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RESUMO

Visando detectar Xanthomonas campestris pv.
phaseoli em sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.)
foram comparados quatro técnicas de extragdo e trés
métodos de identificagdo a partir de amostras de sementes
sabidamente portadoras do patégeno.

As técnicas de extragdo da bactéria incluiram
sementes moidas e inteiras, com e sem assepsia superficial
com hipoclorito de sGdio (1% de cloro ativo), imersas em
4dgua destilada e em meio liquido (3g de extrato de
levedura/l) esterilizados e incubados por 2 horas a
temperatura ambiente (sementes moidas) e 18-24 horas i
5°C (sementes inteiras). Para a identificacao do patégeno,
os seguintes métodos foram comparados: inoculagio em
plantas indicadoras, isolamento direto em meios de cultura
semi-seletivos e por serologia (microprecipitina e dupla
difusio em gel de agar). ,

Os resultados mostraram que a detecgio desse
patégeno, através da extragdo por meio de imersdo de
sementes inteiras em dgua destilada esterilizada a 5°C por

18-24 horas e a identificagdo através da inoculagio do
extrato bruto em folhas primarias de plantulas (cv. CNF
0010), por incisdo com tesoura, foi o0 método mais
adequado para detectar e quantificar o inGculo em amostras
de sementes de feijao. Esse método mostrou
reproducibilidade, alta especificidade, baixo custo e ficil
execugdo, com sensibilidade de 0,1%, permitindo analisar
cerca de 10 amostras/técnico/dia, nim prazo relativamente
curto (8-10 dias), o que sugere a sua aplica¢do pritica em
laboratérios de anilises de rotina e, possivelmente, em
programas de certificagio de sementes. Utilizando-se esta
metodologia, verificou-se que a maioria dos 20 lotes de
sementes certificadas produzidas no Estado de Sao Paulo
em 1988 (cultivos da "seca" e de "inverno") e 1988/89
(cultivo "das dguas"), foi portadora do patdgeno em indices
variando de 0,1 a 1,1% , in6culo suficiente para ocasionar
epidemias em campo, sob condigoes climiticas favordveis.

Palavras chave: feijao, crestamento bacteriano
comum, detecgdo em semente.

ABSTRACT

Methodology for detection of Xanthomonas campestris pv. phaseoli in bean seeds.

For detection of Xanthomonas campestris pv.
phaseoli (Xcph) in bean seeds (Phaseolus vulgaris), four
extraction techniques and three identification methods
were compared by using seed samples known to carry the
pathogen. The extraction techniques included ground or

* Parte da tese apresentada pelo 1° autor ESALQ-Piracicaba/SP, como
requisito parcial 3 obtencio do titulo de Doutor em Fitopatologia.
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whole seeds, with and without superficial desinfestation
with sodium hypochloride (1% active chlorine), soaked in
sterilized destilled water and liquid medium (3g yeast
extract/l) and incubated during 2 hours, at room
temperature (ground seeds) and 18-24 hours at 5°C (whole
seeds). The following methods were compared for
bacterium identification: inoculation on indicator plants,
direct isolation on agar media and serology
(microprecipitin and Ouchterlony double diffusion).
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Results showed that the most appropriated method
for detection and quantifying Xcph, was the pathogen
extraction by soaking whole seeds in sterilized destilled
water for 18-24 h, at 5°C and identification by inoculating
the primary leaves indicators plants of the cv. CNF 0010
throught scissors incision. This method showed
reproducibility, high especificity, low cost and easy
execution, with a sensibility of 0,1%, allowing analisys of
10 examples/technician/day and obtaining results in 8-10

days. Its application in a routine seed health testing and in
programmes of seed certification are therefore .
recommended. Most of the certified seed produced in the
State of Sao Paulo from 1988 dry and winter seasons and
1988/89 rainy season carried the bacterium and the
incidence levels varied from 0,1 to 1,1%. This amount of
inoculum in seeds may be enough to develop epidemics
under climatics conditions favorable to disease
development.

INTRODUCAO

Entre as doencas que afetam o feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.), em diferentes partes do mundo,
particularmente nas regiGes tropicais e sub-tropicais, esti o
crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas
campestris pv. phaseoli incluindo "strain" fuscans (Dye et
al., 1980). No Brasil, ¢ uma doenga que assume
importincia econdmica principalmente no cultivo "das
4guas". E de ampla distribuiciio e de controle problemitico,
devido i dificuldade em se obter resisténcia nas cultivares
comerciais, baixa eficiéncia do controle quimico € ao
sistema de cultivo em mais de uma época no mesmo ano.
Além disso, o seu agente causal tem a semente como
principal meio de sobrevivéncia e disseminagio (Kimati, -
1980; Vieira & Sartorato, 1984; Bulisani et al., 1987).

Uma das medidas que tem trazido resultados
eficientes do controle desta bacteriose € a utilizagao de
sementes sadias produzidas em regies de clima seco, onde
as condicées sao desfavoriveis ao desenvolvimento da
doenca (Bulisani ef al., 1987; Schaad, 1988a). .
Considerando a possibilidade de ocorréncia de epidemias
em campo a partir de sementes com baixo nivel de
incidéncia do patégeno (Wallen & Sutton, 1965; Kimati,
1980), torna-se importante, além das inspegoes visuais de
campo, contar com um método eficiente, sensivel e ripido

pana a detecgdo do patdgeno em lotes de sementes de feijao.

Existem diversas metodologias desenvolvidas em -
laboratério para a detecgio de bactérias fitopatog€nicas em
sementes de culturas de importincia econdmica, tais como,
testes de crescimento, uso de bacteriéfagos, inoculagoes
em plantas indicadoras, uso de meios seletivos e
semi-seletivos, técnicas seroldgicas e plaqueamento direto
(Schaad, 1987; Rat, 1988a; Rodrigues Neto, 1988). Essas
técnicas variam quanto a sensibilidade, especificidade e
complexidade em relagdo a semente/bactéria testadas e
poucas sao quantitativas. Geralmente, trés etapas sao
importantes para obtencio de um método de detecgio: a
extracdo do patégeno, a identificaciio da espécice a
determinagio da sensibilidade do método (Schaad, 1982,
1988b). Sendo a escolha do método de detecgao fungio do
conhecimento do patgeno e do propdsito de uso do teste e
levando-se em consideragdo caracteristicas como rapidez,
sensibilidade, reproducibilidade, especificidade e aplicagao
pritica, a presente pesquisa tem por objetivos avaliar a
detecciio do patdgeno através da comparacio de quatro
técnicas de extragdo e trés métodos de identificagdo e
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quantificar a sua incidéncia em amostras de sementes
certificadas produzidas no Estado de Sao Paulo.

MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada nos laboratérios e
casa-de-vegetacio do Departamento de Fitopatologia da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP,
Piracicaba/SP, no periodo de 1986 a 1989.

AMOSTRAS DE SEMENTES E TECNICAS DE
EXTRACAO

Para avaliar a metodologia de detecgio de X.
campestris pv. phaseoli (Xcph), foram utilizadas 3
amostras de sementes de feijao, procedentes de plantios
que apresentaram plantas com sintomas caracteristicos de
bacteriose: duas coletadas em campos experimentais do
Instituto Agronémico do Parand (IAPAR), Londrina/PR
(cvs. Rio Vermelho, Carnaval) e uma coletada em lavoura
de Goifinia/GO (cv. EMGOPA 201-Ouro). Foram
comparadas quatro técnicas de extragio de Xcph a partir de
sub-amostras de 1000, 500, 100 ¢ 10 sementes. As técnicas
de extragao da bactéria consistiram de: a) imersdo em dgua
destilada esterilizada de sementes moidas (Taylor, 1970);
b) imersao em agua destilada esterilizada de sementes
inteiras, desinfestadas superficialmente em hipoclorito de
sédio (1% de cloro ativo); ¢) imersdo em dgua destilada
esterilizada de sementes inteiras (Rat, 1987)! modificada
pelo maior periodo de incubagio e d) imersao de sementes
inteiras em meio de cultura liquido (3g de extrato de
levedura/l de dgua destilada esterilizada) (Velasquez &
Trujillo, 1984). As quantidades de dgua destilada ou meio
liquido variaram em funcio do nimero de sementes e das
condicdes em que as mesmas foram submetidas: sementes
moidas - 20-50 sementes/100 ml e sementes inteiras -
200-300 sementes/100 ml. Os extratos obtidos de sementes
moidas foram submetidos a incubagdo por 2 horas sob
condigoes de laboratdrio enquanto que aqueles de sementes
inteiras foram incubados sem agitacdo em geladeira por
18-24 horas a 5°C para evitar a proliferagao de bactérias
saprofiticas. Posteriormente, a partir das suspensdes
obtidas, procedeu-se a identificacao do patégeno.

! RAT, B. (INRA - Station the Pathologic Vegetable - Angers - France) -
Comunicagao Pessoal, 1987.
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METODOS DE IDENTIFICAGCAO

1. Serologia

Dois métodos serolégicos foram comparados para a
identificacdo da bactéria: a microprecipitina em placas
(Romeiro & Fukuda, 1983) e a dupla difusdo em
gel-de-agar (Ouchterlony, 1958).

Para determinar a especificidade dos métodos
seroldgicos, antissoros de Xcph € do "strain" fuscans
(Xcphf), obtidos em laboratério pela técnica descrita por
Kimati (1975) e que apresentaram titulos de 1:1024 ¢
1:512, respectivamente, foram testados contra diversos
isolados de bactérias patogénicas ou saprofiticas a cultura
do feijoeiro.

Para avaliar a sensibilidade dos métodos serolégicos,
procedeu-se a reagio seroldgica, utilizando antissoros e
antigenos homdlogos submetidos a diferentes
concentracoes.

2. Isolamento em meios de cultura

Dois meios foram comparados para isolamento de
Xcph: nutriente glucose agar (NGA): extrato de carne 3,0
g; peptona 5,0 g; glucose 2,5 g e agar 15,0 g/l (Schaad,
1988a) e EPGA - Extrato de levedura 3,0 g; peptona 7,0 g;
glucose 15,0 g; amido (fécula de batata) 15,0 g e agar 15,0
g/l (Rat, 1987). Apés a autoclavagem, foram adicionados
aos meios NGA e EPGA, cefalexina (Keflex) e clorotalonil
(Daconil), em concentrages de 40ug e S0pg/ml de
ingredientes ativos, respectivamente, de modo a torni-los
semi-seletivos.

A seletividade a Xcph dos meios de cultura, com ou
sem a adiciio do antibiético e do fungicida, foi testada
incluindo outros microorganismos patogénicos €
nio-patogénicos associados ao feijoeiro.

3. Inoculag@o em planta indicadora

Para identificar Xcph em sementes de feijao através
da inoculaciao em plantas indicadoras, foram comparadas
trés cultivares, CNF 0010, Rosinha G-2 ¢ Comnell 49-242 ¢
duas técnicas de inoculagio: agulhas miltiplas (Pompeu &
Crowder, 1973) e incisao de folhas primirias com tesoura
(Rava, 1984).

Em folhas primérias de plintulas das trés cultivares,
com 8 dias de idade, foram feitas inoculacoes dos extratos
obtidos através das t€cnicas de incisao com tesoura e
agulhas miltiplas. Apés a inoculagio, as plantulas foram
colocadas sob condig¢des de cimara imida por 48 horas,
mantendo-se & temperatura de 28-30°C. Apés a incubacdo,
as plantulas foram mantidas em casa-de-vegetacio até
completar o periodo de 7-10 dias. A avaliagdo constou em
detectar a presenca de sintomas de bacteriose,
caracterizados por clorose e murcha dos bordos das folhas
na regiao de inoculacio.

Como controle, utilizou-se plintulas inoculadas com
dgua destilada ou meio liquido esterilizados e, também
plantulas inoculadas com Xcph e Xcphf na concentracao de
10% ufc/ml.
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Para avaliar a especificidade, diversos isolados de
bactérias e fungos associados as sementes e folhas,
patogénicos ou nio ao feijoeiro, foram inoculados em
plantulas de feijoeiro nas concentragées de 10% ufc/ml
(bactérias) e 10*-10° conidios/ml (fungos). A avaliacio dos
sintomas produzidos foi feita 7 a 10 dias apds a inoculagao.

A sensibilidade do método foi determinada através
da incubacio de diferentes sub-amostras de sementes em
agua destilada esterilizada por 18-24 horas 4 5°Ce a
suspensio obtida inoculadas em plantulas conforme
metodologia descrita anteriormente.

Para estimar quantitativamente o transporte de Xcph
pela semente, amostras de sementes da cultivar
JAC-Carioca, coletadas em plantas de campos de producio
de sementes do Estado de Sao Paulo, cultivos da "seca" ¢
de "inverno", 1988 e cultivo "das dguas" em 1988/89,
foram analisadas pelo método do Niimero Mais Provavel
(Cochran, 1950), conforme Tabela 1. De cada amostra
foram tomadas sub-amostras de 500, 100 e 10 sementes e
colocadas em frascos de Erlenmeyer com agua destilada
esterilizada e submetidas a incubacéio por 18-24 horas em
geladeira a 5°C e, em seguida, a suspensao foi inoculada
em plantulas conforme metodologia descrita anteriormente.

4. Teste de aferi¢io do método selecionado

Apos a determinacio inicial da incidéncia da
bacteriose (padrio), uma mesma amostra de sementes da
cv. EMGOPA 201-Ouro, naturalmente portadora de Xcph,
foi encaminhada para sete Laboratérios de Anilise de
Sanidade de Sementes de Instituicoes de Pesquisa para
executar a afericio do método de detecgio selecionado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

METODOS DE IDENTIFICAGCAO
1. Serologia

Na determinacao da especificidade dos métodos
serolégicos, os resultados mostraram que, pela
microprecipitina em placas, os antissoros de Xcph e Xcphf
reagiram com os isolados bacterianos de diversas espécies
dos géneros Pseudomonas e Xanthomonas, indicando
reacao cruzada.

Pelo método da dupla difusao, o antissoro de Xcph
reagiu apenas com seu homélogo e o antissoro Xcphf
reagiu tanto com seu homélogo como o heterélogo
indicando menor especificidade de acao deste antissoro na
caracterizacio de X. campestris pv. phaseoli. Nenhum dos
10 isolados "contaminantes” bacterianos testados por
ambos os métodos, reagiu com os antissoros de Xcph e
Xcphf. Esse mesmo padrao de comportamento foi
constatado por Link & Sharp (1927), Trujillo & Saettler
(1981) e Oleas Arias (1982).

Com relacdo a sensibilidade, constatou-se que os
antissoros de Xcph e Xcphf foram eficientes na deteccio da
presenca dos antigenos homélogos até as concentragées de
3,2 x 10% ¢ 4,6 x 105 ufc/ml, respectivamente, nio
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TABELA 1. Interpretagio de resultados para quantificar a presenca de Xanthomonas campestris pv. phaseoli em *
amostras de sementes de feijao.

NéGmero de sub-amostras com Limites do NMP/100
resultados positivos NGmero mais provavel sementes
(NMP) de sementes
1a500 5a100 5al0 ortadoras do patégeno(%
sementes sementes sementes P . patos *) Inferior Superior

0 0 1 0,1 < 0,05 0,4
0 0 2 0,2 0,05 0,6
0 1 0 0,1 0,05 0,4
0 1 1 0,2 0,05 0,6
0 1 2 0,3 0,05 038
0 2 0 0,2 0,05 0,6
0 2 1 03 0,05 0,8
0 2 2 0,4 0,05 1,1
0 3 0 0,3 0,05 0,8
0 3 1 0,5 0,05 1,3
0 4 0 0,5 0,05 1,3
1 0 0 0,1 0,05 0,4
1 0 1 03 0,05 0,8
1 0 2 04 0,05 1,1
1 0 3 0,6 0,05 1,5
1 1 0 03 0,05 0,8
1 1 o1 05 0,05 13
1 1 2 0,7 0,1 1,7
1 1 3 0,9 ‘ 0,2 2,1
1 2 0 0,5 0,05 1,3
1 2 1 0,7 0,1 1,7
1 2 2 1,0 03 2,3
1 2 3 12 03 2,8
1 3 0 038 0,2 1,9
1 3 1 1,1 03 ' 2,6
1 3 2 14 0,4 34
1 3 3 18 - 05 5,3
1 3 4 2,1 0,6 6,6
1 4 0 1,3 04 31
1 4 1 1,7 0,5 4,7
1 4 2 22 0,7 6,9
1 4 3 28 0,9 8,5
1 4 4 3,5 1,2 10,1
1 4 5 43 1,5 11,7
1 5 0 24 0,8 75
1 5 1 35 1,2 10,1
1 5 2 5.4 1,8 13,8
1 5 3 9,2 ‘ 9,2 - 21,7
1 5 4 16,1 39 > 45,0

Fonte: SWAROOP (1951).

verificando diferencas na utilizagao dos antissoros 2. Isolamento em meios semi-seletivos

concentrados ou diluidos.

Considerando que o antissoro Xcphf apresentou Com relagao ao método de isolamento em meios de
maior capacidade de agao na caracterizacao de Xcph e cultura (NGA ¢ EPGA), os resultados obtidos mostraram

Xcphf, o mesmo foi selecionado para avaliagGes posteriores.  que os isolados do género Xanthomonas (Xcph, Xcphf, X.
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campestris pv. citri, X. campestris pv. malvacearum)
cresceram normalmente em ambos os meios, com € sem
antibiético/fungicida, enquanto que os isolados de
Pseudomonas spp., Bacillus, Erwinia spp., Fusarium spp. e
Trichoderma spp. € 10 "contaminantes" frequentemente
isolados de sementes de feijao, foram completamente
inibidos pela cefalexina e pelo clorotalonil.

Apesar de ambos os meios apresentarem
comportamentos semelhantes em relagio a Xcph € Xcphf e
aos demais isolados de microorganismos testados, NGA foi
selecionado para avaliar as técnicas de extracao,
considerando a maior facilidade para caracterizar as
col6nias de Xcph e Xcphf em termos de coloragio e forma
devido a sua transparéncia.

3. Inoculagao em planta indicadora

Tanto a técnica de inoculagdo por incisdo com
tesoura como a de agulhas miltiplas foram eficientes na
expressio dos sintomas do crestamento bacteriano.
Entretanto, a primeira foi a técnica de inoculagao adotada
para os ensaios posteriores, por ter sido mais pritica e de
maior rendimento, além de proporcionar maior nitidez na
manifestacdo de sintomas. As cultivares testadas como
planta indicadora, CNF 0010 e Rosinha G-2, ndo diferiram
entre si e foram superiores a Cornell 49-242, quanto a
expressao de sintomas do crestamento. Segundo a
literatura, essas cultivares tém se mostrado de alta
suscetibilidade & Xcph e, por isso, vém sendo utilizadas
como controle nos trabalhos de melhoramento genético
(Pompeu, 1987; Rava et al., 1900).

Na comparagio das técnicas de extracio e métodos
de identificacdo de Xcph, a partir de sub-amostras de
sementes de diferentes tamanhos, nas trés cultivares de
feijoeiro, a técnica de extracio da bactéria através da
imersao de sementes inteiras em dgua destilada esterilizada
proporcionou severidade média de sintomas do
crestamento, estatisticamente superior as obtidas pelas
técnicas de extracao a partir de sementes moidas e inteiras
desinfestadas, nao diferindo significativamente em relagao
a técnica de extragdo de sementes inteiras imersas em meio
liquido (Tabela 2). Considerando o efeito do tamanho de
sub-aiostras, observou-se que mesmo as sub-amostras de
10 sementes possibilitaram consisténcia na deteccio do
patdgeno.

Os melhores resultados de identificacio do patégeno
por meio de isolamento em meio de cultura foram
alcangados a partir das técnicas de extragdo de sementes
moidas e inteiras, imersas em dgua destilada esterilizada.
Quanto a sensibilidade do método, embora os dados nao
sejam consistentes, houve uma tendéncia em se observar
colénias tipicas de Xcph a partir de sub-amostras maiores
(1000 e 500 sementes). Considerando-se o efeito do
tamanho de sub-amostras, este método proporcionou
resultados consistentes até as sub-amostras de 500
sementes (Tabela 2).

Com relagio ao método serolégico, o melhor
resultado de identificacdo de Xcph através de dupla difusao
foi alcangado pela extragio da bactéria a partir de sementes
inteiras imersas em dgua destilada esterilizada. Também,
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por este método, verificou-se que as amostras de sementes
testadas foram portadoras do patgeno; através da técnica
de extracdo mais eficiente, as reacoes serolégicas positivas
foram consistentemente observadas para sub-amostras de
até 500 sementes contra o antissoro de Xcphf (Tabela 2).

- Para a deteccao de X. campestris pv. phaseoli em
sementes de feijio, Saettler (1971) utilizou, com sucesso, a
metodologia de extracdo a partir de sementes inteiras
desinfestadas superficialmente com solucio de hipoclorito
de sédio 2,5% € imersas am dgua destilada esterilizada,
seguida de identificacdo por inoculagao em planta
indicadora. Ja Ednie & Needham (1973) utilizaram trés
etapas para a detecgdo dessa bactéria: extracdo a partir de
sementes moidas pré-desinfestadas com NaOCl 1%,
isolamento em YDC e identificacio por fago especifico
e/ou inoculagao em planta indicadora. Esses procedimentos
apresentam discordincias em relagao aos obtidos na
presente pesquisa, uma vez que a extracdo da bactéria de
sementes inteiras desinfestadas superficialmente, assim
como testes preliminares de inoculagao por injegao, foram
superados em eficiéncia por outras variagdes.
Considerando que esse patdgeno pode se estabelecer tanto
externa como internamente a semente (Weller & Saettler,
1980; Velasquez & Trujillo, 1984), a desinfestagao pode
ter propiciado a eliminacao do inéculo externo. Segundo
Rat (1988b), a desinfestacao superficial com hipoclorito de
sddio ou cilcio foi eficiente na eliminacio de
microorganismos localizados sobre a superficie da semente.

Segundo Oleas Arias (1982), o método serolégico
por difusao em agar apresentou alta especificidade, porém,
baixa sensibilidade na identificacio do patogeno a partir da
suspensdo obtida por imersao das sementes inteiras em
meio liquido ou dgua em relagio a planta indicadora.
Kiraly et al. (1984) estabeleceram que o antigeno,
usado em teste de dupla difusio, deveria conter 10'°
células/ml. Trujillo & Saettler (1981) obtiveram excelentes
resultados com preparacbes antigenos de células mortas e
vivas contendo entre 6 x 10° e 1 x 107 células/ml. Segundo
Rat (1988a), a técnica serolégica permite a identificacao da
bactéria com uma boa seguranga. Dos vérios tipos, a
microprecipitina em placas e a imuno-difusao em agar
podem ser empregadas sobre culturas puras porque exigem
grande quantidade de células bacterianas, isto €, sua
sensibilidade € muito baixa e somente podem ser usadas
para a confirmagio da identificagdo.

1a ser

Com relagiio ao isolamento direto em meios de
cultura, Schaad (1982), prefere usar um meio menos rico
como nutriente agar (NA), que reduz o crescimento de
bactérias saprofiticas; entretanto, a desvantagem do NA em
relagio a outros meios ¢ que as colOnias de X. campestris
sdo dificeis de serem distinguidas de outras bactérias
produtoras de pigmentos amarelos. Além disso, a deteccio
de pequeno nimero de bactérias fitopatogénicas em
sementes tem sido dificil por causa do ndmero
relativamente grande de bactérias saprofiticas
taxonomicamente relacionadas aos patégenos, que os
acompanham e interferem com seu crescimento sobre
meios seletivos (Schaad & White, 1974). Ainda segundo
Schaad (1982) e Mohan & Schaad (1987), enquanto que
meios semi-seletivos melhoram a chance de sucesso no
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TABELA 2. Detecgio de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcph) em sementes de trés cultivares de feijoeiro,
comparando-se médias de quatro técnicas de extragdo e trés métodos de identifica¢do do patégeno.!

Cv. Rio Vermelho Cv. Carnaval Cv. Emgopa 201-ouro
Técnicas de extragio Inocula- | Serolo- |Isolamen- Inocula- Serolo- | Isolamen- Inocula- | Serolo- |Isolamen-
tamanho de sub-amos- ¢iio em gia to em ¢do em gia to em ¢éio em gia to em
tras de sementes plantu- | (DDGA) meio plantu- [ (DDGA) melio plintu- (DDGA) meio
1as? Xcphf | cultura las Xcphf | cultura las Xcphf cultura
(NGA) (NGA) (NGA)
Sementes moidas e sus-
pensdo em dgua por 2
horas, a temperatura
ambiente
1000 3,75a - + 3,50a - + 395a - +
500 4,00 a - + 2,65 b - + 3,55ab - -
100 300 b - + 2,50 be - - 350 b - +
10 265 ¢ - - 210 c - - 290 ¢ - -
Média 3,25 BC 268 cC 347 cC
Sementes inteiras com
desinfestagio superfi-
cial e suspensdo em
dgua, por 18-24h, 2 5°C
1000 3,55a + + 3,15ab + - 425a + +
500 3,55a + + 3,75a -+ 4,10 ab + +
100 280 b - - 2,19 be - - 405 b - -
10 265 ¢ - - 235 ¢ - - 3,00 ¢ - -
Meédia 303 c 2,86 B ) 385 B
Sementes inteiras, sus-
pensdo em dgua por
18-24h,4 5°C .
1000 440a + - 4,10a + + 5,00a + +
500 3,90a + + 425a + + 4,65 ab + -
100 38 b + + 390 b + - 435 b + + ‘
10 350 ¢ - - 305 b - - 375 ¢ - -
Média 3,61A 3,82A 443 A
Sementes inteiras, sus-
pensdo em meio liquido
por 18-24h, 3 5°C
1000 420a + + 3,65a - + 465a + +
500 3,70a + + 3,55a + + 4,50 ab + +
100 . 365 b + - 3,50a + - 430 b - -
10 320 ¢ - - 3,00a - - 325 ¢ - -
Média 3,68 AB , 3,42A 4,17 AB
Controles:
Xcph (103 ufc/ml) 5,30 + o+ 5,00 + o+ 5,50 + o+
Xcphf (108 ufc/ml) 5,00 + 4+ 5,30 + o+ 5,40 + o+
Agua ou meio liquido
esterilizados 1,00 - - 1,00 - - ' 1,00 - -

() Média de 4 repetigdes. Valores seguidos pela mesma letra miniscula (vertical), ndo diferem entre si, na comparagio dentro de cada técnica de extragio.
Valores médios seguidos pela mesma letra maiiscula (vertical) indicam que as técnicas de extragio nio diferem entre si (Teste de Tukey a 5%). (+)
presenca ou (-) auséncia de reagao serolégica ou colonias de Xcph :

(3 Severidade de sintomas. Escala de 1 - auséncia de sintomas a 6 - méxima quantidade de doenca.
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isolamento de patogenos, hd necessidade de confirmar a
sua identidade por testes de patogenicidade. Outros pontos
que parecem ser limitantes s3o: o alto custo dos agentes
inibidores de crescimento de sapréfitas, a possibilidade de
reduzir o crescimento do proprio patégeno, a necessidade
de pessoal qualificado para obtengio dos meios e

principalmente, a falta de seguranca nos resultados obtidos.

Parimetros avaliados em relagao ao método de
inoculacdo da planta indicadora

Os resultados de avaliacio da especificidade do
método da planta indicadora (Tabela 3) mostraram
sintomas caracteristicos de clorose dos cortes e murcha dos
bordos das folhas primarias apenas nas plintulas da cv.
CNF 0010 inoculadas com isolados de Xcph e Xcphf entre
7 a 10 dias ap6s a inoculagdo. E interessante mencionar
que nenhum dos 10 isolados bacterianos "contaminantes”
de sementes e folhas de feijoeiro produziu sintoma em
pléntulas de feijoeiro, concordando com os resultados
obtidos por Saettler (1971).

Na determinacio da sensibilidade do método de
inoculacio em planta indicadora (cv. CNF 0010) (Tabela
4), observou-se que até a diluicao de 1 semente infectada
ou contaminada por Xcph em 1000, o método apresentou
100% de eficiéncia na detec¢io, a partir do qual a
eficiéncia decresceu, atingindo 60% na dilui¢ao de 1:4000.
Esses resultados mostraram que o método de inoculagio
em planta indicadora apresentou sensibilidade de 1:1000,
ou seja, eficiéncia de 0,1%. Malin et al. (1983) obtiveram
sucesso na detecgio de X. campestris pv. phaseoli em lotes
de sementes de feijio. Por meio da técnica da

imunofluorescéncia indireta foi possivel detectar niveis de
infecgdo de 1:10000. Segundo Geng et al. (1983), a
sensibilidade caracteriza a confiabilidade do método e deve
ser determinada antes da sua utilizagio em programas de
certificacdo de sementes.

A Tabela 5 mostra os resultados de afericao do
método de detecgdo de Xcph através da extragio pela
imersdo de sementes inteiras em dgua destilada esterilizada
¢ identificagiio por inoculagio em planta indicadora (cv.
CNF 0010) por incisdo com tesoura.

Os resultados obtidos pelos diferentes laboratérios
indicaram uma incidéncia de Xcph nas sementes, variando
de 1,1 a 3,5% que comparados com o padrio (2,4%) e, de
acordo com a Tabela 1, de interpretagao de resultados,
estdo dentro dos limites inferiores e superiores permitidos
de 0,8 a 7,5%, respectivamente, mostrando que o método
de detec¢do apresentou reproducibilidade.

Quantificagdo da incidéncia de X. campestris pv.
phaseoli (Xcph) em amostras de sementes

Das oito amostras coletadas em nove municipios do
Estado de Sio Paulo, correspondentes ao cultivo da "seca"
de 1988, observou-se que a incidéncia de Xcph em
sementes de cinco amostras variaram de 0,2 a 1,1%
(Tabela 6). Dos correspondentes campos de produgio,
somente em dois deles se constatou a bacteriose, em niveis
insignificantes, sendo que o método de detecgdo nao -
acusou a presenca de Xcph em sementes origindrias dos
mesmos (067 e 069). Com relagdo ao cultivo de "inverno"
das oito amostras coletadas de oito campos de produgio, a

" indicéncia de Xcph variou de 0,1 a 0,7%. Dos

TABELA 3. Sintomas de Xanthomonas cam(gesm's pv. phaseoli (Xcph) em plantas indicadoras inoculadas através da

técnica de incisdo com tesoura'.

Severidade de sintomas

Bactérias e fungos(z) Nimero de sobre cultivares de feij a0
Isolados
Rosinha G-2  CNF 0010

Xanthomonas campestris pv. phaseoli 4 5,00 5,25
Xanthomonas campestris pv. phaseoli var. fuscans 4 5,00 525
Xanthomonas campestris pv. citri 2 1,00 1,00
Xanthomonas campestris pv. malvacearum 2 1,00 1,00
Xanthomonas campestris pv. campestris 2 1,00 1,00
Pseudomonas syringae pv. syringae 2 1,00 1,00
Pseudomonas solanacearum 1 1,00 1,00
Erwinia carotovora subsp. atroseptica 1 1,00 1,00
Erwinia herbicola 2 1,00 1,00
Colletrotichum lindemuthianum 2 1,00 1,00
Fusarium spp. 5 . 1,00 1,00
Trichoderma spp. 3 1,00 1,00 .
"Contaminantes” bacterianos de sementes e folhas de S
feijoeiro infectados por X. campestris pv. phaseoli 10 1,00 1,00
Testemunha (dgua destilada esterilizada) - 1,00 1,00

(1) Médias de 4 repetigoes (vasos) com 4 plantas/vaso;

@ Concentragio de indculo: 10° ufc/ml! (bactérias) e 10°-10° conidios/ml (fungos);
Escala de notas de 1 (auséncia de sintomas) a 6 (mdxima quantidade de doenga).
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TABELA 4. Sensibilidade do método de inoculagiio de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcph) em planta

indicadora (cv. CNF 0010).

Proporgéao de semen- | Volume de % plantas com sintomas de crestamento bacteriano comum®

tes infectadas por dgua % res.u.ltados

sub-amostras (ml) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 positivos
1/100 40 60 80 100 100 90 80 85 100 95 75 100
1/250 100 90 70 - 50 100 70 50 65 80 60 100 100
1/500 200 80 75 50 60 100 80 75 60 35 65 100
1/1000 350 70 40 80 85 90 100 40 25 60 35 100
1/2000 700 60 70 20 40 50 45 80 0 30 70 90
1/3000 1000 20 60 25 0 50 35 45 0 70 15 80
1/4000 1500 10 10 35 0 15 0 65 50 0 0 60

Controles

100 sementes sadias 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1000 sementes sadias 350 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2000 sementes sadias 700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Xcph (folhas infectadas

e desidratadas, imersas :

emagua) 100 10 8 10 9 10 10 10 100

10 8 9

@ 10 repetigdes, sendo 25 plantas/tratamento/repetigio.

TABELA 5. Reproducibiiidade do método de Inoculagio de Xanthomonas campestris pv. phaseoli em planta
indicadora (CNF 0010), através da técnica de incisdo com tesoura.

Laboratério de andlises

n® de sub-amostras de semen-
tes com resultados positivos

Estimativa de incidéncia

de sementes - (%) de Xcph em
: 1 de 500 5 de 100 5de10 sementes
1. Padrao : 1 5 0 2,4
2. ESALQ/Piracicaba/SP 1 5 0 2,4
3. ESAL/Lavras/MG 1 4 1 1,7
4. IAPAR/Londrina/PR 1 4 1 1,7
5. UNESP/Botucatu/SP 1 3 1 1,1
6. IAC/Campinas/SP 1 5 1 3,5
7. CATI/Campinas/SP 1 4 2 2,2
8. IB/Sao Paulo/SP 1 2 3 1,2

correspondentes campos, somente em dois deles se
constatou a bacteriose sendo que desses, apenas em um
(040), o método de detecgao acusou a presenca de Xcph
(0,4%). Ainda pela Tabela 6, apenas quatro amostras de
dois municipios foram analisadas, correspondente ao
cultivo "das dguas” e os resultados da anilise em
laboratdrio indicaram a incidéncia da bacteriose de 0,3 a
1,1%. Os laudos de campo acusaram niveis insignificantes
de incidéncia da bacteriose nos quatro campos de produgao.
Os testes de sementes em laboratério que revelaram
resultados negativos para a presenca de Xcph nao
asseguram que as amostras de sementes analisadas estejam
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livres da bactéria, conforme relata Taylor et al. (1979), mas
indicam que as amostras devem conter menos que 0,1% de
sementes portadoras do patogeno, ou ainda, podem estar
livres do mesmo, uma vez que o método apresentou
sensibilidade de até 0,1% com 100% de seguranca.

O método da planta indicadora apresentou alta
especificidade e maior sensibilidade na deteccao de X.
campestris pv. phaseoli em sementes de feijao do que os -
métodos comparados (serologia e isolamento direto em
meio de cultura); esse procedimento possibilitou a clara
distincdo entre as técnicas de extracdo e permitiu a
identificacdo segura e direta do patogeno. Portanto, a
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TABELA 6. Incidéncia (%) de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcph) em amostras de sementes certificadas
de feijao, cv. IAC-carioca, produzidas no Estado de Sao Paulo.

N¢ de sub-amostras de sementes Incidéncia (%)
Amostras de sementes | Localidades de com resultados positivos™” de Xcph nas Laudo de
e safra de cultivo Produgao sementes? inspegdo ,
1deS00 | 5del100 | 5de10 de campo
Cultivo da seca
617 Itapeva 0 0. 0 <0,1 -
067 . Itai 0 0 0 <01 +
069 Coronel Macedo 0 0 0. <0,1 +
665 Itapetininga 0 1 1 0,2 , -
682 Capio Bonito 1 2 1 0,7 -
584 Capao Bonito 1 1 3 0,9 -
680 . Itapetininga 1 2 2 1,0 -
628 Itapeva 1 3 1 1,1 -
Cultivo de inverno
046 Fernandépolis 0 0 0 <01 +
042 Presidente Prudente 0 0 0 <0,1 -
099 Ibitinga 0 0 0 <0,1 -
937 Santo Anasticio 1 0 0 0,1 -
048 - Jaboticaba] 0 1 2 0,3 -
040 Ribeirio Preto 0 2 2 0,4 +
073 S.J. do Rio Preto 1 1 1 0,5 -
119 Aracatuba 1 2 1 0,7 . -
Cultivo das aguas
38 Itapetininga 1 1 0 0,3 +
60 Itapetininga 1 2 0 0,5 +
05 Avaré 1 2 2 1,0 +
10 . Avaré 1 3 1 1,1 +

M Método de detecgio: extragio por suspensao em igua, de sementes inteiras, 18-24 horas a 5°C + inoculagio em planta indicadora (cv. CNF 0010), por
® incisao por tesoura; :
Tabela de interpretagao de resultados;
) Servigo de Produgio de Sementes, Matrizes ¢ Mudas, CATI, Campinas/SP;
() Niveis insignificantes de ataque do crestamento em campo;
"~ Auséncia de sintomas. .
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