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RESUMO

Para a deteccdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) em extratos de sementes inteiras e moidas de feijao,
naturalmente contaminadas e sadias foram utilizados os meio de cultura semi-seletivos XCP1 ¢ MT e o ndo seletivo 523
de Kado & Hesket. Os extratos de sementes foram também inoculados em folhas primarias de feijoeiro. O meio de cultura
semi-seletivo XCP1 foi o mais eficiente na quantificagdo e deteccdo de Xap em extratos de sementes inteiras de feijdo.
Os extratos de sementes contaminadas, inoculados nas folhas primarias de feijoeiro produziram sintomas do crestamento
bacteriano comum.

Palavras-chave adicionais: crestamento bacteriano comum.

ABSTRACT
Detection of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli in seeds of common bean on semi-selective medium

To detect Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) in whole and crushed bean seed extracts, naturally
contaminated and healthy bean seeds were used in the semi-selective media XCP1 and MT and in the non-selective medium
523. Seed extracts were also inoculated in the first leaves of bean plants. The semi-selective medium XCP1 was more
efficient in the quantification and detection of Xap in whole bean seed extracts. Naturally contaminated seed extracts,

inoculated in the first leaves of bean plants, showed the symptoms of bacterial blight.

Additional keywords: bean bacterial blight.

O crestamento bacteriano comum do feijoeiro, cujo
agente etiologico ¢ Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(Smith 1897) Vauterin, Hoste, Kersters & Swinger (1995)
(Xap) apresenta importancia no Brasil (Rava & Sartorato,
1994), devido a sua ampla distribuicdo, a capacidade de
reduzir a produgdo de forma significativa e as dificuldades
de controle. A doenga ocorre em regides de clima quente
e umido e houve expressdo nos Estados de Sdo Paulo, Rio
de Janeiro, Minas Gerais, Parand, Santa Catarina, Espirito
Santo, Rio Grande do Sul e na regido Centro-Oeste,
principalmente na safra das aguas (Bianchini et al., 2005).
A bactéria pode sobreviver por periodos de até 15 anos em
sementes de feijdo (Neergaard, 1979), as quais constituem
a principal fonte de indculo da bactéria no campo e podem
ser transportadas a longas distancias. Os testes de detecgdo
de Xap em sementes devem ser praticos, para assegurar
a sanidade dos lotes a serem comercializados e assim
evitar a ocorréncia de epidemias. Inimeras técnicas foram
desenvolvidas e adaptadas com a finalidade de detectar

*Parte da Tese de Doutorado da primeira autora. Universidade
Federal de Lavras. 2005.
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a presenga de Xap em sementes de feijado, como o uso de
bacteriofagos, testes sorologicos como ELISA, microscopia
de imunofluorescéncia, imunodifusdo em agar e reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) (Malin et al., 1983; Sheppard,
1983; Van Vuurde et al., 1983; Velasquez & Trujillo, 1984;
Maringoni et al., 1994; Audy et al., 1996). No entanto,
métodos mais comuns como o plaqueamento dos extratos
de sementes ou a deposi¢ao direta de sementes em meio de
cultura semi-seletivo tém sido usados rotineiramente para
detectar e avaliar a viabilidade de bactérias (Chang et al.,
1991). O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de
diferentes meios de cultura semi-seletivos para a detecgdo
de Xap em sementes de feijdo, utilizando-se dois métodos
de extracao.

Para a extracdo da bactéria, as sementes inteiras
foram imersas em agua filtrada (60 mL, para cada 100
sementes) por 18 h a 5 °C (Valarini, 1990) e as sementes
moidas foram colocadas em sacos plasticos, quebradas por
um martelo e entdo imersas em agua filtrada por duas horas
em temperatura ambiente.

Para a detecgdo de Xap foram usados dois meios
de cultura semi-seletivos: XCP1 (10 g de peptona; 10 g de
brometo de potassio; 0,25 g de cloreto de calcio; 15 g de
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agar; 10 g de amido soluvel; 0,15 mL de cristal violetae 1 L
de 4gua destilada; ap6s autoclavagem foram adicionados 50
mg/L cefalexina; 10 mg/L fluorouracil; 0,4 mg/L tobramicina;
10 mL de Tween 80 ¢ 50 mg/L ciclohexamina) e MT (0,25
g de cloreto de calcio; 10 g de peptona; 15 g de agar; 0,5
g de tirosina; 10 g de leite em po e 1 L de agua destilada;
foram adicionados apos autoclavagem 10 mL de Tween 80,
80 mg/L de cefalexina, 200 mg/L de ciclohexamina e 10
mg/L de vancomicina) (Goszczynska & Serfontein, 1998).
Foi utilizado também o meio ndo seletivo 523 de Kado &
Heskett (1970). Sementes sadias de feijao (cv. Carioca) e
naturalmente contaminadas com Xap (cvs. Roxo, Valente e
Vermelho) foram utilizadas para cada método de extragdo,
com quatro subamostras. Dos extratos das sementes imersas
em agua filtrada foram feitas dilui¢cdes em série (10" a 10#) em
agua filtrada esterilizada. Em seguida, 100 puL das diluigdes
foram transferidas para placas de Petri contendo os meios de
cultura, utilizando-se quatro placas para cada diluigdo. As
placas foram incubadas a 28 °C por quatro dias e, em seguida,
as unidades formadoras de colonias (UFC mL™") quantificadas.
Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente ao
acaso. Os dados foram transformados em log x e as médias
comparadas pelo teste Tukey (P<0,05).

Os extratos das quatro subamostras das sementes
contaminadas foram inoculados pelo método de corte paralelo
(dois cortes laterais), nas folhas primarias de feijoeiro, cv.
Carioca, utilizando-se duas plantas de feijoeiro para cada
subamostra e os sintomas observados.

As colonias de Xap foram facilmente distinguidas e
identificadas seis dias apos a instalagdo do teste. Em meio
semi-seletivo XCP1, as coldnias apresentaram cor amarela,
mucoide, forma convexa e circundadas por um halo, devido
a hidroélise do amido (Figura 1A). Em meio MT, as colonias
apresentaram cor amarela, forma circular ndo-fluorescente,
com dois halos, um deles grande ¢ claro, devido a hidrolise
de caseina, e o outro pequeno e branco, devido a lipolise
do Tween 80 (Figura 1B). No meio 523 foram observadas
colonias amarelas e convexas, porém de tamanho maior do
que as observadas nos meios semi-seletivos (XCP1 e MT),
provavelmente devido a auséncia de antibioticos e fungicidas
no meio (Figura 1C).

Para a quantificacdo de Xap em extratos de sementes
de feijao (Tabela 1) houve diferenca significativa entre os
meios XCPI, MT e 523. Os meios semi-seletivos MT e
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XCP1 recuperaram de 1 x 10%a 1,47 x 10 UFC mL"' e o
meio 523, ndo seletivo, 1,2 x 10° UFC mL".0 meio semi-
seletivo XPCl, além de proporcionar a recuperacdo de
maior niimero de UFC mL"!, apresenta maior facilidade no
preparo, permite melhor visualizagdo das colonias formadas,
quando comparado ao meio MT, e também apresenta maior
inibi¢do do crescimento de microrganismos saprofitas. Dessa
forma, o meio XCP1 pode ser considerado o mais eficiente
na detec¢do de Xap em sementes de feijoeiro e, portanto,
ser recomendado para os testes de sanidade ¢ emissdo de
certificados de sementes livres de Xap, o que pode contribuir
para evitar a ocorréncia de epidemias de crestamento
bacteriano comum no campo.

Quanto aos métodos de extragdo da bactéria, houve
diferenga significativa entre as sementes inteiras (1,64 x 10°
UFC mL™") e moidas (2,81 x 10°UFC mL™") (Tabela 1). Para
as sementes moidas foi possivel recuperar 10 vezes mais
UFC mL", quando comparado com as sementes inteiras.
No entanto, procedimentos recentes tém sugerido (Valarini,
1990; Ito et al., 1997) o uso de sementes inteiras na detecgdo
de patogenos, pois o uso de sementes trituradas ¢ mais
trabalhoso e exige uma etapa a mais na rotina do laboratério,
além da dificuldade em se pipetar o extrato, devido aos
fragmentos das sementes moidas.

Na quantificagdo de UFC mL"! houve diferenca
significativa entre as cvs. Roxo (7,7 x 10° UFC mL™"), Valente
(1,76 x 10° UFC mL™") e Vermelho (2,15 x 10* UFC mL")
naturalmente contaminadas com Xap, porém, a bactéria ndo
foi detectada na cv. Carioca (sadia).

Os extratos de sementes naturalmente contaminadas,
inoculados nas folhas primarias do feijoeiro, produziram
sintomas do crestamento bacteriano comum em todas as
subamostras analisadas.

A utiliza¢do da PCR na detecgdo direta de Xap em
extratos de sementes ndo é possivel, devido a presenga de
substancias inibidoras da reagdo nestes extratos (Schaad
et al., 1997) e a utilizagdo de kits especificos para a
purificagdo dos extratos de sementes e posterior detecgdo
pela PCR (Audy et al., 1996) ¢ onerosa e requer certo
periodo de tempo. Para os testes sorologicos hanecessidade
de antigenos especificos para a detecg¢do da bactéria, além
da possibilidade de reagdes cruzadas com outras bactérias
presentes na amostra ¢ interferéncia de saprofitas (Van
Vuurde et al., 1991). No uso de imunofluorescéncia ha

FIG. 1 - Colonias de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli formadas
a partir de extratos de sementes
de feijao naturalmente infectadas,
seis dias ap6s o plaqueamento. A-
B. meios de cultura semi-seletivos
XCP1 e MT, respectivamente; C.
meio de cultura nao seletivo 523.
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TABELA 1 - Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli a partir de extratos de
sementes de feijdo, em trés meios de cultura, dois métodos de
extragdo e quatro cultivares

Meios de cultura UFC/mL
XCP1 1,47 x 10° a
MT 1x10° b
523 12x10° ¢
Métodos de extracdo

Sementes Moidas 2,81 x10 a
Sementes Inteiras 1,64 x 10° b
Cultivares

Carioca 0 d
Roxo 7,7x10° b
Valente 1,76 x 10° a
Vermelho 2,15 x 104 ¢
CV (%)* 7,17

*Dados transformados em log x.
Médias seguidas por mesma letra, ndo
diferem significativamente entre si, pelo
teste de Tukey (P<0,05).

necessidade do microscopio de fluorescéncia, ndo disponivel
em todos os laboratoérios que realizam analises. A utilizagdo
de meio de cultura semi-seletivo requer pelo menos seis dias
para a obtengdo dos resultados, entretanto ¢ uma técnica
facil de ser executada em exames de rotina em laboratorio e
ndo exige equipamentos sofisticados.
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