgeno extraldo.

Tabela 5: Extragao de JXanthomonas campestris pv. phaseoli

a partir de amostras de sementes inteiras de feijao

de tamanhos variaveis, imersas em Adgua ou meio 11 -

quido.
Numero de Peso aproximado das Volume de liquido  Tamanho do
sementes sementes (g) em suspensao(ml) frasco(l)
10060 150 - 250 350 - 450 1,0
S00 Ja = 125 180 - 240 0,50
100 15 - 25 35~ 50 0,25
10 Lid = 245 5~ 10 0,125

3,7.1.3, Teéecnica da imersao de sementes inteiras
em dgua descrita por RﬂT.;.l, modifica-

da.

0 referido procedimento consistiu na imersao de
amostras de sementes inteiras em guantidades variaveis de Aagua

destilada esterilizada (Tabela 5) e, posterior incubagao em

1 : F
RAT, B. (INRA - Station the Pathologie Vegetable - Angers =

France), Comunicagao pessoal, 1987,
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geladeira a 5-109C por um periodo de 1B-24 horas. Em sequi-
da, procedeu-se a detecgdo e identificagdo do patSgenc ex

tralido.

3.7.1.4, Técnica da imersac de sementes intei-
ras em meio liquido (VELASQUEZ & TRU-

JILLO, 1984 , modificada)

A técnica consistiu na extragdo da bactéria a
partir da imersaoc de amostras de sementes inteiras, em quan
tidades varifveis de meio liguido esterilizado (Tabela Sjcon
tendo 3 g de extrato de levedura/l. A sequir, fez-se a incu
bagao das sementes por 18-24 horas em geladeira a 5- 10°C e

posterior detecgao e identificacio do patdgeno extraido.

3.7.2, Técnicesde identificacao de X, campeztiris pv.
phaseoli 2 partir de extratos obtidos de se-
mentes.

3.7.2.1. Serolcgia

52

3.7.2.1.1. Preparo dos antigenos imuni

2antes

Os isolados puros de X. campestris pv. phasaoli

(S09/85) e do "strain"® fuseana (357/85) foram cultivados em

placas de Petri com meio de NGA, a 28¢C, durante 48 horas. A-

pcs esse periodo, as coldnias foram transferidas, por meio de

alca de platina. para frascos de vidro, contendo solugac salina O,85%

esterilizada. Tendo-se homogeneizado a suspensao, as bacté-
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rias foram lavadas por duas vezes em solugdo salina esterili-
zada por meio de centrifugagac a 5900g,durante 15 minutos, As
bactérias decantadas foram suspensas em scluqﬁn salina ajus
tada no espectrofotdmetro para densidade Gtica igual a 0,3
a 640 nm. assim foram obtidas as concentragoes de 3,2 x 1IJB
e 4,6 % 107 ufe/ml de %. ampestrigs pv. phaseoli e do"strain"
fuseans, Trespectivamente. Aliguotas de 5 ml foram colocadas

em frascos de antibiotico gque, uma vez selades, foram conser

vados em congelador.

3.7.2.1.2. Preparo dos antissoros

Antigenos dos isolados 509/8B5 e 557/85 foram
injetados em coelhos da raga Nova Zeldndia, de aproximadamen-
te 2,83 kg e 3,0 kg, respectivamente, para obtengao dos antis
soros. Un e melo ml de cada antigeno, conservade em congela -
dor, fol transferido para frascos de antibi6tico e homogenei-
zados através da adicao de 15 a 20 gotas de adjuvante comple-
to de Freund (Difco), sob agitacao constante por meio de uma
seringa com agulha grossa até a obtengao de uma emulsac. Um
ml dessa emulsao fol injetado, por via intramuscular, na coxa
do animal, duas vezes a cada sete dias, durante as cinco pri-
meiras semanas e, a partir dal, uma injegao espagada de sete
dias, num total de 15 aplicaqaﬂﬁ. Antes da primeira lnieqﬁﬂ
de cada antigeno,foi feita uma sangria de 20 ml de sangue pa-

ra a obtencac do soro normal que serviu de controle. Sangrias
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semanais de 20 ml foram feitas da sexta injecac em diante, a-
través de secgoes das veias da orelha. O soro foi obtido a
partir do sangue coagulado, gue permaneceu por duas horas a
temperatura ambiente e, apds a separagdo do cofigulo aderido
&s paredes do tubo que o contém, sob refrigeragdao a 59C por
uma noite. O plasma sanguines foi centrifugado a 5900 g por
10 minutos e acondicionados em frascos de vidro esterilizados
e protegidos com papel aluminizado com prévia adigdo de duas
gotas de merthiolate a 0,01l%. ApGs a identificagao, os antis

soros foram mantidos em congelador ate o momento do uso.

3.7.2,1.3. Técnicas serolbgicas utiliza

das

Duas técnicas seroclégicas foram comparadas: a
técnica de microprecipitina em placas (ROMEIRO & FUKUTA,1983),
com ligeiras modificagoes e a de dupla difusac em gel-de-agar
de Ouchterlony (KIMATI, 1975).

A técnica da microprecipitina em placas consis-
te em fazer desenhos de um modelo guadriculado com caneta hi
drografica em placas de Petri esterilizadas, sendo que cada
guadricule mediu ac redor de 1 cmz, Em seguida, foi espalha-
do 6leoc de silicone no fundo de cada placa para evitar gue as
gotas se espalhassem. 0s antissoros foram diluidos em solucao
salina tamponada,pH =7,2(NaCl 0,85%, K,HPO, -KH,PO, 0,01 M
e dgua destilada 1000 ml), por fatores de 2 ', com n variando
de 0 a 11 (SOUZA, 1980), enguanto que os antigenos preparados

de acordo com o Item 3.5., foram diluidos em solugae salina
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of of

0,B85% de forma a cobter diluicoes de 1l:10. Com  micropipetas
de Pasteur, as diluiqﬁes de antissoros foram depositadas nos
quadriculados e a seguir, sobre cada diluigao de antissoro;co
locou-se uma gota de antigeno diluido. As placas de Petri fo
ram tampadas e deixadas & temperatura ambiente. Foram feitas
duas avaliaéﬁea: aos 60 e 120 minutos. A formagao de um pre-
cipitado, wvisualizado ao microscépio estereosecpico, no me =
nor aumento, sob luz indireta, indicou reagac positiva; cada
diluigao teve trés repetigoes e, como controle, utilizou - se

soro normal contra antigenos diluidos.

2 té8cnica da dupla difusac consistiu em ver
ter 4 ml de meio gel-agar esterilizado (1% agar Difco, NaCl

0,85%, REHPD4HRH PO, 0,01M,pH = 7,2 & 0,01% de merthislate )

2 %
ainda 1liguideo, em laminas de vidro limpas e
deixados solidificar no interior de placas de Petri, Poste-

riormente, foram feitos orificios de 0,25 ¢m de diametro com
aparelho "Furagar" (LEITE & OLIVEIRA, 1975).de diEtrihui;EDiE
xagonal e, com auxilic de uma bomba de vacuo, os orificios fo
ram abertos e preenchidos duas vezes com diluictes de antisso
ros e antigenos. As laminas permaneceram no interior das pla-
cas de Petrl com pequenos chumacos de algodao embebidos am
agua e foram mantidas 3 temperatura ambiente. A avaliaqﬁﬂ foi
feita 24 a 48 horas apts a instalag3o do ensaio, observando -
se as bandas de precipitagac formadas. Cada diluigao teve
trés repeticgoes e, em todos os testes, tomo controle, utili -

zou-se soro normal contra antigenos diluidos.
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3.7.2.1.4. Avaliagac das técnicas através de rea

¢Bes seroldgicas

a) Reagoes de diversas coletas de an-
tissoro de X. campestris pv.
phasecli e do "strain" fiscanscon-
tra antigencs homtlegos.

Os isolados 509/85 e 557/85, padronizados nas

: e 4,6 x 1g7 ufe/ml, respectivamente ,

concentragoes 3,2 x 10
conforme item 3.5, foram usados como antigenas em rea;EEE 58ro

légicas contra 10 coletas de antissoros.
. 'b) Titulagdo dos antisscros

Para determinar o titulo dos antissoros de X
campestria pv.phaseoli e do "strain"fuscans utilizou =

s2 a8 mistura das 5a.;6a. e Ta. coletas de antissoros contra os

antigenos homblogos nas concentragoes de 3,2 x 16° e 4,6 » 10’
vfc/ml, respectivamente,
c) Analise dos antissoros de x.
campestris PV.phasecli e do

“strain" fuscans contra diferen
tes concentragoes dos antigenos ho

mologos.,

0 efeito da congentracac daos antissoros de X
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eampastris pv,phasecli e do "strain" fuscans contra
diferentes concentragoes dos antigencs homdlogos foi determi-
nado pela técnica da dupla difusao em gel-de-agar por meio de
diluicao dos antissoros sequndo a formula 2 ", sendo n varian
do de 0 a 11. A partir das concentragoes de ¥. sampestris
pv. phaseol? e do "strain" fusecans padronizadas para 3,2 x

8 7

10" e 4,6 x 10" ufc/ml, respectivamente, procederam-se as di-

luigbes dos antigenos homdlogos.

d) Determinagaoc da especificidade das

técnicas seroldgicas

A especificidade das técnicas serolégicas de m£
croprecipitina em placas e dupla difusao em gel-de-agar fol
determinada usando antiésnrﬂs de &X. campestris pv.phasecli e
do "strain" fuscans contra diversos isclados de bactérias pa

togénicas ou saprofiticas ao feijoeiro.

3.7.2.2. Isolamento direto em meios de cultura

Inicialmente, a eficiéncia do antibidtico cefa
lexina (40 mg nroduto camercial/lle do fungicida clorotalonil (67
mg o.c/l) incluidos nos melos  NGA e EPGA e utilizados na técnica do
isolamento direto, foi testada contra o crescimento de alguns ispla-
dos puros de bactérias, tais como, Bactllue subtilis, Erwiniag
carotovera, Erwvinta herbieola, Pseudemonas syringasepv.syringae,
P, solanacearum, X. campestris pv. malvacearum, X. campestris

pv. ciftri, X, campaestris pv. phaseoli e dos "strains" fuscans.



"l = I—rl-i.l—-|..:

Vol il il il kil

" - i M i :'i— - ¥ — :
| il u - ! e - -'- . e R . i
. b T - %
.‘I.. 1:1::‘. o - ¥ ."'" ;-Jr-...u_r.p '1*‘11” II‘ “F‘ i ;
gl &g - l_ | o . i J l._ﬂ ) -
L= P gy g I'l.'."i* --:-,l..- adn -H.,.- H"’q ”..L

L] L L = I= " 1
N, ol ey r ur" o
: -]u-r"—---":l—a—---u- - .+_~.f :--,-;.-, JrJlth - iy
¥ T AR el -::-r.-.n-q.:::g-.rr vt par-rwa v iwar e bl JDN
. u )
fe=e i) -.-.:‘Ij-:.."u_—' § - ..J.. 1..”1‘,‘-;-::“?-_]— =
[ |||‘-'f'"i‘ [

R FA e i s bk

- "'l"l L 2 [l
% *un
) .u..ul‘il,l-l !

' 'R | >
F—tﬂ"ﬁhd bt N B
s Danlen -1 ¥ L L

- "" Ir“"I T

| - h i _ !A‘ H‘II:I;_:!" |t

: _;; ._;
...f"'.:‘ :. i h‘ "

""I*"«Ir""l-i agein e
‘i .. -"I..FJ- | il
I -__;.-Hf.f:lu .t-,.

Jiﬂzﬁ-ﬂ;ﬁ?
: NE 0 _ lomi t

A r'|||.‘|..|||-‘| ‘II.F' -

..I w ri:’—"

o=t 1.k IT '.rm.l

i |
|r l. 1 ll-l s |JI .
I'L'l".hd'

r**rtﬁ'“lr*
LN
-‘.:1 Pl i = AT = ke ¥
oY ."' WS ..l_ml_ﬂ.-'l'l.r.d T My i"-..

%'frl"‘l mHHﬁ#ﬂlﬂ L

H'EI IIT[V? .fﬂ-"nTﬂﬂ‘u-{J T L NTL

4 'IH m!_r.ql»(fu;mm1ﬂm.,utpu AR



S

© isolamento direto de ¥, campestris PV.
phaseoli  consistiu em tomar aliquotas de 0,1 ml do liquido
sobrenadante e das diluigles 107t e lﬂ_z, para o caso da téc
nica descrita no Item 3.7.1.1, e transferir para a superfi-
cie de placas com meios de cultura NGA e EPGA. A seguir, o
ligquido foi uniforme ente distribuido com alga de Drigalsky
2 as placas foram incubadas em camaras de crescimento a tem-
peratura de 280C., A partir de 36 a 96 horas, procedeu~-se
a avaliagac de 4 placas/tratamento/diluigdo, por meio de ob-
servacoes periddicas das caracteristicas das colénias forma-
das sob microscopio esterecscdpico e o reisolamento das cold
nias individuaissaspeitas de ser y, campestris PV. phageolt
para purificagac e, posterior comprovacaoc por meio de testes

seroldgicos e de patogenicidade.
3.7.2.3., Inoculagac em plantas indicadoras
3.7.2.3.1. Origem das cultivares de feijoeiro
Foram comparadas trés cultivares de feijoeiro
suscetiveis a X. campestris PV. phaseolt cujas semantes

sadias foram originarias de diversos locais especificados na

Tabela 6.
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Tabela 6: Cultivares de feijoeiro suscetiveis a XYanthomonaa:

¢ampestrig pv. phaseoli e suas respectivas proce-

déncias.

Cultivares Procedencias

CNF 0010 Centro Nacional de Pesquisa de Arroz, Fei
jao - EMBRAPA —Goiania (GD)e Centro de E-
nergia Nuclear na Apricultura/CENA-USP-Pi
Tacicabal(SP),

Rosinha (-2 Instituto Agronomico de Campinas-Campinas
(SF) e CENA - Piracicaba(SP).

Cornell 49-242 Instituto Agrondmico de Campinas (SP)

3.7.2.3.2. Obtengdo das plantas para inoculacaoc

As sementes foram submetidas a pré-germinagac du
rante 24 e 48 horas por imersac em Agua de torneira ou atra-
vés de semeadura em bandejas, sobre camadas de algodac e fo
lhas de papel tcalha umidecidas em Agua e mantidas a tempera-
tura ambiente de 1aﬂaratﬁriﬂ. & seguir, foram transferZdas
para vasos de aluminiec (7 sementes/vaso), com capacidade de
1,8 a 2,0 litros, possuindo substrato esterilizado, consti-
tuido de uma mistura de esterco de curral, areia e solo argi-
loso, na prcpﬂrqiﬂ g 1,5:1,0:2,5. 0Os vasos foram mantidos
sobre bancadas de madeira, em casas de veqetaqﬁn, sob condi-
coes de temperaturas variaveis, minimas de 15-229C e maximas
de 2B-369C e na auséncia de pragas e/ou outras doengas. O
bicho mineiro (Liriomyza spp), praga freguentemente observada
nas plantas de feijoeiro sob condicces de casa de wvegetacao ,
foi preventivamente controlado com o inseticida de contato, fo-
lidel) 600 (parathion methyl}, na dosagem de 100 ml do produto

comercial por 100 1 de Agua. Quando as plantas atingiram de
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6 a B dias de idade, foram raleadas, deixando-se de 4 a 5
plantas por vaso. Foram inoculadas as duas folhas primarias
de B a 10 plantas por tratamento/repeticac,num total de gua-
tro repetigoes. A inoculagdo foi feita nas folhas primdrias
das plantas, que, posteriormente, foram mantidas em camara
imida durante 48 horas, sob bancadas de madeira com temperatu
ra controlada entre 25-30°C e cnhﬂrfaﬁ com plastico transpa -
rente. No piliso da casa de veget&géﬂ, c¢olocou-se serragem de
madeira gque fol umedecida pericdicamente para proporcionar u-
ma alta umidade relativa, Durante os meses de frio, tempera-
turas diurnas e noturnas dentro da casa da vEgetaqﬁn, foram
mantidas acima de 259C, utilizando um aguecedor elétricoc auto
matico. Apds a incubacAo  das sementes & 5 - 100C e antes da
inoculagdo, os frascos foram mantides por 2 horas & temperaty
ra ambiente para que o liguideo restabelecesse o equilibrio de
temperatura. Também, para evitar contaminagaoc, entre a inocu
cao de uma amostra de sementes e outra, a tesoura e as agu-
lhas entomologicas foram flambadas em alcool 96°GL e lavadas
em Agua para o resfriamento e eliminacac do excessoc de resi
duoc.
3.7.2.3.3. Métodos de inoculacac
Trés métodos de inocculacao foram comparados:

Incisao com tesoura (WEESTER et alii, 1984), agulhas miltiplas
(ANDRUS, 1948) e injecaoc na insercao do nd da folha primiria
(SAETTLER, 1971},

No caso do método de incculagado por incisdo com

tesoura, as folhas primarias foram inoculadas através de cor

60
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tes com uma tesoura previamente mergulhada no indcule. O pri
meiro corte de 1,5 cm foi feito, aproximadamente, na area com
preendida entre o bordo do limbo foliar até a primeira nerva
ra lateral, e o segundo, paraleloc aoc péimairn e de igual ta-
manho, feito a uma distancia de aproximadamente 2 cm. No mé-
todo por agulhas miltiplas, uma esponja previamente mergulha-
da na suspensao bacteriana, foi colocada na superficie in
ferior da folha primaria, em sequida, com auxilioc das agu-
lhas entomolégicas, montadas em uma estrutura de parafina fo-
ram feitas as perfuracoes, prEssiﬁnando*se o inoculador sobre
a folha para permitir o intimo contato do patGgeno com 52U5
tecides. Finalmente, a técnlca por injecao, consistiu em in-
troduzir o indcule no nd de inserciaoc da folha primdria com
auxilic de uma seringa descartavel de insulina de 1 ml com
agulha disposta cobliguamente no caule da planta.

Como controle, foram utilizadas plantas inocu-
ladas com Agua destilada efou meio de cultura liguido esteri-
lizades (testemunhas em branco) e com suspensoces bacterianas
de X, campestris pv, phaseoli obtidas a partir de cultura pu

rr (508 ot

ufe/ml) e/ou folhas infectadas pelo patdgeno,de
sidratadas e imersas em Aqua destilada esterilizada (controle
positivo).

3.7.2.3.4, AvaliagGes da incidé@ncia/severidade

da infeccao por X. campestris pv. pha-
seolt

As avaliacoes de sintomas foram realizadas a
partir de 5 até 10 dias apdés a inoculacao,
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Para a téenica de "incisao com tesoura", utili

zZou~se a escala descrita por RAVA (1984) e modificada:

1I
2.
3'

auséncia de sintomas;

clorose nos cortes:

clorose nos cortes e murcha do borde da fo-
lha compreendida entre os cortes;

¢lorose e murcha gue ultrapassou a nervura
lataral;

clorose e murcha até o nivel interno dos
cortes;

clorose avancada em torno de 1 cm no inte-

rior da folha e murcha da dres cortada.

Para a técnica de inoculagac de "agulhas mil-

tiplas", utilizou-se a escala proposta por POMPEU & CROWDER

(1973):

auséneia de sintomas na drea incculada;
amarelecimento da drea inoculada;

murcha ou necrose até 25% da area incculada:
murcha ou necrose até 50% da area inoculada;
murcha ou necrose até 75% da area inoculada;
murcha ou necrose até 100% da area inocula-

da.
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Para a avaliagdo da técnica de injegdo em plan
tas de feijoeirc, considerou-se a formagao de lesGes alonga -
das de coloragac marrom escuro, no ponto de inoculacaop, ava-

liando-se a % de plantas com sintomas.

3.7.4.3.5. Especificidade dos sintomas causa-
dos por Xaenthomonae campesiris PV

phaseoli

Para examinar a patogenicidade e sintomatolg
logia de diversos isolados de bactérias; fungos e organismos
associados a sementes e folhas, patogénicos ou ndo 4o feijoel
ro, plantas das cultivares CNF 0010 & Rosinha G-2 foram inocu
ladas pelo métode da incisac com tesoura nas concentragdes
ao redor de lDEicélulasfml para bactérias e 1{]4-11}5 conidios/
ml para fungos. A avaliagdoc de severidade de infecgao foi
feita aos 7 a 10 dias, apSs a inoculagac, seguindo a escala

de notas descritas no item 3.7.2.3.4.

3.7.5. Avaliacdoc da sensibilidade das técnicas de
extragac através da inoculagac por incisdo
com tesoura do extrato em diferentes dilui-

coes,

Para avaliar a sensibilidade das tecnicas de
extragdc de %. campestris pv. phasecli, amostras de 1000 se-
mentes de duas cultivares de feijoeiro (cvs. EMGopa Z20l-ouro

e Rio Vermelho), foram submetidas a extragaoc conforme técnicas
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descritas no item 3.7.1, Apds a incubagido, procedeu-se a dilui-
¢ao das mesmas em agua destilada esterilizada para 1:2, 1:4,
1:10, 1:16 e 1:100 e a inoculagao em folhas primarias de
plantas de feijoeiro da cv. CNF 0010 com 8 dias de idade, pelo
método de incisdc com tesoura. A avaliagao fol feita 7 dias
apds a inoculagao, baseada na escala descrita no item 3.7.2.2.4.
A parcela experimental consistiu de 2 vasos com 5 plantas/repe-

tic3o, num total de 4 repeticoes.

Também as técnicas de extragao como os métodos
de detecgao e identificag¢do de X. ecampéstris pv. phaseoli fo-
ram avaliados em fungac do tamanho de sub-amostra (1000, 500,

100 & 10 sementes).

Deve ser mencionado que inicialmente as técni-
cas de extragao somente foram comparadas pelo método de inocu-
lagaﬂ em plantas indicadoras devideo aos resultados obtides se-

rem mais promissores.

3.8. Determinagdo da sensibilidade de detecgao de X, cam-
peatris pv. phaseoli em sub-amostras de sementes de

feijao através do método da planta indicadora

3.8.1, Inoculagac artificial das sementes atraves de

método de contato com a bacteria

Cerca de 10 kg de sementes das cultivares Va-
gem Roxa, IPA 74-19 e HF 465-63-1, procedentes do Instituto de
Pesquisa Agropecudria (IPA) - Recife (PE), comprovadamente 1i-

vres do patogeno, foram tomadas para o ensaio. Culturas pu-=
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ras de X. oecampestris py, phaseoli foram cultivadas em
placas de Petri, com meio de cultura NGA, e incubadas a 2BoC
durante 48 horas. Posteriormente, colocou-se 50 sementes por
placa e manteve-se sob agitac3c por alguns minutos para gque
© indculo envolvesse as sementes. Como testemunhas, foram (afs]}
locadas sementes em placas com meio de gultura sem a bacté -
ria. As sementes foram mantidas por 0, 12, 24, 36 e 48 horas
em contato com as coldnias bacterianas 3 temperatura ambien
te de laboratério (20-289C)., Em seguida, procedeu-se a se-
cagem das sementes em placas com discos de papel de filtro
esterilizadeo por 48 horas e, posteriormente, a desinfestacgaoc
superficial com solugao de hipoclorito de s6dio (1% de cloro
ativo) durante dois minutos de metade das sementes de cada
periodo de incubagac (300 sementes). Novamente as sementes
foram coleocadas em placas com papel de filtro esteriliza-
do por mais 48 horas para secagem, embaladas em sacos de pa
pel e armazenadas sob condigoes de camara fria (temperatura

de 10f20C e umidade relativa de 90%).

3.8.2. Localizacao do patbgeno na semente e seu efei

to sobre a germinagao

Para determinar a localizacio ¢ o Indice de
incidéncia do patogeno, sementes individuais, com e sem de-
Einfeﬁtaqﬁn superficial,dos diversos periodos de inuculaqﬁn
(0, 12, 24, 36 e 48 horas) foram colocadas em frascos de vi

dro de antibidtico contendo 1 ml de Agua destilada esterili-
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lizada e incubadas por 18-24 horas em geladeira a 5-10eC. Em
seguida, a suspensac obtida foi inoculada em plantas de fe
joeiro (cultivar CMF 0010) com citoc dias de idade {5 plan-
tas/vaso) através da técnica de inmculﬁ@iu por "incisds com
tesoura™, num total de 25 plantas por tratamento. A avalia-
¢ao da incidéncia do patdgeno foi feita por meic da contagem

do nimero de plantas com sintomas.

0 teste de germinagao de sementes de feijao
seguiu as normas contidas nas Regras para Andlise de Semen-
tes (BRASIL, M.A., 1976). Em sintese, a tecnica consistiua
em distribuir equidistantemente 50 sementes de cada periodo
de incubacao (200 sementes/tratamentc) em folhas de papel
de filtro("Germ test") umidecidas, medindo 38 % 2B cm e pos-
terior cobertura com uma folha do mesmo tamanho. Em seguida,
as folhas contendo as sementes foram enroladas e os rolos
de papel colocados na vertical, com a margem dabrada para
baixo e incubadas em camaras com umidade relativa de 100% e
temperatura constante de 309C, durante nove dias. A avalia-
¢ao da germinagdo realizou-se aos cinco e nove dias apés a

instalagao do ensaio.

3.8.3. Detecgdo de uma finica semente infectada por I.
campestris Ppv. phaseolt em sub-amocstras de

sementes

Sementes infectadas pela bactéria foram coloca

das em frascos (1l semente/frasco) contendo sub-amostras de
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100,250, 500, 1000, 2000, 3000 & 4000 sementes sadias, acres-
centando-se 40, 100, 200, 350, 700, 1000 e 1500 ml de agua
destilada esterilizada, respectivamente, e mantidas sob incu-
bagac por 16-24 horas em geladeira & 5-10®C. A suspensao ob-
tida foi inoculada em plantulas de feijeeiro {[CNF 0010}, de
oito dias de idade, pelo método de "incisaoc com tesoura (25
plantas/tratamento). A avaliagao de incidénecia foi feita acs
sete dias apds a inoculacao, atraves da contagem do nimero de
plantas com sintomas. Como controle, foram utilizadas  para
inoculagac de um total de 10 plantas/repetigaoc , sementes sa
dias imersas em adqua destilada esterilizada (controle em bran
co) e folhas de plantas de feijoeiro infectadas por X.campestris
pv.phaseoli, desidratatas e imersas em agua destilada esterili-

zada (controle positivo).

3.9, Determinagl@o quantitativa de X. pampestris pv.
phaseoli €m sementes de feijao produzidas no Estado

de Sagc Paulo

Para estimar guantitativamente o transporte de
X. eampestris PV-phaseoli , amostras de sementes de 1 kg fo-
ram coletadas em campes de produgac de sementes certificadas
dos cultivoz da "seca" (janeiro-fevereiro/1988),de “"inverno"
{maio=-junho/1988 ) e das "&gquas" (setembro - outubro/1988-89),
procedentes dos principais municipios produtores de feijao
do Estado de Sao Paulo. Apbs a coleta e até o momento de exe-

cu;Eﬂ dos testes, as amostras de sementes foram mantidas aem
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camara seca (UR = 45% e temperatura = 10=20C),

De accrdo com o método do Nimero Mais Proviavel
(MNP) (COCHRAN, 1950; TAYLOR, 1970), de cada amostra de semen-
tes foram tomadas, ao acaso, uma sub-amostra de 500 sementes,
cinco sub-amostras de 100 e cinceo sub-amostras de 10, e colo=
cadas em frascos de vidro com guantidades variaveis de Agua
destilada esterilizada conforme consta na Tabela 5. Apbs a
incubagac por 313-24 h, em geladeira a 5-100C, os frascos con
tendo as sementes mais agua, foram mantidos por duas horas &
temperatura ambiente de laboratdrio para que o liguido reesta
belecesse o eguilibrio de temperatura, tendo-se em seguida |,
procedido a inoculagac da suspensac obtida em plantas de fei-
joeiro. Para cada sub-amostra, utilizou-se um vaso com 5
plantas, sendo inoculadas as duas folhas primﬁrias de cada
planta, Onze vasos foram inoculados por amostra (um para
cada sub-amostra) e mais dois vasos para o controle, sendo um
testemunha com 3gua e o outro inoculagac da bactéria X,
campestris PV. phasecli.A avaliagac da incidéncia da doenga con
sistiy em detectar a presenca ou aus@ncia de sintomas nas plantas,? -
10 dias apds a inoculacgao, sendo gue uma planta com sintoma de

crestamento foi suficiente para indicar resultado positivo.

Os resultados expressos como nomero de sub-
amostras positiva ou negativa para cada amostra testada, fo-
ram interpretados pelo métode de NMP (COCHRAN, 1950), segquin-

do a tabela descrita por TAYLOR (1970) para detecgao de @ F.
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syringae pv. phaseclicola, derivada de SWAROOP (1351). O per
centual de sementes portadoras do patogeno foi estimada na
faixa de 0,1 a 16,1%, com limites inferior e superior varian
do entre < 0,05 - 0,4% a 3,9 - * 45%, respectivamente, con

forme Tabela 7.

3.10. Correlagao entre incidéncia do crestamento bacteria
no em €ampo e porcentagem de sementes portadoras

do patogeno, germinacac e peso de 100 sementes

Foi feita a quantificacdo da doenga em campos
experimentais de feijoeiro do Instituto AgrontSmico do Parana
(IAPAR) - Londrina (PR), contando-se o numerc de plantas com
sintomas e calculando-se a porcentagem de incidéncias. Consi
derou-se como planta infectada aquela gue apresentou pele
menos uma lesac tipica do crEEtamEntﬂlcﬂmum em guaisquer de

suas partes, podendo ou nac Ser nas Vagens.

A incidéncia do patbgeno em amostras de semen—
tes de feijao de seis lotes da cultivar Rio Tibagi coletadas
nesses campos e, submetidas a diferentes processos de geca -
gem e armazenamento, fol determinada através da técnica de
extragac de RAT(1987), modificada e do método de  inccula -
gao por incisao com tesoura em plantas indicadoras, cultivar
CNF 0010. A percentagem de sementes com X.campestris pv.phaseoli
fol estimada quantitativamente, usando-se o método do nimero mais
provavel (NMP) conforme 1item 3.9. O peso de 100 sSemen-—

tes (em gramas) e a germinacgdo das sementes dos seis lotes fo

69
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de resultades para quantificar a presenca de .ﬂmﬂ

Interpretacao

Tabela 7.

thomonas campestnis pv, phesecli em amostras de sementes  de

feijao.

Limites do MMP/100

vel

SEmEntes

Numerc mais

-

Numero de sub-amostras oom

(vP) de sementes

portadoras do pa
geno (%)

resultados positivos

lde500 5de 100 5 de 10

-
-

Superior

Inferior

gementes sementes sementes
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ram determinados e comparados com os resultados obtidos de ip

cidéncia do crestamento avaliado a nivel de campo.
3.11. Delineamentos experimentais

3.11.1. Comparagao entre técnicas de extragao, cul-

tivares e métodos de inaculagﬁﬁ

As técnicas de extragaoc, as cultivares e o5
métodos de inoculagido foram comparados através da analise da
variancia, pelo delineamento experimental inteiramente casua-
lizado, com esquema fatorial 4 x 3 X 2. 0Os dados foram trans
formados segundo expressaoc V x , onde X representa notas de

severidade de sintomas de 1 a 6 (Ap@ndice 1}.

3,11.2. Comparagac entre técnicas de extragao e di

luigd3o de uma Gnica amostra de sementes.

As técnicas de extragdo e as diluigbes de uma
unica amostra de sementes em agua destilada esterilizada de
duas cultivares de feijoeiro (EMGOPA 20l=-ouroc e Rio Vermelho)
foram comparadas através da anilise da wvarianecia, pelo deli -
neamento experimental inteiramente casualizado, com esdquema
fatorial € x 4. Os dades foram transformadoes segundo a ex-
pressac V x , onde x representa notas da severidade de sin-

tomas de 1 a 6 {Apendice 2) .

31.11.3. Comparagac entre técnicas de extragaoc e ta-

manhos de sub-amostras de sementes.

TL|
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A anadlise estatistica foi feita apenas para os
dados de planta indicadora. As técnicas de extracdo e os di-
ferentes tamanhos de sub-amostras (1000,500, 100 e 10 semen-
tes) foram comparados através da andlise da variancia, pela
delineamento experimental inteiramente casualizado, com esgue
ma fatorial 4 x 4. ‘Também, os dadeos foram transformados se-
gundo a expressac V x , onde x representa notas de severida-

de de sBintomas de 1 a & (Apendice 3) -

3,11.4. Germinagaoc de sementes inoculadas artificial

mente,

Os dados de germinagao foram analisados esta-

tisticamente através da analise da wvariancia,pelo delineamen-

I

to experimental intéiramente casualizado, com fatorial 6 x 2.

05 dados apresentados em %, foram transformados para arc sen

Vv x/100 (Apéndice 4)-

3.11.5. Germinacac e peso de 100 sementes naturalmen-

te portadoras do patdgeno

0z dados de germinag3c e peso de 100 sementes
foram avaliados estatIsticamente através da andlise da varian
cia, pelo delineamento experimental inteiramente casualizado,
com 4 repeticoes, sendo gue os dados de germinagao foramtrans-

formados para arc sen V %/ 100 (Apéndice 3) -

Para comparagao das médias dos parametros

analisados foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilida-

de.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAOD

4.1. Serologia

4,1.1. Reacao dos antissoros de XYanthomonas campes
trig pv. phaseoli (Xeph) e do "strain"™ fus-

ecane com antigenos homdlogos

0s resultados dos testes serologicos realiza-
dos pelas técnicas de microprecipitina e dupla difusac em
gel-de-agar entre as diversas coletas dos antissoros de X.
campestris pv. phaseoli e do "strain"fuscans com os antl
éenus homblogos encontram-se na Tabela 8. 0©Os resultados mos
traram que todas as coletas de antisscros produziram uma
reacao de precipitagio através da técnica de microprecipiti
na em placas enguanto gque pela dupla difusac em gel-de-agar
essa reagao s6 fol visivel a partir das 4a. e 6a. coletas
dos antissoros para X. campestrispv. phaseolt e "strain"
fuseans respectivamente, sendo gue por ambas as técnicas,
a reagac foi mais nitida gquando se utilizou o isolado K.
eampestris pv.phaseoli . Esses resultados indicaram
maior sensibilidade da técnica da microprecipitina em pla-

cas, Atraveés da mesma técnica, OLEAS ARIAS (1982) testou
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18 coletas de antissoros para essa bactéria, sendo que todas
produziram reagac evidenciavel, confirmando a sensibilidade

da técnica da microprecipitina em placas.

Tabela 8 -Reagao de diversas coletas dos antissoros de Xan-
thomonas campestris pv. phaseoli (Xeph) e do"strain”
fuseang (Xcphf) com os antigenos homdlogos pelas
t@cnicas serologicas da microprecipitina e dupla

difusao em gel-de-agar.

Técnicas 15.;1;;1.;.5(1} poleta de antissoros

Serologicas bacterianos g0 1Y 2 4 4 s 6 7 @ 9 1B
Microprecipitina Xeph - 4 . = S = T e
em placas Xephf - + + + + + #* + + + *
Dupla difuelo Xeph - - R T = S S A A
gel-de-apgar Xephtf - = mlaie el e D e

{1)Concentragaon:3, 2 % IDE ufc/ml (Xcph) e 4,6 % 10? ufe/ml (Xcphf}; (+ )
reagEn positivas (++) reag;n mais nitida; (=) rua;ﬁn negativa; (2) 1a;
sangria feita 21 dias apos a la. imunizagaﬂ. Cada coleta, 3 rapﬂqi

qaes; Sii= soro normal.

4.1.2. Titules dos antissoros de Xanthomonas campestris

pv. phaseslt € do "strain" fuseans

Na tabela 9, encontram-se os resultados das
reacoes serolégicas dos antissoros da mistura de coletas(5a,
6a. e Ta.) de X. campestris pv. phasecli o do "strain"fus-
cans com os antigenos homologos realizadas pelas técnicas da

microprecipitina em placas e da dupla difusao em gel-de-agar.
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Pela t@cnica da microprecipitina em placas, os antissoros de
X. ecampestris pv.phaseol? e dp "strain" fuseans contra os anti

genos hombélogos nas concentragoes de 3,2 x 10°

ufe/ml  (Xpch)
e 4,6 x lﬁ? ufc/ml (Xcphf) apresentaram titulos mais elevados
f1:1024) e (1:512) do que pela técnica da dupla difusao em
gel-de-agar (1:256) e (1:64), respectivamente, sendo gue 05
titulos dos antissoros de X. campestris pV. phaseoli foram
superiores aos da ¥. campeastris pv. phasepli var. Fusoans,
independentemente da técnica Eegnlﬁgica utilizada, conforme
Tabela 9. Provavelmente, isto tenha ocorrido devido 3 menor
concentragdo do antigeno imunizante do'strain" fuscansemprega
do ma rea:;‘é-:: {Tabelas llel2 WTRUJILLO & SAETTLER (1981) obtive-
ram titulos de antissoros mais elevados para X, campestris
Pv. phageolie para o "strain” fuscans , de 1:2000 e 1:5000,res
pectivamente, pela técnica da microaglutinagaoc em tubos, usan
do como antigenos homélogos, células mortas em formalina a
40%, na concentracgao de 107 cElulas/ml. OLEAS ARIAS (1982)
obteve resultadcs semelhantes acs obtidos no presente estudo,
tendo alcanqadu o titulo do antissoro de ¥, aqmpaatris PV.
phaseolt de 1;1024 contra o antigeno homblogo na concentra-
gao de 2,5 x 10% ufc/ml, usando a técnica da microprecipitina

em placas de Petri. Ainda segundo o autor, nas 18 coletas de

antissoro, ogorreu um aumento paulatino do titulo em cada

antissoro, a medida que se aumentou o namero de imunizagoes.
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16.

Tabela 9. Titulos dos antissoros de Xanthomonas camped tris
pvi phaseo £4 (Xeph) e do "scrain” fjuscand (Xcphf)
contra antigencs homologos pelas tecnicas da mi-
croprecipitinag em placas e dupla difusdo em gel-
de-agar (DDGA)
Técnicas Serologicas
‘ (1) Microprecipitina DDGA
Antisgoros- =
Antigenos Antigenos
Ecph{E} x:phffj} xcphfz} x:phfta}
Soro normal - + = -
1 : 1 + + + +
1= 2 +* + + +
 JUOE B8 + + + +
138 + + + +
15 16 + + + +
Y8 32 + + + +
1 : 64 4 i - i
1 : 128 + + + =
¥ 256 + + + -
A T - + + L =
1 : 1024 + - = -
1+ 2048 - - - -

(1) 58, 68 ¢ 78 coletas; (2} 3,2 x 10° ufc/mly (3) 4,6 x.iﬂj ufe/mly (+)

reacao positiva; (-) reacdo nepativa. Cada diluicao: 3 repeticoes.
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4.1.3. Determinagao da especificidade dos antissoros
de Xanthomonas campestris pv. phasecli e do
"strain" fuscans contra diversos isclados de

bacterias

0s resultados das reagoes de diversos isolados
de bactérias fitopatogénicas e de saprofitas contra antisso-
ros de X. campestris pv. phasecli (Xcph) e do "strain® fus-
cang (Xcphf) através das técnicas da microprecipitina em pla
cas e dupla difusaoc em gel-de-agar, estao contidos na Tabe~-
la 10. Pela técnica da microprecipitina, os isolados bacte-
rianos dos generos XYanthomonas e Paeudomonas reagiram
com os antissoros de XYanthomonmas,enquanto gue através da téc-
nica da dupla difusdo eﬁ gel-de-agar, ¢ antissoro de {8
campestris pv. phaseeli reagiu apenas com seu antIgeno ho-
mologo (Xcph) e o antissoro de ¥, campestris pV. phaseolt
var. fuseans reagiu tanto com o seu antigeno homdlogo como
com o antigeno heterdleogo [(Xeph), indicande menor especifici
dade de agao desse antissoro, na caracterizagac dos 1isolados
bacteriancs patogénicos ao feijoeiro. Enguanto a técnica da
microprecipitina em placas mo=strou reacoes cruzadas do an-
tissoro de Yanthomonas entre espécies de Fanthomonas
assim como com esnécies do género Pseudomonags, a  técnica
da dupla difusaoc em gel-de-agar mostrou ser altamente especi
fa na caracterizaqﬁa dos isclados de Xanthomohnas patogéni-

cos ao feijoeiro. Esse mesmo padrac de comportamento fol

rr
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constatado por LINK & SHARP (1927). Posteriormente, ELROD &
BRAUN (1947) demonstraram a presenga de grupos imunclégicos,
considerando que o grupo "phaseoli”consistia de X.ecampestris
Pv. phaseoli e o "strain" fusecans, X.  ‘campestris PV,
geranii, K. eampestris Ppv. pelargoniti e X. campestris
pv. malvacearum. Tal fato nao fol determinado mediante rea
goes cruzadas de aglutinagio. Mais recentemente, no estudo
de caracterizagao dos antissoros de X, eampestris phaseoli
e do “strain" fuscans, TRUJILLO & SAETTLER (1981) verifica -
ram gue a técnica da dupla difusac em gel-de-agar foi mais
segura do gue a microaglutinagac em tubos; pela técnica da
microaglutinacao em tubos, antissoros de XYanthomonas aampes=
tris pv. phaseolt apreéentaram reagoes cruzadas com células
vivas de outras espécies de Xanthowronas e com bactérias
do género Pseudomonas, Erwinia e Corynebacterium, Nao se
observando essas reagoes com té€lulas wivas de Agrobacterium,
Bacillus [z Ebr%ﬂahaﬂtﬁrium sp. assin como c&lulas mor-
tas pelo vapor (100=C, 1 hora) de 1% contaminantes bacteria-
nos obtidos de sementes de feijac desinfestadas superficial-
mente, Também,pela técnica da dupla difusdo em gel-de-agar ,
OLEAS ARIAS (1982) concluiu gue o antissoro de X. eampestris
pPV. phagsecli apresentou especificidade para isclados homolo-
gos e aus@neia de reagdoc com os heterdlogos "strain” fuseans,
Pseudomonas sp e bactérias contaminantes, concordando os re

sultados obtidos no presente estus
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4,1.4. Avaliagac da sensibilidade da técnica de du-
pla difusdo em gel-de-agar através da reagao
dos antisscros de X, campestiris pv. phaseoll
e do "strain" fuscans com os antigenocs homd-

logos em diluigao

Embora apresentando maior titule, a técnica se
rologica da microprecipitina ndo fol inecluida neste experi -
mento, uma vez que o5 testes preliminares indicaram dificul-

dades 'de avallagdo nas maiores diluigoes.,

0s resultados da analise dos antissoros de X,
gampestris pv. . phageeli € do "strain® fuseans em dilui-~
g¢ao, contra diferentes concentracoes dos antigenos homdlogos,
pela técnica da dupla difusdo em gel-de-agar, encontram -se
nas Tabelas 11 e 12, respectivamente. De acordo com o5 re-
sultados, fol possivel detectar reacao serolbgica nas dilui-
¢oes dos antissoros de X. campootris pv. phaseeli e do
"strain" fuseans em até 1l:4 contra as concentragoes dos anti

6 e 4,6 % IDE ufe/ml, respectiva-

genos homtologos de 3,2 = 10
mente, TRUJILLO & SAETTLER (1381), analisando o comportamen
to de antissoros de Y. campestris pv. phaseoli & do “strain”
fuseans, com diferentes cencentracces dos antigenos ho-
mblogos nas densidades oticas de 0,1 a 0,05;concluiram que
as bandas se formarem até as concentracgoes de 3,8 x

lﬂﬁ celulas/ml de X.campesiris pv. phaseols e 2.9 x lDE

80
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células/ml de X¥. campestris pv. phaseoli var. fuscans (DO =
0,06), usando, como antfgenos, células mortas a vapor (100°9¢C,

1 hera).

Devido a alta especificidade, a técnica serold
glca da dupla difusao em gel-de-agar foi seleclonada para
ser comparada na identificacao de X. campestris pv. phaseolt

a partir de extrato cbtido de sementes de feiddo,
4.2. Igolamento direto em neios de cultura

Os resultados do teste de eficigéncia do antibio
tico cefalexina e do fungicida elorotalonil, acrescidos aos
meiocs de cultura NGA e EPGA, para verificar a inibigao de
crescimento de bactérias e, fungos respectivamente, encontram-
se na Tabela 13. Dos isolados de bactérias testados nos meios
de cultura, os do genero XYanthomonas cresceram em ambos o5
nmeios, com e sem antibidotico e fungicida, enguanto gue
aqueles dos géneros Pseudomonas, Bacillus e Erwinia, foram
completamente inibidos pelo antibictico na concentracas de
40 pg do produto comercial/ml. 0 mesmo ocorreu com (o
fungicida na concentragdo de 67 pg do  produto comerclial/
ml gue inibiu o crescimento de coldénias fingicas nos melos
de cultura. MARTHNGONI & KUROZAWA (1984) estudaram o efeito
de guatro fungicidas (captan, clorotalonil, cicloheximida o
thiram) em diversas cnncentraqﬁes nos melos de cultura sohre

cinco isolados de Xanthomonas campestris PVv. vesicatorta
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(Dowson) Dye e concluiram que o clorotalonil, nas concentra-
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goes de 12,5/ug ml, inibiu o crescimento de Betrytis einerca,

acima de 12,5 Vg/ml inibiu parcialmente Peniefllium sp e

Neurospora sp e a 50 Wg/ml inibiu Colletotrichum yloeaporisides;

porém, nao afetaram os isolados de Xantomonas canpestris pv.
vestoatoria -prﬂvenientes de tomateiro, podendo ser um produ-
to alternativo i cicloheximida com vantagens de ser encontra
do no Brasil, Também, devido a sérios problemas encontrados
com contaminantes, CLAFLIN et alii (1987) desenvolveram um
meip semi-seletive MXP para isclar X, campestris DV,
phasesll de sementes 8 solo; em gue incluiram cefalexina
{20 ypg/ml de meic) e clorotalenil (Daconil 40,4%) {15pg s/l
meio) para inibir contaminantes bacteriancs a fiingicos, res-
pectivamente. Seguncdo os autores, a cefalexkina, na dosagem
de 20 pg/ml, foi regquerida para inibir FEruinta £p. , -espe=
clalmente EFruinia kerbiecola enguanto que os "strains" de
¥, eampestris pV.phaseoli cresceram até a concentragac de
30 ug/ml. Comparando com o5 resultados obtidos no presente
trabalho, observa-se que a eficiéncia de inibigao de contami
nantes foi alcangada, utilizando concentragoes duas vezes

malores dos produtos.
4.3. Inoculagao em plantas indicadoras

4.3.1 Avaliacgdo de ta@cnicas de extracao, cultivares

testadas e métodos de inoculacao de Xanthomo-

nas agmpestris PV. phaseoldl
A avaliagao dos resultados do método de inocula-
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¢ao por injecdo na insergio do nd das folhas primdrias nao
foi considerada devido a auséncia de sintomas caracteristi-
cos da doenga e morte precoce de plantas o que impediu a dig
tingao da eficiéncia dentre as técnicas de extragio e entre
cultivares testadas. Provavelmente, a morte das plantas se-

ja explicada por ser esse método,muito drastico.

Na Tabela 14 sio apresentads os dados médios de
graus de severidade de sintomas em cultivares de feijoeiro,
exibidos por X. campsstris pv. phageoili através de 4

técnicas de extragdo da bactéria e 2 métodos de inoculacio.

De acordo com a Tabela 14, a analise estatisti
ca dos resultados obtidos ndo mostrou diferencas significati
vas ao nivel de 5% de probabilidade,entre as cultivares, uti
lizando-se as t@cnicas de extracac bascadas na suspensao em
agua de sementes moidas,na suspensac em meio liguide de se-
mentes inteiras e na suspensao em dgua de sementes inteiras
com desinfestagac superficial, FPor outro lado, pela técnica
de extragao do patdgeno, que utiliza suspensdo em dgua de
sementes inteiras, embora as cultivares CNF 0010.-e Rosinha G-
2, nao diferissem entre si,quanto aos graus de severidade de
sintomas, a primeira foi mais sensivel na express3io de sinto-
mas do crestamento comum em relagdo a Cornell 49-242, indepen-
dentemente do método de inoculacgac utilizado, Ainda na tabe-
la 14, dentro de cultivar, & comparagac entre as técnicas de

Extragﬁu mestrou gue o grau de severidade de sintomas nas plaE
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tas ¢da cv. CNF 0010 foi significativamente superiocr quando se
inoculou suspensiac em dgua de sementes inteiras, em relagio
a inoculagac da suspensio em Sgua de sementes moidas, porém,
nao diferiu da inoculagio dE'suEpensin‘&m meioc liguido de se-
mentes inteiras e, também de sementes inteiras em dgua com de
sinfestacado superficial. Com relagao a cv. Rosinha G-2, em-
bora os graus de severidade de sintomas nas plantas ndo dife=
rissem significativamente entre si, guoando se inocularam sus
pensoes em dgua e em meio liguido de sementes inteiras, eles
foram superiores aos graus de severidade obtidas pela inocula
¢ao da suspensiac em Jgua de sementes moidas e sementes intei-
ras com desinfestagao. Comportamento semelhante ao da cv, Ro

sinha G-2 ocorreu com a inoculagdo de plantas da gv. Cornell

49-242,

De acordo com os resultados apresentados no A
péndice 6, a andlise estatistica dos dados obtideos niaa reve-
lou diferengas significativas em severidade de sintomas nas

cultivares hospedeiras, entre os métodos de inoculacdo.

Na literatura, diversos métcdos tem sido aplica
dos para inoculagaoc e avaliagao da resisténcia do feijoeiro 3
X. campesiris pv. phaseoli. ANDRUS (1948) obteve 6timos resul
tados utilizando o método de ineculagao com agulhas mGltiplas,
num programa de melhoramento para resisté@nela a X. campestris
pv.phasaoli e P, syringae pv. phaseolicola em feijoeiro, cu-

jas vantagens foram auséncia de escape e presencga de areas de
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reagao que permitem medir guantitativamente. POMPEU & CROWDER
(1973) e POMPEU (1987) compararam varios métodos de lnocula-
gao; encontrando maior eficiéncia no método de "agulhas mul-
tiplas",sendo que o método da "incisao com tesoura”™ nao foi
incluido neste estudo. Uma das téonicas de inoculagac mails
empregada para avaliar a resisténcia de cultivares ao cresta
mento comum & a incisac de folhas prim3rias com tesouras pre
viamente mergulhadas no indculc (SARTOHATO & RAVA, 1979;:WESBE-

TER et alii, 1980; OLEAS ARIAS, 1982; RAVA, 1984; RAVA et
alii, 1990) -omcom l8minas de barbear (PASTOR-CORRALES, 1881).

0s resultados obtidos mostraram gque ,dos 3 méto-
dos de inoculagio comparados, agulhas milltiplas e incisdo com
tespura foram eficientes na expressac de: sintomas induzidos
por X.campestris pv. phaseocli. . Entretanto, o dltime adotade,
no presente trabalho; wvisto ter sido mais pratico e de maior

rendimento, além de expressar os sintomas mais rapidamente,

A manifestagao de sintomas em plantas inocula -
das com suspensac em igua ou meio lIquido das sementes porta-
doras de ¥, campestris pv.phaseoli varicun de 5 a 10 diag apds
a inoculacdo. Provavelmente, esta variacdo foi fungao da
gquantidade de indculo do patbgeno nas amostras de sementes e
de condicbes ambientals na casa de vegetagao. BURKHOLDER
(1930) observou gue o crestamento comum foi prevalente em es-
tactes gquentes do gque frias e gque a infecgao fol mais faeil -

mente obtida em casa de vegetagaoc a 26,79 do gue a 1B,30C. 5e






gundo GOSS (1940}, em geral, o crestamento comum & considera-
do com doenga de altas temperaturas. O sintoma da doenga no
feijoeiro foi obtida por inoculagido com J¥. campestris PV,
phaseoli & temperatura variando de 16 a 320C. HNa temperatu
ra de 329C, os sintomas apareceram com 7 dias, a 200C com 23
dias, enguanto que, a 16°C, somente leves sintomas foram ob-
servados em poucas folhas aco finsl de 27 dias, Ainda segundo
o autor, a umidade € usualmente considerada essencial para o
agente causal de crestamento, durante o perlodo de incubagaoc

de 24 horas, sendo gue apds esse periodo, baixas umidades au-
mentaram a severidade de sintomas sobre folhas infectadas com

eregstamento  comum .,

Das cultivares comparadas como plantas indicado
ras, tanto CHF 0010 como Rosinha G-2 foram eficientes na ex-
pressao de sintomas & possibilitaram diferenciagidoc entre  as
técnicas de extragac da bactéria. Segundo a literatura, es-
sas5 duas cultivares tem mostrado alta sugcetibilidade a X
campestria PV, phaseolt e, por isso, vém sendo utilizadaswm
mo controle nos trabalhos de melhoramento visando resistencia
ao patdgeno (POMPEU, 1987; RAVA et alii, 1989). Embora am
bas as cultivares tivessem sido muito semelhantes guanto a
exprescac de sintomas do crestamento, observou-se uma ligeira
superioridade de CNF 0010 em relagac a Rosinha G-2, por esta
razaoc,a mesma fol adotada na presente pesquisa, como planta

indicadora para as innculaqaes de ¥.eampestris PV. phaseoli.

90
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4.3.2. Avaliagao da sensibilidade ‘das técnicas de ex-
tragdo através da inoculacgac em plantas indi-
cadoaras pnrin:isﬁﬂ com tesoura do extrato em

4

diferentes diluicoes.

03 resultados da comparacac da eficiéncia de
técnicas de extragdo da bactéria pela inoculagdo do  extrato
em diferentes diluigdes, de duas amostras de sementes portado-
ras de X.ecampestris pv. phaseoli cvs. EMGOPA 20l-ouro @ Rio
Vermelho, podem ser observados na Tabela 15, De acordo com os
resultados, nio se observou intoracio significativa entre os
fatores avaliados, ou seja, técnicas de extracac x diluigac .
Considerando a média das diluigbes, na cultivar EMGOPA 201 -
ouro, observaram diferengas significativas nos graus de seve-
ridade de sintomas obtidos a partir da inoculagao da suspen-
sap de sementes inteiras em &gua (RAT, 1987, modificada e em
meio liguide (VELASQUEZ & TRUJILLO,1984, modificada)e também,
da suspensao de sementes inteiras em &gua com desinfestacao Su-
perficial em relagao a suspensac obtida a partir da imersac
em agua de sementes moidas (TAYLOR, 1370). No caso de extra-
gao de bactéria a partir de sementes da ¢v. Rio vermelho, ob
servou -se gue a técnica baseada em RAT (1987, modificada) pro
porcionou graus de severidade de sintomas significativamente
superior as demais, seguido aos obtidos pelas técnicas basea-
das em VELASQUEZ & TRUJILLO (1984) e TAYLOR (1970);, modifica -
das, em relagac a técnica baseada na imersic em dgua de semen

tes inteiras com desinfestacao superficial. Provavelmente
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esses resultados possam ser explicados pela localizacao do
incculo nas sementes das duas cultivares, ou seja, na ¢v. EM-
GOPA 20l-oure, o inbculo estaria maig internoc a semente an-
quanto na cv, Rio Vermelho o inbeculo estaria tanto interna (afad
mo externo (este Gltimo sendo eliminado durante a desinfesta-

gao com NaOCl, 1% de cloroativo).

Considerandoc gque X. eampestris pvw, phaseolt
pode localizar-se tanto interna como externamente @ semente ,
constituindo-se a mesma em importante fonte de indculo prima
rio (ZAUMEYER & THOMAS, 1957; SAETTLER & PERRY, 1972:TRUJILLO
& SAETTLER, 1979; WELLER & SAETTLER, 1%60; VELASQUEZ &THRUJILIO,
1984), a extracgao através das técnicas gue utilizam sementes
inteiras sem desinfestagido superfieial, imersa em dgua desti-
lada (RAT, 1987, modificada) & em meio liguido (VELASQUEZ &
TRUJILLO, 19284 modificada) determinou malor grau de severida
de de sintomas nas plantas, proporcionando melhor discrimina-=
cao de reagoes entre as cultivares indicadoras,provavelmente,

devido a maior extragdc da bactéria da semente,

Segundo SCHAAD (1982) e RODRIGUES NETO(1988) ,en-
tre as etapas importantes que devem ser levadas em consldera-
cdo para testes de sementes, estd a extragao da bactéria da
Wesma. Para selegac da técnica de extragao deve-se conhe -
cer o patogeno, principalmente a sua lucalizaqﬁu na semente
e utilizar sementes de viarias procedéncias (VAN-VUURDE,1987),
o que permitiria alcangar maior seguranca na detecgao da bac

téria num determinado lote de sementes.
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4.3.3. Especificidade dos sintomas causados por I,

campestris Ppv. phaseolt

05 resultados de avaliagao da patogenicidade dos
diversos isclados de bactérias e fungos, patogénicos e nao a
cultura do feijoeiro, através da inoculacdo de plantulas das
cultivares CNF 0010 e Rosinha G -2, por ineisdo com tesoura en
contram-se na tabela 16G. As mesmas mostraram sintomas
caracteristicos de clorose dos cortes & murcha do bordo das

folhas, entre 5 a 7 dias apos a inoculacac, apenas nas plan-

tas de ambas as cultivares inoculadas com isolados de X
2ampes tris Pv. phasecli incluindo o "strain" fugcans ,
(Fig. 3C). Entre as Pseudomonas, apenas P. syringae pv-
syringaee, 1solada do feijoeiro provocou o aparecimento de

sintomas de murcha na regiaoc de inoculagac, dentro de 48 ho-
ras, iste 8, logo apds a retirada das plantas da e¢amara Gmida,
totalmente distintos dos causados por X.campsstrig pv.phaseolt,
que b foram observados dentro de 5 a 7 dias apos a inocula -
QEG. Trabalhando nesse assunto, SAETTLER (1971) inoculou
plantas de feijoeiro da cultivar "Manitou" com 10 dias de ida
de, através de injegao no nd das folhas primarias, com suspen
sac de um grande nimero de bactérias patogénicas e niao pato-
génicas ao feijoeiro. Todos os patoOgenos de feijoeiro {x.
ecampestris pv. phaseolt e © "strain" fusedns, F. syringae pv.
phaseolicolaeP, syringae pv.ayringas) & apenas Poaeudomonasa

syringae pPV.glyeinea, nao patogénica ao feijoeiro, produzi-
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Tabela 16, Patogenicidade de diversos isplados de bactérias e fungos ino-
culados em plantulas de feijoeiro (ev. QIF 0010 e Rosinha G-2)
por incisac com tr?_'sm.tra{”

(2) Nomero de . Ciltivares Severidadet

Bactfrias e fungos isoladns. de feijoeiro de sintomas

Xanthomonas campes Duls pv.phas BoLe 4 Rosinha G-z B, 00
oF 0010 5,25
Xanthomonas campestads pv.phaseoli 4 Rosinha G2 5,00
var., fuscans NF 0010 5,25
Xanthemoiins campeathnis pv.oitad 2 Rosinha G-2 0
GVF 0010 0
Xanthomonas campesdnis pv.amalvacesiun 2 Rosinha G-2 0
O 0010 0
Xanthomonas campedihdis pv.campebiics 2 Fosinha G-2 0
CHE 0010 0
Pscudomonas sysingae pv. dyringae 1 Rosinha G-2 +
N 0010 +
Paeudomonas &oLanaceaium 1 Rosinha G=2 0
CNI™ 0010 0
Erusinda carofovern subsp. atroseplica 1 Rosinha G-2 0
L CNE 001D 0]
Ersinda hexbicola 1 Fosinha G-2 0
CNE 0010 0
Collfetotnichum Lindemuwtiianum 2 Fosinha G-2 0
CWNF 0010 Q
Fusaaium SpPp 5 Rosinha G-2 0
yF 0010 0
Trichoderma spp 3 Rosinha G~2 0
CNF 0010 0
"Contaminantes" bacterianos de semen 10 Fosinha G-2 0
tes e folhas infectadas de feljoeiro CNEF 0010 0
por X. campestnis pv. phasecfd
Testemanha (agua destilada esterili- - Rosinha G-2 4]
zadal NI D010 | e

(1) midias de 4 repetigdes g 4 vasos com 4 p%&ntasfvaslib : [2) concentracg
de infculo (backerias) - 10° células/ml e 10"-10° conidios/ml (fungos)
(3) escala de notas descrita no item 3.7.2.3.4.;7 (+) sintomas de marcha na
reqgiao de inoculacao aphs 48 horas.
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ram sintomas em plantas, dentro de 5 a 7 dias apds a inocu-
lagao. Provavelmente, a sensibilidade das cultivares testa-
das e a diferenga entre os métodos de inoculag3o possam expli
car o comportamento diverso do patﬁgené P, syringae pv.
By ringae em produzir sintomas em plantas dentro de um perig
do varidvel desde 48 horas como foi obtido no presente estu-
do até 5 a 7 dlas apSs a inoculacdo conforme SAETTLER (1971).
Segundo SANDS et alii (1980), a expressac de sintomas provoca-
dos por Pseudomonas nao necessariamente indica prova de pa-
togenicidade. As Fssudomonas sao amplamente distribuidas e
muitas produzem sintomas atipicos scbre plantas nao hospedei-

ras, gquando estas s3ao submetidas a condigtes adversas ou sob

altas guantidades de indculo.

Sintomas induzidos por bactérias saprofiticas
(RAT, 1988b) ou outros agentes de sementes como fungos, devem
ser prevenidos. E conveniente,para a confirmacio do patdgeno
suspeito, inocular plantas com culturas virulentas da bac-
téria em estudo, como controle positivo para a comparacgaoc {RO
DRIGUES NETQ, 1%88). Nesse aspecto, deve ser mencionado, que
na presente pesguisa, utilizou-se, com sucesso, folhas infec-
tadas por ¥. campestris pv. phasesli., desidratadas e imersas
em Agua,para ativagao e liberacac das bactérias, como contro-
le positivo. Além de manter o inSculoc vidvel por longos perio
dos, constitui numa técnica efetiva, simples; rapida e de

baixo custo para inoculag3o de plantas de feijoeiroc com o pa-
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tégeno, particularmente, onde as facilidades de laboratério
sac limitadas, conforme o trabalho desenvolvido por GILBERT-

SON et alii (1988).

4.4, Comparagdo de métodos de detecgao (extragio e iden-
tificagao) de yanthomonas campestris pv.phaseoli a
partir de sub-amostras de sementes de feijdo de di-

ferentes tamanhos

As Tabelas 17 a 22 apreserntam os resultados re-
ferentes & comparagac de guatro técnicas de extracidc e trés
métodos de identificagac de ¥, campestris PV. phaseoli, a
partir de sub-amostras de sementes de diferentes tamanho, de
seis cultlivares de feijoeiro portadoras do patdgeno. Nos tes
tes com sub-amostras de sementes das cultivares Rio Vermelho,
EMGOPA 20l-ouro, carnaval e catu (Tabelas 17, 19, 20 e 21) ,
observa-se gue a técnica de extragao da bactéria através da
suspensao de semerites inteiras em 3qua (RAT, 1987, modifica-
da), proporcionou graus de severidade de sintomas em plantas
de feijeoeiro (cv. CNF 0010), estatisticamente superiores aos
obtides a partir das técnicas de extracao que utilizaram
suspensac em agua de sementes molidas (TAYLOR, 1970, modifica
da) ou de sementes inteiras com desinfestacgaoc superficial
(Na0Cl, 1%t de cloro ativo), porém, semelhante agqueles obti-
dos a partir da suspensac de sementes inteiras em meio liqui

do (VELASQUEZ E TRUJILLO, 1984, modificada) Na tabela 18,
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os resultados com a cultivar Rosinha mostraram gue apenas a
téenica de extragdo baseada na suspensaoc de sementes intei -
ras com desinfestagido superficial proporcionou graus de seve
ridade de sintomas em plantas jinferiores as demais técnicas.
Na tabela 22, ndo se observaram diferengas significativas en-
tre os grays meédios de severidade de sintomas oriundos da
inoculagao de extratos de sementes da cv. Rio Ivai, obtidos
pelas guatro técnicas de extragac. Considerarndo o efeito do
tamanho das sub-amostras cbtidas a partir de amostras de se -
mentes recebidas,observou-se gue, mesmo as sub~amostras de
10 sementes possibilitaram a detecgao do patégenc. Isto sig-
nifica gue a incidéncia foi no minimo, 10% em todas as sub -
amostras, pois pelo menos 1 semente era portadora do patOgeno

em 10 analisadas (Tabelas 17 a 22).

Para a detecgao de X. campestris pv. phaseoll ,
em sementes de feijao, SAETTLER (1971) utilizou com sucesso ,
a metodologia de extraqﬁo, a2 partir de sementes inteiras de-~
sinfestadas superficialmente com solugdo hipoclorito de S0~
dio 2,5% e imersas em agua destilada esterilizada, seguida de
identificagdo do patdgeno através da inoculagao por  injegao
no nd das folhas primarias de plantulas de feijoeirc com 10
dias de idade. Por cutro lado, EDNIE & NEEDHAM (1973) utili-
zaram trés etapas para a detecgao dessa bactéria a partir de
sementes de feijao: extragac a partir de sementes moidas pré-

desinfestadas superficialmente com solugao de hipoclorite .de
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sbdic (NaQOCl, 1% cloro ative) per 10 minutes, isolamento
em meio de cultura ¥YDC e identificagac usando fadgo especifico
ou incculagac em plantas hospedeiras. O© método apresentou
alta sensibilidade para detectar 1 semente infectada pelo pato-
geno em 10,000, Esses resultados contrariam, em parte, os ob
tidos na presente pesguisa uma vez que tanto a extragao da
bactéria de sementes inteiras desinfestadas superficialmente
como a inpculacao por injegao nao foram eficientes. Conside-
rando gue a bactéria pode estabelecer-se tanto interno COmo
externamente 3 semente (WELLER & SAETTLER, 1980; VELASQUEZ &
TRUJILLO, 1984), a desinfestagido superficial com solugao de
hipoclorito de so6die (1% de cloro ativo) pede ter propiciado
a eliminagac de inSculo externo, tornando a técnica de ex-
tragao menos eficiente conforme os resultados obtidos na pre-
sente pesquisa. Sequndo BAT (198Bc), a desinfestacdo superfi-
cial com hipoclorito de sbdio ou calcic é eficiente na elimi-
nagao dos micruurﬁaniSmns localizados sobre a superficie da

semente.

A partir da suspensac obtida pela técnica de ex
tracido de semente molida baseada em TAYLOR (1970), os resulta-
dos de identificacdo da bactéria, através do método serologi-
co por dupla difusao em gel-de-agar, foram negativos talvez
devido i viscosidade do liguido gue dificultou a difusao da
bactéria através do agar para propiciar a reagac com os antis
soros (Tabelas 17a 22). Uma possivel solugdc seria a reali-

zacdo de uma filtragem de suspensac. Em contrapartida, os me

105
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lhores resultades de identificagac do patbgeno através do me
todo serolégico foram aleancadeos a partir da extragac da bac-
téria pelas técnicas descritas por RAT (1987) e VELASQUEZ &
TRUJILLO (1984), modificadas. Entre os antissoros de X. oam-
pestris pv. phasecli e do “strain" fuseans utilizados, nao o-
correram diferencas expressivas com relagao a identificagdo
do patbgenc. O método serolégico por dupla difusao em gel-de
-agar apresentou alta especificidade, concordando com o resul
tados obtidos por OLEAS ARIAS {1952:,parém, baixa Eensibilidi
de na identificacdac do patégeno a partir da suspensac obtida
por imersao das sementes em dgua ou meio liguido, em relagao
a planta indicadora. KIRALY et alii(l974) estabeleceram gue o
antigeno, para ser usado em teste de dupla difusac em ge-de -
agar, deveria conter lﬂlu células/ml. TRUJILLD & SAETTLER(1979),
utilizando esta t8cnica seroldgica combinada com meio semi-se
letivo, nao detectaram X. campestris pv. phaseoli nas amos-
tras de sementes de feijao onde menos do gue 1I:Ig ufe/ml do
patégeno foi adicionada a 1,6 kg de sementes nao infectadas, i
mersas em solugdo salina 0,01l M POy, pH = 7,2. Em outro tes
te, usando lotes de sementes com niveis de infecgac natural
variando de 0,01 a 10%, esta técnica combinada nao detectou a
bact&ria em lotes com niveis de infecao de sementes inferiores a
1%. Por sua vez, em estudos com antissoros preparadecs contra
X, campestrie pv. phasesli e o “strain" fuscans, TRUWJILLO & SAETTLER
(1981) ebtiveram excelentes resultados com preparacoes antigénicas

s
de células mortas e wivas, contendo entre E—lﬂﬁ T 10
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células/ml. Esses resultados foram semelhantes aos cobtidos
nesta pesguisa, com células vivas nas concentragces de 3,2 x

10%

e 4,6 x lDE ufo/ ml de X, campestris pv. phaseols E
do "strain" fuscans, respectivamente, pelo teste de dupla difu

sao em gel-de-agar.

Segundo RAT (1988a), a técnica serclégica per-
mite a identificagaoc de bactérias com uma boa seguranga. Dos
varios tipos,a microprecipitina em placas ou tubos e a imung
difusao em agar podem ser emprégadas sobre culturas puras porgue
exigem grande quantidade de bactérias, isto &, sua sensibili
dade & muito baixa e somente podem ser usadas para a confir-

macao da identificagao,

Por isso, apesar da técnica serolbgica através
da dupla difusdo em gel-de-agar mostrar alta especificida
de para X, campestrispv. phaeol: ,d sua sensibilidade fol bal
xa, devendo a sua utilizagdc ser de importancia como método
de deteccao indireta,isto &, guando usada em combinagao com
outras técnicas como, por exemplo, isolamente direto, para a

identificacao de patégeno.

Com relacio ao isolamento direto em meios  de
cultura, os dados obtidos revelaram nac haver consisténciana
detecgao, mMESMO has MENOres diluigoes. Contudo, o isoclamen-
to no meioc EPGA contendo o antibidtico cefalexina e o fungl
cida clorotalonil que impediram, em parte, a proliferagaoc ex

cessiva dos "contaminantes" bacterianos e fingicos de semen-
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tes, respectivamente, deu melhor resultado do gue no meioc NGA
(Tabelasl17 a 22). Segundo SCHAAD (1982), a desvantagem do u-
s0 de um meido menos rico, como nutriente agar, consliste na
dificuldade em se distinguir as colonias de Yanthomonas campes-
tris da coldnias de outras bactérias gque produzem o pigmento a-
marelo xanthomonadina. Para ¢ casc do isolamento direto, de
ve ser mencionado que foram utilizados os testes seroldgicos
e de patogenicidade, para auxiliar na identificagao das co-
lonias suspaitas de ¥. ecampestyris PV. phaseoli . Uma
caracteristica auxiliar de identificagao foia observagido do
empardecimento do meio de cultura, especialmente NGA, devido
a capacidade dos "strains"fugeans em produzir um pigmento
MArrom. SUTTON & WALLEN (1970} também verificaram gue os
"strains® fupoans foram identificados pela sua habilidadeam
produzir o pigmento marrom em nutriente agar com 24 a 48 ho
ras de incubacac a 272C, Esses resultados indicam que al-
gumas bactérias patogénicas de sementes podem ser identifica
das apenas com base nas caracteristicas das coldnias em meio
de agar como accntece para a maioria dos fungos {SCHAAD,1982;

IRWIN, 1987).

O uso de técnicas combinadas tem side  citadeo
na literatura por diverscs autores. TRUJILLO & SAETTLER
{1979) utilizaram uma técnica combinada de meio semi-seleti-
vo liguido (M55 = 1 mg de extrato de levedura, 25 mg ciclohe

ximida, 2mg nitrofurantoina , 1 mg Acido nalidixico, 0,05 mg

108.
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gentamicina em 1000 m) de tampac fosfato 0,01 M, pH= 7,2) e
teste sercliégico por dupla difusac em gel-de-agar, para detec
gao de X, campestris pv.phassoli em sementes de feijao. #
meic semi-seletiveo permitiu o crescimento do patfgeno a  ni=-
veis populacionais altos na presenga de comtaminantes, enquan
to o teste serolbgico mostrou-se altamente especifico para a
identificagdo da bactéria. Segundo esses autores, esta com-
binacio de técnicas foi mais eficiente e mais rapida do gue ©
método de ineculagdo, além de nao exigir grandes espagos e e-
guipamentos para a conclusao dos testes. VELASQUEZ & TRUJILLO
(1984}, comparando diferentes métocdos para a detecgac de se-
mentes de feijao por esse patogeno, afirmaram que a combina -
gao de meio semi-seletivo com imuno-difusiac em gel-de-agar re
sultou em um procedimento altamente seguro para a detecgao do
patbSgeno; obtendo 23% a mais de detecgao do gue no metodo de
injecdo de plantas & 47% a mais do gue no teste serolbgico ,
guando o meic semi-seletivo nao foi usado, Um meio semi-se-
letivo MXP (0,8 g K,HPO,; 0,6 ¢q KH,PO, ; 0,79 extrato de leve
dura, 8 g de amido soliivel, 10 g brometo de potdssio, 1 g glu
cose, 15 g agar; apds autoclavagem adicionar: 15 mg de cloro-
talonil, 20 mg de cefalexina, 20 mg kasugamicina, 2 mg gluta-
micina, 20 ml metil vieoleta, 2B-solugac a 1% em etanol 20%,60
ml metil verde-solucac aguosa a 1%), foi desenvolvido por CLA=
FLIN et alii (1387) para isclamento de X.campestris pv. pha-
seoli e do "strain® fuscans a partir de sementes de feijao

e solo infestado. Todos oz "strains" fuseans da X.
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campestris PV.phoesoli € & maloria dos patovares de X

gampgﬂtr{E testados cresceram sobre esse meio. Entretanto, al
guns “strains"fuseans foram indistinguiveis da X, campestris
pv.phaseols tipica e o pigmento marrom caracteristico nao foi
produzido sobre esse meio. Os autores também admitiram gque
alguns "strains" cresceram muito lentamente scbre o meio MXP;
aléem disso, os mesmos comentaram gque, embora os meios semi -
seletivos sejam praticos, torna-se difiecil desenvolwver um meio
gque restrinja o crescimento de todos os cnntaminantes sam dfe-
tar o crescimentec do patdbgenoc. Segundo SCHAAD (1982) e MOHAN
& SCHAAD (1987), enguanto os meios semi-seletivos melhoram as
chances de sucesso no isolamento do patbgeno, ha  necessidade
de confirmar a sua identificacaoc através de testes de patogeni
cidade. Outros pﬂntﬁg gque parecem ser limitantes sap:0 alto
custo dos agentes inibidores de crescimento para saprofitas, a
necessidade de treinamento pessoal para obtengidc desses meios
de cultura e principalmente,a falta de seguranga nos resulta-
dos gbtidos. Segundo KLEMENT (1983) por causa da semelhanga €
xistente nas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e bio-
gquimicas de muitas bactérias fitopatogénicas e séprﬁfitas, co
muns sobre a supeficie de sementes, o teste da reacaoc de hiper
sensibilidade (RH) em folhas de plantas de fumo, através do mé
todo de infiltrac3c por injeg3o, pode ser um meio Gtil de dis-
tingac de patbgenos € nao patogenos, com a vantagem de  poder
reduzir o tempe de investigacao de uma semana para 6 a 10 ho-

ras, para o caso das Dpendomongs e de 10 a 24 horas para as
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Yanthomonas extraldas de sementes.

0Os testes de inoculagao em plantas indicadoras
podem ser considerados de baixa eficiéneia, sendo necessarias

populagtes iguais ou maiores do gue 1'D3 a 104 células bacte-

rianas/sementes de feijoeiro (WELLER & SAETTLER, 1980) ou 103
a lﬂq c€lulas/ml (RAT, 1988b) para a produgac de sintomas. En
tretanto, virios trabalhos tem relatados populagbes de y, &,

phaseali maiores do que IEE células/semente (EDNIE & NEEDHAM,
1973, TRUJILLO & SAETTLER, 1979, WELLER & SAETTLER, 1980).Tam
bém, TRUJILLO & SAETTLER (1979) verificaram gue sementes com
sintomas visuais desse patdgeno, tinham em média, concentracoes

de intcules de J_D_"rw.ll]g células/semente. Os resultados obtidos nes
ta pesquisa mostraram gue esse método apresentou alta especi-

ficidade e maior sensibilidade na detecgao de X. campestria

pv.phaseoli extralida de semente de feijao do gue os métodos
comparados de serologia (dupla difusiac em gel-de-agar) e iso-

lamento direto em meios de cultura; este procedimento (Fig.3),
possibilitou a clara distingao entre as técnicas de extragaoce
permitiu a identificagado segura e direta do patdgeno. Portan
to, através do método de deteccdo aque inclui as etapas de
extrag3o através da suspensac em Agua de sementes inteiras e
incubacdo a 5 = 109C,por 18 - 24 horas (1 dia) (RAT, 1987, ma
dificadad) e identificagao de X, ecampestris PV.phasecli Por
meio de inoculag3ac em planta indicadora (cv. CNF 0010} (7 a

10 dias), pode-se obter resultados dentro do prazo de B8 -

10 dias, sendo pﬂBEIvEI avaliar um nimero consideravel de a-
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FIGURA 3. Hétodo de inoculacao,por incisaoc com tesdura, de Xan
thomonas campesfris pv. phaseofd,em planta indicado
ra (cv. CNF 0010) de feijoeiro. A) Mergulho da tesou
ra no indculo; B) Inoculagdo em folhas primarias ;

€) Sintomas do crestamenteo bacteriano comum,
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mostras de sementes cerca de 10 amostras/dia/técnico) e devi
do as condigdes climiticas favordveis, e disponibilidade de
casa de vegetagao, con temperatura em torno de 28-327C, os tes

tes podem ser realizados durante todo o ano.

4.5, Determinagac da localizagac de X. campestris pv. phaseols
em sementes ¢ sensibilidade na detecgdo do patdgeno
em sSub-amostras de sementes de feijae pelo método

da Planta inlicadora.

4.5.1. Localizagao do patdgenc em sementes inocula-
das actificialmente e seu efeito sobre a ger-

minagin.

0Os resuitados da localizagae de). campestris PV.
phaseols, inoculada artificialmente em sementes de feijao, ob
tidas através da inoculagio em plantas indicadoras pelo méto-
do da incisdo com tespura e o efeito sobre a germinacao eg-
tao contidos na Tabela 23. Dos diversos perlodos de exposi-
gdo das sementes ao infculo do patdgeno contido no meio de
cultura NGA em placas, a contaminacao externa das sementes foi
total a partir de 0 hora e somente com 24 horas de contato,
observou-se gue o indculo penetrou na semente,; do gue resul -
tou 60% de sementes inféctadas, sendo gue 36 horas foram sufi
cientes para se obter 100% de sementes com infecgd3o por X,

campestris pv. phasecli. A germinacio foi afetada pela
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cec.a de 10 amostras/dia/técnico) e devi

tins favoraveis, e disponibilidade de

¢ Edjperatura em tornc de 28-327C, os tes

tes podem ser realii%; durante todo o ano.

4.5. Determinag@e de localizagBo de X, eampestria pv. phaseoli
em sementel & &msibilidade na detecgao do patdgeno
em Sub-amostrasde sementes de feijdo pelo método

da Planta fndiadora,

4.5.1. Localizado do patdgeno em sementes inocula-
das artiicialmente e seu efeito sobre a ger-
minagaoc.

0s resultalos da localizagao def, campestris PV.
phasecli, inoculada artiiicialmente em sementes de feijao, ob
tidas através da inoculacdo em plantas indicadoras pelo méto-
do da incisaoc com tesour: e o efeito sobre a germinacido es-
tao contidos na Tabela I3. Dos diversps periodos de exposi-
cao das sementes ao indeculo do patdgene contido no meio de
cultura NGA em placas, a contaminacao externa das sementes foi
total a partir de 0 hora e somente com 24 horas de contato,
observou-se gue ¢ inogule penetrou na semente, do gue resul -
tou 60% de sementes inf-;actadas, sendo que 36 horas foram sufi
cientes para se obter 100% de sementes com infe-:::;Eﬂ por X.

campestris pv. phaseolt. A germinacao foi afetada pela
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presenca do inScule localizado interna e/ou externamente a se
mente, sendo gue somente a partir de 36 horas de contato da
semente com a bactéria observou -se redugdo significativa da
germinacdo em relagdo & testemunha (sem bactéria). Segundo
ALVAREZ et alii (1979), em grupos de sementes de feijao O
diferentes niveis de infeeccac (0,25, 50, 75 e 100%), observa-
ram=-se uma tendéncia decrescente na percentagem de germina-
QEG; a medida gue aumantava o nivel de infe:qﬁm nas sementes,
WELLER & SAETTLER (1980) estudaram o efeito da infecgao de
sementes por X.campestris Pv.phaseold 1incluindo o "strain"
fuseans , sobre o crescimentto de plantas através de guatro ti-
poe de infeeccac: 1 = sementes com manchas na regiao do hilo;
2 = sementes com menos de 10% de area manchada; 3 = sementes
com 11 - 100% de manéha e nao enrugamento; 4 = sementes com-
pletamente manchadas e parcialmente enrugadas e conclulram
que sementes severamente infectadas (tipes 2 a 4) germinaram
4 uma baixa taxa e produziram plantas deformadas. ©Os auto-
res determinaram gue a bactéria pode localizar-se tanto exter
na como internamente as sementes, constituindo-se as me smas

em importantes fontes de indculo.

4.5.2. Deteccao de uma Gnica semente portadora de X,
eampestris  PV.phaseoli em sub-amostras de
diferentes tamanhos através da incculacgao en

plantas indicadoras

0s resultados de determinacdo da sensibilidade
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de detecgac de X.campestris pv.phaseoli, em sub-amostras de so-
mentes de diferentes tamanhos, através do método da planta in
dicadora (ev. CNF 0010) encontram-se na Tabela 24, onde obser-
va-se que até a diluigdo de 1:1000, o método apresentou 100%
de eficiBncia na detecgado da bactéria, a partir do qual a efl
eiéncia foi decrescendo, atingindo 60% na diluigio de 1:4000.
Esses resultados mostraram que © método da planta indicadora
apresenta sensibilidade de 0,1%, isto &, permite detectar 1
semente portadora da bactéria em L0000 sadias, com 100% de se-
guranga. Segundo GENG et alii (1983), a sensibilidade na de-
tecgac do patdgeno caracteriza a confiabilidade do método, de
vendo ser determinada antes da sua utilizacao em programas de
controle de qgualidade. TAYLOR (1970) investigou a sensibili-
dade para detecgac de P, syringas pv. phaseslieola usando o método o
Nimerc Mais Provavel (NMP) para estimar o nivel de infeccgao
em um lote de sementes pelo teste de uma seérie de amostra de
tamanhos decrescentes, MALIN et alii (1983) obtiveram suces-
so na detecgao de X, campestris pv. phaseoli em lotes de semen-
tes de feijaoc onde uma tolerdncia zero foi considerado neces-
sario. Através da técnica da IF indireta foi possivel detec-

tar niveis de infecgac de 0,013,

0s resultados obtides por TAYLOR et alii (1979)
e MOHAN & SCHAAD (1987), segundo os quais o nivel de infecgao
variou amplamente entre as sementes contaminadas e/ou infecta
cas por Pseudomonas syringae pv.phascolicolaapontam para a necessi

dade de se considerar o potencial de indculo do patdgeno por
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semente infectada e nac o nimero de sementes infectadas gque
devem ser adicionadas ds sementes sadias para o estabeleci -
mento da sensibilidade dos métodos de detecgdc de patdgencs
em sementes. Segundo RAT (198B8¢), & necessirio desenvolvermé
todos de detecgaoc, onde a sensibilidade & a gualidade mais
importante uma vez gque o maior problema reside na dificulda-

de de detecgao, de baixos niveis de infecgio.

4.6, Determinagac guantitativa de JYanchomonas campestris
pv. phasesli em sementes de feijao produzidas no

Estado de Sao Faulo

As tabelas 25 a 27 apresentam os  resulta
dos de avaliaéﬁn gquantitativa da incidéncia de X. campestris
pv. phaseoli em amostras de sementes de feijao produzidas
no Estado de S3c Paulo, durante os cultivos da "seca"e de"ip
vernc" no ano de 1988 e das"3guas” no ano de 1388/1989
através da técnica de extragac de sementes inteiras em a
gua destilada esterilizada e incubagao 3 temperatura de 65—
10eC (RAT, 1987, modificada) e identificagac do patdgeno por
meio de inoculagao, por incisan com tesoura, de plantas indi
cadoras (cv. CNF 0010), Pela Tabela 25,das 14 amostras cole
tadas em 9 municipios do Estado, correspondendo ao cultivoda
"seca" de 1988, observou-se gue esse método determinou,guan
titativamente, a incidéncia de X. campestris pPV. phaseclt

em sementes de 1l amostras, cujos indices variaram de 0,1 a
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1,1%. Dos 14 campos de produgac de sementes do caltive da
"seca", apenas se dipoem de 8 com laudos de inspecaoc de cam-
po, sendo que desses, soméente em 2 campos se constatou a
presenga do crestamento bacteriano comum embora em niveis in
significantes. 0 método de detecgdo ndo acusou resultados pe
sitivos para a presenga do patégeno em sementes das corres -
pondentes amostras de nimeros 067 (Ital) e 069 (Coronel Mace

do) presumivelmente, portadora do patogeno,

Na tabela 26, os testes conduzidos em 16
amostras de sementes de 9 municipios, referentes ac cultivo
de "inverno" de 1988, indicaram a incidéncia do patdgeno em
11 amestras, variando entre 0,1 a 0,8% de sementes portado -
ras, Dos 16 campos de produgac de sementes, somente 1 cam-
pc nao apresentou laudo de inapeqﬁn. Nos demals, apenas en 3
campos foram constatadas a bacteriose em niveis insignificantes
de atague, sendo que, o método de detecgdo utilizade revelou
incidéncia de 0,4 e 0,7% de sementes com o patbgenc nas amos
tras de Ribeirdo Preto de nimeros 040 e 045, correspondentes

a4 4 destes campos.

Na Tabela 27, apenas guatro amostras de
dois municipios foram analisadas, correspondendoc ao cultivo
das "dguas", de 1988/82 e os resultados apresentados indica-
ram incidéncia de X. campeatris pv. phageold nas se-
mentes de todas as amostras, com indices variando de 0,3 a

1,1%. 0z laudos de inspegac de campo acusaram niveis muito

21 )
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baixos de lncidencia d4a bacteriese, em todos os campos.

Diversos fatores, entre os gquails, falhas no
diagnfstico de campo, ocorréncia de infecgac muitc baixa ou
latente e a sensibilidade do teste de detecgao de 0,1%, po-
dem explicar as disparidades obtidas entre a detecgaoc em cap

pe e a incidéncia do patogeno nas sementes.

Pelos resultades obtidos, as maiores incideén
cias foram assinaladas nas amostras originarias dos cultivos
das "aguas" e da “"seca". De acordo com a literatura, a doenga
georre com maior froguencia e maior severidade quando as con-—
dicoes favoraveis de alta umidade (U.R. > 20%) e temperatura
relativamente elevada (T = 249 a 32°C) sao predominantes, o
que normalmente ocorre no cultivo das “aguas” (PARADELA FILHO
& CARVALHO, 1967; KIMATI, 1980; VIEIRA & SARTORATO, 1984;

ATHAIDE & PACOVA, 1985; BULISANI et alii, 1987 e MENEZES,1987).

Os testes de sementes gue revelaram resulta-
dos negatiyos para a presenga do patdégeno através do método
gue inclui extragdo por meio de imersao em dgua destilada es-
terilizada de sementes inteiras e incubagao por 1B-24 horas,
i temperatura de 5-10°C mais a identificagdo através de inocy
lagd@o em planta indicadora, mostraram que, pela tabela 7 de
interpretagido dos resultados para gquantificagac da inciden -
cia da bactéria em sementes, as amostras devem conter menos do que

0,1% de sementes portadoras do patbogeno, ou podem estar livres do
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mesma, Isto porgue o método de detecgao testado apresen
tou sensibilidade para determinar incidéncia a partir de 0,1%
com 100% de sequranga. TAYLOR et alii (1979) verificaram que
um resultado negativo de um teste de uma amostra de 3000 se-
mentes nao implicou estar a amostra livre de P, ayringae BPV.
phaseclicela, mas indicou gue a amostra, provavelmente, con-

tinha menos gue 0,1% de incidénclia e poderia produzir nao

mais gque 0,01% de infecgao primaria no campo. Comp a detec-

cao de Y.ecampeotriaPV. phasepl: em sementes de feijao, &

essencial para o controle efetivo da doenga em Michigan (COPE

LAND et alii, 1975), Idaho (WEBSTER et alii,1983) e nos p&i

ses da Eurcpa e Mediterraneo, esse aspecto & rigorosamente con
trolado. Assim, uma toler@ncia zero para X.campestris DV.
phasecli e P, syringae PV. phaseolicola em laboratd -
ric, e 0,005% de plantas doentes durante as inspegoes de cam
PO para o crestamento comum, sac regueridas. Conforme SMITH

(1984), 11 bactérias de sementes sao controladas por diver-
sogs palses da Europa e Mediterraneo, entre as guais esta
X, campestris pv. phaseoli em feijoeiro. Segundo
LASCA (128%), para o estabelecimento de padroes de sanidade
em campo, o tipo de patSgeno deve ser considerado; tratando-
se de patogeno de disseminaqau rapida, gue provoca enfermida
de de "carater explosivo”, como ocorre com a bacteriose do
feijoeiro ocasionada por ¥, campestris PV. phasecli 08 pa-
droes devem ser altos com tolerdncia de infecgao de plantas

baixando a zZero.
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No Brasil, nenhum método para detecgac de patd
genos bacterlancs em sementes & utilizade, e o controle das
bactérias transmitidas por sementes, se baseia apenas nas ins
pegoes de campo. Nesse sentido, Existﬁﬁ tentativas de contro
le baseadas em padroes de campo, levando-se em consideragdoas
observacoes de sintomas para diversas doengas, entre as quais
estd o crestamento comum. O nivel de tolerdncia da bacterio-
se em campa, permitido para produgac de sementes certificadas
de feijao, nos Estados do Parani e Saoc Paulo, & de 20% de
plantas infectadas (MEHTA, 1986; COORDENADORIA DE ASSISTENCIA
TECNICA INTEGRAL, 1988). 1Isto significa que nenhum campo se-
ria rejeitadc pela fiscalizacao do Servico de Produgdo de S5e
mentes da CATI - Campinas (S5P), uma vez gue pelos laudos de
inspegao de campo, na maioria dos campos de produgdo de semen
tes, nao ocorreu a bacteriose (cultivos da "seca" e de “invea
no") ou houve falha no diagndstico de campe ou ainda, nao hou
ve manifestagﬁn de sintomas pois, as sementes acusaram a pre-
senca do pétﬁgené, Quando acusou a presenga da bacteriose, a
incidéncia foi muito baixa ou insignificante como no caso do

cultivo das "aguas".

Como nem sempre as doengas mostram sintomas,as
inspegbes de campo nac sao suficientes para assegurar gue
um determinado lote de sementes, dele oriundo, esteja livre
do patogeno, Sendo as sementes potencialmente portadoras de

agentes patogénicos como as bactérias gque, na maioria das ve-
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zes, nelas se instalam sem provocar sintomas, ou se provocam
podem ser confundidos com os outros agentes, para conhecer a
sua condicdo, € necessirio submet@-las a teste de sanidade
em laboratério (LANDAETA, 196B8).Analises de amostras de
sementes de campo de producac,realizadas neste trabalho, acu
saram niveis deincidéncia de 0,1 a 1,1%, que poderiam origi-
nar epidemias guando essas sementes fossem semeadas em cam-
po seb econdigoes climdticas favoriveis. MNo entanto, os lau-
dos de inspeqﬁﬂ de campo para essas mesmas sementes mostra-
ram baixa incidéncia ou auséncia de bacteriose. HNesse parti
cular, WALLEN & SUTTON (1965) verificaram, no Canadi, que
0,5% de sementes infectadas com X.eampestris pv. phaseold
fol o bastante para iniciar uma epldemia na lavoura sob con-
digoes climaticas favordveis, tal como afirmado por KIMATI

(L9EBO) .

4.7. Correlagac entre a incidéncia do crestamente bacte-
riano comum em campos de producdo e porcentagem de
sementes de feijac portadoras de X.caowpestris py.phaseoli

e o efeito sobre a germinacgio e peso de 100 sementes

A incidéncia de X.campestris pv. phaseoli em
campos experimentais e em amostras de lotes de sementes des
feijao da cultivar Rio Tibagi , bem como o efeito sobre a ger-
minaqﬁﬂ e o peso de 100 sementes, encontram—-se na Tabela 28.

Os lotes de sementes L., LE e L*Jque provém do mesmo campo,a-
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presentando na fase de pré-colheita uma incidéncia geral mé-
dia de 60% de plantas atacadas, mostraram através dos testes
de sanidade em laboratdrio, 9,2% deincidéncia porX, campestrie

Pv. phaseoli, Entre esses lotes, as diferencas se concen-
traram nas condigoes de colheita e secagem das sementes, sen
do que para Li+ @ colheita foi feita com ma3guina recolhedei
ra, batedeira e trilhadeira (REC-BAT), seguido por dois pe-
riodos de secagem ao sol de 5 horas cada; o lote L, foi se-
melhante ao L, mas com um periodo de secagem ao sol de 5

horas e o L colhido com automotriz, foi submetideo ao mesmo

4
periodo de secagem do L,. J3 a amostra do Ly, Que apresen-
tou 5,4% de sementes portadoras de X, canpestria pv. phaseolt,
provém de cutro campo, com incidéncia média de 35% de plan-
tas atacadas na fase de pré-colheita sendo gue as sementes
foram colhidas com REC-BAT e submetidas a um pericde de seca
gem ao sol de 5 horas. Pelos resultados obtidos, verificou-
ge que uma menor incidencia da bacteriose em campo, resultou
em menor % de sementes portadoras do patdgeno. Per outro la
do, as amostras de sementes dos lotes Lg = Lg, que -apresentarain
indices de presenga do patdgeno nas sementes bem mais baixos de
0,1 e 0,7%, provém de campos com 100% de incidéncia na fase
de pré-colheita, ambas amostras foram colhidas com REC-BAT e
submetidas a secagem por © e 7 horas ao sol, respectivamente,
0 lote LE foli armazenado em camara seca 8 fria[Eﬂ%lﬁ{elDﬂiﬁl

por trés anos, enguanto gue o lote L5 foi armazenado nas

mesmas condicoes, por gquatro anes, o gue pode ter reduzido
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os Indices de sementes com patdgeno, justificando a relati-

va baixa incidéncia de 0,7 e 0,1%, respectivamente.

Ainda na Tabela 2B, a anilise estatistica dos
dados de germinagdc para as amostras dos seis lotes de semen-
tes revelou gue o indice de germinagdo da amostra do lote Ly
foi estatisticamente superior &s amostras dos lotes L, e L,
porém, nao diferindo da amostra do lote L, cujas sementes fo-
ram submetidas a tratamento semelhante apenas de secagem. O mes-
mo Nao Ocorreu com as amostras dos lotes L5 e LE que, apesar
de apresentarem baixos niveis de incidéncias na semente, a germi
nagao foi significativamente reduzida em relagao a amostra do

lote L provavelmente, devido ac armazenamento. Com relaqﬁn

3!
ap peso de 100 sementes, a analise estatistica dos dados mos-

trou redugao significativa no peso de 100 sementes das amos -

tras dos lotes L L.a L4 que apresentaram as maiores 1inci-

LN
déncias tanto em campo como na semente; em relagac @ amostra

do lote L3. 0s lotes LE @ LE’

semente muito baixas, foram produzidos em condigoes diferen -

com incidéncias do patbgeno nmna

tes (outros anos agricolas). Esses resultados indicaram que
o patégeno pode afetar a semente; reduzindo significativamen-—
te 4 germinacido & o peso e,por consegquéncia,a gualidade fi-
siologica e comercial do produto. MNesse sentido, VIEIRA E
SARTORATO (19B84) wverificaram gue guando as sementes portado -
ras de X.campestris pv phasecli sao postas a germinar, o meriste

ma apical das plintulas vode ser destruido, acarretandoc-lhes a
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morte, ou podem dar crigem a plantas doentes, gue produzem
poucas vagens. Também, WELLER & SAETTLER (1980) relataram
gue sementes severamente infectadas por X. eampeatria pv.
phaseoli apresentaram taxas reduzidas de germinagac e produ-
zgiram plantulas deformadas. SCHUSTER et alii (1987) observa
ram gue a germinagao de sementes de feijao manchadas pelo pa

tBgeno foi reduzida sob condigbes de campo,

Considerandoapenss as amostras Ll' LE' L3 e Ld'
apesar da correlagao estabelecida entre incidéncia de X.
ecampestris pv. phaeecli no campo e em sementes, obtida por
analise de regregséu linear (Y = 0,08 + 0,152 »x) ser EHtIEmE
mente elevada (r = 1), porque trés, entre os guatro dados a-
nalisados mostraram valores idénticos, a analise de varian -
cia da regressdo linear nao mostrou significancia ao nivel
de 5% de probabilidade segundo o teste F (GOMES, 1978). Por
isso, apesar da alta correlagao existente, a eguagao de re-
gressao linear nao explica a dependéncia entre as variaveis
observadas, em parte, devido ao nimerc reduzido de dados
analisados. Resultados semelhantes foram verificados na a-
nalise de correlagac entre incidéncia de . ecampestris pv.
phaseoli na semente X germinagau {y = 26,35 =0,20 x} e inci-
déncia do patogenc na semente x peso de 100 sementes (¥ =
58,13 - 2,89 %), cujos coeficientes de correlagao r=- 0,63 e
r = -0,94, respectivamente. Portanto, a alta correlagac ob-
tida entre os parSmetros analisados precisa ser tomada com

precaugoes, uma vez gue ela mostra certa tendéncia de evolu-
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cac dos dados, sem demonstrar a dependéncia entre as variaveis.
Conseqguentemente, seu uso nao deve ser extrapolado, sugerindo
gue se deve tomar um maior nimero de dados ou repetigoes para

aumentar a confiabilidade.

Resultados de correlagao de ensaios de laboratdo-
rio com o desenvolvimento de doengas em campo foram considera-
dos muito importantes (TAYLOR, 1970; SCHAAD et alii  1980;
SCHAAD, 1983) pois, guando a taxa de transmissao do = patdgeno
for alta e 1 Gnica semente portadora do mesmo em 10.000 re
sultar em doenca no campo, tals oomo ocorreu com O crestamento
de halo do feijoeiro, causado por Pseudemonas syringae PV.
phaseclieola (TAYLOR, 1970) ou com a pedridac negra das cruci-
feras, causﬂc'liﬂ por XYanthomonaa campestris pv. campesiris (SCHAAD
et alii, 1980), o método escolhido dewveria ser altamente sensi
vel e especifico. 0O mesmo pode ccorrer com o crestamento bac-

teriano comum, causado por X. e¢. pv. phaseoli em feijoeiro.

Finalmente, cumpre mencionar gque métocdos avanga-
dos para deteccac de patbgenos bacterianos de sementes 540
citados na literatura, os quais baseiam-se nas areas de biotec
nologia e patologia molecular, utilizando-se a tecnologia do
DNA complementar por hibridizacio e métodos seroldgiceos com anti
curpné monoclonais. Futuramente, esses procedimentos pode
ram apresentar significative impacto na drea de Pitopatologia
para diagnose de doencas de plantas e, especialmente, na &area

de Patologia de Sementes. Tais procedimentos certamente  vi
sarac aperfeigoar os tradicionais métodos seroldgicos existen
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tes (Imunofluorescéncia, ELISA, "Immunoblotes”, eteo.) para
identificacac segura das bactérias com o uso de antissoros
mais especificos, de maior sensibilidade & rapidez, além de
possibilitar a eliminagdo da Qcﬂrrﬁnci; de reacoes cruzadas
com cutras bactérias (IRWIN, 1987; SCHAAD, 1987, RAT, 1%88bL).
Entretanto, sequndo SCHAAD (1987), nenhum desses novos proce-
dimentos moleculares sao suficientes guando usados para deteg
cao direta de bactérias patogénicas de plantas em extratos de
sementes., Apesar do exame do DNA, ser considerado uma t8cni-
ca eficiente, ripida e de baixo custo para confirmar a identi
ficagao do patdgeno, sua principal limitagde & ainda o uso de
material radicativo. Sendo assim, € interessante gque os labo
ratbrios de rotina continuem utilizando testes de patogenici-
dade para a identificacao do patBgeno. Sequndo TAYLOR et
alii (1989), na pratica, a prioridade de se obter segurancana
detecgao em relacac & rapidez, mostra gue a identificagac de

um patdgeno bacteriano por serologia deve ser confirmada - Ty

traves do teste de patogenicidade.
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5. CONCLUSOES

Os resultados nas condigoes em gue foi reali-

zada a presente pesquisa, permitiram conclulr que:

1.

A extragao de X. eampestris pv. phasecli de sementes de
feijao, através da imersao de sementes inteiras em &gua
destilada esterilizada e incubagio em geladeira 3 tempe-
ratura de 5—lﬂﬂﬂ, por 18-24 horas, fol a mais eficiente

e adeguada.

A inoculacaoc do extratc cbtido de sementes portadoras
de X. eampestris pv. phaseoli em folhas primdrias de
plantas de feijoeiro (cultivar CNF 0010), por incisao
com tesoura, fol um método eficiente para a identifica -
¢do do patbgeno e, mais seguro e pritico do gue os méto-
dos serolbgicos e de isolamento direto em meios de cultu

ra.

Para a detecgao,em rotina,de X. campestris pv. phaseoli
em sementes de feijao, recomenda-se a extragao através
da imersdac de sementes inteiras em agua destilada ester]
lizada e incubagdo em geladeira (5-10°C), por 18-24 ho-
ras e a identificagic através da inoculagaoc em plantas

indicadoras (ev. CNF 0010}, per incisaoc com tesoura; es-
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te procedimento apresentou-se guantitativo, especifico,
com sensibilidade de 0,1%, de facll execugao, baixo cug
to, alem de exigir tempo relativamente curto para sua
realizacao (B-10 dias), permitindo analisar cerca de 10
amostras/técnico/dia, o que sugere a sua aplicacac em
laboratorios de analise de rotina e, possivelmente, em

programas de certificaciac de sementes.

4. O teste seroldgico através da dupla difusaoc em gel-de-
agar de Ouchterlony foi altamente especifico, mas nao
suficientemente sensivel para detectar baixas inciden -

cias do patdgenc em amostras de sementes de feijao.

5. X. eampegtries pv. phaseoli pode localizar-se tanto in-
terna como externamente a semente e a germinagac assim
como o peso de 100 sementes podem ser afetados peln in-

cidéncia do patogeno na semente,

6. A maioria das sementes certificadas de feijao produzi -
das no Estado de Sac Paulo, durante os cultivos de 1988
(da "seca" e de "inverno") e 1988/89 (das "aguas") ,apreg
sentou-se portadora de X. campestris pv. phasecli , em

indices variando de 0,1 a 1,1%.
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APENDICE | - Andlise da varidncia dos dados de comparacdoc entre

métodos de inoculacao dentro da cultivar e entre
técnicas da extracaoc dentro da cultivar,

Quadro da analige de variiZncia

Causas da variacan  G.L. S5.0. Q.M. Valor F Frob.> F
Cultivar 2 0.1018581 0,0509291 1.1747* 0.33206
Métodos 1 0.0223259 0.0223259 0.5150* 0.51141
Cul. & met. 2 00227362 0.,0113681 0.2622 0.77508
Residuo 18 0.7803864 0.0433548
Total 23 0.9273066
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
cv = 13,52%

(uadro da analise de varidncia
Causas da variacao G.L. S5.0Q. Q.M. Valer F Prob. > F
Qultivar 2 0.1188590 0.0594295 3.3054* 0.05869
MEtodos 1 0,0008047  0.0008047 0.0443 0.82898
Qulx met. 2 0.0050272 0.0025136 0.13%8 0,87041
Residuo 15 0.3226297 0.0179794
Total 23 0,44B3206

*Significative ao nivel de 5% de probabilidade -

oV = 7,29%
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Quadro da andlise de variancia

Causas da variagao G.L. S$.0Q. . 0O.M Valor F Prob.> F
Cultivar 2 0.0598353 0.0299177 1.7692* 0.19765
Metodos 0.0009222 0.0008222 0.0545 0.81256
Cul . x mak, 0.0059783 0.0029891 0.1768 0,84016
Residuo 18 0.3043803 0.0169100
Total 23 0.3711161
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade..
eV = 7,16%

Quadro da analise de variancia
Causas da variacac G.L. 5.0Q. Q.M. Valor F prob.s F
Caltivar 0.2462011 0.1231008 2.6768* 0.09461
Metodos 0.001LEB06 0.0018806 0.04009 0.B83606
Cul. % met, 0.0146747 0.0073374 0.1596 0.85407
Residuo 18 0.8277737 0. 0459874
Total 23 1.08905302
* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade.
CV = 13,46%
Quadro da analizse de variincia (CNF 0010)
Causas da variacao G.L. 5.0, .M, valor F pProb.> F
Extrac. 3 0,3947742 0,1315914 4,7025* 0.0101%
Metodos 1 0.0054180 0.0054180 0.1936 0.66744
Ext.x met. 3 0.0127337 0.0042446 0.1517 0.92639
Residuo 24 0.6716020 0.0279834
Total 31 1.0845279

* Significativo
CV = 9,39%

ao nivel de 5% de probabilidade,
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Quadrc de analise de variincia (Fosinha G=2 )

Causas da variagao G.L. S.0. Q.M. Valor F Prob. > F
Extrac. 3 0.7591579  0.2530526 7.1809* 0.00162
MEtodos 1 0.0062408 0.0062408 0.1771.  0.68048
Ext ¥ mat. 3 0.0416721 0.0138507 0.3942 0.76124
Residuo 24 0.8457501 0.0352296

Total 31 1.6528209

*Significative as nivel de 5% de probabilidade .

cv = 11,05%

Quadro de analise de varifncia (Cormell 49-242)
Causas da variagdo  G.L. 50 Q.M. valor ¥ Prob. > F
Extrac. 3 0.5712371 0.1004124 6.3575* 0.00282
Metodos . 1 - 0.0012721 0.0012721 0.0425 0.83264
Ext. » met, 3 0.0070131 0.0023377 0.06781 0. 97056
Residuo 24 0.7188197 0.0299508
Total 31 1.2983420

# significativo ao nivel de 5% de nrobabilidade .
CV = 10,73%
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APENDICE 2.

tre técnicas de extragao e diluigao do

161

Anflise da variancia dos dados de comparagao en-

extrato

de duas amostras de sementes de feijao.

QUADRC DR AMELISE DA VARIENCIA (cv. Rio Vermelho)

Causas da Variacéo G.L. S.0. O.M. Valoer F Prob. >F
Metodos 3 1.2802508 0.4267503 19,2055 0.00001
Diluic. = 2.1594505 0.4318981 10.4371* 0.00001
MetsDil. 15 0.0439576 0.0029305 0.1319 0.99985
Residuo 12 1.5998587 0.0222203
Total 95 5.0835576
* Significativo ap nivel de 5% de probabilidade.

VvV = 9,25%

QUADRD DA ANALISE DA VARLANCIA (cv. EMGOPA 201-ocuro)
Causas da Variagdo G.L. 5.Q. Q.M. Valor F Prob. >F
Métodos 3 0.BD27807 0.2675936  14.9415% 0.00001
Diluic, 5 3.9G135]12 0.7922702 44.2375%  0.00001
MetxDil. 15 0.2247753 0.0149850 0.8367* 0.63530
Residuo T 1.2894818 0.0179095
Total 95 6. 2783850

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

oV = 7,82%
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APENDICE 3. Andlise da variincia dos dados de comparagao en
tre técnicas de extragao e tamanhos de sub-amos-

tras de sementes.

QUADRD DA ANALISE DA VARIANCIA (cv. Rio Vermelho)

Causas da Variagac G.L. 5.0 Q.M. Valor F Prob.:F
Metodos 3 1.1169556 0.3723185 13.1920* 0.00001
Diluic, 3 1.8791663 0.6263894 22.1943* 0.00001
Cultivar % 0.0139135 0.0139135 0.4930 0.50864
MetxDil. 9 0.4436074 0.0492897 1.7464 " 0.08851
Met=Cul. 3 0.0307465 0.0102488 0.3631 0.78271
DilxCul. 3 0.03486057 0.0115352 0.4087 0. 75067
MetxDi 1xCul , 9 0.0845671 0.0093963 0.3329 0.96161
Fesiduo 96 2. 7094091 0.0282230
Total 127 6.3129732
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

oV = 10,61%

QUADRO DA AMALISE DA VARLANCIA (v, Fosinha)
Causas da Variacao G.L. 5.0- Q.M. Valor F Prab., >F
Metodos 3 0.2490039 0.0830013 3.2335% 0.02341
Diluic. 3 11.1225375 3.7075125 147.1138* 0.00001
Cultivar 1 0.0022428 0.0022428 0.08%0 0.76371
MetxDil. 9 0.2268929 0.0252103  1.0003*  0.44579
MetxCul . 3 0.00806E68 0.0026896 0.1067 0.95513
D aeCul . 3 0.0113190 0.0037397  0.1484 0.92986
MetxDi IxCul. g  0.1290576 0.0143397 0.56%0 0.82013
Residuo 96 2.4193593 0.0252017 '
Total 127 14.1683820

* Significativo ao nivel de 5% do probabilidade.

oV = 9,41%
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QUADRO DA ANALISE DA VARLENCIA (cv. EMGCPA 201-ourc)

163

Causas da Variacaoc G.L. s5.0.. Q.M. Valor F Prob. >F
Metodos 3 1.4633547 0.4B77849  19,B066% 0.00001
Diluic. 3 2.6036830 0.8678343 35.2409+ 0.00001
Cultivar 1 0.0992615 0.0992615 4.0305% 0.04474
MetDil. 9 0.1051275 0.0116808 0.4743 0.88878
MetzCul. 3 0.0050708 0.0016903 0.06E6 0.97572
Di1xCul. 3 0.0276039 0.0092013 0.3736 0.77533
MetXDilxCul, 9 0.0414880 0.0046098 0.1872 0.99425
Resliduo 96 2.3642352 0.0246274
Total 127 6.7098245
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Cv =9,16%

QUADRD DA AMALISE DA VARIANCIA (cv. Carnaval)

Causas da Variagaoc G.L. 5.0. Q.M. . Valor F Prob.>F
Metodos 3 2.8956715 0.9652238 26.1211% 0.00001
Diluic. 3 2.6714368 0,.8904789 24 .0984% 0.00001
Cultivar 1 0.0266491 0.0266491 0.7212* 0.59753
MetwDil. 9 0.7283188 0.0809243 2.1900* 0.02888
MetxCul. 3 0.0530116 0.0176705 0.4782 0.70227
DilxCul. 3 0.0179265 0.0059755 0.1617 0.92136
MetxDi IxCul. 9 0.0424794 0.0047199 0.1277 0.99830
Fesiduwo 9% 3.5473767 0.0369518
Total 127 9.9828704

* Significativo ap nivel de 5% de probabilidade,

oV = 13,09%



L i el B e i o S v T AY lr"ﬂl‘il""llff"ur - . -

‘---1hi-1."1"-.- LTS S S el o Y W Y YR A 'h-"'"l- 1-5“'-3

- T i sd . - gy d I ] .
.. o ir‘i‘rﬂ—f-— A Kb rbandeh hibe dhabhimh 'sind o Ty

'L‘J'HJJ..I-'L"':'L"I'_;!.U-I'—MLHEUJ_- 1]

] i ¥ v wr Ul qqu.
1 d -' Iil'-' R m L dT

b .-l'h-ur-h!

AR S T wu e g sl

*rr -Jr'!l. .J'.J i ik p r.r- FRLRT 'r1

ML S TR ———
] - o deeie—
I e
. A " P
= i =
- l.l.ala-'

1 1..1!..: i
'l | i B a—
s PERL s B A

’H:ﬁ]
.-hnlf-r = o —1- “'-|

B s T -i--.-——p—q

i
r'Il-lllr L
B
) e -1‘ R R T
"a e pin I
0] e L P ;
.='+ 4-9--1-1'-1-.—.-1-4. n 3 &

y—ls -.t. '
tr':-*:ﬁ:n‘::i‘r_"l: S ERRmEE

i Ll | i o
::’" -_"‘..3.',---...-*.”._;..- [‘." AR E L = S0
= iy
[ . » - L} iC
- .I"--I.'. |E' "Ilf"'ll-ll"-l'l [PFean e i L g I
l..' ._ llI F‘ o ': —
S elir ATl SE Ry T 1, Al
LN T F Ll BLARE RRTE N I Ra® | 10 1
: é l! 1. - i ¥ ql _"r i l ka I ¥ lli r'uI-rf
”'1‘”1;" T = : » F 1--[ l-l-‘_{.‘-
Ir_.‘ '.-'Tr“ _b.nl"ll i :l— - 11 : i o . : .h_i‘ ll'
i “ELYRT Moy i - R
Lo [l | =il ' W p
u . [ i
- e ow - h -
- = B ﬂ - I i - -
- - _.1 F;‘ .l_l s .* [ -

'.'.-_,III"..L"‘.. N "1y Q.

h ”“‘\h Il IL-.I-I-I_. |1: B’ 'd -]-I-l-‘l*..”-“ piy 1 h.ll..r '..
:".f"'.ll '."'r ‘l,"ila I. Sk TAT .,I.i' -.Tl 'Iullll 1"]-.” rll:rll.r..-.icl'h frr—

I1'Illllll'lllll1lll_rH‘HIII‘I-llllllI'*fll‘H]Ml1lllflll‘. lllrlljlll‘lllln Ly la BN 1



CURDRD DA AMALISE DA VARLBNCIA (cv, catu)

164

E:ﬁi;agﬂ Gl 5.Q. Q.M. valor F Prob. >F
MEtodos 3 0.8650347 0.2893449 15.3321*  0.00001
Diluic. 3 1,4290358 0.4763453 25.3287*  0.00001
Cultivar 1 0,0014954 0.0014954 0.0795 0. 77540
MetxDil. - 9 0.3446299 0.0382922 2.0361"  0.04288
MetxCul. 3 0.0323910 0.0107970 0.5741 0.63759
D Ll 3 0.0093340 0.0031113 0.1654 0.91896
MetxDilxCul. 9 0.0390268 0.0043363 0.2306 0.98852
Residumn 96 1.8054306 0.0188066
Total 127 4.5263782
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade,

CV = 8,62%

QUADRO DA ANALISE DA VARLANCIA (cv. Rio Ival)
?;‘fiﬁa G.L. 5.0. Q.M. Valor ¥ Prob.>F
MEtodos 3 0.0267381 0.0089094 0.9713* 0.58885
piluic. 3 0.3722617 0.1240872 13.5277% 0.00001
Cultivar 1 0.0654315 0,0654315 7.1332% 0.00875
MetxDil, 9 0.1793418 0.0199269 2.1724* 0.03022
MetxCul. 3 0.0626794 0.0208931 2.2777* 0.08320
Di1xCul , 3 0.0150696 0.0050232 0.5476 ' 0.65520
MetxDilxCul. 9 0.0582124 0.0064680 0. 7051* 0.70426
Residuo 96 0.8805944 0.0091729
Total 127 1.6603189

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
eV = 5,54%
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Apéndice 4 - RAndlise da variancia dos dados de germinaciao de
sementes inoculadas artificialmente,

Quadro de andlise de variancia (Germinagao)

Causas da variacao G.L. 5.0 Q.M. Valor F Prob. > F
Expos. 5 468,6176450 93.7235290 5.3908* 0.00110
Assps. 1 39,4644829 39.4644829 2.2699*  0.13703
Exp X Ass, 5 23,8255411  4.7651082 D0.2741 0.92353
Residuo 36 625,8336609  17.3859350
Total 47  1157.8013299

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade -

CV = 2,659%
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Apéndice 5 - Analise da varidncia dos dados de germinacaoc e
peso de 100 sementes naturalmente portadoras do
patégeno. .

Quadro da andlise de varidncia (Germinacao)

Causas da variagao G.L. 5.0. EI-L Valor F Prob. > F
lote 5 443,8483037 B8.7696607 16.2424% (0.00003
Pesidoo 18 898.3752316 5.4652906

Total 23 542.2235353

* Significdncia ac nivel de 5% de probabiliade,

CV = 3,26%
guadro da analise de variancia(Peso de 100 sementes)
Causas da variagao G.L. 5.0 Q.M. Valor F Pzob. > F
Trat. 5 18.6933419 3,7386684 16,2551* 0,00003
Residuo 18 4,1400003 0,2300000
Total 23 22,83333422

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade .

CV = 6,35%
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