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RESUMO - O presente trabalho visou avaliar a eficiéncia da extracdo de Xanthomonas campestris pv.
phaseoli de sementes de feijoeiro infectadas naturalmente. Os métodos empregados incluiram a
maceragdo de sementes inteiras em solugo salina tampao fosfato e sua trituragdo apds a maceragao. As
suspensdes obtidas das sementes foram diluidas e plaqueadas em meio de cultura semi-seletivo para X.
campestris pv. phaseoli. Verificou-se que o método de extragdo através de trituragdo foi o mais eficiente
para o isolamento da referida bactéria das sementes de feijoeiro. Os isolados bacterianos obtidos foram
patogénicos ao feijoeiro, apresentaram reagdo sorologica positiva para um antissoro de X. campestris pv.
phaseoli, e possuiram as caracteristicas morfologicas e fisiologicas/bioquimicas tipicas de X. campestris
pv. phaseoli.

Termos para indexacdo: crestamento bacteriano comum, Phaseolus vulgaris, patologia de sementes.

COMPARISON BETWEEN TWO EXTRACTION METHODS OF XANTHOMONAS CAMPESTRIS PV. PHASEOLI
FROM BEAN SEEDS

ABSTRACT - The objective of this research was to evaluate the effectiveness of the extraction of
Xanthomonas campestris pv. phaseoli from naturally infected dry bean seeds. Extraction methods tested
included soaking whole seeds in sterilized saline phosphate buffer and crushing seeds after soaking in
sterilized saline phosphate buffer. The bacterium was isolated on a semiselective agar medium. The seed
crushing method was found to be more effective. The bacterium strains isolated were pathogenic to bean
leaves, reacted with X campestris pv. phaseoli antiserum, and had morphological and
physiological/biochemical characteristics typical of the X. campestris pv. phaseoli.

Index terms: common bacterial blight, Phaseolus vulgaris, seed pathology.
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INTRODUCAO

O crestamento bacteriano comum ¢ uma doenga cosmopolita que ocorre na cultura do feijoeiro,
principalmente nas regides umidas e quentes do globo (Saettler, 1991). A bactéria incitadora dessa doenga ¢é
Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith) Dye; apresenta varias formas de sobrevivéncia, e em sementes,
sobrevive no estado hipobidtico por longos periodos, sob condi¢des adversas (Schuster & Coyne, 1977).
Pode estar localizada interna ou externamente (Saettler & Perry, 1972; Schuster & Coyne, 1974; Weller &
Saettler, 1980a), sem perder a viruléncia (Schuster & Coyne, 1971, 1975; Schuster et al., 1973).

As sementes merecem uma atengdo especial quanto a disseminacdo dessa bactéria, pois elas transportam o
patdégeno a longas distancias e sdo sérias fontes primarias de in6culo no campo (Schuster et al., 1973;
Neergard, 1979). Wallen & Sutton (1965) verificaram, em Ontario, Canad4, que 0,5% de sementes
contaminadas foi suficiente para iniciar a disseminacao da doenca. Posteriormente, Weller & Saettler (1980b)
demonstraram experimentalmente que uma populacdo minima de 10° - 10 ufc de  X. campestris pv. phaseoli
por semente contaminada externamente foi necessaria para originar plantas doentes em condi¢gdes de campo.
Maringoni et al. (1995) evidenciaram que o desenvolvimento da epidemia de X. campestris pv. phaseoli em
algumas cultivares de feijoeiro dependeu mais do nivel de resisténcia horizontal ao crestamento bacteriano
presente nas cultivares e das condigdes climaticas, do que da populagdo do patégeno presente nas sementes.



Inimeras técnicas foram desenvolvidas ou adaptadas com a finalidade de detectar o transporte de X
campestris pv. phaseoli em sementes de feijoeiro. A observa¢do visual dos sintomas apresentados pelas
sementes, tais como: descolorag@o no hilo, manchas amarelas no tegumento, e enrugamento sdo indicativos da
infeccdo das sementes pela bactéria. Porém, esse método ndo ¢é preciso, pois pode sub ou superestimar a
infec¢do das sementes, uma vez que sementes assintomaticas podem estar colonizadas internamente (Cafati &
Saettler, 1980; Maringoni et al., 1993).

O emprego de bacteriéfagos (Katznelson & Sutton, 1951; Katznelson et al., 1954) e a inoculagdo em
plantas de feijoeiro com suspensdes oriundas da maceragdo de sementes foram empregados em algumas
técnicas com o intuito de detectar bactérias fitopatogénicas associadas as sementes de feijoeiro (Saettler,
1971; Valarini & Menten, 1992).

Outra forma de detecgdo de X. campestris pv. phaseoli em sementes de feijoeiro é o plaqueamento direto
das sementes ou da suspensdo de maceragdo das sementes, trituradas ou ndo em meio de cultura agarizado
(Ednie & Needhan, 1973; Cafati & Saettler, 1980; Rat, 1987; Maringoni et al., 1993; Romeiro et al., 1993).

O emprego de meios de cultura ndo-seletivos tem dificultado o isolamento de X. campestris pv. phaseoli
de sementes de feijoeiro, uma vez que inimeras bactérias saprofitas podem ser veiculadas as sementes,
principalmente nas provenientes de vagens que entraram em contato com o solo e essas bactérias saprofitas
interferem na recuperagdo da bactéria alvo (Ednie & Needhan, 1973; Sheppard, 1983; Sheppard et al., 1989).
Alguns meios de cultura semi-seletivos foram desenvovidos e mostraram-se eficientes na inibi¢cdo do
crescimento de bactérias saprofitas, sem interferir no crescimento de X. campestris pv. phaseoli (Trujillo &
Saettler, 1980; Claflin et al., 1987; Magabala & Saettler, 1992; Romeiro et al., 1993; Maringoni et al.,
1994a).

Além destes métodos de detecgdo, existem varios métodos sorologicos que foram empregados, como:
dupla difusdo (Tryjillo & Saettler, 1980), imunofluorescéncia direta ou indireta (Malin et al., 1983; Van
Vuurde et al., 1983; Wong, 1991), “RIA”, “ELISA” indireta, ¢ “dot blot assay” (Malin et al., 1985).

O presente trabalho objetivou comparar dois métodos de extragdo de X. campestris pv. phaseoli de
sementes de feijoeiro naturalmente infectadas, e verificar a eficdcia do meio de cultura semi-seletivo
desenvolvido por Maringoni et al. (1994a) no isolamento de X. campestris pv. phaseoli de sementes de
feijoeiro.

MATERIAL E METODOS

Quinze amostras de 200 g de sementes de feijoeiro, cultivar Rio Negro, foram empregadas no experimento. A técnica
empregada para a analise das sementes foi adaptada de Van Vuurde et al. (1983) e Rat (1987).

Cada amostra de sementes foi previamente lavada em agua de torneira, de duas a trés vezes consecutivas, para
remogdo dos detritos mais grosseiros. Em seguida, foram desinfestadas com hipoclorito de soédio a 2% (Ednie &
Needhan, 1973; Trujillo & Saettler, 1979), na razdo de 500 mL da solug@o de hipoclorito para 200 g de sementes, durante
cinco minutos. Apds a desinfestacdo, as sementes foram enxaguadas por duas vezes consecutivas, em 500 mL de agua de
torneira esterilizada, e depois, transferidas para frascos contendo 430 mL de solucdo salina tampdo fosfato esterilizada
(SSTFE) 0,01 M, pH 7,2 a 7,4, e submetidas a maceracdo durante 24 horas, a 5°C. Apos o periodo de maceragdo das
sementes, foi adicionado 0,1 mL de uma solugdo de Tween-20 a 1 % em cada frasco, ¢ estes foram agitados durante 15
min, em agitador de bancada, sob condi¢des de laboratorio.

Uma aliquota de 1 mL foi retirada da suspensdo de maceragdo das sementes, e diluicdes em série foram feitas em
SSTFE. Colocou-se 0,1 mL das dilui¢des 10! a 10 em cada placa-de-Petri, que continha o meio de cultura semi-seletivo
constituido de: extrato de carne, 3,0 g; peptona, 5,0 g; sacarose, 10 g; amido soluvel, 2,0 g; agar, 15 g; dgua destilada,
1000 mL e acrescido, apds a autoclavagem, a 45 a 50°C, de benomyl, 20 mg; chlorothalonil, 20 mg; cefalexina
monohidratada, 30 mg; nitofurantoina, 2 mg, e acido nalidixico, 1 mg, conforme Maringoni et al. (1994a). As suspensdes
foram espalhadas na superficie do meio de cultura, com o auxilio de uma alga de Drigalski.

As mesmas amostras de sementes foram trituradas em aparelho eletrodoméstico “Mix”, previamente desinfestado. O
triturado obtido foi peneirado em peneira de arame, utilizada para coar chd, previamente flambada. A suspensdo
peneirada resultante foi refrigerada a 4 a 5°C, por uma a duas horas, com a finalidade de decantar as particulas grosseiras
suspensas. Em seguida, foram feitas diluigdes seriadas em SSTFE, e 0,1 mL das diluigdes 10! a 10 foi submetido a
plaqueamento, conforme descrito anteriormente, em meio de cultura semi-seletivo.

Cada diluicdo foi plaqueada em quatro placas-de-Petri contendo o meio de cultura semi-seletivo, incubadas a 28 °C
durante 72 a 96 horas. As coldnias tipicas de X. campestris pv. phaseoli foram contadas, e algumas delas repicadas para
tubos de ensaio contendo o meio peptona- -sacarose-agar (PSA) (Fahy & Persley, 1983), para posterior caracterizagdo. A
observagdo da hidrdlise de amido pela bactéria foi realizada através da adigdo de lugol na superficie do meio de cultura.
Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica ndo-paramétrica, pelo teste t, a 1 % de probabilidade, para



verificar a possivel diferenga existente entre os dois métodos de extragdo de X. campestris pv. phaseoli das sementes de
feijoeiro.

Quinze isolados de X. campestris pv. phaseoli obtidos das sementes de feijoeiro foram submetidos a testes de
caracterizagdo morfologica, bioquimica/fisiologica, soroldgica e de patogenicidade.

Os testes de caracterizagdo morfologica e bioquimi-ca/fisioldgica foram realizados conforme Dye (1980), no tocante
ao género Xanthomonas, e Dye & Lelliott (1974) e Dye (1980), para a diferencia¢do das espécies dentro deste género. Ja
o método adotado para a realizagdo dos testes foi o descrito por Kiraly et al. (1974) e Fahy & Persley (1983).

Os testes soroldgicos foram realizados, em dupla difusdo, em gel-de-dgar. Os antissoros utilizados foram obtidos por
Maringoni et al. (1994b), e os antigenos bacterianos foram preparados segundo o método descrito no referido trabalho.
As placas-de-Petri contendo o gel- -de-agar permaneceram sob condi¢des de laboratério, durante 48 a 72 horas, quando
foram avaliadas as bandas de precipitagdo formadas.

No teste de patogenicidade, o indculo foi obtido mediante o cultivo dos isolados bacterianos em meio PSA, durante 72
a 96 horas, e a seguir foram feitas suspensdes em agua destilada, a fim de obter concentragdo de 107 a 108 ufc/mL. As
inoculagdes foram realizadas por meio de riscas, na face dorsal das folhas primarias de duas a trés plantas da cultivar Rio
Negro, com um palito dental previamente umedecido no indculo. Apds as inoculagdes, as plantas foram mantidas sob
condicdes de casa de vegetacdo durante 15 dias, até a avaliagdo dos sintomas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo método adaptado de Van Vuurde et al. (1983) e Rat (1987), foi possivel recuperar substancialmente
X. campestris pv. phaseoli das amostras de sementes analisadas (Tabela 1), embora tenha sido realizada a sua
desinfestagdo com hipoclorito de sodio. Este tratamento teve a finalidade de erradicar ou reduzir a populagdo
de microrganismos saprofitas existentes nas sementes, que interferem no isolamento de X. campestris pv.
phaseoli ou de outras fitobactérias associadas as sementes de feijoeiro, em meio de cultura (Wharton, 1967,
Taylor, 1970; Ednie & Needhan, 1973).

TABELA 1. Recuperaciio de X. campestris pv. phaseoli de sementes de feijoeiro naturalmente infectadas, por dois
métodos de extracio.

Amostra Numero de ufc/mL
Maceracao Tritura¢do
1 8,75x 10° 4,93 x 10°
2 1,06 x 10* 1,28 x 10°
3 7,25x 10° 1,10x 10°
4 8,78 x 10° 6,18 x 10°
5 1,69 x 10* 1,64 x 10°
6 8,73 x 10° 8,60 x 10°
7 1,21 x 10° 1,21 x 10°
8 4,68 x 10* 1,00 x 10°
9 3,25x 10° 1,56 x 10°
10 1,81 x 10* 1,58 x 10°
11 2,45x10° 9,82 x 10°
12 3,08 x 10* 5,62 x 10°
13 1,46 x 10* 8,60 x 10°
14 3,54 x 10* 7,40 x 10°
15 3,95 x 10* 1,55 x 10°
Média' 2,49 x 10*b 1,00 x 10° a

! Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si, pelo teste t, a 1% de probabilidade.

Mesmo com a desinfestagdo das sementes, verificou-se a presenca de algumas colonias de bactérias
saprofitas desenvolvidas na superficie do meio de cultura semi-seletivo utilizado. Este resultado ja era
previsivel, uma vez que a mistura dos antibioticos cefalexina, acido nalidixico e nitrofurantonina nio inibiu
todos os isolados de bactérias saprofitas provenientes de sementes de feijoeiro (Maringoni et al., 1994a).

Embora alguns métodos de detecg@o de fitobactérias em sementes de feijoeiro ndo empreguem a trituragédo
das sementes (Van Vuurde et al., 1983; Rat, 1987; Valarini & Menten, 1992; Romeiro et al., 1993), os
resultados aqui obtidos indicaram que este procedimento permitiu extrair 40 vezes mais ufc/mL de



Xanthomonas campestris pv. phaseoli do que nas amostras ndo trituradas (Tabela 1). Desta maneira, vé-se
que a trituracdo facilitou a liberacdo de X. campestris pv. phaseoli que estava no interior das sementes de
feijoeiro, uma vez que esta bactéria coloniza-as internamente (Burkholder, 1921).

Valarini & Menten (1992), empregando a técnica de inoculacdo em folhas primdrias de feijoeiro cv.
EMGOPA 201-Ouro, verificaram que a técnica de extracdo de X. campestris pv. phaseoli de sementes de
feijoeiro pela imersdo de sementes inteiras em agua proporcionou eclevada severidade de sintomas do
crestamento bacteriano comum nas folhas infectadas, quando comparado com as extragdoes da bactéria de
sementes moidas e inteiras previamente submetidas a desinfestacdo superficial com hipoclorito de sddio.
Entretanto, esses autores ndo quantificaram a populagdo de X. campestris pv. phaseoli presente nas amostras
de sementes, e basearam-se apenas na severidade dos sintomas apresentados pelas plantas infectadas.

A fidelidade da recuperagdo de X. campestris pv. phaseoli das sementes de feijoeiro foi confirmada pelos
testes empregados para a caracterizacao dos isolados bacterianos. As colonias de X. campestris pv. phaseoli
apresentaram-se circulares, mucdides, brilhantes, amarelas, convexas, e com a adi¢do de lugol no meio de
cultura; constatou-se a hidrolise do amido ao redor das colonias. Nao foi observado o escurecimento do meio
de cultura utilizado para o isolamento de X. campestris pv. phaseoli das sementes. Cultivos posteriores destes
isolados no meio de cultura extrato de levedura-carbonato de calcio-agar (Basu & Wallen, 1966) causaram
escurecimento do meio de cultura, que ¢é tipico de isolados produtores de melanina in vitro.

Embora ndo tenham sido realizados todos os testes morfoldgicos e bioquimicos/fisioldgicos recomendados
por Dye (1980), foi possivel enquadrar os isolados bacterianos obtidos no género Xanthomonas e na espécie
X. campestris (Tabela 2). Estes isolados bacterianos foram patogénicos ao feijoeiro cultivar Rio Negro e
apresentaram reacdo sorologica de identidade para o anti-soro AS-Feij-20, obtido para um isolado de X
campestris pv. phaseoli produtor de melanina in vitro.

O nao-isolamento de X. campestris pv. phaseoli ndo-produtor de melanina in vitro indicou a presenga
apenas de isolados produtores deste pigmento nas amostras de sementes aqui analisadas. Isto ndo descarta a
possibilidade do isolamento desta bactéria, que ndo produz melanina in vitro de outras amostras de sementes.

TABELA 2. Caracterizac¢io morfolégica, fisiolégica/bioquimica, sorolégica e patogénica de quinze isolados de X.
campestris pv. phaseoli provenientes de sementes de feijoeiro.

Teste Reagao dos
isolados'
Bastonetes Gram positivos +

Crescimento mucoide e colonias amarelas

em meio PSA +
Aerobiose +
Hidrolise de amido +
Hidrolise de Tween 20 +
Protedlise do leite +
Produgéo de acidos de:
Arabinose +
Glicose +
Sacarose +
Reagdo com os antissoros:
AS-Feij-1 -
AS-Feij-20? +
Patogenicidade em feijoeiro cultivar Rio
Negro +

! + = reagdo positiva; - = reagdo negativa.
2 Antissoro obtido com um isolado de X. campestris pv. phaseoli produtor de melanina in vitro.

CONCLUSOES

1. A trituragdo de sementes de feijoeiro, apos sua maceragdo em solugdo salina tampao fosfato 0,01 M, pH
7,2 a 7,4, libera mais X. campestris pv. phaseoli.

2. O meio de cultura semi-seletivo utilizado ¢ eficaz no isolamento de X. campestris pv. phaseoli de
sementes de feijoeiro.
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