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RESUMO 

Visando detectar Xanthomonas campestris pv. 
phaseoli em sementes de feijão (Phaseolus vulgaris L.) 
foram comparados quatro técnicas de extração e três 
métodos de id~ntificação a partir de amostras de sementes 
sabidamente portadoras do patógeno. 

As técnicas de extração da bactéria incluíram 
sementes moídas e inteiras, com e sem assepsia superficial 
com hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo), imersas em 
água destilada e em meio líquido (3g de extrato de 
levedura/)) esterilizados e incubados por 2 horas à 
temperatura ambiente (sementes moídas) e 18-24 horas à 
soe (sementes inteiras). Para a identificação do patógeno, 
os seguintes métodos foram comparados: inoculação em 
plantas indicadoras, isolamento direto em meios de cultura 
semi-seletivos e por serologia (microprecipitina e dupla 
difusão em gel de ágar). 

Os resultados mostraram que a detecção desse 
patógeno, através da extração por meio de imetsão de 
sementes inteiras em água destilada esterilizada à S°C por 

18-24 horas e a identificação através da inoculação do 
extrato bruto em folhas primárias de plântulas (cv. CNF 
0010), por incisão com tesoura, foi o método mais 
adequado para detectar e quantificar o inóculo em amostras 
de sementes de feijão. Esse método mostrou 
reproducibilidade, alta especificidade, baixo custo e fácil 
execução, com sensibilidade de O, 1%, pennitindo analisar 
cerca de 10 amostras/técnico/dia, num prazo relativamente 
curto (8-10 dias), o que sugere a sua aplicação prática em 
laboratórios de análises de rotina e, possivelmente, em 
programas de certificação de sementes. Utilizando-se esta 
metodologia, verificou-se que a maioria ·dos 20 lotes de 
sementes certificadas produzidas no Estado de São Paulo 
em 1988 (cultivos da "seca" e de "inverno") e 1988/89 
(cultivo "das águas"), foi portadora do patógeno em índices 
variando de 0,1 a 1,1%, inóculo suficiente para ocasionar 
epidemias em campo, sob condições climáticas favoráveis. 

Palavras chave: feijão, crestamento bacteriano 
comum, detecção em semente. 

ABSTRACT 

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

For detection ofXanthomonas 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° ~utor ESALQ-Piracicaba/SP, como 
requisito parcial à obtenção do título de Doutor em Fitopatologja. 
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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/1) and incubated during 2 houts, at room 
temperatute (ground seeds) and 18-24 houts at S°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 quantifyingXcph, was the pathogen 
extraction by soakingwhole seeds in sterilized destilled 
water for 18-24 h, at S°C and identification by inoculating 
the primary Ieaves indicators plants of the cv. CNF 0010 
throught scissors incision. This method showed 
reproducibility, high especificity, low cost ~nd easy. 
execution, with a sensibility of O, 1%, allowmg anahsys of 
10 examples/technician/day and obtaining results in 8-10 

INTRODUÇÃO 

Entre as doenças que afetam o feijoeiro (Phaseolus 
vulgaris L.), em diferentes partes do mundo, 
particularmente nas regiões tropicais e sub-tropicais, está o 
crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas 
campestris pv. phaseoli incluindo "strain" fuscans (Dye et 
al., 1980}. No Brasil, é uma doença que assume 
importância econômica principalmente no cultivo "das 
águas". É de ampla distribuição e de controle problemático, 
devido à dificuldade em se obter resistência nas cultivares 
comerciais, baixa eficiência do controle químico e ao 
sistema de cultívo em mais de uma época no mesmo ano. 
Além disso, o seu agente causal tem a semente como 
principal meio de sobrevivência e disseminação (Kimati, 
1980; Vieira & Sartorato, 1984; Bulisani et ai., 1987). 

Uma das medidas que tem trazido resultados 
eficientes do controle desta bacte~ose é a· utilização de 
sementes sadias produzidas em regiões de clima seco, onde 
as condições são desfavoráveis ao eesenvol~imento da 
doença (Bulisani et al., 1987; Scbaad,.l988a). . 
Considerando a possibilidade de ocorrência de epideiDlas 
em campo a partir de sementes com ~ixo nível de. . 
incidência do patógeno (Wallen & Sutton, 196S; Kimati, 
1980), torna-se importante, além das inspeções visuais de 
campo, contar com um método eficiente, sensível e rápi~? 
para a detecção do pa tógeno em lotes de sement~s de fetJao. 

Existem diversas metodologias desenvolvtdas em · 
laboratório para a detecção de bactérias fitopatogênicas em 
sementes de culturas de importância econômica, tais como, 
testes de crescimento, uso de bacteriófagos, inoculações 
em plantas indicadoras, uso de meios seletivos e . 
semi-seletivos, técnicas serológicas e plaqueamento dueto 
(Schaad, 1987; Rat, 1988a; R~.ri.gues Neto, ~98~). Essas 
técnicas variam quanto a senstblltdade, espectfictdade e 
complexidade em relação a semente/bactéria testadas e 
poucas são quantitativas. Gera )mente, três etapas são 
importantes para obtenção de um método de detecção: a 
extração do patógeno, a identificação da espécie e a 
determinação da sensibilidade do método (Schaad, 1982, 
1988b). Sendo a escolha do método de detecção função do 
conhecimento do patógeno e do propósito de uso do teste e 
levando-se em consideração características como rapidez, 
sensibilidade, reproducibilidade, especificidade e aplicação 
prática, a presente pesquisa tem por objetivos avaliar a 
detecção do patógeno através da comparação de quatro 
técnicas de extração e três métodos de identificação e 
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days. Its application in a routine seed health testing and in 
programmes o f seed certification are therefore , 
recommended. Most of the certified seed produced in the 
State of São Paulo from 1988 dry and winter seasons and 
1988/89 rainy season carried the bacterium and the 
incidence leveis 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. 

quantificar a sua incidência em amostras de sementes 
certificadas produzidas no Estado de São Paulo. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

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

AMOSTRAS DE SEMENTES E TÉCNICAS DE 
EXTRAÇÃO 

Para avaliar a metodologia de detecção de X. 
campestris pv. phaseoli (Xcph }, foram utilizadas 3 
amostras de sementes de feijão, procedentes de plantios 
que apresentaram plantas com sintomas característicos de 
bacteriose: duas coletadas em campos experimentais do 
Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR}, Londrina/PR 
(cvs. Rio Vermelho, Carnaval) e uma coletada em lavoura 
de Goiânia/GO (cv. EMGOPA 201-0uro). Foram 
comparirdás quatro técnicas de extração deXcph a p~rtir de 
sub-amostnis de ·1000, 500, 100 e 1 O sementes. As técnicas 
de extração da bactéria consistiram de: a) imersão em água 
destilada esterilizada de sementes moídas (Taylor, 1970); 
b) imersão em água destilada esterilizada de sementes 
inteiras, desinfestadas superficialmente em hipoclorito de 
sódio (1% de cloro ativo); c) imersão em á~a destilada 
esterilizada de sementes inteiras (Rat, 1987)1 modificada 
pelo maior período de incubação e d) imersão de sementes 
inteiras em meio de cultura líquido (3g de extrato de 
levedura/1 de água destilada esterilizada) (V elasquez & 
Trujillo, 1984}. As quantidades de água destilada ou meio 
líquido variaram em função do número de s~mentes e das 
condições em que as mesmas foram submetidas: sementes 
moídas - 20-50 sementes/100 ml e sementes inteiras -
200-300 sementes/100 ml. Os extratos obtidos de sementes 
moídas foram submetidos a incubação por 2 horas sob 
condições de laboratório enquanto que aqueles de sementes 
inteiras foram incubados sem agitação em geladeira por 
18-24 horas à soe para evitar a proliferação de bactérias 
saprofiticas. Posteriormente, a partir das suspensões 
obtidas, procedeu-se a identificação do patógeno. 

1 RAT, B. (INRA- Station the Pathologie Vegetable- Angers- France)
Comunicação Pessoal, 1987. 
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MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO 

1. Serologia 

Dois métodos serológicos foram comparados para a 
identificação da bactéria: a microprecipitina em placas 
(Romeiro & Fukuda, 1983) e a dupla difusão em 
gel-de-agar (Ouchterlony, 19S8). 

Para determinar a especificidade dos métodos 
serológicos, antissoros de Xcph e do "strain" fuscans 
(Xcphj), obtidos em laboratório pela técnica descrita por 
Kimati (197S) e que apresentaram títulos de 1:1024 e 
1:S12, respectivamente, foram testados contra diversos 
isolados de bactérias patogênicas ou saprofiticas à cultura 
do feijoeiro. 

Para avaliar a sensibilidade dos métodos serológicos, 
procedeu-se a reação serológica, utilizando antissoros e 
antígenos homólogos submetidos a diferentes 
concentrações. 

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 S,O g; glucose 2,S g e agar 1S,O g!l (Schaad, 
1988a) e EPGA- Extrato de levedura 3,0 g; peptona 7,0 g; 
glucose 1S,O g; amido (fécula de batata) 1S,O g e agar 1S,O 
g!l (Rat, 1987). Após a autoclavagern, foram adicionados 
aos meios NGA e EPGA, cefalexina (Keflex) e clorotalonil 
(Daconil), em concentrações de 40t.tg e SOflglml de 
ingredientes ativos, respectivamente, de modo a tomá-los 
semi-seletivos. 

A seletividade àXcph dos meios de cultura, com ou 
sem a adição do antibiótico e do fungiCida, foi testada 
incluindo outros microorganismos patogênicos e 
não-patogênicos associados ao feijoeiro. 

3. Inoculação em planta indicadora 

Para identificar X cph em sementes de feijão através 
da inoculação em plantas indicadoras, foram comparadas 
três cultivares, CNF 0010, Rosinha G-2 e eomell49-242 e 
duas técnicas de inoculação: agulhas múlti.plas (Pompeu & 
Crowder, 1973) e incisão de folhas primárias com tesoura 
(Rava, 1984). 

Em folhas primárias de plântulas das três cultivares, 
com 8 dias de idade, foram feitas inoculações dos extratos 
obtidos através das técnicas de incisão com tesoura e 
agulhas múltiplas. Após a inoculação, as plântulas foram 
colocadas sob condições de câmara úmida por 48 horas, 
mantendo-se à temperatura de 28-30°C. Após a incubação, 
as plântulas foram mantidas em casa-de-vegetação até 
completar o período de 7-10 dias. A avaliação constou em 
detectar a presença de sintomas de bacteriose, 
caracterizados por clorose e murcha dos bordos das folhas 
na região de inoculação. 

Como controle, utilizou-se plântulas inoculadas com 
água destilada ou meio líquido esterilizados e, também 
plântulas inoculadas com Xcph e Xcphf na concentração de 
toS ufc/~. 
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Para avaliar a especificidade, diversos isolados de 
bactérias e fungos associados às sementes e folhas, 
patogênicos ou não ao feijoeiro, foram inoculados em 
plântulas de feijoeiro nas concentrações de 108 ufc/ml 
(bactérias) e 104-1oS conídios/ml (fungos). A avaliação dos 
sintomas produzidos foi feita 7 a 10 dias após a inoculação. 

A sensibilidade do método foi determinada através 
da incubação de diferentes sub-amostras de sementes em 
água destilada esterilizada por 18-24 horas à soe e a 
suspensão obtida inoculadas em plântulas conforme 
metodologia descrita anteriormente. 

Para estimar quantitativa mente o transporte deXcph 
pela semente, amostras de sementes da cultivar 
IAC-Carioca, coleta das em plantas de campos de produção 
de sementes do &tado de São Paulo, cultivos da "seca" e 
de "inverno", 1988 e cultivo "das águas" em 1988/89, 
foram analisadas pelo método do Número Mais Provável 
(Cochran, 19SO), conforme Tabela 1. De cada amostra 
foram tomadas sub-amostras de SOO, 100 e 10 sementes e 
colocadas em frascos de Erlenmeyer com água destilada 
esterilizada e submetidas a incubaçjo por 18-24 horas em 
geladeira a soe e, em seguida, a suspensão foi inoculada 
em plântulas conforme metodologia descrita anteriormente. 

4. Teste de aferição do método selecionado 

Após a determinação inicial da incidência da 
bacteriose (padrão), uma mesma amostra de sementes da 
cv. EMGOPA 201-0uro, naturalmente portadora deXcph, 
foi encaminhada pata sete Laboratórios de Análise de 
Sanidade de Sementes de Instituições de Pesquisa para 
executar a aferição do método de detecção selecionado. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO 

1. Serologia 

Na determinação da especificidade dos métodos 
serológicos, os resultados mostraram que, pela 
microprecipitina em placas, os antissoros deXcph eXcplzf 
reagiram com os isolados bacterianos de diversas espécies 
dos gêneros Pseudomonas e Xanthomonas, indicando 
reação cruzada. 

Pelo método da dupla difusão, o antissoro de Xcph 
reagiu apenas com seu homólogo e o antissoroXcph/ 
reagiu tanto com seu homólogo como o heterólogo 
indicando menor especificidade de ação deste antissoro na 
caracterização de X. campestris pv. phaseoli. Nenhum dos 
10 isolados "contaminantes" bacterianos testados por 
ambos os métodos, reagiu com os antissoros de Xcph e 
Xcphf. &se mesmo padrão de comportamento foi 
constatado por Link & Sharp (1927), Trujillo & Saettler 
(1981) e Oleas Arias (1982). 

Com relação a sensibi1idade, constatou-se que os 
antissoros de Xcph e Xcphfforam eficientes na detecção da 
presença dos antígenos homólogos até as concentrações de 
3,2 x 106 e 4,6 x 1o6 ufc/ml, respectivamente, não 
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TABELA 1. Interpretação de resultados para quantificar a presença de Xanthomonas campestris pv. phaseoli em · 
amostras de sementes de feijão. 

N6mero de sub-amostras com Limites do N MP/100 
resultados positivos Número mais provável sementes 

(NMP) de sementes 
1 a SOO S a 100 S a 10 portadoras do patógeno(%) 

Inferior Superior sementes sementes sementes 

o o 1 0,1 
o o 2 0,2 
o 1 o 0,1 
o 1 1 0,2 
o 1 2 0,3 
o 2 o 0,2 
o 2 1 0,3 
o 2 2 0,4 
o 3 o 0,3 
o 3 1 0,5 
o 4 o 0,5 
1 o o 0,1 
1 o 1 0,3 
1 o 2 0,4 
1 o 3 0,6 
1 1 o 0,3 
1 1 1 0,5 
1 1 2 0,7 
1 1 3 0,9 
1 2 o 0,5 
1 2 1 0,7 
1 2 2 1,0 
1 2 3 1,2 
1 3 o 0,8 
1 3 1 1,1 
1 3 2 1,4 
1 3 3 1,8 
1 3 4 2,1 
1 4 o 1,3 
1 4 1 1,7 
1 4 2 2,2 
1 4 3 2,8 
1 4 4 3,5 
1 4 5 4,3 
1 5 o 2,4 
1 5 1 3,5 
1 5 2 5,4 
1 5 3 9,2 
1 5 4 16,1 

Fonte: SWAROOP (1951). 

verificando diferenças na utilização dos antissoros 
concentrados ou diluídos. 

Considerando que o antissoro Xcphf apresentou 
maior capacidade de ação na caracterização de Xcph e 
Xcphf, o mesmo foi selecionado para avaliações posteriores. 
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< 0,05 0,4 
0,05 0,6 
0,05 0,4 
0,05 0,6 
0,05 0,8 
0,05 0,6 
0,05 0,8 
0,05 1,1 
0,05 0,8 
0,05 1,3 
0,05 1,3 
0,05 0,4 
0,05 0,8 
o,o5· 1,1 
0,05 1,5 
0,05 0,8 
0,05 1,3 
0,1 1,7 
0,2 2,1 
0,05 1,3 
0,1 1,7 
0,3 2,3 
0,3 2,8 
0,2 1,9 
0,3 2,6 
0,4 3,4 
0,5 5,3 
0,6 6,6 
0,4 3,1 
0,5 4,7 
0,7 6,9 
0,9 8,5 
1,2 10,1 
1,5 11,7 
0,8 7,5 
1,2 10,1 
1,8 13,8 
9,2 . 21,7 
3,9 > 45,0 

2. Isolamento em meios semi-seletivos 

Com relação ao método de isolamento em meios de 
cultura (NGA e EPGA}, os resultados obtidos mostraram 
que os isolados do gênero Xanthomonas (Xcph, Xcph/, X. 
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campestris pv. citr~ X. campestris pv. malvacearum) 
cresceram nonnalmente em ambos os meios, com e sem 
antibiótico/fungicida, enquanto que os isolados de 
Pseudomonas spp., Bacillus, Erwinia spp., Fusarium spp. e 
Trichoderma spp. e 10 "contaminantes" frequentemente 
isolados de sementes de feijão, foram completamente 
inibidos pela cefalexina e pelo clorotalonil. 

Apesar de ambos os meios apresentarem 
comportamentos semelhantes em relação a Xcph eXcphf e 
aos demais isolados de microorganismos testados, NGA foi 
selecionado para avaliar as técnicas de extração, 
considerando a maior facilidade para caracterizar as 
colônias deXcph eXcphfem tennos de coloração e forma 
devido a sua transparência. 

3. Inoculação em planta indicadora 

Tanto a técnica de inoculação por incisão com 
tesoura como a de agulhas múltiplas foram eficientes na 
expressão dos sintomas do crestamento bacteriano. 
Entretanto, a primeira foi a técnica de inoculação adotada 
para os ensaios posteriores, por ter sido mais prática e de 
maior rendimento, além de proporcionar maior nitidez na 
manifestação de sintomas. As cultivares testadas como 
planta indicadora, CNF 0010 e Rosinha G-2, não diferiram 
entre si e foram superiores a Cornell49-242, quanto a 
expressão de sintomas do crestamento. Segundo a 
literatura, essas cultivares têm se mostrado de alta 
suscetibilidade à Xcph e, por isso, vêm sendo utiJizadas 
como controle nos trabalhos de melhoramento genético 
(Pompeu, 1987; Rava et ai., 1900). 

Na comparação das técnicas de extração e métodos 
de identificação de Xcph, a partir de sub-amostras de 
sementes de diferentes tamanhos, nas três cultivares de 
feijoeiro, a técnica de extração da bactéria através da 
imersão de sementes int~iras em água destilada esterilizada 
proporcionou severidade média de sintomas do 
crestamento, estatisticamente superior às obtidas pelas 
técnicas de extração a partir de sementes moídas e inteiras 
desinfestadas, não diferindo significativamente em relação 
à técnica de extração de sementes inteiras imersas em meio 
líquido (Tabela 2). Considerando o efeito do tamanho de 
sub-amostras, observou-se que mesmo as sub-amostras de 
10 sementes possibilitaram consistência na detecção do 
patógeno. 

Os melhores resultados de identificação do patógeno 
por meio de isolamento em meio de cultura foram 
alcançados a partir das técnicas de extração de sementes 
moídas e inteiras, imersas em água destilada esterilizada. 
Quanto a sensibilidade do método, embora os dados não 
sejam consistentes, houve uma tendência em se observar 
colônias típicas 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 (fabela 2). 

Com relação ao método serológico, o melhor 
resultado de identificação deXcph através de dupla difusão 
foi alcançado pela extração da bactéria a partir de sementes 
inteiras imersas em água destilada esterilizada. Também, 
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por este método, verificou-se que as amostras de sementes 
testadas foram portadoras do patógeno; através da técnica 
de extração mais eficiente, as reações serológicas positivas 
foram consistentemente observadas para sub-amostras de 
até 500 sementes contra o antissoro deXcphf(fabela 2). 

· Para a detecção de X. campestris pv. phaseoli em 
sementes de feijão, Saettler (1971) utilizou, com sucesso, a 
metodologia de extração a partir de sementes inteiras 
desinfestadas superficialmente com solução de hipoclorito 
de sódio 2,5% e imersas am água destilada esterilizada, 
seguida de identificação por inoculação em planta 
indicadora. Já Ednie & Needham (1973) utilizaram três 
etapas para a detecção dessa bactéria: extração a partir de 
sementes moídas pré-desinfestadas com NaOC11 %, 
isolamento em YDC e identificação por fago específico 
e/ou inoculação em planta indicadora. Esses procedimentos 
apresentam discordâncias em relação aos obtidos na 
presente pesquisa, uma vez que a extração da bactéria de 
sementes inteiras desinfestadas superficialmente, assim 
como testes preliminares de inoculação por injeção, foram 
superados em eficiência por outras variações. 
Considerando que esse patógeno pode se estabelecer tanto 
externa como internamente à semente (Weller & Saettler, 
1980; Velasquez & Trujillo, 1984), a desinfestação pode 
ter propiciado a eliminação do inóculo externo. Segundo 
Rat (1988b), a desinfestação superficial com hipoclorito de 
sódio ou cálcio foi eficiente na eliminação de 
microorganismos localizados sobre a superfície da semente. 

Segundo Oleas Arias (1982), o método serológico 
por difusão em agar apresentou alta especificidade, porém, 
baixa sensibilidade na identificação do patógeno a partir da 
suspensão obtida por imersão das sementes inteiras em 
meio líquido ou água em relação à planta indicadora. 
Kiraly et al. (1984) estabeleceram que o antígeno, rora ser 
usado em teste de dupla difusão, deveria conter 10 ° 
céluJas/ml. Trujillo & S~ettler (1981) obtiveram excelentes 
resultados com preparações antígenos de células mortas e 
vivas contendo entre 6 x 1o6 e 1 x 107 células/ml. Segundo 
Rat (1988a), a técnica serológica permite a identificação da 
bactéria com uma boa segurança. Dos vários tipos, a 
microprecipitina em placas e a i muno-difusão em agar 
podem ser empregadas sobre culturas puras porque exigem 
grande quantidade de células bacterianas, isto é, sua 
sensibilidade é muito baixa e somente podem ser usadas 
para a confirmação da identificação. 

Com relação 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 saprofíticas; entretanto, a desvantagem do NA em 
relação a outros meios é que as colônias de X. campestris 
são difíceis de serem distinguidas de outras bactérias 
produtoras de pigmentos amarelos. Além disso, a detecção 
de pequeno número de bactérias fitopatogênicas em 
sementes tem sido difícil por causa do número 
relativamente grande de bactérias saprofíticas 
taxonomicamente relacionadas aos patógenos, 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. Detecção de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcph) em sementes de três cultivares de feijoeiro, 
comparando-se médias de quatro técnicas de extração e três métodos de identificação do patógeno.1 

Cv. Rio Vermelho Cv. Carnaval Cv. Emgopa 201-ouro 

Técnicas de extração Inocula- Se rolo- Isolamen- Inocula- Se rolo- Isolamen- Inocula- Serolo- lsolamen-
tamanho de sub-amos- ção em gia to em ção em gia to em ção em gia to em 
tras de sementes plântu- (DDGA) meio plântu- (DDGA) melo plântu- (DDGA) meio 

las<2> Xcphf cultura las Xcphf cultura his Xcphf cultura 
(NGA) (NGA) (NGA) 

Sementes moídas e sus-
pensão em água por 2 
horas, à temperatura 
ambiente 

1000 3,7S a + 3,SOa + 3,9S a + 
soo 4,00a + 2,6S b + 3,SS ab 
100 3,00 b + 2,SO bc 3,SO b + 

10 2,65 c 2,10 c 2,90 c 

Média 3,2S BC 2,68 c 3,47 c 

Sementes inteiras com 
desinfestação superfi-
cial e suspensão em 
água, por 18-24h, à S°C 

1000 3,SS a + + 3,1S ab + 4,2S a + + 
soo 3,SS a + + 3,7S a + 4,10 ab + + 
100 2,80 b 2,19 bc 4,0S b 

10 2,6S c 2,3S c 3,00 c 

Média 3,03 c 2,86 B 3,8S B 

Sementes inteiras, sus-
pensão em água por 
18-24h, à S°C 

1000 4,40a + 4,10a + + s,ooa + + 
soo 3,90a + + 4,25 a + + 4,6S ab + 
100 3,8S b + + 3,90 b + 4,3S b + + 

10 3,SO c 3,0S b 3,7S c 

Média 3,61 A 3,82A 4,43A 

Sementes inteiras, sus-
pensão em meio líquido 
por 18-24h, à S°C 

1000 4,20a + + 3,6S a + 4,65 a + + 
soo 3,70a + + 3,SS a + + 4,50 ab + + 
100 3,6S b + 3,SOa + 4,30 b 

10 3,20 c 3,00a 3,2S c 

Média 3,68 AB 3,42A 4,17 AB 

Controles: 
Xcph (108 ufc/ml) S,30 + + S,OO + + 5,SO + + 
JÇcphf (108 ufc/ml) s,oo + + S,30 + + S,40 + + 
Agua ou meio líquido 
esterilizados 1,00 1,00 1,00 

(l) Média de 4 repetições. Valores seguidos pela mesma letra minúscula (vertical), não diferem entre si, na comparação dentro de cada técnica de extração. 
Valores médios seguidos pela mesma letra maiúscula (vertical) indicam que as técnicas de extração não diferem entre si (Teste de Tukey a 5%). (+) 
presença ou(-) ausência de reação serológica ou colônias deXcph 

(2) Severidade de sintomas. Escala de 1 -ausência de sintomas a 6 - máxima quantidade de doença. 
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isolamento de patógenos, há necessidade de confirmar a 
sua identidade por testes de patogenicidade. Outros pontos 
que parecem ser limitantes são: o alto custo dos agentes 
inibidores de crescimento de saprófitas, a possibilidade de 
reduzir o crescimento do próprio patógeno, a necessidade 
de pessoal qualificado para obtenção dos meios e 
principalmente, a falta de segurança nos resultados obtidos. 

Parâmetros avaliados em relação ao método de 
inoculação da planta indicadora 

Os resultados de avaliação da especificidade do 
método da planta indicadora (Tabela 3) mostraram 
sintomas característicos de clorose dos cortes e murcha dos 
bordos das folhas primárias apenas nas plântulas da cv. 
CNF 001 O inoculadas com isolados de Xcph e X cphf entre 
7 a 10 dias após a inoculação. É interessante mencionar 
que nenhum dos 10 isolados bacterianos "contaminantes" 
de sementes e folhas de feijoeiro produziu sintoma em 
plântulas de feijoeiro, concordando com os resultados 
obtidos por Saettler (1971). 

Na detenninação da sensibilidade do método de 
inoculação em planta indicadora (cv. CNF 0010) (Tabela 
4), observou-se que até a diluição de 1 semente infectada 
ou contaminada por Xcph em 1000, o método apresentou 
100% de eficiência na detecção, a partir do qual a 
eficiência decresceu, atingindo 60% na diluição de 1:4000. 
Esses resultados mostraram que o método de inoculação 
em planta indicadora apresentou sensibilidade de 1:1000, 
ou seja, eficiência de 0,1 %. Malin et ai. (1983) obtiveram 
sucesso na detecção de X. campestris pv. phaseoii em lotes 
de sementes de feijão. Por meio da técnica da 

imunofluorescência indireta foi possível detectar níveis de 
infecção de 1:10000. Segundo Geng et ai. (1983), a 
sensibilidade caracteriza a confiabilidade do método e deve 
ser determinada antes da sua utilização em programas de 
certificação de sementes. 

A Tabela 5 mostra os resultados de aferição do 
método de detecção de Xcph através da extração pela 
imersão de sementes inteiras em água destilada esterilizada 
e identificação por inoculação em planta indicadora (cv. 
CNF 0010) por incisão com tesoura. 

Os resultados obtidos pelos diferentes laboratórios 
indicaram uma incidência de Xcph nas sementes, variando 
de 1,1 a 3,5% que comparados com o padrão (2,4%) e, de 
acordo com a Tabela 1, de interpretação de resultados, 
estão dentro dos Jimites inferiores e superiores permitidos 
de 0,8 a 7,5%, respectivamente, mostrando que o método 
de detecção apresentou reproducibilidade. 

Quantificação da incidência de X. campestris pv. 
phaseoli (Xcph) em amostras de sementes 

Das oito amostras coletadas em nove municípios do 
Estado de São Paulo, correspondentes ao cultivo da "seca" 
de 1988, observou-se que a incidência deXcph em 
sementes de cinco amostras variaram de 0,2 a 1,1% 
(Tabela 6). Dos correspondentes campos de produção, 
somente em dois deles se constatou a bacteriose, em níveis 
insignificantes, sendo que o método de detecção não 
acusou a presença de Xcph em sementes originárias dos 
mesmos (067 e 069). Com ~lação ao cultivo de "inverno" 
das oito amostras coletadas de oito campos de produção, a 
indicência deXcph variou de 0,1 ~ 0,7%. Dos 

TABELA 3. Sintomas de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcph) em plantas indicadoras inoculadas através da 
técnica de incisão com tesoura<l>. . 

Bactérias e fungos(Z) 

Xanthomonas campestris pv. phaseoli 
Xanthomonas campestris pv. phaseoli var. fuscans 
Xanthomonas campestris pv. citri 
Xanthomonas campestris pv. malvacearum 
Xanthomonas campestris pv. campestris 
Pseudomonas syringae pv. syringae 
Pseudomonas solanacearum 
E1winia carotovora subsp. atroseptica 
E1Winia herbicoia 
C olletrotichum iindemuthianum 
Fusarium spp. 
Trichoderma spp. 
"Contaminantes" bacterianos de sementes e folhas de 
feijoeiro infectados por X. campestris pv. phaseoii 
Testemunha (água destilada esterilizada) 

Número de 
isolados 

4 
4 
2 
2 
2 
2 
1 
1 
2 
2 
5 
3 

10 

( l) Médias de 4 repetições (vasos) com .4 plantas/vaso; . . 
<;))Concentração de inóculo: 108 ufc/ml (bactérias) e 104-105 conídios/ml (fungos); 
(. Escala de notas de 1 (ausência de sintomas) a 6 (máxima quantidade de doença). 

Fitopatol. bras. 17(4), dezembro 1992 

Severidade de sintomas 
sobre cultivares de feljão(J) 

Rosinha G-2 I CNF 0010 

5,00 5,25 
5,00 5,25 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00 
1,00 1,00. 

1,00 1,00 
1,00 1,00 
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TABELA 4. Sensibilidade do método de inoculação de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcph) em planta 
indicadora (cv. CNF 0010). 

Proporção de semen- Volume" de % plantas com sintomas de crestamento bacterlano comum(l) 
% resultados tes infectadas por água 

sub-amostras (ml) 1 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 o 30 70 90 
1/3000 1000 20 60 25 o 50 35 45 o 70 15 80 
1/4000 1500 10 10 35 o 15 o 65 50 o o 60 

Controles 
100 sementes sadias 40 o o o o o o o o o o o 
1000 sementes sadias 350 o o o o o o o o o o o 
2000 sementes sadias 700 o o o o o o o o o o o 
Xcph (folhas infectadas 
e desidratadas, imersas 
em água) 100 10 8 10 9 10 8 9 10 10 10 100 

(l) 10 repetições, sendo 25 plantas/tratamento/repetição. 

TABELA S. Reproduclbllldade do método de Inoculação de Xanthomonas campestris pv. phaseoli em planta 
Indicadora (CNF 0010), através da técnica de incisão com tesourá. 

n11 de sub-a.mostras de semen· 
Estimativa de incidência 

Laboratório de análises tes com resultados positivos 
(%)de Xcph em 

de sementes 

1 
1 de 500 S de 100 

1. Padrão 1 5 
2. ESALQ/Piracicaba/SP 1 5 
3. ESAULavras/MG 1 4 
4. IAP AR/Londrina/PR 1 4 
5. UNESP/Botucatu/SP 1 3 
6. IAC/Campinas/SP 1 5 
7. CA TI/Campinas/SP 1 4 
8. IB/São Paulo/SP 1 2 

correspondentes campos, somente em dois deles se 
constatou a bacteriose sendo que desses, apenas em um 
(040), o método de detecção acusou a presença de Xcph 
(0,4%). Ainda pela Tabela 6, apenas quatro amostras de 
dois municípios foram analisadas, correspondente ao 
cultivo "das águas" e os resultados da análise em 
laboratório indicaram a incidência da bacteriose de 0,3 a 
1,1 %. Os laudos de campo acusaram níveis insignificantes 
de incidência da bacteriose nos quatro campos de produção. 

Os testes de sementes em laboratório que revelaram 
resultados negativos para a presença deXcph não 
asseguram que as amostras de sementes analisadas estejam 
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I S de lO 
sementes 

o 2,4 
o 2,4 
1 1,7 
1 1,7 
1 1,1 
1 3,5 
2 2,2 
3 1,2 

livres da bactéria, conforme relata Taylor et ai. (1979), mas 
indicam que as amostras devem conter menos que O, 1% de 
sementes portadoras do patógeno, ou ainda, püdem estar 
livres do mesmo, uma vez que o método apresentou 
sensibilidade de até 0,1% com 100% de segurança. 

O método da planta indicadora apresentou alta 
especificidade e maior sensibilidade na detecção de X. 
campestris pv. phaseoli em sementes de feijão do que os 
métodos comparados (serologia e isolamento direto em 
meio de cultura); esse procedimento possibilitou a clara 
distinção entre as técnicas de extração e permitiu a 
identificação segura e direta do patógeno. Portanto, a 
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TABELA 6. Incidência(%) de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcph) em amostras de sementes certificadas 
de feijão, cv. IAC-carioca, produzidas no Estado de São Paulo. 

N11 de sub-amostras de sementes Incidência (%) 
Amostras de sementes Localidades de com resultados positlvos(l) deXcph nas Laudo de 

sementes(l) inspeção< e safra de cultivo Produção 
1 de 500 I 5 de 100 I 5 de 10 de campo 

Cultivo da seca 

617 ltapeva o o o < 0,1 
067 Itaí o o o <: 0,1 _ + 
069 Coronel Macedo o o o < 0,1 + 
665 I ta petininga o 1 1 0,2 
682 Capão Bonito 1 2 1 0,7 
584 Capão Bonito 1 1 3 0,9 
680 ltapetininga 1 2 2 1,0 
628 Itapeva 1 3 1 1,1 

Cultivo de inverno 

046 Fernandópolis o o o < 0,1 + 
042 Presidente Prudente o o o < 0,1 
099 Ibitinga o o o <0,1 
937 Santo Anastácio 1 o o 0,1 
048 Jaboticaba_l o 1 2 0,3 
040 Ribeirão Preto o 2 2 0,4 + 
073 S.J. do Rio Preto 1 1 1 0,5 
119 Araçatuba 1 2 1 0,7 

Cultivo das águas 

38 Itapetininga 1 1 o 0,3 + 
60 I ta petininga 1 2 o 0,5 + 
05 Avaré 1 2 2 1,0 + 
10 . Avaré 1 3 1 1,1 + 

(l) Método de detecção: extração por suspensão em água, de sementes inteiras, 18-24 horas a 5°C +inoculação em pl~nta indicadora (cv. CNF 0010), por 

2 
incisão por tesoura; 

(
3
) Tabela de interpretação de resultados; _ _ _ 

( ) Serviço de Produção de Sementes, Matrizes e Mudas, CATI, Campinas/SP; 
~~~Níveis insignificantes de ataque do crestamento em campo; . 

Ausência de sintomas. · 

detecção de Xcph através da extração em sementes inteiras 
imersas em água destilada e esterilizada e incubação à 5°C, 
por 18-24 horas e identificação por meio de inoculação em 
planta indicadora (cv. CNF 0010), pode fornecer resultados 
dentro de 8-10 dias, sendo possível avaliar cerca de 10 
amostras/dia/técnico. Além disso, apresentou as seguintes 
vantagens: fácil execução, baixo custo, com sensibilidade 
de O, 1%, reproduzível, permitindo estimar 
quantitativamente o transporte do inóculo pela semente, o 
que possibilita a sua utilização em laboratórios de análises 
de rotina e, possivelmente, em programas de certificação 
de sementes de feijão. · · 
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