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RESUMO 
 

DEUNER, Carolina Cardoso. Inoculação artificial e detecção de 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão. 
2007. 131p. Tese (Doutorado em Agronomia. Fitopatologia) – Universidade 
Federal de Lavras, Lavras, MG.* 

  
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), agente causal da 
murcha-de-curtobacterium, foi relatado pela primeira vez, no Brasil, em 1995. 
Apesar de relativamente novo no país, o patógeno está disseminado pelas 
principais regiões produtoras de feijão, causando grandes prejuízos econômicos. 
As sementes constituem a sua principal forma de sobrevivência e disseminação. 
Portanto, o presente trabalho teve como objetivos desenvolver uma técnica 
eficiente de inoculação, baseada no condicionamento fisiológico do meio, e de 
detecção, utilizando-se a PCR, de Cff em sementes de feijão, para uso em 
pesquisas e em laboratórios de análise fitossanitária de sementes. Para o 
desenvolvimento da técnica de inoculação artificial utilizou-se o 
condicionamento fisiológico em substrato agarizado. Testaram-se quatro 
substratos (meio 523, meio 523+KCl, meio 523+manitol e meio 523+sacarose), 
quatro potenciais hídricos (-0,55, -0,75, -0,95 e -1,15 MPa) e cinco tempos de 
exposição da semente ao meio 523 (24, 48, 72, 96 e 120 horas). A inoculação 
artificial consistiu na exposição das sementes de feijão, por 48 horas, ao isolado 
de Cff, proveniente do estado de Santa Catarina (Cff SC - Feij-2928), no meio 
523 com o restritor hídrico manitol no potencial hídrico de -0,95 MPa. Esse 
tratamento foi o que menos afetou a percentagem de germinação das sementes 
após o condicionamento fisiológico. Para a otimização da técnica de PCR, foram 
comparados dois pares de primers descritos na literatura para a detecção dessa 
bactéria. Um foi desenvolvido a partir de biblioteca cromossomal, construído em 
plamídeo (CF4-CF5) e o outro a partir do fragmento amplificado via PCR 
baseado na seqüência repetitiva (Rep-PCR) (CffFOR2-REV4). O par de primers 
CffFOR2-REV4 demonstrou maior repetibilidade e eficiência na detecção de Cff 
em sementes de feijão. Foram testados também quatro métodos de preparação do 
extrato de sementes para a obtenção do DNA de Cff a ser utilizado na PCR: 
extrato bruto, obtido diretamente das sementes; extrato concentrado em 
membrana milipore; extrato concentrado por centrifugação e extrato plaqueado 
em meio seletivo (BioPCR). Dentre esses métodos, tanto a Bio-PCR quanto o 
extrato concentrado por centrifugação, seja no volume de 20 ou 80 mL, 
amplificaram segmento de DNA de 306 pb, característico da presença de Cff. 
Essas duas técnicas apresentam boa sensibilidade, permitindo a detecção de até 
uma semente contaminada com Cff, em 999 sementes sadias. Portanto, foi 
possível desenvolver uma técnica rápida, sensível, confiável e de fácil execução 
para a detecção de Cff em sementes de feijão, constituindo-se em metodologia 

 i



potencial para uso rotineiro em laboratórios de análise fitossanitária de 
sementes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Comitê Orientador: Ricardo Magela de Souza – UFLA (Orientador), Antonia 
dos Reis Figueira – UFLA e José da Cruz Machado – UFLA. 
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ABSTRACT 
 
DEUNER, Carolina Cardoso. Artificial inoculation and detection of 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens in bean seeds. 2007. 131p. 
Thesis (Doctorate in Agronomy. Phytopathology) – Federal University of 
Lavras, Lavras, MG.* 

 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff), causal agent of 
common bean bacterial wilt, was first reported in Brazil in 1995. In spite of its 
relative recent discovery in the country, the pathogen is disseminated throughout 
most bean producing fields causing high economically important losses. Seed 
represents the major mean of bacterial survival and dissemination. Thus, the 
present work aimed to develop an efficient inoculation technique based on a 
physiological conditioning medium and a Cff PCR-based detection technique for 
infested bean seeds, to attend research and routine phytossanitary seed analysis 
demands. For artificial inoculation a physiological conditioning technique in an 
agar-based medium was used, where four amended media were tested (523 
medium, 523 medium+KCl, 523 medium+mannitol and 523 medium+sucrose), 
four water potentials (-0.55, -0.75, -0.95 and -1.15 MPa) and five exposure times 
523 medium (24, 48, 72, 96 and 120 hours). The artificial inoculation consisted 
of a 48-hour seed exposure to a Cff strain from Santa Catarina state (Cff SC - 
Feij-2928), in 523 medium amended with mannitol to make a -0.95 MPa water 
potential. This treatment slightly affected the percent germination after 
physiological conditioning. To optimize the PCR technique, two primers 
described in the literature for this bacterium detection, on developed from the 
chromossomal library build in a plasmid (CF4-CF5) and another one designed 
from a fragment amplified via conserved repetitive sequence PCR (Rep-PCR) 
(CffFOR2-REV4). In this study the primer pair CffFOR2-REV4 demonstrated 
high reprodutibility for Cff detection in bean seeds. Four methods of seed extract 
preparation were tested to obtain Cff DNA to be used in the PCR:  rough extract, 
obtained directly from seeds; millipore or centrifuge concentrated extract; and 
media plated extract (BioPCR). Among those methods, either Bio-PCR or 
centrifuge concentrated extract, in a 20 or 80 mL total volume, all produced a 
306 pb DNA fragment, peculiar to Cff. Those two techniques presented good 
sensitivity allowing the detection of 1 contaminated Cff seed in a total 999 
healthy ones. Therefore, a rapid, sensitive and easily performed technique could 
be developed to detect Cff in bean seeds and will be used routinely in 
phytossanitary seed analysis.  
 
 
*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza – UFLA (Major Professor), 
Antonia dos Reis Figueira – UFLA e José da Cruz Machado – UFLA. 
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CAPÍTULO 1 
 

 

 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens: PARTICULARIDADES 

E PERSPECTIVAS PARA A DETECÇÃO EM SEMENTES 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O feijão-comum (Phaseolus vulgaris L.) é a leguminosa de cultivo mais 

difundida no mundo, sendo de grande importância econômica e social para o 

Brasil (Chueire et al., 2003). A cultura está implantada em praticamente todo o 

território nacional, ocupando lugar de destaque na constituição da dieta do 

brasileiro, por ser, reconhecidamente, excelente fonte de proteínas e possuir bom 

conteúdo de carboidratos complexos, ferro (Vieira et al., 1998), ácido fólico 

(fonte de vitamina B), zinco, magnésio e potássio (CIAT, 2002). 

Segundo dados do FAO (2007), o Brasil é o segundo maior produtor 

mundial, perdendo somente para a Índia, com área plantada, em 2005, de 3.748 

hectares. Os maiores produtores nacionais são os estados de Minas Gerais, 

Paraná, Bahia, Goiás e São Paulo, nessa ordem. Minas Gerais é o maior produtor 

do país, produzindo 560 mil toneladas em uma área colhida de 433 mil hectares.  

A cultura, tradicionalmente conduzida por pequenos agricultores na 

safra de verão, nos últimos anos, adquiriu alta rentabilidade, passando a ser 

cultivada em diversas épocas do ano, principalmente em cultivos irrigados no 

inverno, por grandes produtores e alta tecnologia (Uesugi et al., 2003). 

Entretanto, apesar de todo o desenvolvimento tecnológico, a cultura é 

considerada de risco econômico, devido à alta suscetibilidade às doenças e 

pragas e pouca tolerância à seca e ao frio.  

No Brasil, as doenças constituem uma das principais causas da sua baixa 

produtividade, podendo causar, dependendo das condições de ambiente, perdas 

totais, inviabilizando determinadas áreas para o cultivo (Vieira et al., 1998). 

Entre as doenças que afetam o feijoeiro as de origem bacteriana têm causado 

sérios prejuízos. 

Bactérias fitopatogênicas podem estar associadas às sementes, tanto 

infectando-as como infestando-as. Como não há um padrão típico, pode uma 
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mesma bactéria estar associada às sementes nas duas formas, 

concomitantemente. Portanto, a semente é o principal veículo de disseminação e 

introdução de bactérias fitopatogênicas em novas áreas de cultivo, sendo essa, 

provavelmente, a forma de introdução de Curtobacterium flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens (Cff) (Hedges, 1922; 1926; Collins & Jones, 1983), agente da 

murcha-de-curtubacterium no Brasil. A doença foi detectada, pela primeira vez 

no país, em 1995 (Maringoni & Rosa, 1997) e, mesmo sendo uma doença 

recente, tem trazido grande preocupação aos pesquisadores e produtores.  

Para que estudos com alguns patógenos avancem, é necessário ter 

disponibilidade de sementes associadas a esses patógenos. Para isso, é de 

fundamental importância o desenvolvimento de métodos eficazes e confiáveis de 

inoculação e detecção desses patógenos. Até o momento, as técnicas de 

inoculação artificial disponíveis para a maioria das bactérias reduzem 

consideravelmente o poder germinativo das sementes (Valarini & Menten, 

1991). Entretanto, vislumbra-se a possibilidade de que o uso da técnica de 

condicionamento fisiológico em meio agarizado para inoculação de Cff em 

sementes de feijão permita a produção de sementes uniformemente infestadas ou 

infectadas para uso em diversos estudos e que, com a otimização da técnica de 

PCR, haja maior rapidez e precisão na detecção da mesma. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A murcha-de-curtobacterium  

De acordo com Saettler (1991), os principais patógenos bacterianos que 

incidem sobre o feijoeiro, em diversos locais do mundo, são: Xanthomonas 

axonopodis pv. phaseoli, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, 

Pseudonomas syringae pv. syringae, Pseudonomas syringae pv. tabaci e 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Dos patógenos citados, 

somente P. savastanoi pv. phaseolicola e Curtobacterium flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens (Cff) não eram relatados no Brasil (Robbs, 1982).  

A primeira ocorrência mundial de Cff foi descrita por Hedges (1922), 

nos EUA, em Dakota do Sul. Em seguida, a bactéria foi constatada em outros 

estados americanos como Michigan, Virgínia, Maryland, Montana e Columbia, 

onde causou grandes perdas na produção (Hedges, 1922; 1926; Dowson, 1957; 

Coyne & Schuster, 1979; Venette et al., 1995). Posteriormente, a bactéria 

também foi relatada em áreas geográficas diversas dentro da Europa, Austrália, 

Ásia, América do Norte, América do Sul e África (Bradbury, 1986; Smith et al., 

1997). 

No Brasil, Cff foi considerada praga quarentenária até 1995, quando a 

sua ocorrência foi relatada no estado de São Paulo, por Maringoni & Rosa 

(1997). A partir daí, tornou-se de importância emergente para o cultivo do 

feijoeiro em diferentes regiões. Apesar de ser um patógeno relativamente recente 

no país, está se disseminando rapidamente para as regiões produtoras de feijão. 

Atualmente, já existem relatos de Cff nos estados do Paraná e Santa Catarina 

(Leite et al., 2001) e em Goiás e no Distrito Federal (Uesugi et al,. 2003).  

Segundo Maringoni & Rosa (1997), a murcha-de-curtobacterium pode 

estar ocorrendo há muito tempo na cultura do feijoeiro no Brasil, mas, devido à 

similaridade de sintomas com a murcha-de-fusarium, causada por Fusarium 
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oxysporum f.sp. phaseoli, pode ter sido confundida e não detectada 

anteriormente. De acordo com Hedges (1922, 1926), em alguns casos, podem-se 

também confundir as colônias amarelas de Cff com as de X. axonopodis pv. 

phaseoli. 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens é uma bactéria gram-

positiva, aeróbia estrita, móvel, com um a três flagelos laterais peritríquios e não 

formadora de endósporo. Apresenta-se em forma de bastonete isolado ou em 

pares, com 0,4-0,6 x 0,6-3,0 µm de diâmetro. As colônias em meio de cultura 

podem ser amarelas, de forma circular, com bordos lisos, planas ou levemente 

convexas e de aspecto brilhante (Hayward & Waterston, 1965). No entanto, 

segundo Collins & Jones (1983), isolados de Cff apresentam variabilidade em 

relação à coloração das colônias, podendo ser de cor amarela, laranja e rósea e 

ainda produzirem pigmento extracelular de cor azul a púrpura em meio de 

cultura. A coloração da colônia está relacionada a fatores nutricionais, como a 

concentração de tiamina no meio e também com a temperatura de incubação 

(Schuster et al., 1959). 

A principal forma de disseminação de Cff é por sementes contaminadas, 

oriundas de plantas doentes; não se dissemina por chuva e água de irrigação por 

ficar internamente nos tecidos vasculares. No entanto, dissemina-se rapidamente 

após chuva de granizo, devido aos ferimentos causados. Não existe relato de 

vetores para a disseminação dessa bactéria, porém, o nematóide Meloidogyne 

incognita pode favorecer a sua penetração através de ferimentos (Schuster & 

Christiansen, 1957). 

Há poucos relatos sobre a sobrevivência desta bactéria no solo e em 

restos de cultura, mas, segundo Behlau & Leite (2003), Cff foi recuperada de 

amostras de solo analisadas imediatamente após a incorporação dos restos de 

cultura, mas não de amostras analisadas aos 30 e 60 dias após a incorporação. 

No entanto, Tegli et al. (2002) afirmaram que Cff pode sobreviver no solo por 
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até dois anos ou tanto quanto for a sobrevivência da semente armazenada. 

Schuster (1959) observou a sobrevivência de isolados virulentos da bactéria em 

plantas não-hospedeiras, como Amaranthus retroflexus e Chenopodium album. 

Os principais sintomas da doença no feijoeiro são murchas e flacidez das 

folhas (Hedges, 1926), principalmente em períodos de estresse hídrico e 

temperaturas elevadas. Uma vez na planta, Cff coloniza os tecidos vasculares 

(Hedge, 1926; Zaumeyer, 1932; Zaumeyer & Thomas, 1957) e todas as partes da 

planta acima do solo podem ser afetadas, devido à falha no transporte de água e 

nutrientes, provocada pela degradação das paredes dos vasos do xilema 

(Dinesen, 1978). A doença inicia-se com a seca de folíolos apicais, com 

posterior amarelecimento e murcha total das folhas (Bianchini et al., 2000). 

Quando o patógeno coloniza mudas de feijoeiro ainda jovens, pode matá-las ou 

afetar seu desenvolvimento (Hedges, 1926). No entanto, quando as plantas 

sobrevivem, a produção é reduzida e o patógeno normalmente está associado às 

sementes (Hedges, 1926).  

Em vagens contaminadas, Cff é mais evidente do que X. axonopodis pv. 

phaseoli, podendo todas as sementes ser infectadas devido à ação sistêmica do 

patógeno. Em vagens novas, ocasionalmente, podem aparecer manchas e a área 

em volta dessas manchas se torna verde-amarelada ou escura. Em vagens 

maduras, as lesões são mais pronunciadas, sendo de coloração verde-oliva. 

As sementes de feijoeiro infectadas apresentam coloração púrpura ou 

amarela. Schuster & Christiansen (1957) analisaram, durante anos, inúmeros 

lotes de sementes destinadas à instalação de campos comerciais em Nebraska, 

EUA. Observaram que sementes apresentando manchas alaranjadas, submetidas 

ao isolamento, originaram isolados patogênicos de Cff de colônias alaranjadas, 

sendo essas denominadas Corynebacterium flaccumfaciens var. aurantiacum. 

Da mesma forma, Schuster & Sayre (1967) observaram que sementes de 

feijoeiro da cultivar U.I. 59, apresentando manchas púrpuras, ao serem 
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submetidas ao isolamento, produziram colônias amarelas, capazes de induzir 

hipertrofia e murcha nas plantas inoculadas. Esses isolados foram denominados 

de Corynebacterium flaccumfaciens var. violaceum. No ano seguinte, por meio 

de estudos, foi provado que os isolados da variedade violaceum produziram 

pigmentos extracelulares de coloração azul a púrpura em meio de cultura 

(Schuster et al., 1968). 

Outras plantas são relacionadas como hospedeiras de Cff. Torres et al. 

(1982) descreveram, pela primeira vez, na América Latina (Colômbia), a 

presença de Cff em Zornia spp., uma leguminosa forrageira. Existem ainda 

relatos de outras espécies hospedeiras dessa bactéria em todo o mundo, como 

Phaseolus coccineus, Vignia angularis, V. radiata, V. mungo, Pisum sativum L. 

(Dunleavy, 1963 1983; EPPO/CABI, 1997; Zaumeyer, 1932; Zaumeyer & 

Thomas 1957), P. lunatus e Vignia unguiculata (Filho & Uesugi, 2004). Além 

disso, foi evidenciada, por meio de inoculação artificial, a susceptibilidade de 

soja, cultivar Ito San, a isolados de Cff procedentes de feijoeiro (Hedges, 1926) e 

também da cv. Bansei, Phaseolus vulgaris, P. acutifolius, P. calcaratus, P. 

lathyroides, P. lunatus, P. radiatus, Lupinus poluphullus, Vignia cylindrica, V. 

sesquipedalis, ervilha cv. Alaska e Perfection a isolados obtidos de sementes de 

feijoeiro com manchas púrpuras, evidenciando sintomas de murcha (Schuster & 

Sayre, 1967).  

Na literatura existem poucos relatos sobre práticas de controle dessa 

doença. Chaves & Uesugi (2004) verificaram a eficiência dos tratamentos 

térmico e químico na produtividade do feijoeiro cultivar Pérola, oriundo de 

grãos colhidos no campo com a bactéria Cff. Os tratamentos testados foram: 

semente básica (SB) como testemunha; grãos colhidos no campo (GR); grãos 

colhidos no campo e submetidos a 2 horas de imersão em água e 3 horas sob 

60ºC (GRT) e grãos colhidos no campo e submetidos ao tratamento químico 

com 10g/L de Agrimaicin® (GRA), por 2 horas. Segundo os autores, o 
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tratamento que proporcionou maior percentual de germinação foi SB, seguido de 

GRT, GR e GRA, com valores de 92%, 88%, 87% e 84%, respectivamente. 

Com relação ao peso de 100 sementes, os tratamentos GRT (26 g), SB (25 g) e 

GRA (25 g) foram estatisticamente superiores ao GRA (23g). A maior 

produtividade por hectare foi observada no tratamento GRT (2.180 kg), seguido 

de SB (2.140 kg), GRA (2.103 kg) e GR (1.933 kg), mostrando a eficiência dos 

tratamentos de semente. 

Vários trabalhos foram desenvolvidos visando selecionar fontes de 

resistência em feijoeiro a Cff, no final da década de 1950 e início da de 1960. 

Apesar disso, até o momento, não existe nenhuma cultivar imune a essa bactéria, 

porém, foram encontradas várias cultivares com diferentes graus de tolerância 

ou resistência (Coyne & Schuster, 1974; Phang et al., 1974). Apesar desses 

estudos, as medidas de controle recomendadas para a maioria das doenças 

bacterianas são o uso de cultivares resistentes, quando disponíveis, e o uso de 

sementes sadias, visto que este patógeno sobrevive e é transmitido por sementes 

(Saettler & Perry, 1972). Esta última medida de controle foi tão eficaz que, 

durante vinte anos, a murcha-de-curtobacterium não foi constatada em áreas de 

produção de Dakota do Norte, em Minessota, E.U.A. Somente em 1994, a Cff 

foi isolada de uma amostra de sementes utilizada por um agricultor daquela 

região (Venette et al., 1995), o que se tornou um problema para a agricultura 

Isso porque, segundo Burkhoder (1995), essa bactéria é bastante resistente à 

seca, podendo sobreviver por 24 anos, em sementes de feijoeiro armazenadas 

sob condições de ambiente. 

 

2.2 Detecção de fitobactérias em sementes  

Atualmente, diferentes técnicas são utilizadas para a detecção de 

bactérias em sementes, entre elas cultivo de sementes em meio de cultura 

seletivo, plaqueamento do extrato de sementes em meios seletivos ou semi-
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seletivos, inoculação de extrato de sementes em plantas suscetíveis, ELISA, 

PCR, imunofluorescência, bacteriófagos, citometria de fluxo e outras. Estas 

técnicas são utilizadas isoladas ou combinadas e variam quanto ao custo, ao 

tempo para a obtenção de resultados, ao espaço físico, aos equipamentos 

necessários, ao grau de sensibilidade e à possibilidade de serem utilizadas em 

testes de rotina (Saettler et al., 1989). 

Diversos pesquisadores têm estudado técnicas moleculares para a 

detecção de bactérias, como, por exemplo, as sondas de ácidos nucléicos e a 

reação da polimerase em cadeia (PCR). Os resultados têm sido animadores, 

principalmente com relação à PCR, uma vez que oferece vantagens, quando 

comparada aos métodos tradicionais de diagnose, como alta sensibilidade, 

necessitando de pequena quantidade inicial de ácido nucléico para que ocorra a 

amplificação. Além disso, essa técnica é rápida, sensível, acurada e versátil na 

identificação de bactérias fitopatogênicas (Oh et al., 1999) e, em alguns casos, 

pode detectar bactérias sem a obtenção de cultura pura (Schaad et al., 1995; 

Reeves, 1997; Maddox, 1998). 

Pseudomonas syringae pv. Pisi, responsável pelo crestamento 

bacteriano da ervilha (Rassmusen & Wulff, 1990) e P. savastanoi pv. 

Phaseolicola, causador do crestamento bacteriano de halo do feijoeiro (Prosen et 

al., 1991), foram as primeiras bactérias a serem diagnosticadas por amplificação 

de DNA (PCR). Prosen et al. (1993) verificaram a possibilidade de se detectar P. 

savastanoi pv. phaseolicola em sementes de feijão, utilizando primers do 

segmento do cluster tox (produção de phaseolotoxina) na amplificação. Como 

resultado, os autores observaram que, mesmo em presença de saprófitas, esses 

primers foram sensíveis o suficiente para detectar uma semente associada a P. 

syringae pv. phaseolicola em duas mil sementes sadias. Xanthomonas 

vesicatoria, em sementes de tomate e de pimentão, também foi detectada entre 

102 a 103 ufc/mL, utilizando-se primers do cluster de genes hrp,  mesmo em 
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lotes com níveis populacionais de saprófitas alto (107) (Leite et al., 1995). 

Patovares de X. campestris associados a cereais foram detectados em extrato de 

sementes, utilizando-se primers de rDNA na amplificação, mesmo quando a 

população de saprófitas era duzentas vezes maior que a do patógeno (Maes et 

al., 1996). 

O desenvolvimento de primers de rDNA da região de espaçamento 

intergênico, específico para X. oryzae pv. Oryzae, permitiu a detecção desta 

bactéria em sementes de arroz (Kim & Song, 1996) por meio da PCR, bem como 

a detecção de Pantoea stewartii em sementes de milho (Blakemore et al., 1999). 

Recentemente, foram desenvolvidos primers para a detecção de C. 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em cultura pura (Guimarães et al., 2001), em 

extrato de sementes (Tegli et al., 2002) e em resto de cultura, solo e sementes 

(Nunes et al., 2004). 

 Atualmente, a PCR é utilizada como método de rotina em laboratórios 

de diagnose de muitas doenças de plantas (Schaad et al., 2003), incluindo 

espécies de reduzida concentração populacional em materiais propagativos 

assintomáticos, tais como Erwinia carotovora subsp. atroseptica, responsável 

pela podridão mole em tubérculos de batata (Van Der Wolf et al., 1996) e 

Xylella fastidiosa, responsável pela clorose variegada dos citros (CVC) em 

borbulhas de laranjeiras contaminadas (Coletta Filho et al., 2000).  

Existe, ainda, a possibilidade de se combinar técnicas para a detecção de 

bactérias, como é o caso da Bio-PCR, um método relatado por Schaad et al. 

(1995), que combina amplificação biológica e enzimática, pelo uso do meio 

seletivo e técnica da PCR, respectivamente. Este método foi descrito para 

detecção de P. syringae pv. phaseolicola em extrato de sementes de feijão, em 

que foram feitas as análises das colônias bacterianas primeiramente obtidas em 

meio seletivo, seguidas de lavagens das placas produzindo uma suspensão e, em 

seguida, amplificação do segmento da região do gene tox. A vantagem da 
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técnica de Bio-PCR sobre a técnica de PCR inclui a eliminação de falsos 

positivos, resultantes da presença de células mortas associadas às sementes, e de 

falsos negativos, devido aos inibidores potenciais da PCR presentes em extratos 

de sementes, aumentando, assim, a sensibilidade da detecção. 

Manulis et al. (1998) compararam Bio-PCR e PCR modificada com a 

PCR clássica para detectar a presença de Erwinia herbicola pv. gypsophilae em 

plantas de Gypsophila paniculata, utilizando primers específicos para E. 

herbicola, formadora de galhas. A bactéria pode ser detectada pela PCR 

modificada e pela Bio-PCR em plantas sem sintomas sete dias após a 

inoculação, sendo estas mais sensíveis que a PCR clássica. Wang et al. (1999) 

compararam a eficiência e a confiabilidade da PCR clássica e da Bio-PCR com o 

isolamento em meio semi-seletivo M-XAM para Xanthomonas albilineans, 

agente da escaldadura da folha da cana-de-açúcar. O meio semi-seletivo e a Bio-

PCR foram consistentemente mais sensíveis que dot immunobinding assay 

(DIBA), ELISA ou PCR clássica. Por meio da PCR clássica são detectados 2 x 

104 UFC/mL, enquanto a Bio-PCR é cem vezes mais sensível. A utilização de 

meio semi-seletivo, normalmente, requer 7 dias para a identificação da bactéria, 

enquanto a Bio-PCR requer somente quatro dias e tem a vantagem de não 

requerer testes de patogenicidade para a confirmação das identidades das 

colônias. 

Para Cff, já existem alguns estudos de detecção em sementes que 

incluem taxonomia numérica (Jones, 1975; Locci et al., 1989), kits de 

identificação (Zhao et al., 1997), análise de aminácidos da parede da célula 

(Yamada & Komagata, 1972), proteína celular (Henningson & Gudmestad, 

1991), poliaminas (Altenburger et al., 1997), serologia (Mizuno et al., 1995; 

McDonald & Wang, 2000), homologia de DNA (Starr et al., 1975), método de 

PCR fingerprinting (McDonald & Wang, 2000) e DNA ribossômico 16S 

fingerprinting (Felske et al., 1999). Em geral, esses métodos podem ser usados 
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para confirmar a identidade do isolado até gênero e espécie, mas, para a maioria, 

falta resolução para identificar isolados até patovar e, por isso, têm seu uso 

limitado. Além disso, as técnicas elaboradas para a detecção de bactérias em 

sementes apresentam limitações quanto a sensibilidade, especificidade, custo e 

tempo de execução.  

Com o advento da técnica de PCR, surge um marco divisório na 

identificação molecular de fitobactérias, devido à elevada confiabilidade, 

especificidade, sensibilidade e simplicidade desta técnica, comparada aos 

métodos de identificação que a antecederam (Henson & French, 1993). Porém, 

no Brasil, esses estudos estão pouco desenvolvidos, não existindo um método 

para a detecção dessa bactéria que tenha características ideais para ser utilizado 

em rotina. 

 

2.3 Inoculação artificial de patógenos em sementes  

Atualmente, existe grande necessidade de obtenção de sementes 

uniformemente associadas a patógenos para diversos estudos em fitopatologia, 

para melhor elucidação da interação entre patógeno e hospedeiro. A inoculação 

de plantas adultas visando à obtenção de sementes infectadas ou infestadas é 

uma forma ainda considerada no âmbito da fitopatologia. Porém, esse 

procedimento requer longos períodos de tempo, que vão do cultivo das plantas 

até a colheita. Esse procedimento, além de demorado, tem eficácia questionável, 

devido à transmissão do patógeno da planta para a semente constituir-se num 

processo dinâmico dependente de vários fatores inerentes ao patógeno, ao 

hospedeiro e ao meio ambiente e que nem sempre são passíveis de controle 

operacional (Neergaard et al., 1979; Machado, 2004b). 

 Patógenos associados a sementes podem ser obtidos de lotes 

naturalmente infectados ou por meio de métodos de inoculação artificial. Dentre 

os métodos artificiais utilizados para a inoculação de sementes, destacam-se: a 
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imersão das sementes em suspensão bacteriana, a pulverização da suspensão 

bacteriana precedida de ferimentos e o contato das sementes com a bactéria em 

substrato agarizado. 

 O método de imersão das sementes em suspensão de bactérias (Groth & 

Braun, 1989) é bastante utilizado, porém, segundo alguns autores, a associação 

da bactéria com a semente, provavelmente, é somente externa (Valarini & 

Menten, 1991). Com relação ao método de pulverização da suspensão 

bacteriana, Marques et al. (1994) verificaram, após a utilização de sete métodos 

diferentes, que a melhor técnica de inoculação de sementes com Xap foi a 

pulverização da suspensão bacteriana em rácemos de vagens imaturas 

precedidas de ferimentos, com taxa de recuperação da bactéria de 90,4% das 

sementes contaminadas. O método de contato das sementes com a bactéria em 

substrato agarizado (Kobayasti, 2002) é utilizado da mesma forma que para 

fungos (Tanaka et al., 1989), ou seja, as sementes são colocadas sobre o 

patógeno cultivado in vitro. 

As técnicas de inoculação artificial apresentadas até o momento têm 

reduzido consideravelmente o poder germinativo das sementes. Valarini & 

Menten (1991), após 36 horas de contato bactéria-semente, obtiveram 100% de 

contaminação de sementes de feijão com a bactéria Xap pelo método de contato 

direto das sementes com o patógeno. Entretanto, esse tempo foi suficiente para 

reduzir significativamente o poder germinativo das mesmas.  

 

2.4 Crescimento de patógenos em condições de estresse hídrico 

O potencial hídrico (Ψ) é a diferença entre o potencial químico da água 

em um sistema ou parte do sistema e o potencial químico da água livre, em 

condições iguais de pressão atmosférica e temperatura. Ao potencial químico da 

água pura atribui-se aleatoriamente o valor zero (Salisbury & Ross, 1991). As 

unidades de medida mais usadas para expressar o potencial hídrico são o bar (1 
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bar = 100 joules = 0,987 atmosferas) e o megapascal (1MPa = 10 bars) (Bewley 

& Black, 1994). 

O ajuste osmótico, ou osmorregulação, é o fenômeno pelo qual as 

células ajustam-se a grandes mudanças no potencial osmótico do ambiente, por 

meio de regulação das quantidades de solutos osmoticamente compatíveis dentro 

das células (Salisbury & Ross, 1991). O acúmulo de solutos é encontrado em 

bactérias, fungos, plantas e animais, indicando que a maioria, ou todos os 

organismos, é capaz, até certo ponto, de ajustes osmóticos (Thomas et. al., 

1995). Para substratos agarizados, o ajuste do potencial hídrico em relação ao 

desenvolvimento de microrganismos, normalmente, é feito pela adição de 

solutos osmoticamente ativos, como MgSO4, NaCl, MgCl2, K3PO4, KH2PO4, 

glicerol, manitol e polietileno glicol (PEG) (Pill, 1994). Sais e manitol têm sido 

extensivamente utilizados como solutos osmóticos, mas ambos podem ser 

absorvidos pelas sementes, resultando em alteração do gradiente de potencial 

hídrico. Embora PEG 6000 seja considerado ótimo agente osmótico, uma vez 

que é material inerte e não fitotóxico (Mexal et al., 1975), ele apresenta alto peso 

molecular, não é absorvido e suas soluções podem apresentar alta viscosidade 

que, somada à baixa difusão de O2, pode comprometer a disponibilidade de 

oxigênio para as sementes durante o processo germinativo (Hasegawa et al., 

1984). Além disso, apresenta incompatibilidade com o ágar, ou seja, grande 

quantidade de PEG não permite a solidificação do meio contendo ágar (Mexal & 

Reid, 1973). 

Gao & Shain (1995) monitoraram o crescimento micelial e a germinação 

de conídios de seis raças de Cryphonectria parasitica em meio contendo farinha 

de milho e ágar, osmoticamente ajustado com NaCl, KCl, sacarose ou mistura de 

sais de NaCl-KCl-Na2SO4. Houve crescimento micelial sobre os meios contendo 

KCl ou sacarose em potenciais osmóticos acima de -2 MPa, porém, foi inibido 

no meio contendo sódio. Entretanto, a germinação conidial foi mais sensível 
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quando comparada com o crescimento micelial sobre o meio com sódio; os 

conídios foram mais tolerantes se comparados com o micélio nos potenciais 

osmóticos menores que -2 MPa, quando o meio foi ajustado com KCl ou 

sacarose. Conídios de todas as raças germinaram sobre os meios ajustados a -6 

MPa. 

Alam et al. (1996) observaram que o diâmetro médio de colônias de 

Botritys cinerea e Alternaria alternata, cultivadas em meio de cultura 

modificado pela adição de vários solutos osmóticos, foi estimulado, na faixa de  

-0,36 MPa a -1 MPa; já em valores mais negativos, o diâmetro médio de 

colônias decresceu progressivamente. Segundo esses mesmos autores, o efeito 

estimulador no crescimento das colônias desses patógenos, nessa faixa de 

potencial hídrico, foi devido à absorção de solutos e ao melhor ajuste osmótico 

das células fúngicas, proporcionando maior turgor para a extensão celular.  

Carvalho (1999), trabalhando no desenvolvimento de uma técnica para 

inoculação artificial de Colletrotrichum lindemuthianum em sementes de feijão, 

verificou que o aumento da restrição hídrica do BDA com PEG 6000 afetou 

negativamente o crescimento radial das colônias; já com manitol, este 

crescimento foi estimulado até a restrição hídrica de -0,8 MPa, tendendo para o 

declínio após este nível. Isto ocorreu, provavelmente, porque o manitol foi 

facilmente metabolizado pelo patógeno. Meios de cultura com potenciais 

osmóticos entre -0,3 e -2,0 MPa também estimularam o crescimento micelial dos 

fungos Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cryphonectria parasitica, 

Fusarium moniliforme e F. graminearum, enquanto meios de cultura com 

potenciais osmóticos mais negativos que -2,0 MPa reduziram o crescimento 

micelial desses fungos. Este autor concluiu que o uso do condicionamento 

fisiológico do BDA com manitol constituiu uma técnica viável para aumentar a 

eficiência de inoculação de Colletrotrichum lindemuthianum em sementes de 

feijoeiro, pois a associação do fungo com a semente aumentou com o período de 
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exposição das sementes ao inóculo. Por outro lado, Coutinho (2000) verificou 

que, para os principais fungos associados às sementes de arroz e feijão, o 

crescimento micelial não foi afetado pelas condições de restrição hídrica do 

meio BDA e pela adição dos solutos NaCl, KCl e manitol em potenciais 

osmóticos entre -0,4 e -0,9 MPa. 

Machado, A. (2002) verificou que o condicionamento fisiológico em 

meio BDA, induzido pelos solutos manitol e NaCl, reduziu, de modo geral, a 

frutificação dos fungos Fusarium spp., Botryodiplodia theobromae, 

Colletrotrichum gossypii e C. gossypii var. Cephalosporioides, nos potenciais 

mais negativos que -0,8 MPa. 

Além do trabalho desenvolvido por Kobayasti (2002) com Xanthomonas 

axonopodis pv. phaseoli (Xap) em sementes de feijão, nenhum outro estudo 

envolvendo o uso do condicionamento fisiológico para inoculação artificial de 

bactérias fitopatogênicas em sementes foi encontrado na literatura. 

 

2.5 Uso da técnica de condicionamento fisiológico para a inoculação de 

patógenos em sementes 

O crescente interesse por tratamentos que envolvam o início das 

atividades pré-germinativas levou ao desenvolvimento de várias técnicas que 

permitem controlar a hidratação e a geminação das sementes. Entre estas, 

destacam-se a técnica de condicionamento osmótico (Braccini, 1996), também 

referido como “priming” (Heydecker et al., 1975), o condicionamento 

fisiológico (Vasquez, 1995) ou, ainda, a restrição hídrica (Carvalho, 1999).  

A técnica de condicionamento fisiológico em substrato agarizado é 

utilizada como um método de inoculação de sementes, mostrando ser eficiente 

na obtenção de patógenos associadas a sementes com vantagem, em relação aos 

outros métodos tradicionais, por inibir ou retardar a germinação das sementes 

inoculadas (Machado et al., 2001a, b, 2004a; Kobayasti, 2002; Costa et al., 
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2003). Ela baseia-se no pré-condicionamento fisiológico modificado, sem o 

intuito de melhorar a germinação da semente, e em métodos de inoculação de 

patógenos em sementes (Tanaka et al., 1989; Tanaka & Menten, 1991: Valarini 

& Menten, 1991). 

O condicionamento fisiológico em substrato agarizado consiste em 

colocar as sementes, após o crescimento do patógeno, em substrato agarizado 

modificado pela adição de solutos, obtendo-se a restrição hídrica necessária ao 

impedimento ou ao retardamento da protrusão radicular das sementes, sem inibir 

o crescimento do patógeno e possibilitando o uso das sementes após a 

inoculação. Permite, ainda, prolongar o período de exposição das sementes ao 

patógeno, proporcionando, dessa forma, maior grau de associação do patógeno 

com a sementes, sem que haja a germinação dessas (Carvalho, 1999; Kobayasti, 

2002). 

Durante o condicionamento fisiológico, a semente hidrata-se lentamente, 

o que permite maior tempo para a reparação ou reorganização das membranas, 

dando possibilidade aos tecidos de se desenvolverem de maneira mais ordenada, 

reduzindo os riscos de danos ao eixo embrionário causados por embebição 

rápida (Smith & Coob, 1992). Quando o condicionamento das sementes é 

favorável, ocorre o processo de mobilização de reservas, ativação e síntese-de-

novo de algumas enzimas e início e aumento da síntese de DNA e RNA, 

disponibilizando às sementes os precursores utilizados na síntese de 

macromoléculas. Essas sínteses podem estar relacionadas à remoção de certos 

agentes inibidores da germinação, como o ácido abscíssico (ABA), ou à 

produção de fatores promotores, como o ácido giberélico. O estresse hídrico nas 

sementes aumenta a produção de ABA e induz à dormência, enquanto o 

condicionamento osmótico pode reduzir a produção de ABA (Khan, 1992). 

Utilizando a metodologia de condicionamento fisiológico para inocular 

sementes de feijoeiro com Colletotrichum lindemuthianum em meio BDA 
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(batata dextrose ágar) controlado osmoticamente com manitol e PEG com 

potenciais hídricos de -0,8 e -1,0 MPa e períodos de tempo variados (30, 72, 120 

e 168 horas), Carvalho (1999) verificou que o aumento do tempo de exposição 

das sementes ao fungo aumentou os sintomas nas plântulas de feijoeiro. 

Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli também foi inoculado por essa técnica, mas 

as sementes de feijão foram mantidas em contato com a colônia fúngica 

desenvolvida em meio BSA (batata sacarose ágar) adicionado dos solutos 

sacarose, cloreto de potássio e manitol, em restrições hídricas  de -0,8 e -1,0 

MPa, durante os mesmos períodos de exposição do trabalho anterior, 

verificando-se níveis diferenciados de inóculo. O maior potencial para o período 

de exposição foi de 120 horas (Costa, et al., 2003). 

Em condição elevada de restrição hídrica, foi possível prolongar o tempo 

de exposição de sementes de milho aos fungos Diplodia maydis, 

Cephalosporium acremonium e Fusarium moniliforme, sem a ocorrência de 

germinação, promovendo maior índice de associação do patógeno com as 

sementes e resultando em maior número de plântulas com lesões (Machado et 

al., 2001a). O mesmo comportamento foi verificado em experimentos com 

Colletrotrichum truncatum, Phomopsis sojae e Sclerotina sclerotiorum, em 

sementes de soja (Machado et al., 2001b), e com Colletrotrichum gossypii, C. 

gossypii var. cephalosporioides, Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum e 

Botryodiplodia theobromae, em sementes de algodão (Machado, J., 2002). 

Sementes de milho foram inoculadas com Stenocarpella maydis pela 

técnica de condicionamento fisiológico, utilizando-se manitol ajustado para o 

potencial hídrico de -1,4 MPa, obtendo-se, após 96 horas de exposição das 

sementes à colônia fúngica, média de 67% desse fungo associado a sementes 

(Carvalho, 1999).  
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2.6 Qualidade fisiológica de sementes 

A qualidade fisiológica das sementes é máxima por ocasião da 

maturidade fisiológica. A partir deste momento, processos degenerativos, de 

natureza física, fisiológica ou bioquímica, começam a ocorrer, caracterizando a 

deterioração, que é considerada toda e qualquer mudança degenerativa, após a 

semente ter atingido sua máxima qualidade (Santos et al., 2004). O componente 

fisiológico da qualidade de sementes diz respeito à viabilidade e ao vigor, 

parâmetros que possibilitam conhecer o potencial de emergência rápida e 

uniforme de um lote de sementes. A rapidez e a uniformidade de emergência são 

importantes para favorecer o estabelecimento das plantas, maximizar o período 

de cultivo e facilitar os tratos culturais, contribuindo para a obtenção de altas 

produtividades nas lavouras.  

Os fatores que afetam a qualidade fisiológica das sementes iniciam-se na 

fertilização e ocorrem até o momento da semeadura. Entre esses fatores, podem-

se citar genótipo, condições ambientais durante o desenvolvimento das 

sementes, posição da semente na planta mãe, época e técnicas de colheita, 

condições de armazenamento e tratamentos pré-semeadura (Basu, 1995). 

Portanto, a qualidade fisiológica é adquirida durante os processos de 

desenvolvimento e pode ser perdida por processos deteriorativos, que podem 

iniciar ainda nessa fase. Quando as sementes deterioram, elas perdem vigor 

progressivamente, apresentando redução na velocidade e na uniformidade de 

emergência, menor resistência a condições adversas, decréscimo na proporção 

de plântulas normais e, finalmente, perdem a viabilidade ou a capacidade de 

germinar (Halmer & Bewley, 1984). 

A deterioração é evidenciada por perda da integridade do sistema de 

membranas, redução da capacidade seletiva, peroxidação de lipídios, lixiviação 

de solutos, mudanças na atividade respiratória das sementes, modificações na 

atividade enzimática e síntese de proteínas, incapacidade de manutenção do 
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gradiente eletroquímico e perda da compartimentalização celular e acúmulo de 

substâncias tóxicas. Também observam-se alterações fisiológicas, tais como: 

atraso na germinação, decréscimo na tolerância às condições ambientais 

subótimas durante a germinação, redução no crescimento e ou vigor das 

plântulas, aumento do número de plântulas anormais, maior suscetibilidade a 

ataques de microrganismos patogênicos, emergência desuniforme, redução na 

produtividade, modificações na coloração das sementes, diminuição do potencial 

de armazenamento, completa perda da capacidade germinativa e morte das 

sementes (Wilson & McDonald, 1986; Basavarajappa et al., 1991). 

As perdas na qualidade de sementes estão relacionadas à degradação de 

macromoléculas, tais como: proteínas, lipídios, ácidos nucléicos e, 

conseqüentemente, à diminuição de atividades bioquímicas das sementes 

(Coolbear, 1995). Segundo McDonald (1998), macromoléculas essenciais para a 

germinação degradam durante o envelhecimento.  

O processo pelo qual as sementes deterioram e morrem tem recebido 

atenção considerável na literatura. Em vários trabalhos têm sido descritas as 

mudanças fisiológicas que são, ao mesmo tempo, causa e conseqüência do 

envelhecimento (Coolbear, 1995; Smith & Berjak, 1995; Walters, 1998). Com o 

envelhecimento das sementes, as membranas se tornam fracas, as enzimas 

perdem a atividade catalítica e os cromossomos acumulam mutações. Tem sido 

também proposto que reservas nutritivas são esgotadas enquanto a semente se 

deteriora e que subprodutos de reações catabólicas são tóxicos, favorecendo a 

deterioração. Por meio de pesquisas recentes, foi apontado um conjunto de 

enzimas críticas, que são inativadas com o tempo e as proteínas, que são 

suscetíveis à degradação (Zhang et al., 1994; Sun & Leopold, 1995). 

A técnica de eletroforese de proteínas pode auxiliar na detecção dos 

estádios iniciais de deterioração por meio da avaliação da atividade de enzimas 

associadas à degradação e à oxidação de substâncias de reserva, bem como a 
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biossíntese de novas substâncias (Spinola et al., 2000). Mesmo sendo um 

processo irreversível, alguns mecanismos de pré-condicionamento podem 

melhorar a germinação e o vigor de sementes. Chauhan et al. (1985), estudando 

variação eletroforética de proteínas de soja e cevada em relação à qualidade das 

sementes, observaram que bandas de enzimas (esterases, fosfatases e 

transaminases) funcionam como marcas moleculares na avaliação da qualidade. 

Também Vieira (1996) encontrou, como promissores indicadores do estádio de 

deterioração de sementes de algodoeiro, as variações eletroforéticas e das 

enzimas glutamato desidrogenase, malato desidrogenase, fosfatase ácida, enzima 

málica, peroxidase e 6-fosfagluconato. Reduções na atividade enzimática 

durante a germinação de sementes envelhecidas podem ser resultantes da 

diminuição da síntese protéica sendo que o início da deterioração das sementes 

geralmente está associado à redução na síntese de proteínas (Abdul-Baki & 

Anderson, 1972).  

Em várias espécies, mudanças na atividade de enzimas em sementes 

secas e germinadas ocorrem concomitantemente com um decréscimo na 

qualidade da semente no armazenamento e no aumento na atividade de 

proteinases, β-amilases e nucleases foram relatadas por Basavarajappa et al. 

(1991), Bewley & Black (1994), Salinas et al. (1998) e Padilha et al. (2001). A 

susceptibilidade das sementes ao estresse durante o envelhecimento artificial 

pode ser correlacionada com a qualidade da semente. Foram observadas 

alterações nos lipídios e nas proteínas insolúveis em ácido em decorrência do 

envelhecimento artificial (Ferguson et al., 1990). 

Diferentes mudanças na atividade enzimática, em conseqüência do 

envelhecimento artificial, foram observadas por Bock (1999), em sementes de 

soja, indicando que o envelhecimento promove desorganização nos sistemas 

enzimáticos da semente. 

 21



A deterioração de sementes pode resultar em mudanças acentuadas em 

reservas nutritivas e na atividade de enzimas capazes de degradá-la. Dependendo 

da espécie de sementes, a perda da capacidade de sintetizar hidrolases pode 

acompanhar a perda de viabilidade ou precedê-la. No entanto, a perda de 

reservas nutritivas principais não é uma conseqüência importante da 

deterioração, mas a capacidade de utilizar essas reservas pode ser. O estado de 

enzimas, que degradam reservas e de sua maquinaria sintética, não é normal em 

sementes deterioradas (Desai et al., 1997).  

A maior parte das proteínas em sementes é metabolicamente inativa e 

serve meramente como reserva para ser utilizada para o crescimento do eixo 

embrionário durante a germinação. As proteínas metabolicamente ativas 

constituem uma pequena parcela do total, mas são extremamente importantes 

para o desenvolvimento e a germinação das sementes. Como enzimas, elas 

catalisam todos os processos metabólicos na digestão, translocação e utilização 

de reservas (Bewley & Black, 1994). 

De acordo com Machado Neto et al. (2001), não está totalmente clara a 

forma como as proteínas das sementes são degradadas. A destruição de algumas 

estruturas, como lisossomos por lise de membranas ou dano de radicais livres, 

libera as enzimas hidrolases, que estão normalmente separadas do resto da 

célula. A falta de organização pode levar a uma degradação, principalmente de 

macromoléculas como proteínas, por endopeptidases ou proteases em sementes 

envelhecidas. Esses mesmos autores, trabalhando com sementes de feijão 

envelhecidas naturalmente e artificialmente, encontraram alterações nos padrões 

de bandas de proteína total, principalmente em sementes envelhecidas 

artificialmente a partir de 48 horas. Os autores concluíram que a degradação de 

proteínas é diferente em envelhecimento artificial e natural, sendo, 

provavelmente, dirigida por diferentes mecanismos fisiológicos.  
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Em estudos similares, Varier & Dadlani (1992) encontraram que o 

padrão de bandas de proteínas solúveis em algodão não foi afetado pelo 

envelhecimento natural, a despeito de considerável perda de viabilidade. 

Entretanto, sob envelhecimento artificial, diferenças marcantes nos perfis de 

proteína foram observadas, mesmo quando havia somente um decréscimo no 

vigor e não em viabilidade de sementes. De acordo com Copeland & McDonald 

(1995), os testes mais sensíveis para medir a deterioração de sementes são 

aqueles que medem a atividade de certas enzimas associadas com quebras de 

reservas nutritivas ou biossíntese de tecidos novos, durante a germinação.  

Diversas mudanças na estrutura macromolecular das enzimas podem 

contribuir para a sua menor eficiência. Elas podem sofrer mudanças na 

composição por perda ou ganho de certos grupos funcionais, por oxidaçao de 

grupos sulfidrilas ou por conversão de aminoácidos dentro da estrutura protéica. 

Atividades diminuídas de enzimas, tais como: catalase, peroxidase, esterase, 

desidrogenase e glutamato descarboxilase, em sementes em deterioração, é bem 

documentado. Esse decréscimo geral, na atividade enzimática, diminui o 

suprimento nutricional para a semente em germinação (Smith & Berjak, 1995). 

Durante a germinação, enzimas hidrolizam reservas endospérmicas em uma 

forma que possa ser utilizada pelo eixo em desenvolvimento. No início da 

hidratação, enzimas hidrolíticas, tais como amilases, proteinases e β-glucanases 

tornam-se ativadas no embrião (Ganguli & Sem-Mandi, 1993).  

Portanto, analisando as tentativas de se correlacionar a redução na 

viabilidade de sementes, com alterações na atividade de diferentes grupos de 

enzimas específicas, é possível notar que existe uma coerência nos resultados 

obtidos de uma mesma espécie e, em muitos casos, entre espécies diferentes, 

para o comportamento de determinadas enzimas. O uso de alterações em 

enzimas constitui numa ferramenta de grande valor para o controle de qualidade 
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de sementes, permitindoo diagnóstico do estado fisiológico da semente e, em 

determinados casos, inferir sobre causas da perda de viabilidade e vigor. 
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SEMENTES DE FEIJÃO POR MEIO DA TÉCNICA DE 
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1 RESUMO 

 
DEUNER, Carolina Cardoso. Inoculação de Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens em sementes de feijão por meio da técnica de condicionamento 
fisiológico. In: ______. Inoculação artificial e detecção de Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão. 2007. Cap.2, p.38-
98. Tese (Doutorado em Fitopatologia) – Universidade Federal de Lavras, 
Lavras, MG.*  
 
O desenvolvimento de métodos eficazes e confiáveis de inoculação de patógenos 
em sementes é de grande utilidade para estudos de detecção e determinação de 
padrões de tolerância de patógenos em sementes. Portanto, neste estudo, foi 
utilizada a técnica de condicionamento fisiológico em meio agarizado para 
inoculação de Cff em sementes de feijão, visando à produção de sementes 
uniformemente infestadas para uso em pesquisa. Na primeira etapa, avaliou-se o 
comportamento das sementes de feijão cultivar Pérola, durante o pré-
condicionamento osmótico em substrato agarizado com restrição hídrica. Os 
tratamentos consistiram em expor, por diferentes períodos de tempo, sementes 
de feijão desinfestadas a quatro níveis de restrição hídrica do meio 523 (-0,55,    
-0,75, -0,95 e -1,15 MPa), com o uso de quatro substratos (meio 523, meio 
523+KCl, meio 523+manitol e meio 523+sacarose). Como testemunha, utilizou-
se o meio 523 sem restrição hídrica (-0,55 MPa). Decorridos os respectivos 
tempos, avaliaram-se a percentagem de sementes com protrusão radicular e, 
posteriormente, o teor de água, a germinação e os padrões enzimáticos das 
sementes. Na segunda etapa do estudo, avaliou-se o crescimento de quatro 
isolados de Cff (Cff DF - Feij-2936, Cff PR - 12768, Cff SC - Feij-2928 e Cff SP 
- Feij-2634) em substrato agarizado com restrição hídrica. Os tratamentos da 
terceira etapa foram definidos com base na primeira etapa, em que o melhor 
tratamento foi o meio 523 com manitol no potencial hídrico de -0,95 MPa e com 
48 horas de exposição das sementes no meio agarizado. Na segunda etapa, 
verificou-se que o isolado de Cff SC (Feij-2928), proveniente do estado de Santa 
Catarina apresentou o melhor crescimento no substrato e no potencial hídrico 
definido na primeira etapa. Portanto, foi possível a inoculação artificial de 
sementes de feijão com Cff por meio da técnica de condicionamento fisiológico 
em substrato agarizado, sem o comprometimento de sua qualidade fisiológica. 
 
 
 
*Comitê Orientador: Ricardo Magela de Souza – UFLA (Orientador), Antonia 
dos Reis Figueira – UFLA e José da Cruz Machado – UFLA. 
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2 ABSTRACT 
 
DEUNER, Carolina Cardoso. Inoculation of bean seeds with Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens by the physiological conditioning technique. 
In: ______. Artificial inoculation and detection of Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens in bean seeds. 2007. Chapt.2, p.38-98. 
Thesis (Doctorate in Phytopathology) – Federal University of Lavras, Lavras, 
MG.*
  
The development of efficient and reliable methods for the pathogen inoculation 
in seeds is of major importance to stablish pathogen detection techniques and 
tolerance threshold in seeds. Thus, the objective of this study was to utilize the 
physiological conditioning technique in agar-based medium for Cff inoculation 
in bean seeds aiming the production of uniformly infected seeds for research 
purposes. In the first step of this study seed performance, bean cv. Pérola was 
evaluated when submitted to a physiological conditioning in a water restriction 
agar-based medium. Treatments encompassed disinfested bean seed exposure to 
the bacterium for different time periods in four water restriction levels in  523 
medium (-0.55, -0.75, -0.95 and -1.15 MPa), and four substracts (523 medium, 
523 medium+KCl, 523 medium+mannitol and 523 medium+sucrose) and an 
additional of 523 medium without osmotic restriction (-0,55 MPa) was used as 
the control. After the set time periods, the number of germinated seeds in the 
medium was avaluated and later the variables water content, germination and 
seed enzymatic patterns were assessed. In the second study, growth was assessed 
for four Cff strains (Cff DF - Feij-2936, Cff PR - 12768, Cff SC - Feij-2928 e Cff 
SP - Feij-2634) in different water restriction 523 medium. Treatments in the 
third step were defined on the basis of the first one, where the best combination 
was mannitol amended 523 medium set for -0,95 MPa water potential and 48 
hours exposure to the pathogen. In the second step, Cff SC (Feij-2928) strain, 
from Santa Catarina state, presented the best growth in agar-based medium and 
water potential defined in the first step. Thus, Cff artificial inoculation in bean 
seeds was accomplished by using the physiological conditioning technique in 
agar-based medium without detectable changes in physiological quality patterns. 
 

 
 
 
 
 
*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza – UFLA (Major Professor), 
Antonia dos Reis Figueira – UFLA e José da Cruz Machado – UFLA. 
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3 INTRODUÇÃO 
 

Métodos eficazes e confiáveis para a inoculação de sementes são de 

grande utilidade em estudos de detecção e transmissão de patógenos por 

sementes, comportamento epidemiológico de doenças transmitidas por sementes 

e determinação e sensibilidade de métodos de detecção, dentre outros (Valarini 

& Menten, 1991). 

Existe grande dificuldade em se obter níveis adequados de patógenos em 

sementes, o que torna necessário o desenvolvimento de métodos que garantam a 

associação do patógeno com as mesmas, sem, no entanto, provocar perdas 

significativas na qualidade fisiológica. As técnicas de inoculação artificial de 

patógenos em sementes, em sua maioria, reduzem consideravelmente o seu 

poder germinativo (Valarini & Menten, 1991), revelam baixa eficiência na 

obtenção de índices satisfatórios de transmissiblidade do patógeno para as 

plântulas (Oliveira, 1991) e são ineficientes em evidenciar os efeitos do 

patógeno na semente (Silva, 1997). 

A análise enzimática é uma ferramenta que indica a qualidade 

fisiológica das sementes submetidas ao condicionamento osmótico. Esse tipo de 

estudo é capaz de detectar os eventos deteriorativos iniciais nas sementes por 

meio da avaliação da atividade de enzimas associadas ao vários eventos que 

ocorrem na semente, como degradação e oxidação de substâncias de reserva 

(Spinola et al., 2000). A capacidade de avaliação e a correta interpretação da 

variação eletroforética nos perfis de proteínas e enzimas podem ser eficientes 

ferramentas na determinação de mudanças bioquímicas resultantes do processo 

deteriorativo (Carraro, 1990).  

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma técnica eficiente e prática 

de inoculação de Curtobacterium flaccumfaciens pv. Flaccumfaciens, em 
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sementes de feijão, por meio de condicionamento fisiológico, mantendo-se a 

qualidade fisiológica das mesmas.  

 

 42



4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os trabalhos foram realizados nos laboratórios de Bacteriologia de 

Plantas, Patologia de Sementes e Virologia Vegetal, no Departamento de 

Fitopatologia e no Laboratório de Análises de Sementes e de Eletroforese, no 

Departamento de Agricultura, da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, 

MG. 

 

4.1 Origem e qualidade das sementes de feijão  

Foram utilizadas amostras de sementes básicas do cultivar Pérola, as 

quais foram armazenadas em câmara fria e seca (10ºC e 50% UR), no 

Laboratório de Patologia de Sementes, até a realização dos experimentos. 

O teste de germinação foi realizado em rolo de papel com 200 sementes, 

segundo os critérios estabelecidos nas Regras para Análise de Sementes (Brasil, 

1992). 

O teste de sanidade de sementes foi realizado em papel filtro, utilizando-

se 400 sementes dispostas em recipientes gerbox, previamente desinfestados 

com solução de hipoclorito de sódio, sobre duas folhas de papel mata-borrão 

umedecidas com água destilada e esterilizada. As sementes foram mantidas em 

câmara de incubação, à temperatura de 23±2ºC, em regime alternado de 12 horas 

de luz e 12 horas de escuro, pelo período de sete dias (Brasil, 1992). Para 

identificação da microflora, as sementes foram examinadas individualmente com 

auxílio de microscópio estereoscópio e, quando necessário, microscópio ótico. 

Os resultados de incidência foram expressos em percentagens de fungos 

presentes nas sementes. 

Para a detecção de Curtobacterium flaccumfaciens pv. Flaccumfaciens, 

foi realizado plaqueamento em meio de cultura CNS (Schaad et al., 2001). 
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4.2 Obtenção e multiplicação do inóculo de Curtobacterium flaccumfaciens 

pv. flaccumfaciens 

Os isolados de Cff, provenientes de lavoura comercial de feijão e 

utilizados neste trabalho estão descritos na Tabela 1. Todos os isolados foram 

preservados e estão armazenados no Laboratório de Bacteriologia de Plantas.  A 

multiplicação do inóculo foi realizada, inicialmente, por meio da repicagem das 

bactérias para tubos contendo meio 523 (Kado & Heskett, 1970) sólido inclinado 

e, em seguida, foram incubadas por 48-72 horas, em BOD, a 28ºC. A partir 

desses inóculos, foram realizados todos os ensaios. 

 

TABELA 1 Origem dos isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens. UFLA, Lavras, MG, 2007. 

Isolado Origem Doador Ano Código 
Feij-2936 Distrito Federal A.C. Maringoni (Unesp) 2005 Cff DF 
12768 Paraná R.P. Leite Jr. (IAPAR) 2000 Cff PR 
Feij-2928 Santa Catarina A.C. Maringoni (Unesp) 2005 Cff SC 
Feij-2634 São Paulo A.C. Maringoni (Unesp) 2005 Cff SP 

 

4.3 Patogenicidade e reação de hipersensibilidade dos isolados de Cff 

Sementes de feijão do cultivar Pérola foram semeadas em copos 

plásticos (500 mL) contendo substrato Plantimax® para a determinação da 

patogenicidade dos isolados. Realizou-se a inoculação dos isolados de Cff no nó 

cotiledonar durante o estádio de folhas primárias, por meio de ferimentos 

provocados por uma agulha (Richard & Walker, 1965) com suspensão 

bacteriana na concentração de 108 UFC/mL. As plantas foram submetidas à 

câmara úmida um dia antes e um após a inoculação e, em seguida, levadas à casa 

de vegetação. Para o preparo da suspensão, cada isolado foi cultivado em meio 

523, por 24 horas e, em seguida, preparou-se a suspensão com água de torneira. 

Como testemunha utilizou-se somente água na inoculação. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, com dez repetições, tendo cada 
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unidade experimental sido constituída por quatro plantas. A avaliação foi 

realizada 20 dias após a inoculação, quando foram observadas plantas com 

sintomas da doença.  

Para a determinação da reação de hipersensibilidade, os isolados foram 

inoculados nas plantas de tomate, fumo e pimentão, que são plantas não-

hospedeiras, sendo o inóculo preparado da mesma maneira que para o teste de 

patogenicidade. As sementes de cada hospedeiro foram semeadas em bandejas 

contendo vermiculita estéril e as mudinhas transplantadas para vasos de 2 litros 

contendo Plantimax®. Vinte dias após o transplantio, foi realizada a inoculação, 

por pressão, com uma seringa. 
 

4.4 Preparo do meio de cultura básico com restrição hídrica 

 O meio de cultura básico utilizado foi o 523 (Kado & Heskett, 1970) (10 

g de sacarose, 8 g de caseína ácida hidrolizada, 4 g de extrato de levedura, 2 g de 

K2HPO4 anidro, 0,3 g de MgSO4.7H20, 15 g de ágar bacteriológico e 1000 mL 

de água destilada q.s.p), cujo potencial hídrico é de -0,546 MPa. Para calcular as 

quantidades dos solutos no preparo das soluções (Tabela 2), nos diferentes níveis 

de potencial hídrico (-0,75, -0,95 e -1,15 MPa), utilizou-se o software SPPM 

(Michel & Radcliffe, 1995).  

 
TABELA 2 Quantidade dos solutos, cloreto de potássio (KCl), manitol 

(C6H14O6) e sacarose (C12H22O11)  utilizados para a obtenção dos 
potenciais hídricos, em 1.000 mL do meio 523 (Kado & Heskett, 
1970). UFLA, Lavras, MG, 2007. 

Níveis de restrição hídrica Solutos 
-0,75 -0,95 -1,15 

KCl 12,1 15,4 18,7 
Manitol 52,7 66,1 79,3 
Sacarose 52,7 66,1 79,3 
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Os solutos foram adicionados ao meio 523, completando-se o volume 

para 1000 mL e, em seguida, autoclavados. Como testemunha, utilizou-se o 

meio 523, sem adição de soluto.  

 

4.5 Primeira etapa: pré-condicionamento de sementes de feijão em 

substrato agarizado com restrição hídrica 

4.5.1 Tratamentos e instalação do ensaio 

Os tratamentos consistiram em expor sementes de feijão desinfestadas, 

por diferentes períodos de tempo (24, 48, 72, 96 e 120 horas), a quatro substratos 

diferentes (meio 523, meio 523+KCl, meio 523+manitol e meio 523+sacarose), 

em quatro potenciais de restrição hídrica do meio 523 (-0,55, -0,75, -0,95 e -1,15 

MPa). Como testemunha, utilizou-se o meio 523 sem restrição hídrica (-0,55 

MPa). A desinfestação superficial das sementes consistiu em emergi-las em 

solução de hipoclorito de sódio (NaOCl 0,5%) por 2 minutos, lavá-las três vezes 

em água destilada esterilizada e secá-las em câmara de fluxo laminar por uma 

hora. Na seqüência, foram colocadas 20 sementes por placa de Petri de 9 cm de 

diâmetro contendo 40 mL de meio, tendo cada tratamento sido composto por 20 

placas, totalizando 400 sementes. As placas foram incubadas por diferentes 

períodos de tempo (24, 48, 72, 96 e 120 horas), à temperatura de 28ºC, em 

escuro contínuo. Decorridos os respectivos tempos, parte das sementes, que não 

emitiram a radícula, foi utilizada para a determinação do teor de água e a outra 

parte foi secada a 35ºC, em estufa com circulação de ar, até atingir 13% de teor 

de água. 

 

4.5.2 Avaliações 

4.5.2.1 Percentagem de sementes germinadas durante o pré-

condicionamento fisiológico 
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Após 24, 48, 72, 96 e 120 horas de pré-condicionamento osmótico, foi 

avaliado o número total de sementes germinadas por placa. As sementes foram 

consideradas germinadas quando se observaram sinais da protrusão da radícula 

(comprimento≥0,1 cm).  

 

4.5.2.2 Teor de água nas sementes 

O teor de água foi determinado imediatamente após cada período de 

exposição das sementes ao substrato agarizado. As sementes, que não 

apresentaram protrusão radicular, foram amostradas aleatoriamente nas 

repetições, formando duas subamostras de, aproximadamente, 10 g de sementes 

(peso úmido), totalizando 20 g de sementes/repetição/tratamento. O método 

utilizado para a determinação do teor de água foi o da estufa, a 105±3ºC, por 24 

horas, segundo os critérios estabelecidos nas Regras para Análise de Sementes 

(Brasil, 1992). 

  

4.5.2.3 Teste de germinação das sementes 

O teste de germinação foi realizado após cada período de exposição da 

semente ao substrato agarizado, utilizando-se quatro repetições com cinqüenta 

sementes. A semeadura foi realizada em papel de germinação previamente 

umedecido com água destilada, na proporção de 2,5 vezes o peso do papel. Em 

seguida, os rolos foram acondicionados em germinador previamente regulado a 

25ºC, por 7 dias.  

As avaliações foram realizadas no 5° e no 7° dias, computando-se o 

número de plântulas normais, anormais e sementes mortas, segundo os critérios 

estabelecidos nas Regras para Análise de Sementes (Brasil, 1992). Os resultados 

foram expressos em percentagem média de plântulas normais das quatro 

repetições.   
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4.5.2.4 Sistemas enzimáticos das sementes 

 As análises eletroforéticas de isoenzimas das sementes de feijão foram 

realizadas de acordo com o protocolo utilizado por Vieira et al. (2001), nos 

tratamentos 24 e 120 horas de exposição em todos os substratos e potenciais 

hídricos, mais testemunha sem condicionamento osmótico, totalizando 19 

tratamentos solução de hipoclorito de sódio (NaOCl 0,5%), por 2 minutos. 

Vinte sementes de feijão, divididas em duas subamostras foram 

maceradas sobre gelo. Utilizaram-se cem miligramas de cada subamostra, 

adicionando-se tampão de extração correspondente a 2,5 vezes o seu peso 

adicionado de 0,05 g do antioxidante PVP 40 (polivinilpirrolidone). Os tampões 

usados foram Tris-HCl 0,2M+0,01% de β-mercaptoetanol pH 8 e tampão fosfato 

(0,034 M de fosfato de sódio bi-básico, 02 M de sacarose, 2,56% de PVP 40, 3 

M de DDT, 5,7 mM L ácido ascórbico, 2,5 mM de borato de sódio, 1% de PEG 

6000, 0,002% de β-mercaptoetanol), tendo este último sido utilizado para a 

extração da enzima peroxidase. 

 Após a maceração, as amostras foram deixadas à temperatura de 4ºC, 

por 24 horas e, depois, centrifugadas, a 16.000g, por 60 minutos, a 4ºC. Em 

seguida, 100 µL do sobrenadante de cada amostra foram aplicados no gel de 

poliacrilamida 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O tampão de 

corrida utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9 e a corrida eletroforética realizada a 

4ºC, por quatro horas, na voltagem de 150 v. Decorrido esse tempo, os géis 

foram revelados e corados para os sistemas isoenzimáticos: esterase (EST), 

álcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDH), catalase (CAT) e 

peroxidase (PO), segundo metodologia descrita por Alfenas (1991). 

 

4.5.2.5 Análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com 

quatro repetições. Os tratamentos referentes à emissão de radículas consistiram 
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um fator quantitativo (restrição hídrica) em quatro potenciais hídricos do meio 

523 (-0,55, -0,75, -0,95 e -1,15 MPa) e um fator qualitativo (substratos) meio 

523, meio 523+KCl, meio 523+manitol e meio 523+sacarose. A variável 

resposta se referiu à proporção de emissão de radículas de sementes de feijoeiro, 

acumulada em vários tempos de exposição das mesmas (24, 48, 72, 96 e 120 

horas). 

 O delineamento utilizado no teste de germinação das sementes secas, 

após o tempo de exposição das mesmas aos diferentes substratos, foi 

inteiramente casualizado, em arranjo fatorial entre quatro níveis de restrição 

hídrica (-0,55, -0,75, -0,95 e -1,15 MPa), quatro substratos (meio 523, meio 

523+KCl, meio 523+manitol e meio 523+sacarose), sendo a testemunha o meio 

523 sem restrição hídrica (-0,55MPa). 

 

4.6 Segunda etapa: crescimento de isolados de Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em substrato agarizado com restrição 

hídrica 

4.6.1 Tratamentos e instalação do ensaio 

Os tratamentos foram constituídos por quatro tipos de substratos (meio 

523, meio 523+KCl, meio 523+manitol e meio 523+sacarose), em quatro 

potenciais de restrição hídrica do meio 523 (-0,55, -0,75, -0,95 e -1,15 MPa). 

Como testemunha, utilizou-se o meio 523 sem restrição hídrica (-0,55 MPa). 

 Para estudo do crescimento bacteriano em meio 523 com diferentes 

potenciais de restrição hídrica, foram utilizados quatro isolados de Cff 

provenientes de lavoura comercial de feijão, sendo cada isolado de um estado 

brasileiro diferente (Cff DF - Feij-2936, Cff PR - 12768, Cff SC - Feij-2928 e Cff 

SP - Feij-2634). Para a padronização do inóculo, os isolados foram, 

inicialmente, cultivados em meio 523 líquido e incubados por 48 horas. Em 

seguida, foi realizada a diluição serial fator 10 em solução salina estéril (0,85%) 
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(Romeiro, 2001), plaqueando-se as diluições (10-2 a 10-5) e sendo as placas 

incubadas em BOD, a 28ºC, por 72 horas. Decorrido esse tempo, uma única 

colônia da diluição 10-4 foi transferida novamente para o meio 523 líquido, 

incubada por 48 horas sob agitação e plaqueada nos diferentes substratos e 

potenciais hídricos dessa mesma diluição.  

Esse ensaio foi realizado em blocos casualizados, com quatro repetições 

por tratamento. Em cada placa, foram adicionados 40 mL de substrato e, após a 

solidificação, 100 µL da suspensão bacteriana foram plaqueados e espalhados 

com uma alça de Drigalski. As placas foram incubadas em BOD, a 28ºC, por 72 

horas. 

 

4.6.2 Avaliações 

4.6.2.1 Crescimento e características de colônias de Cff em meio 523 com 

diferentes potenciais hídricos 

 Foram observadas as características típicas das colônias e contou-se o 

número de colônias em todas as placas da diluição de 10-4, após 72 horas. 

 

4.6.2.2 Análise estatística  

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados. Os 

tratamentos seguiram o arranjo fatorial com um fator quantitativo, quatro 

potenciais hídricos do meio 523 (-0,55, -0,75, -0,95 e -1,15 MPa) e dois fatores 

qualitativos: tipo de substratos (meio 523, meio 523+KCl, meio 523+manitol e 

meio 523+sacarose) e diluição (10-4), sendo a testemunha, o meio 523 sem 

restrição hídrica (-0,55 MPa).  

Como o objetivo nessa etapa foi avaliar os substratos, compararam-se os 

tratamentos dados pela combinação dos fatores potenciais hídricos e isolados.  

Após a construção da análise de variância e determinação dos principais 

efeitos ou interações significativas, realizou-se o teste de médias Duncan para os 
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isolados. No estudo dos efeitos dos potenciais hídricos, por serem quantitativos, 

determinaram-se os modelos de regressão lineares ou quadráticos.  

 

4.7 Terceira etapa: uso de condicionamento fisiológico na inoculação de 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão 

4.7.1 Tratamentos e instalação do ensaio 

 Os tratamentos dessa etapa foram definidos com base na primeira etapa. 

Foram utilizados o melhor substrato e o potencial de restrição hídrica no pré-

condicionamento das sementes de feijão, ou seja, o meio 523 com manitol no 

potencial hídrico de -0,95 MPa. O isolado de Cff escolhido foi aquele que 

melhor cresceu no substrato e no potencial hídrico definido na primeira etapa, 

sendo esse o isolado proveniente do estado de Santa Catarina (Cff SC - Feij-

2928). 

Para determinar o tempo de exposição das sementes ao isolado de Cff SC 

(Feij-2928), selecionado na segunda etapa, foi crescido em meio 523 líquido por 

48 horas em BOD, a 28ºC. Em seguida, 100 µL da suspensão bacteriana do 

isolado foram plaqueados em placas de Petri de 9 cm de diâmetro, com 20 mL 

contendo os substratos. Os tratamentos foram constituídos por meio 523, meio 

523+manitol e meio 523+manitol+Cff. As placas foram incubadas em BOD, a 

28ºC, por 72 horas. Decorrido o período de incubação, procedeu-se à inoculação, 

em condições assépticas, das sementes desinfestadas, colocando-se 20 sementes 

por placa. Em seguinda, as placas foram agitadas manualmente, por 30 

segundos, até que todas as sementes estivessem cobertas pela bactéria. Cada 

tratamento foi constituído de 30 placas. As sementes permaneceram em contato 

com o inóculo por 24, 48, 72, 96 e 120 horas, em BOD, à temperatura de 28ºC. 

Ao fim do período de exposição, as sementes foram avaliadas quanto ao teor de 

água e as restantes foram secadas até atingir 13% de umidade, em estufa com 

circulação de ar e à temperatura de 35ºC, para posteriores avaliações.  
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4.7.2 Avaliações 

4.7.2.1 Teor de água nas sementes após a inoculação artificial 

O teor de água foi determinado imediatamente após cada período de 

exposição da semente ao isolado, em que essas foram amostradas aleatoriamente 

nas repetições, formando duas subamostras de, aproximadamente, 10 g de 

sementes (peso úmido), totalizando 20 g de sementes/repetição/tratamento. O 

método utilizado para a determinação do teor de água foi o da estufa, a 105±3ºC, 

por 24 horas, segundo os critérios estabelecidos nas Regras para Análise de 

Sementes (Brasil, 1992). 

 

4.7.2.2 Teste de germinação das sementes após inoculação artificial 

O teste de germinação foi realizado, segundo os critérios estabelecidos 

nas Regras para Análise de Sementes (Brasil, 1992). Os resultados foram 

expressos em percentagem de plântulas normais das quatro repetições.   

 

4.7.2.3 Quantificação e localização do inóculo na semente nos diferentes 

tempos de exposição após inoculação artificial 

Foram utilizadas 50 sementes inoculadas artificialmente nos tempos de 

24, 48, 72, 96 e 120 horas de exposição ao patógeno. Essas sementes foram 

divididas em duas subamostras, nas quais metade foi submetida à desinfecção 

superficial e a outra metade não. As sementes com desinfecção superficial foram 

imersas em solução de hipoclorito de sódio (NaOCl 0,5%) durante 2 minutos e, 

em seguida, lavadas três vezes em água destilada esterilizada. Posteriormente, 

sementes, com e sem desinfestação superficial, foram colocadas individualmente 

em tubos de ensaio com 9 mL de solução salina estéril (NaCl 0,85%) e 

incubadas por 18 horas à temperatura de 4ºC. Decorrido esse tempo, procedeu-se 

à diluição serial, na qual 100 µL da suspensão da diluição 10-4 foram plaqueados 

em meio seletivo CNS (Schaad et al., 2001) (Tabela 3). Em seguida, as placas 
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foram incubadas a 28ºC, em incubadora BOD, por 72 horas e contou-se o 

número de colônias nas quatro repetições. 

 

TABELA 3 Composição e preparo do meio CNS (Schaad et al., 2001), seletivo 
para a bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. 
UFLA, Lavras, MG, 2007.   

Ingredientes Quantidades 
Caldo nutriente 4,0 g 
Extrato de levedura 1,0 g 
K2HPO4 1,0 g 
KH2PO4 0,25 g 
LiCl 5,0 g 
Agar 7,5 g 
Água destilada 440 mL 
Soluções estoque* Quantidades 
Cicloeximida (1 g/100 mL) 2 mL 
NaOH 1N 3 mL 
Ácido nalidíxico (0,1 g/7 mL) 1,25 mL 
Sulfato de polimixina b (0,1 g/100 mL) 1,6 mL 
Daconil 500 (1,2 mL/58,8 mL ou 0,2 mL/9,8 mL) 30 mL 

*Adicionar após autoclavagem. 

 

4.7.2.4 Emergência de plântulas doentes originadas de inoculação artificial 

O teste de emergência de plântulas foi realizado em bandejas plásticas 

contendo areia e solo misturados na proporção de 2:1. Semearam-se 50 sementes 

em cada bandeja por tratamento, distribuídas em cinco fileiras de dez sementes 

com quatro repetições por tratamento. Após a semeadura, as bandejas foram 

distribuídas ao acaso, em casa de vegetação, à temperatura de 28±2ºC e alta 

umidade relativa. A irrigação do substrato foi realizada de acordo com a 

necessidade, sendo distribuídos volumes iguais de água em todas as bandejas. 

As avaliações foram realizadas aos 7 e 21 dias após a semeadura, contando-se o 

número de plântulas normais e a incidência dos sintomas causados pelo 

patógeno em estudo. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Qualidade das sementes de feijão 

A germinação inicial das sementes de feijão cultivar Pérola foi de 94%.  

No teste de sanidade, constatou-se a presença dos seguintes gêneros de 

fungos: Aspergillus spp. (1,5%), Colletotrichum spp. (1,25%), Fusarium spp. 

(2%) e Penicillium spp. (1,75%). 

Com relação a Cff, não foi encontrada a presença dessa bactéria por meio 

do plaqueamento do extrato das sementes em meio de cultura CNS (Schaad et 

al., 2001). 

 

5.2 Patogenicidade e reação de hipersensibilidade dos isolados de Cff 

Todos os isolados de Cff (Cff DF - Feij-2936, Cff PR - 12768, Cff SC - 

Feij-2928 e Cff SP - Feij-2634) foram patogênicos às plantas de feijoeiro. 

A reação de hipersensibilidade em plantas de tomate, fumo e pimentão foram 

todas positivas (Tabela 4). Segundo Romeiro (2001), esse teste pode ser 

utilizado como um teste rápido de patogenicidade e somente células bacterianas 

vivas são capazes de induzir a HR. Entretanto, existem exceções, como é o caso 

de algumas espécies de Xanthomonas, que não induzem HR em plantas não- 

 

TABELA 4 Teste de patogenicidade e reação de hipersensibilidade dos isolados 
de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. UFLA, 
Lavras, MG, 2007.   

HR Isolado Hospedeiro Ano Patogenicidade 
em feijão Fumo Tomate Pimentão 

Feij-2936 P. vulgaris1 2005 + + + + 
Feij-2910 P. vulgaris 2005 + + + + 
Feij-2928 P. vulgaris 2005 + + + + 
Feij-2634 P. vulgaris 2005 + + + + 

(+) = resultado positivo; 1Phaseolus vulgaris 
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hospedeiras. De acordo com estudos de Barbosa (2007) com a bactéria X. 

axonopodis pv. malvacerarum, observou-se que o tomateiro foi a melhor planta 

não-hospedeira para a comprovação da patogenicidade dos isolados de Xam 

quando comparado com pimentão e fumo, concordando com Romeiro (2001) 

que afirma ser necessária a utilização de mais de uma planta teste nos ensaios de 

HR.  

 

5.3 Primeira etapa: pré-condicionamento de sementes de feijão em 

substrato agarizado com restrição hídrica 

5.3.1 Percentagem de sementes germinadas durante o pré-condicionamento 

fisiológico 

 Nesse ensaio foram observados menores percentuais de protrusão 

radicular das sementes de feijão durante o pré-condicionamento osmótico em 

tratamentos com maiores potenciais hídricos, independentes do substrato. Sendo 

assim, o processo de germinação ocorreu mais tardiamente. Nos potenciais mais 

negativos, tenderam a diminuir o processo germinativo das sementes de feijão 

no substrato, enquanto que, nos tratamentos com potencias menores, a 

germinação iniciou-se mais cedo (Tabela 5). Esses resultados estão de acordo 

com os de outros autores (Carvalho, 1999; Coutinho 2000), os quais mostraram 

que a velocidade de absorção de água pelas sementes diminui à medida que o 

potencial hídrico do meio externo torna-se mais negativo, aumentando, 

conseqüentemente, o período necessário para que ocorra a emissão da radícula 

(Prisco & Oleary, 1970; Bradford, 1986; Bewley & Black, 1994). 

Todos os três substratos testados na protrusão radícula foram 

estatisticamente superiores à testemunha para a maioria dos tempos, exceto para 

o tempo de 24 horas. Na maioria dos tratamentos, houve redução considerável 

da germinação das sementes de feijão no pré-condicionamento, ou seja, os 

solutos não permitiram a absorção ideal de água para que ocorresse o processo 
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de protrusão radicular. No tratamento testemunha, meio 523 (-0,55 MPa), o 

início da emissão da radícula ocorreu com 48 horas de exposição das sementes e, 

após 96 horas, 98% das sementes estavam germinadas.  

 

TABELA 5 Média da percentagem das sementes de feijão germinadas durante 
o pré-condicionamento osmótico em meio 523 contendo cloreto 
de potássio (KCl), manitol e sacarose, nos diferentes tempos de 
exposição (24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFLA, Lavras, MG, 
2007.   

Tempo Substrato Ψ (MPa) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 

Meio 523 -0,55 0 a1 93 a 95 a 98 a 98 a 
Meio 523+KCl -0,75 0 a 4 b 20 b 69 b 33 b 
Meio 523+KCl -0,95 0 a 0 c 1 c 5 c 9 c 
Meio 523+KCl -1,15 0 a 0 c 0 c 0 d 1 d 
Meio 523+Man -0,75 0 a 0 c 4 c 10 c 28 b 
Meio 523+Man -0,95 0 a 0 c 1 c 4 c 9 c 
Meio 523+Man -1,15 0 a 0 c 0 c 0 d 4 d 
Meio 523+Sac -0,75 0 a 0 c 0 c 0 d 3 d 
Meio 523+Sac -0,95 0 a 0 c 0 c 0 d 1 d 
Meio 523+Sac -1,15 0 a 0 c 0 c 0 d 1 d 

1Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, 
pelo teste de Duncan. 

 

No tratamento meio 523+KCl, foram observadas as maiores 

percentagens de germinação das sementes quando comparado ao meio 

523+manitol e ao meio 523+sacarose. Para o menor potencial hídrico, - 0,75 

MPa, o início da emissão da radícula deu-se com 48 horas de exposição da 

semente ao meio e atingiu 4% de sementes germinadas. Para -0,95 MPa de 

potencial, a emissão da radícula iniciou-se a 72 horas de exposição, 

apresentando 12% de sementes germinadas. Para o maior potencial hídrico, o de 

-1,15 MPa, a germinação no meio iniciou-se com 120 horas, apresentando média 

de sementes germinadas de 1%. 
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Para o tratamento meio 523+manitol, as sementes nos potenciais -0,75 e 

-0,95 MPa iniciaram o processo germinativo a partir de 72 horas, tendo as 

percentagens de sementes germinadas sido de 4% e 1%, respectivamente. Com 

relação ao maior potencial hídrico, a germinação das sementes iniciou-se com 

120 horas, apresentando 4% de sementes germinadas. 

O tratamento com o meio 523+sacarose apresentou melhor desempenho 

em controlar a emissão de radícula pela semente no substrato agarizado. A 

germinação de sementes para esse tratamento iniciou-se com 120 horas, para os 

potenciais hídricos, -0,75, -0,95 e -1,15 MPa, apresentando 3, 1 e 1% de 

sementes germinadas, respectivamente.  

Nos períodos compreendidos entre 24 e 96 horas, não houve emissão da 

radícula nas sementes. Isso ocorreu, provavelmente, porque a restrição hídrica 

do substrato permite que as sementes absorvam água até um determinado nível, 

em que todos os processos preparatórios para a germinação ocorram sem atingir 

a fase de elongamento celular e, conseqüentemente, a emissão da radícula 

(Bradford, 1986).  

O prolongamento das fases que antecedem a germinação de sementes em 

substratos osmoticamente modificados com solutos iônicos e não iônicos foi 

atribuído à diminuição do metabolismo das sementes em função da menor 

disponibilidade de água para digestão das reservas e translocação dos produtos 

metabolizados (Bewley & Black, 1994). Segundo Wenkert et al. (1978), para 

cada espécie existe um valor de potencial hídrico, abaixo do qual a germinação 

não acontece, porque o estresse hídrico atua, geralmente, reduzindo a velocidade 

e restringindo a percentagem de germinação, além de afetar o elongamento 

celular e a síntese da parede.  

As diferenças verificadas entre os solutos utilizados com relação à 

eficiência em inibir ou retardar a germinação das sementes podem estar 

relacionadas à toxidez dos solutos e diferenças de potencial hídrico de equilíbrio 

 57



entre a semente e o meio externo. Segundo Bradford (1986), essas diferenças 

podem variar amplamente em função das características das sementes de cada 

espécie e ou cultivar e, possivelmente, entre lotes de uma mesma cultivar. 

Portanto, os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes aos obtidos por 

Campos & Assunção (1990), que constataram redução na germinação de 

sementes de arroz e feijão à medida que decresceram os níveis de potencial 

hídrico das soluções preparadas com manitol, PEG 1540, PEG 6.000, NaCl e 

Na2SO4.  

 

5.3.2 Teor de água nas sementes 

O teor de água atingido pelas sementes de feijão variou em função do 

tempo, do substrato e do potencial de restrição hídrica, porém, ele cresceu com o 

aumento do tempo de exposição das sementes ao sustrato. Sementes da 

testemunha, meio 523 sem restrição hídrica, apresentaram maiores teores de 

água, independente dos substratos, diferindo estatisticamente dos demais 

tratamentos (Figura 1). Sementes que apresentam maior teor de água sofrerão 

maiores efeitos deletérios do estresse, devido à intensificação da sua atividade 

metabólica. Essas sementes apresentam menor integridade do seu sistema de 

membranas e ou seletividade, permitindo a entrada de água mais rapidamente 

nas células (Santos et al., 2004). 

À medida que se aumenta o potencial hídrico, independente do tempo e do 

substrato, existe uma tendência em reduzir a absorção de água. Sementes 

expostas por 24 e 120 horas, independente do substrato e do potencial hídrico, 

apresentaram menores e maiores teores de água, respectivamente. Para os 

substratos contendo manitol e sacarose para o tempo de 120 horas, não houve 

diferença estatística entre os potenciais -0,75 e -0,95 MPa, o que não aconteceu 

para os demais tempos, em que todos os tratamentos foram estatisticamente 

diferentes entre si. Esses resultados concordam com os dados encontrados por 
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Souza et al. (1996), ao verificarem, em sementes de calopogônio, que, no final 

do período de embebição, os lotes que exibiram maiores proporções de sementes 

intumescidas eram os lotes de menor qualidade fisiológica. Portanto, foram as 

sementes que apresentam maior teor de água. 

 

CLORETO DE POTÁSSIO

y = -6,1674x + 46,277
R2 = 0,8616

y = -4,9666x + 40,968
R2 = 0,9582

y = -5,2868x + 39,106
R2 = 0,9637

y = -5,9839x + 35,516
R2 = 0,9709

30

40

50

60

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Tempo (h)

U
m

id
ad

e 
(%

)  
   

   

-0,55
-0,75
-0,95
-1,15

 

 
MANITOL

y = -5,6312x + 40,702
R2 = 0,971

y = -6,0051x + 38,762
R2 = 0,9894

y = -6,6616x + 35,372
R2 = 0,9772

y = -6,8231x + 45,307
R2 = 0,9432

30

40

50

60

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Tempo (h)

U
m

id
ad

e 
(%

)  
 

-0,55
-0,75
-0,95
-1,15

 
SACAROSE

y = -5,9294x + 47,223
R2 = 0,83

y = -6,2845x + 39,197
R2 = 0,99

y = -5,9795x + 36,941
R2 = 0,9792

y = -5,4986x + 41,057
R2 = 0,9266

30

40

50

60

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Tempo (h)

 U
m

id
ad

e 
(%

)  
 

-0,55
-0,75
-0,95
-1,15

 
FIGURA 1 Análise de regressão para teor de água médio nas sementes de feijão após 

o pré-condicionamento osmótico em meio 523 contendo cloreto de 
potássio (KCl), manitol e sacarose, nos diferentes tempos de exposição 
(24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFLA, Lavras, MG, 2007. 
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De acordo com Bradford (1995), a germinação da semente ocorre 

quando ela atinge um valor crítico de umidade alcançado em função do potencial 

hídrico do ambiente e do período de hidratação das sementes. Shioga (1990) 

relata que sementes de feijoeiro necessitam de um mínimo de 48% a 50 % de 

teor de água para que ocorra a germinação. Além disso, observou-se que as 

menores percentagens de teor de água foram encontradas em sementes 

submetidas aos meios contendo restrição hídrica, independente do substrato, 

quando comparadas com a testemunha. Sementes da testemunha apresentaram 

maiores percentagens de teor de água, concordando com os resultados obtidos 

por Bradford (1986). 

 

5.3.3 Teste de germinação das sementes 

Após o pré-condicionamento nos diferentes substratos e potenciais 

hídricos, sementes de feijão que não apresentaram protrusão radicular foram 

submetidas ao teste de germinação em rolo de papel. Todos os três substratos 

testados nesse ensaio, independente do potencial hídrico, demonstraram ser 

estatisticamente superiores à testemunha, na qual foi observada redução na 

germinação das sementes à medida que se aumentou o tempo de exposição 

(Tabela 6), apresentando germinação em torno de 50%, às 120 horas de 

exposição das mesmas.  

Para o tempo de 24 horas, os substratos contendo cloreto de potássio e 

manitol se comportaram de maneira semelhante nos potenciais hídricos de -0,75 

e -0,95 MPa não diferirndo estatisticamente entre si. Os valores de germinação 

das sementes desses tratamentos foram de 92% e 91%, 92% e 92%, 

respectivamente. Para o substrato composto por sacarose não houve diferença 

estatística na germinação das sementes submetidas aos potencias -0,75 e -0,95 

MPa, em nenhum dos tempos. O potencial de -1,15 MPa, em todos os tempos e 
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substratos, demonstrou ser, dentre os potenciais testados, o que mais reduziu a 

germinação (Figura 2).  

 

TABELA 6 Germinação média das sementes de feijão após o pré-
condicionamento osmótico em meio 523 contendo cloreto de 
potássio (KCl), manitol e sacarose, nos diferentes tempos de 
exposição (24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFLA, Lavras, MG, 
2007.   

Tempo Substrato Ψ (MPa) 
24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 

Meio 523 -0,55 91 a1 70 d 61 d 58 d 51 d 
Meio 523+KCl -0,75 92 a 82 b 73 b 70 b 68 b 
Meio 523+KCl -0,95 91 a 84 a 75 a 73 a 70 a 
Meio 523+KCl -1,15 88 b 80 c 71 c 68 c 65 c 
Meio 523+Man -0,75 92 a 86 b 79 b 69 b 65 b 
Meio 523+Man -0,95 92 a 88 a 85 a 82 a 77 a 
Meio 523+Man -1,15 80 b 74 c 65 c 65 c 60 c 
Meio 523+Sac -0,75 91 a 85 a 77 a 74 a 70 a 
Meio 523+Sac -0,95 91 a 85 a 78 a 75 a 70 a 
Meio 523+Sac -1,15 79 b 71 b 65 b 63 b 58 b 

1Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, 
pelo teste de Duncan. 

 

Em estudos com sementes de soja, Braccini et al. (1996) constataram 

que potenciais hídricos mais negativos, induzidos por soluções osmóticas de 

NaCl e manitol reduziram a germinação de sementes. Os mesmos resultados 

foram descritos no trabalho de Moraes & Menezes (2003), no qual a germinação 

das sementes de soja foi reduzida acentuadamente com a diminuição dos 

potenciais osmóticos das soluções contendo NaCl. O excesso dos íons Na+ e Cl- 

tende a causar intumescência protoplasmática, afetando a atividade enzimática, 

ou seja, absorsão de água e, consequentemente, do soluto, resultando na 

produção inadequada de energia e distúrbios na assimilação de nitrogênio 

(Larcher, 1986). De acordo com Delouche (2002), a perda da capacidade de 
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germinação é a conseqüência ou efeito final da deterioração, sendo o último 

atributo da qualidade fisiológica da semente que é perdido. 
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FIGURA 2 Análise de regressão da germinação médias das sementes de feijão após o 

pré-condicionamento osmótico em meio 523 contendo cloreto de potássio 
(KCl), manitol e sacarose, nos diferentes tempos de exposição (24, 48, 72, 
96 e 120 horas). UFLA, Lavras, MG, 2007. 
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A diferença de desempenho observada entre sementes submetidas ou não 

ao pré-condicionamento osmótico em meio agarizado se deve ao fato de que são 

iniciados vários processos como mobilização das reservas, ativação e síntese-de-

novo de várias enzimas, síntese de DNA e RNA, produção de ATP, além de 

reparo de danos no sistema de membranas (Bradford, 1986; McDonald, 1998). 

Além disso, a qualidade fisiológica das sementes após o condicionamento 

osmótico dependerá da quantidade de água absorvida durante esse processo.  

Quanto maior a quantidade de água perdida durante o processo de 

secagem, menores serão os percentuais de germinação, concordando com o 

trabalho de Bewley & Black (1994). Esses autores afirmaram que sementes 

submetidas a elevados percentuais de perdas de água podem provocar 

rompimento de membranas, comprometendo, dessa forma, o processo de 

germinação e reduzindo o vigor das mesmas. Além disso, o tempo de exposição 

nos substratos também pode afetar a germinação e o vigor.  

Portanto, é importante que, nos trabalhos que envolvam a inoculação 

artificial de sementes, os tratamentos proporcionem baixa germinação durante o 

processo de inoculação, por meio do pré-condicionamento fisiológico em meio 

agarizado e que, após esse processo, a semente esteja fisiologicamente viável e 

associada ao patógeno. 

 

5.3.4 Sistemas enzimáticos das sementes 

A qualidade fisiológica das sementes após o condicionamento osmótico 

foi acompanhada pelas alterações nos padrões isoenzimáticos específicos, 

empregando-se a técnica de eletroforese. A atividade da enzima esterase, para 

alguns tratamentos, não foi alterada, pois não houve mudança no padrão de 

bandas, nem nas sementes das testemunhas e nas sementes submetidas ao 

condicionamento fisiológico (FIGURAS 3A e 3B). Para outros, como meio 

523+manitol -0,75MPa a 120 horas, meio 523 (testemunha, semente 
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condicionada osmoticamente) a 24 e 120 horas e meio 523+sacarose 0,75MPa a 

24 horas (Figura 3C), meio 523+sacarose 0,95MPa nos tempos de 24 e 120 

horas e meio 523+sacarose 1,15MPa nos tempos de 24 e 120 horas (Figura 3D), 

houve aumento na atividade dessa enzima.  

 

 
FIGURA 3A Zimograma referente atividade da enzima esterase em sementes de feijão 

(1,2) *Testemunha A e B, (3,4) meio 523 24h A e B, (5,6) meio 
523+KCl 0,75MPa 24h A e B, (7,8) meio 523+KCl 0,95MPa 24h A e B, 
(9,10) meio 523+KCl 1,15MPa 24h A e B, (11,12) meio 523 120 h A e 
B. 

 
FIGURA 3B (13,14) meio 523+KCl 0,75MPa 120h A e B, (15,16) meio 523+KCl 

0,95MPa 120h A e B, (17,18) meio 523+KCl 1,15 MPa 120h A e B, 
(19,20) meio 523 24h A e B, (21,22) meio 523+man 0,75MPa 24h A e 
B, (23,24) meio 523+man 0,95MPa 24h A e B, (25,26) meio 523+man 
1,15MPa 24h A e B. 

 
FIGURA 3C (27,28) meio 523 120h A e B*, (29,30) meio 523+man 0,75MPa 120h A 

e B*, (31,32) meio 523+man 0,95MPa 120h A e B, (33,34) meio 
523+man 1,15 120 h A e B, (35,36) meio 523 24h A e B*, (37,38) meio 
523+sac 0,75MPa 24 h A e B*. 

  
FIGURA 3D (39,40) meio 523+sac 0,95MPa 24h A e B*, (41,42) meio 523+sac 

1,15MPa 24h A e B*, (43,44) meio 523 120h A e B, (45,46) meio 
523+sac 0,75MPa 120h A e B, (47,48) meio 523+sac 0,95MPa 120h A 
e B*, (49,50) meio 523+sac 1,15MPa 120h A e B* 

1    2     3    4     5     6     7     8      9    10   11  12 

 

13 14  15 16  17  18  19  20  21 22  23 24 25 26 

 

27  28  29   30   31  32   33   34   35   36  37  38 

 

39  40  41  42   43    44   45  46   47   48  49  50  

 

* Sementes sem condicionamento osmótico; 
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Esses resultados concordam com os encontrados por Padilha et al. 

(2001), que verificaram alteração no padrão de bandas para os estresses mais 

drásticos em sementes de milho e por Bock (1999), que verificam aumento no 

número de bandas desta enzima em sementes de soja.  

A maior atividade dessa enzima na semente está relacionada com a 

maior peroxidação de lipídios de membrana, causando um aumento na 

permeabilidade das membranas. O aumento na sua atividade evidencia a 

ocorrência de eventos deteriorativos, que podem contribuir para a redução na 

germinação de sementes à medida que são aumentados os níveis de fatores 

adversos de temperatura e do teor de água das sementes. 

Relacionando a atividade dessa enzima com a germinação e o teor de 

água nas sementes, de maneira geral, houve redução da germinação e aumento 

do teor de água, à medida que se aumentou o potencial hídrico e o tempo de 

exposição das sementes aos meios osmoticamente modificados (Santos et al., 

2004). Estudos realizados por Silva (1997), Vieira (1996) e Brandão-Júnior 

(1996) mostraram alterações dos padrões de proteínas e enzimas em razão de 

fatores, como a presença de microrganismos e o nível de deterioração.  

A enzima catalase, independente do restritor hídrico (KCl, manitol e 

Sacarose) e do potencial hídrico (-0,75, -0,95 e -1,15 MPa), apresentou maior 

atividade no tempo de 120 horas de exposição das sementes, ao contrário do que 

se observou para os os demais tratamentos (Figura 4A, 4B, 4C). Os dados 

obtidos neste trabalho concordam com os de Bailly et al. (2000) que, ao analisar 

sementes de girassol, observaram associação do condicionamento osmótico à 

maior atividade da catalase, tendo a germinação das sementes sido reduzida com 

o aumento da atividade dessa enzima, sugerindo que ela não foi capaz de realizar 

a desintoxicação de O2
- e H2O2 (Basavarajappa et al., 1991; Jeng & Sung, 1994; 

McDonald, 1999; Bailly et al., 2002). 
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FIGURA 4A Zimograma referente à atividade da enzima catalase em sementes de 

feijão (1) *Testemunha, (2) meio 523 24h, (3) meio 523+KCl 0,75MPa 
24h, (4) meio 523+KCl 0,95MPa 24h, (5) meio 523+KCl 1,15MPa 24h, 
(6) meio 523 120h, (7) meio 523+KCl 0,75MPa 120h*, (8) meio 523+KCl 
0,95MPa 120h*, (9) meio 523+KCl 1,15MPa 120h*. 

 
FIGURA 4B (10) *Testemunha, (11) meio 523 24h, (12) meio 523+man 0,75MPa 

24h, (13) meio 523+man 0,95MPa 24h, (14) meio 523+man 1,15MPa 24h, 
(15) meio 523 120h, (16) meio 523+man 0,75MPa 120h*, (17) meio 
523+man 0,95MPa 120h* e (18) meio 523+man 1,15MPa 120h*. 

 
FIGURA 4C (19) *Testemunha, (20) meio 523 24h, (21) meio 523+sac 0,75MPa 24h, 

(22) meio 523+sac 0,95MPa 24h, (23) meio 523+sac 1,15MPa 24h, (24) 
meio 523 120h, (25) meio 523+sac 0,75MPa 120h*, (26) meio 523+sac 
0,95MPa 120h* e (27) meio 523+sac 1,15MPa 120h*. 
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Por outro lado, existem trabalhos demostrando redução na atividade da 

catalase em sementes em deterioração, sendo que esse decréscimo diminui o 

suprimento nutricional para a semente em germinação (Smith & Berjak, 1995). 

Drochioiu et al., (1993) verificaram que alta umidade relativa, temperatura 

elevada e aumento do tempo de envelhecimento reduziram a atividade da 

catalase. Alguns autores (Puntaralo & Boveris, 1990; Sung & Chiu, 1995) 

correlacionaram a queda na viabilidade de sementes envelhecidas natural ou 

artificialmente com alterações nas atividades das enzimas do sistema 

antioxidante. Em alguns trabalhos, os autores correlacionaram alterações em 

padrões eletroforéticos de enzimas e deterioração de sementes. Constatou-se 

que, na maioria deles, ocorreu decréscimo nas atividades dessas enzimas, 
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concomitante ao envelhecimento, confirmando a ineficiência do sistema de 

proteção antioxidante das sementes como causa de perda de vigor.  

Observou-se, na maioria dos tratamentos, maior atividade da enzima 

álcool desidrogenase (ADH) nos restritores hídricos KCl (Figura 5A) e sacarose  

(Figura 5C), ao contrário do observado para o restritor manitol (Figura 5B). Isso, 

provavelmente, ocorreu em função de uma restrição de oxigênio por esses 

solutos e a conseqüente redução na qualidade fisiológica das sementes.  

 

 
FIGURA 5A Zimograma referente à atividade da enzima álcool desidrogenase em 

sementes de feijão (1) *Testemunha, (2) meio 523 24h*, (3) meio 
523+KCl 0,75MPa 24h*, (4) meio 523+KCl 0,95MPa 24h*, (5) meio 
523+KCl 1,15MPa 24h*, (6) meio 523 120h*, (7) meio 523+KCl 
0,75MPa 120h*, (8) meio 523+KCl 0,95MPa 120h* e (9) meio 
523+KCl 1,15MPa 120h*.  

 
FIGURA 5B (10) *Testemunha, (11) meio 523 24h, (12) meio 523+man 0,75MPa 

24h, (13) meio 523+man 0,95MPa 24h, (14) meio 523+man 1,15MPa 
24h, (15) meio 523 120h, (16) meio 523+man 0,75MPa 120h, (17) 
meio 523+man 0,95MPa 120h e (18) meio 523+man 1,15MPa 120h. 

 
FIGURA 5C (19) *Testemunha, (20) meio 523 24h*, (21) meio 523+sac 0,75MPa 

24h*, (22) meio 523+sac 0,95MPa 24h*, (23) meio 523+sac 1,15MPa 
24h*, (24) meio 523 120h*, (25) meio 523+sac 0,75MPa 120h*, (26) 
meio 523+sac 0,95MPa 120h* e (27) meio 523+sac 1,15MPa 120h*. 
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É provável que essa maior atividade da enzima esteja associada ao 

acúmulo de produtos tóxicos formados pela rota anaeróbia, como acetaldeído 
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que, possivelmente, foi ativada em função dos maiores tempos em que as 

sementes ficaram submersas. Nesse sentido, Alves et al. (1997) destacam que os 

produtos finais da fermentação (acetaldeído, etanol e ácido lático) são 

fitotóxicos, acumulam-se rapidamente e provocam distúrbios na organização 

celular, podendo levar a célula à morte, além de solubilizar lipídios das 

membranas citoplasmáticas e das organelas pela ação do etanol. Ainda segundo 

esses autores, a anoxia causa grande aceleração no consumo de glicose, 

diminuindo drasticamente a sua disponibilidade para a célula. Em condições 

anaeróbias, para a célula produzir a mesma quantidade de energia (ATP) do que 

em condições aeróbicas, há necessidade de aumentar o consumo de glicose, pois 

a produção de ATP por molécula de glicose metabolizada é baixa (2 ATP/mol 

de glicose). 

Durante o condicionamento fisiológico, injúrias devido à anoxia, ou seja, 

diminuições da oxigenação nas sementes, podem ocorrer, prejudicando a 

qualidade das sementes. Nas situações em que o suprimento de oxigênio é 

deficiente ou a sua absorção é dificultada devido à maior concentração de soluto 

osmótico, a respiração anaeróbia toma lugar e a enzima ADH passa a apresentar 

maior atividade. Essa enzima atua no metabolismo anaeróbio de plantas, 

reduzindo o acetaldeído a etanol (Vantoai et al., 1987). Essa atividade da ADH 

pode ainda resultar em um suprimento adequado de ATP, via fermentação 

alcoólica. Dessa maneira, a via fermentativa torna-se fundamental para a 

manutenção da viabilidade da semente nessas condições (Alves et al., 1997).  

Camargo (1998) observou aumento na intensidade de bandas dessa 

enzima com a elevação das concentrações de PEG 6000, as quais 

correlacionaram-se com os piores desempenhos das sementes. De modo 

contrário, o autor encontrou diminuição na atividade da malato desidrogenase 

(MDH), enzima envolvida na rota aeróbia da respiração, comprovando a 

anaerobiose ocorrida com o aumento da concentração osmótica. Pertel (2001) e 
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Lima (2001), trabalhando com café, também utilizaram as enzimas da rota 

anaeróbia (ADH) e aeróbia (MDH e IDH- isocitrato desidrogenase), para inferir 

sobre a eficiência dos tratamentos de condicionamento fisiológico e sobre a 

qualidade das sementes.  

A enzima malato deseigrogenase (MDH) não apresentou aumento na 

atividade em nenhum dos tratamentos (Figura 6A, 6B e 6C). O aumento no 

número e ou intensidade de coloração de bandas dessa enzima em sementes 

submetidas a períodos mais longos de condicionamento osmótico ocorre em 

função do aumento na respiração das sementes, uma vez que enzimas envolvidas 

na respiração podem ser ativadas em sementes de qualidade reduzida (Shatters et 

al., 1994). Esses relatos concordam com Vieira (1996) que afirma que enzimas 

envolvidas na respiração podem apresentar alta atividade em sementes de 

qualidade reduzida e ser um possível marcador molecular para deterioração. 

Portanto, para essa enzima, nenhum dos tratamentos comprometeu seriamente a 

qualidade fisiológica das sementes. 

A MDH atua com a fosfoenolpiruvato carboxilase, para a redução de 

oxaloacetato a malato, utilizando NAD como doador ou receptor de elétrons 

nessa reação, tendo uma importante função no Ciclo de Krebs para a produção 

de NADH. As mitocôndrias constituem o centro da respiração, por isso fica 

evidente a importância dos efeitos da deterioração sobre o desempenho 

germinativo das sementes quando são consideradas as modificações ocorridas 

nessa organela. Conforme Salinas et al. (1998), as mitocôndrias dos eixos 

embrionários são responsáveis pelo fornecimento da energia usada no 

alongamento dos eixos raiz/caule e, se a taxa respiratória diminui nos eixos, a 

emergência e o crescimento das plântulas também diminuirão. 
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FIGURA 6A Zimograma referente à atividade da enzima malato desidrogenase (1) 

*Testemunha, (2) meio 523 24h, (3) meio 523+KCl 0,75MPa 24h, (4) 
meio 523+KCl 0,95MPa 24h, (5) meio 523+KCl 1,15MPa 24h, (6) 
meio 523 120h, (7) meio 523+KCl 0,75MPa 120h, (8) meio 523+KCl 
0,95 120h e (9) meio 523+KCl 1,15MPa 120 h. 
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gura 7B) e sacarose (Figura 7C), houve aumento de 

iais hídricos (-0,75, -0,95 e -1,15 MPa) no tempo de 
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 de peróxido e a diminuição da sua atividade pode tornar a 
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rana, o que provoca a degeneração de suas membranas e 

rminação e vigor das sementes.  
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FIGURA 7A Zimograma referente à atividade da enzima peroxidase em sementes de 

feijão (1) *Testemunha, (2) meio 523 24h, (3) meio 523+KCl 0,75MPa 
24h, (4) meio 523+KCl 0,95MPa 24h, (5) meio 523+KCl 1,15MPa 24h, 
(6) meio 523 120h, (7) meio 523+KCl 0,75MPa 120h, (8) meio 
523+KCl 0,95MPa 120h e (9) meio 523+KCl 1,15MPa 120h. 

 
FIGURA 7B (10) *Testemunha, (11) meio 523 24h, (12) meio 523+man 0,75 24h, 

(13) meio 523+man 0,95MPa 24h, (14) meio 523+man 1,15MPa 24h, 
(15) meio 523 120h, (16) meio 523+man 0,75MPa 120h*, (17) meio 
523+man 0,95MPa 120h* e (18) meio 523+man 1,15MPa 120h*. 
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nto da atividade de peroxidase está associado às sementes 
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 o potencial de restrição hídrica, a germinação foi reduzida 

da enzima aumentada. Constatou-se que, na maioria deles, 

 nas atividades dessas enzimas, concomitante ao 

irmando a ineficiência do sistema de proteção antioxidante 

ausa de perda de vigor (Faria et al., 2003). Com a menor 

a peroxidase em sementes, pode-se esperar maior 

tos de O2 e de radicais livres, o que parece interferir nos 
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valores de germinação e de vigor das sementes submetidas aos referidos 

tratamentos. 
 

5.4 Segunda etapa: crescimento de isolados de Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em substrato agarizado com restrição 

hídrica 

5.4.1 Crescimento de colônias de Cff em meio 523 com diferentes potenciais 

hídricos 

Com relação às características morfológicas, foi possível verificar que 

em todos os substratos, independente do potencial hídrico, a morfologia típica 

das colônias de Cff foi mantida. As colônias apresentavam formato circular, 

bordos lisos, aspecto brilhante, levemente convexo, com coloração variando de 

amarela a laranja, conforme as características descritas para o gênero (Romeiro, 

2000). Segundo Alam et al. (1996), a cor típica das colônias de alguns patógenos 

pode ou não ser influenciada pelos solutos osmóticos nos diferentes potenciais 

hídricos, concordando com os resultados obtidos nesse ensaio, em que a cor 

original de cada isolado de Cff não foi alterada.  

Quanto ao tamanho das colônias, observou-se relação entre diâmetro da 

colônia e potenciais hídricos, ou seja, à medida que se diminuiu o potencial 

hídrico do substrato, o diâmetro das colônias também diminuiu. Esse mesmo 

comportamento foi verificado por Kobayasti (2002) com a bactéria 

Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli, que apresentou redução no tamanho da 

colônia, provavelmente devido ao potencial hídrico do meio e à alta 

concentração de manitol, uma vez que este patógeno não utiliza manitol como 

fonte de carbono, assim com para a maioria dos patógenos (Halfeld-Vieira & 

Souza, 2000).  

Para número de colônias, não houve diferença estatística entre os quatro 

isolados nos diferentes substratos e potencial hídricos (Tabela 7). Esses dados 
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concordam com aqueles encontrados por Barbosa (2007), em seu estudo de 

inoculação artificial de sementes de algodão com a bactéria Xanthomonas 

axonopodis pv. malvacearum. 

 

TABELA 7 Número médio das colônias de Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens com 72 horas de idade em meio 523 contendo 
cloreto de potássio, manitol e sacarose, nos diferentes potenciais 
hídricos (-0,55, -0,75, -0,95 e -1,15 MPa). UFLA, Lavras, MG, 
2007.   

Isolados Substrato Ψ (MPa) 
CffDF CffPR CffSC CffSP 

Meio 523 -0,55 55,87 a1 56,33 a 67,18 a 60,37 a 
Meio 523+KCl -0,75 55,33 a 55,87 a 65,43 a 60,59 a 
Meio 523+KCl -0,95 54,45 a 55,45 a 66,93 a 59,40 a 
Meio 523+KCl -1,15 55,11 a 54,67 a 65,23 a 59,18 a 
Meio 523+Man -0,75 54,75 a 54,56 a 64,18 a 61,12 a 
Meio 523+Man -0,95 55,93 a 56,00 a 67,12 a 58,98 a 
Meio 523+Man -1,15 56,72 a 56,25 a 65,00 a 60,18 a 
Meio 523+Sac -0,75 54,22 a 57,11 a 65,32 a 60,98 a 
Meio 523+Sac -0,95 54,45 a 56,23 a 64,99 a 57,12 a 
Meio 523+Sac -1,15 53,98 a 55,12 a 64,43 a 59,83 a 

1Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, 
pelo teste de Duncan. 

 

Por outro lado, em alguns trabalhos, foi observada diferença no 

crescimento de patógenos em meios agarizados com restritores. Sommers et al. 

(1970), trabalhando com o fungo Phytophothora megasperma e Alam et al. 

(1996), com os fungos Botritys cinerea e Alternaria alternata, observaram que o 

substrato contendo manitol apresentou maior número de colônias quando 

comparado com outros substratos. Esse estímulo deve-se, provavelmente, à 

absorção de solutos e ao melhor ajuste osmótico das células dos patógenos. 

Segundo Duniway (1979), os efeitos combinados da permeabilidade seletiva da 

membrana ou toxidez de solutos, tanto internamente quanto externamente à 

membrana celular, provavelmente respondem, em grande parte, pelo 
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crescimento diferenciado de patógenos em vários solutos osmóticos. O 

crescimento desses patógenos em meios de cultura ajustados osmoticamente 

com diferentes potenciais hídricos é variável para cada espécie. 

O comportamento de fungos com relação ao crescimento em substratos 

com restrição hídrica também é variável. Gao & Shain (1995) constataram maior 

crescimento micelial de Cryphonectria parasitica em meio de cultura ajustado 

osmoticamente com sacarose do que em meios de cultura ajustados com NaCl, 

KCl e NaSO4 em potenciais osmóticos semelhantes. Além da utilização da 

sacarose como fonte adicional de energia pelo fungo, esses autores atribuíram o 

crescimento diferenciado de C. parasitica aos efeitos tóxicos dos sais utilizados, 

principalmente em potenciais osmóticos mais negativos. Alam et al. (1996) 

também constataram os efeitos tóxicos dos sais NaCl, KCl, CaCl2 e Na2SO4, 

utilizados isoladamente ou em mistura, para ajustar o potencial osmótico de 

meios de cultura utilizados no crescimento de Alternaria alternata e Botrytis 

cinerea. Em ambos os estudos, os sais foram tóxicos em potenciais osmóticos 

mais negativos que -1MPa. 

Segundo Machado (2002a), a restrição hídrica em meio BDA, induzida 

pelos solutos manitol e NaCl, reduziu, de modo geral, a frutificação de Fusarium 

spp., Botryodiplodia theobromae, Colletrotrichum gossypii e C. gossypii var. 

cephalosporioides nos potenciais hídricos mais negativos que -0,8 MPa. De 

modo contrário, Coutinho (2000) verificou que, para os principais fungos 

associados às sementes de arroz e feijão, o crescimento micelial não foi afetado 

em meio BDA, nos diferentes substratos contendo KCl, NaCl e manitol, entre 

potenciais de -0,4 a -0,9 MPa. Carvalho (1999) relatou que, para Colletotrichum 

lindemuthianum, a adição de manitol ao meio BDA favoreceu o aumento do 

diâmetro médio das colônias até o potencial de -0,8 MPa e, a partir desse nível, 

ocorreu o decréscimou do diâmetro. 
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Tomando por base os resultados acima descritos quanto ao substrato, o 

meio contendo manitol propiciou baixa germinação das sementes durante o pré-

condicionamento osmótico, boa germinação das sementes pré-condicionadas e 

menor número de fungos e bactérias saprófitas nas placas, explicado pelo fato de 

muitos microrganismos não utilizarem manitol como fonte de carbono ao 

contrário da sacarose, largamente utilizada. O potencial hídrico de -0,95 MPa, 

dentre os vários potenciais hídricos no substrato com manitol, foi o que 

propiciou maior germinação das sementes pré-condicionadas, uma das menores 

absorções de água e os melhores resultados enzimáticos. O isolado de Cff 

escolhido foi o Cff SC (Feij-2928), que apresentou o maior número de colônias 

crescidas nos diferentes substratos e potenciais hídricos, uma vez que não houve 

diferença estatística entre os isolados nos diferentes substratos e potenciais 

hídricos. Esse isolado não teve seu crescimento reduzido pelo uso do manitol e 

apresentou alta virulência quando inoculado em plantas de feijoeiro. Por isso, 

foram escolhidos o substrato meio 523+manitol, no potencial hídrico de -0,95 

MPa e o isolado Cff SC (Feij-2928) para a terceira etapa do trabalho. 

 

5.5 Terceira etapa: uso de condicionamento fisiológico na inoculação de 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão 

5.5.1 Teor de água nas sementes após inoculação artificial 

O teor de água atingido pelas sementes nos diferentes tratamentos variou 

significativamente, em função da presença e da ausência da bactéria Cff. O teor 

de água nas sementes expostas ao tratamento meio 523+manitol sem bactéria foi 

o de maior valor, seguido pelo tratamento meio 523+manitol com bactéria 

(TABELA 8). As sementes expostas às colônias da bactéria atingiram menor 

teor de água em todos os tempos, quando comparadas às sementes não 

inoculadas. Essa diferença, provavelmente, ocorreu devido à presença das 

colônias da bactéria em atividade que, pelo metabolismo dos açúcares presentes 
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no substrato, pode ter acarretado aumento do potencial hídrico do ambiente de 

hidratação das sementes, proporcionando maior disponibilidade de água para a 

germinação das mesmas (Carvalho, 1999). As sementes do meio 523 sem 

restrição hídrica, ou seja, a testemunha, foi estatisticamente superior aos demais 

tratamentos, em todos os tempos, com relação à absorção de água. 
 

TABELA 8 Teor de água médio das sementes de feijão inoculadas 
artificialmente com Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens em meio 523 contendo manitol, no potencial de 
restrição hídrica de -0,95 MPa. UFLA, Lavras, MG, 2007.   

Tratamentos 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 
Meio 523  46 a1 49 a 58 a 55 a 57 a 
Meio 523 + manitol 39 c 44 c 46 c 48 c 49 c 
Meio 523 + manitol + Cff 42 b 46 b 49 b 51 b 53 b 

1Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, 
pelo teste de Duncan. 

 

O potencial hídrico de um substrato é um fator importante no 

desenvolvimento de fungos fitopatogênicos em geral. Dessa forma, o teor de 

água das sementes é um fator que pode condicionar a ação de um fitopatógeno 

por ocasião do processo de inoculação, podendo comprometer a viabilidade e a 

ação de uma bactéria fitopatogênica. 

 

5.5.2 Teste de germinação das sementes após inoculação artificial 

De acordo com a análise estatística, os tratamentos composto pelo meio 

523, meio 523+manitol e Cff e meio 523+manitol diferiram estatisticamente 

entre si quanto à germinação das sementes de feijão. Sementes submetidas ao 

meio 523+manitol sem bactéria apresentaram maior percentagem de germinação 

em todos os tempos, comparadas àquelas submetidas ao meio 523+manitol e ao 

meio 523 sem restrição hídrica (Tabela 9). Com relação ao tratamento meio 

523+manitol e bactéria, houve redução na percentagem de germinação, 

comparado ao meio 523+manitol e sem bactéria. A germinação das sementes 
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diminuiu à medida que aumentou o tempo de permanência sobre o substrato, 

independente do tratamento. Porém, a redução da germinação não foi drástica, 

evidenciando, dessa forma, que a presença da referida bactéria não afetou a 

viabilidade da semente, possibilitando sua secagem e aproveitamento em estudos 

posteriores. 

 

TABELA 9 Germinação média das sementes de feijão inoculadas 
artificialmente com Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens em meio 523 + manitol -0,95 MPa. UFLA, 
Lavras, MG, 2007.   

Tratamentos 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 
Meio 523  42 c1 40 c 36 c 32 c 28 c 
Meio 523 + manitol 91 a 88 a 84 a 81 a 74 a 
Meio 523 + manitol + Cff 81 b 77 b 73 b 59 b 51 b 

1Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, 
pelo teste de Duncan. 

 

Segundo Vieira & Sartorato (1984), sementes de feijão portadoras de X. 

axonopodis pv. phaseoli, quando são colocadas para germinar, podem ter o 

meristema apical das plântulas destruído, acarretando-lhes a morte ou dando 

origem a plantas doentes, as quais produzirão poucas vagens, porém, com 

sementes viáveis. Weller & Saettler (1980) relataram que sementes severamente 

atacadas por essa mesma bactéria apresentaram taxas reduzidas de germinação e 

produziram plântulas deformadas. Valarini & Menten (1991), utilizando 

sementes inoculadas artificialmente, constataram redução no poder germinativo 

das sementes, concordando com os resultados obtidos neste estudo com a 

bactéria Cff. 
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5.5.3 Quantificação e localização do inóculo na semente nos diferentes 

tempos de exposição após inoculação artificial 

Os extratos obtidos de sementes expostas por 24 horas ao inóculo e 

desinfestadas superficialmente com NaOCl em substrato contendo manitol a        

-0,95 MPa (Tabela 10) resultaram em 50% de sementes infectadas, tendo o 

tempo de 48 horas sido suficiente para obter 100% de sementes infectadas por 

Cff. Resultados similares foram obtidos por Valarini & Menten (1991), em que 

suspensões de sementes de feijão previamente inoculadas artificialmente com X. 

axonopodis pv. phaseoli e desinfestadas foram inoculadas em plantas com 8 dias 

de idade por  incisão com tesoura. Observou-se que a suspensão de sementes 

expostas por 24 horas ao inóculo de Xap resultou em 60% de sementes 

infectadas e, após 36 horas, 100% das sementes estavam infectadas. Segundo os 

autores, as fitobactérias podem localizar-se tanto externamente quanto 

internamente às sementes, constituindo importantes fontes de inóculo. 

 

TABELA 10 Número e localização de colônias de Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão, 
inoculadas artificialmente, nos diferentes tempos de exposição  
de 24, 48, 72, 96 e 120 horas. UFLA, Lavras, MG, 2007.   

Períodos de exposição Interna1 

(%)
Número de 

colônias 
Interna + 

externa2 (%) 

Número 
de 

colônias 

24 horas 50 b3    35 b 100 a 50 b 
48 horas 100 a 61 a 100 a 75 a 
72 horas 100 a 68 a 100 a 77 a 
96 horas 100 a 68 a 100 a 77 a 
120 horas 100 a 68 a 100 a 78 a 

1Com desinfestação superficial; 2Sem desinfestação superficial; 3Médias seguidas de mesma letra 
não diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. 
 

Segundo Valarini & Menten (1991), a técnica de inoculação por contato 

direto da semente com o patógeno em meio de cultura sem condicionamento 

fisiológico, permitiu em 48 horas de contato, obtenção de 100% de sementes 
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infestadas e infectadas, formas de associação mais comuns em sementes que 

transportam naturalmente patógenos. Além disso, outros autores obtiveram 

sucesso utilizando essa mesma técnica em sementes de algodão e Colletotrichum 

gossypii var. cephalosporioides (Tanaka et al., 1989) e em feijão com Alternaria 

sp. (Rolim et al., 1990). 

Portanto, a técnica de inoculação por contato direto da semente com o 

patógeno em meio de cultura com restrição hídrica, além de possibilitar a 

ocorrência de sintomas nas plântulas, é eficiente, prática e de fácil execução para 

estudos relacionados à transmissão de Cff pelas sementes, resistência de 

hospedeiros, controle e importância epidemiológica, visando obtenção de 

padrões de tolerância, assim como a determinação da sensibilidade de métodos 

de detecção desse patógeno em sementes.  

 

5.5.4 Emergência de plântulas e incidência de plantas doentes originadas de 

inoculação artificial 

A percentagem de emergência de plântulas oriundas de sementes 

inoculadas com Cff pela técnica de condicionamento fisiológico utilizando 

solutos, como o manitol, foi sempre menor, se comparado à testemunha (Tabela 

11). Neste ensaio, a restrição hídrica no substrato com manitol proporcionou 

menor vigor às sementes. A menor percentagem de emergência, verificada aos 7 

dias foi da testemunha, meio 523, a 120 horas de exposição, seguida pelo tempo 

de 24 horas de exposição, apresentando de 26% e 34% de sementes emergidas, 

respectivamente. Aos 21 dias após emergência, houve a recuperação da 

testemunha, que apresentou maior percentagem de emergência, com valor de 

97%.  

Para o tratamento meio 523+manitol com bactéria, a partir de 72 horas 

de exposição, observou-se a diminuição da emergência de plântulas com o 

aumento do período de exposição. As avaliações aos 7 e 21 dias após 
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emergência tiveram o mesmo comportamento, tendo, no tempo de 24 horas, sido 

observada maior percentagem de emergência, com valores de 28% e 86%, 

seguido pelo tempo de 48 horas, com valores de 20% e 78%, respectivamente. O 

tempo de 120 horas propiciou a menor percentagem de emergência de plântula, 

sendo estatisticamente inferior aos demais valores obserados nos tempos de 

exposição. 

 

TABELA 11 Valores médios de emergência de plântulas de feijão provenientes 
de sementes inoculadas artificialmente com Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, nos diferentes tempos de 
exposição (24, 48, 72, 96 e 120 horas). UFLA, Lavras, MG, 
2007.   

Tratamentos Dap1 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 
Meio 523 7 34 aB2 48 aA 46 aA 46 aA 26 aC 
Meio 523+man+Cff 7 28 bA 20 bB 8 bD 14 bC 18 bC 
Meio 523 21 97 aA 96 aA 91 aB 90 aB 80 aC 
Meio 523+man+Cff 21 86 bA 78 bB 64 bD 70 bC 62 bD 

1Dap: dias após o plantio; 2Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na linha e minúscula na 
coluna não diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan. 

 

Esses resultados reforçam aqueles obtidos no teste de germinação das 

sementes após o condicionamento osmótico, no qual a incubação das sementes 

de feijoeiro por maiores tempos de exposição, em substrato agarizado, tanto na 

presença como na ausência de Cff, acelera o processo de deterioração das 

sementes, prejudicando o posterior desempenho das mesmas, ou seja, a sua 

qualidade fisiológica. Resultados semelhantes foram obtidos por Carvalho 

(1999), em que períodos de 30, 72 e 120 horas de exposição das sementes ao 

fungo C. lindemuthianum em BDA+manitol não afetaram a emergência das 

plântulas, ao passo que em 168 horas de exposição houve redução nos valores de 

emergência de plântulas. 
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6 CONCLUSÕES  

 

O meio 523+manitol, no potencial hídrico de -0,95 MPa, no tempo de 48 

horas, foi eficiente para a inoculação artificial de sementes de feijão com 

Curtobacterium flaccumfaciens pv.  flaccumfaciens. 

 

A técnica de inoculação por contato direto da semente com o patógeno 

em meio de cultura com restrição hídrica é eficiente em associar a bactéria com 

a semente, não comprometendo a sua qualidade fisiológica. 
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1 RESUMO 

 
Deuner, Carolina Cardoso. Otimização da técnica de PCR para a detecção de 
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão. In: 
______. Inoculação artificial e detecção de Curtobacterium flaccumfaciens 
pv. flaccumfaciens em sementes de feijão. 2007. Cap.3. p.99-118. Tese 
(Doutorado em Fitopatologia) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

 

O objetivo deste trabalho foi otimizar uma técnica para detecção de Cff em 
sementes de feijão, empregando-se PCR. Dois pares de primers descritos na 
literatura para a detecção dessa bactéria foram comparados: CF4-CF5, 
desenvolvido a partir de biblioteca cromossomal e construído em plamídeo e 
CffFOR2-REV4, desenhado a partir do fragmento amplificado via PCR baseado 
na seqüência repetitiva (Rep-PCR). O par de primers CffFOR2-REV4 foi 
selecionado neste estudo por demonstrar maior repetibilidade e eficiência na 
detecção dos isolados de Cff em sementes de feijoeiro. Avaliaram-se também 
quatro métodos de preparação dos extratos de sementes de feijão para a obtenção 
de Cff por meio da PCR: 1) extrato bruto de sementes; 2) extrato concentrado 
por filtração em membrana milipore (0,22Mu de diâmetro) e ressuspensão em 
água; 3) extrato concentrado por centrifugação a 8.000 rpm por 15 minutos e 4) 
Bio-PCR. Dentre esse métodos, tanto a Bio-PCR quanto a concentração do 
extrato por centrifugação, seja no volume de 20 ou de 80 mL, amplificaram o 
segmento de DNA de 306 pb, característico de Cff. Essas duas técnicas, além de 
detectar a bactéria, apresentam alta sensibilidade, detectando até uma semente 
contaminada artificialmente com Cff em meio com restrição hídrica em 999 
sementes sadias. Portanto, foi possível otimizar uma técnica para a detecção de 
Cff rápida, sensível, confiável e de fácil execução, que poderá vir a ser utilizada 
rotineiramente em laboratórios de análises de sementes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Comitê Orientador: Ricardo Magela de Souza – UFLA (Orientador), Antonia 
dos Reis Figueira – UFLA e José da Cruz Machado – UFLA. 
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2 ABSTRACT 
 
Deuner, Carolina Cardoso. Optimizing PCR technique to detect Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens in bean seeds. In: ______. Artificial 
inoculation and detection of Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens in bean seeds. 2007. Chap.3, p.99-118. Thesis (Doctorate in 
Plant Pathology) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

 

The objective of this work was to optimize a technique to detect Cff in bean 
seeds using PCR. Two pairs of primers described in the literature for the 
detection of this bacterium were compared: CF4-CF5, developed from the 
chromossomal library and built in a plasmid and CffFOR2-REV4, designed from 
an PCR amplified fragment of the conserved repetitive sequence (Rep-PCR). 
The primer pair CffFOR2-REV4 was selected in this study, because 
demonstrated higher reproducibility and efficacy in the detection of Cff strains in 
bean seeds. Four methods were also evaluated in the seed extract preparation for 
PCR: 1) rough seed extract; 2) millipore membrane filter (0.22Mu diameter) 
concentrated seed extract and subsequently ressuspended in water; 3) centrifuge 
concentrated seed extract (8,000 RPM for 15 minutes; 4) Bio-PCR. Among 
those methods, either Bio-PCR or centrifuge concentrated extract, in a total 20 
or 80 mL suspension volume, produced a 306bp DNA fragment, diagnostic for 
Cff. Those two techniques detected the bacterium and presented high sensitivity, 
detecting up to 1 Cff physiological conditioning artificially contaminated seed in 
a total 999 healthy ones. Therefore, a technique for Cff detection could be 
optimized resulting in a rapid, sensitive, reliable and easy-to-perform techinique 
recommended for routine use in seed laboratory analysis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza – UFLA (Major Professor), 
Antonia dos Reis Figueira – UFLA e José da Cruz Machado – UFLA. 
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3 INTRODUÇÃO 
 

As sementes constituem um meio ideal de sobrevivência de fitobactérias, 

as quais podem permanecer viáveis em seu interior por vários anos (Basu & 

Wallen, 1966; Schuster & Sayre, 1967) e serem disseminadas, de forma 

eficiente, a longas distâncias, podendo ser introduzidas em áreas onde a 

enfermidade não existe (Watson, 1970) ou servir como fonte de inóculo inicial 

para o progresso de epidemias sob condições de campo (Neergaard, 1979).  

O uso de sementes livres do patógeno é uma das estratégias mais 

eficientes de controle da murcha-de-curtobacterium em feijão, porém, esse 

processo é dependente da confiabilidade dos métodos empregados para a sua 

detecção.  

Atualmente, existe a necessidade de se desenvolver métodos rápidos e 

precisos para a detecção de fitobactérias em sementes. Para Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, existem poucos métodos descritos na 

literatura. Os mais adotados atualmente são: exame visual, isolamento direto, 

testes de aglutinação e imunofluorescência, avaliação da patogenicidade em 

plantas hospedeiras (Tegli et al., 2002), plaqueamento de sementes em meio 

seletivo (Behlau & Leite, 2003) e inoculação de plantas de feijoeiro com o 

líquido de maceração de sementes (European and Mediterranean Plant 

Pathology Organization, EPPO, 1994).  

Esses métodos, embora ainda em uso, apresentam vários inconvenientes, 

como, por exemplo, baixa sensibilidade, consumo excessivo de tempo e espaço 

físico, podendo, ainda, ocorrer resultados falso-positivos. Além disso, outras 

características limitam o uso de algumas técnicas, como custo de implantação, 

tempo dispensado para obtenção dos resultados, espectro de uso ou dificuldade 

para diferenciar isolados em patovares. Além disso, a análise de um grande 

número de sementes requer grande quantidade de materiais e espaço, além de 
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consumir tempo e dinheiro para ser empregada como rotina em laboratórios de 

sanidade de sementes (Sheppard et al., 1989). Portanto, a sensibilidade e a 

rapidez nos resultados são importantes ferramentas na escolha de um método de 

detecção, principalmente para análises de rotinas em laboratórios credenciados 

(Machado, 2002). 

Avanços recentes na biologia molecular estão permitindo o 

desenvolvimento de métodos para a detecção de patógenos em plantas e 

sementes com o objetivo de serem usados como rotina em laboratórios de 

diagnose. Esses métodos têm a característica de serem rápidos, sensíveis e 

específicos, permitindo economia de tempo e dinheiro nas identificações. 

Alguns pesquisadores têm utilizado a técnica de amplificação enzimática 

direcionada por primers de DNA, ou reação da polimerase em cadeia (PCR), 

para a detecção e diagnóstico de algumas fitobactérias.  

Sua aplicação é fundamental para a certificação de sementes e as 

inspeções quarentenárias, em que a sensibilidade é um requisito fundamental e a 

diferenciação dos patógenos é requerida em nível intraespecífico. 

Atualmente existem dois pares de primers para a detecção de Cff: um 

desenvolvido por Guimarães et al. (2001) (CF4-CF5), a partir de biblioteca 

cromossomal, construído em plamídeo, e outro desenhado por Tegli et al. (2002) 

a partir do fragmento amplificado via PCR baseado na seqüência repetitiva 

(Rep-PCR). 

O objetivo deste trabalho foi otimizar a técnica de PCR para a detecção 

de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijão, 

utilizano-se a PCR. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1 Isolados de Cff 

 Foram utilizados neste estudo sete isolados brasileiros de Cff, sendo um 

isolado proveniente dos estados de Goiás, Paraná, Santa Catarina, São Paulo e 

Distrito Federal e dois de Minas Gerais, dos municípios de Patrocínio e Unaí 

(Tabela 1). Esses isolados foram preservados em peptona glicerol, a -80ºC (Lazo 

& Gabriel, 1987).  

 

TABELA 1 Origem dos isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. 
flaccumfaciens. UFLA, Lavras, MG, 2007. 

Isolado Origem Doador Ano Código 
Unb-1252 Goiás C.F. Uesugui (UNB) 2005 Cff GO 
Feij-2936 Distrito Federal A.C. Maringoni (Unesp) 2005 Cff DF 
Cff 001 Minas Gerais C.C.Deuner (UFLA) 2005 Cff MGP 
Cff 002 Minas Gerais C.C.Deuner (UFLA) 2005 Cff MGU 
12768 Paraná R.P. Leite Jr. (IAPAR) 2000 Cff PR 
Feij-2928 Santa Catarina A.C. Maringoni (Unesp) 2005 Cff SC 
Feij-2634 São Paulo A.C. Maringoni (Unesp) 2005 Cff SP 

 

4.2 Lotes de sementes inoculadas artificialmente com Cff 

As sementes de feijão foram inoculadas artificialmente com Cff, 

conforme descrito no item 5.4 do capítulo 2. 

 As amostras analisadas consistiram de 1.000 sementes. Foram aplicados 

3 tratamentos, sendo o primeiro composto de 1.000 sementes sadias, o segundo 

por 1 semente inoculada artificialmente com Cff para 999 sadias e o terceiro por 

2 sementes inoculadas artificialmente com Cff para 998 sadias. 

 

4.3 Primers e reação de amplificação 

Neste estudo compararam-se dois primers descritos na literatura para 

detecção de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de 

feijão, aqueles desenvolvidos por Tegli et al. (2002), CffFOR2-5’ 

 104



TTATGACTGAACTTCACTCC 3’ e CffREV4-5’ 

GATGTTCCCGGTGTTCAG 3’ e os desenhado por Guimarães et al. (2001), 

CF4-5’ CACAGCCACCTACATGC 3’ e CF5-5’ ATCGGGAGTCCGAG 3’ 

 Suspensões de cada um dos sete isolados foram testadas com os dois 

pares de primers descritos na literatura para a detecção de Cff. 

As reações de amplificação do DNA para os dois primers CF4-CF5 e 

CffFOR2-REV4 foram realizadas em volume de 50 µL, sendo 5 µL do DNA da 

amostra, 5 µL do Tampão PCR 1X, 3 µL de MgCl2 (3 mM), 2 µL de dNTPs 

(200 µM), 2 µL de cada primer (0,4 µM) e 1 µL de Taq polimerase (5 U/µL), 

completando-se o volume com água ultrapura.  

Para os primers de Guimarães et al. (2001), o ciclo utilizado para a 

amplificação foi de 2 minutos, a 96ºC, desnaturação inicial; 30 segundos, a 

94ºC, desnaturação; 30 segundos, a 55ºC, anelamento; 30 ciclos de 30 segundos, 

a 72ºC, extensão e 10 minutos, a 72ºC, para extensão final. Para os primers de 

Tegli et al. (2002), o ciclo utilizado foi de 3 minutos, a 96ºC, desnaturação 

inicial; 30 ciclos de 3 minutos, a 94ºC, desnaturação; 45 segundos, a 62ºC, 

anelamento; 30 segundos, a 72ºC; extensão e 5 minutos, a 72ºC, para extensão 

final. 

 

4.4 Eletroforese e fotodocumentação  

Ao final da reação de amplificação, testaram-se dois volumes diferentes 

do produto da PCR, 5µL e 20 µL de cada amostra, acrescidos de 4 µL do corante 

azul de bromofenol, por eletroforese em gel de poliacrilamida (1%). O gel foi 

submetido à coloração com corante fluorescente para ácidos nucléicos em água 

(Uniscience do Brasil) para a visualização das bandas e fotodocumentação. A 

visualização e a documentação do gel foi realizada pelo programa de captura de 

imagens LisCap Version 2.0. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 
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1.000 pb (Jena Bioscience) para determinar o tamanho dos fragmentos 

amplificados. 

 

4.5 Preparo dos extratos de sementes para detecção de Cff   

 Nesses ensaios, foram utilizadas sementes de feijão cultivar Pérola 

inoculados artificialmente pelo método de condicionamento fisiológico 

utilizando-se o restritor manitol no potencial hídrico de -0,95 MPa, no tempo de 

48 horas de exposição. 

 

4.5.1 Extrato bruto de sementes 

 Para a obtenção dos extratos brutos, amostras de 1.000 sementes de 

feijão de cada tratamento foram imersas em 500 mL de água destilada 

esterilizada, por, aproximadamente, 18 horas, à temperatura de 4ºC.  Após esse 

procedimento, 5 µL dos extratos obtidos foram utilizados diretamente para 

amplificação por PCR, conforme itens 4.3 e 4.4. 

 

4.5.2 Extrato concentrado em membrana milipore 

 Dos extratos brutos de sementes, retiraram-se 20 mL, os quais foram 

filtrados em membrana Millipore com 0,22 µM de diâmetro de poro. Em 

seguida, essas membranas foram lavadas com 3 mL de água ultrapura, visando 

recuperar as células bacterianas. Após esse procedimento, 5 µL da suspensão 

obtida da lavagem das membranas foram utilizados diretamente na reação de 

PCR, conforme itens 4.3 e 4.4. 

 

 4.5.3 Extrato concentrado por centrifugação 

Para a obtenção dos extratos concentrados por centrifugação, foram 

utilizados dois volumes diferentes dos extratos brutos, 20 mL e 80 mL, os quais 

foram centrifugados, a 8.000 rpm, por 15 minutos. Decorrido esse tempo, os 
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sobrenadantes foram descartados e os sedimentados ressuspendidos em 3 mL de 

água ultrapura, sendo 5 µL utilizados diretamente na reação de PCR, conforme 

itens 4.3 e 4.4. 

 

4.5.4 Bio-PCR 

 Alíquotas de 500 µL dos extratos brutos foram retiradas e, a partir desse 

volume, procedeu-se a diluição em série. Posteriormente, 100 µL das diluições 

10-1 e 10-2 foram plaqueados no meio seletivo CNS (Schaad et al., 2001). As 

placas foram incubadas a 28ºC, por 48-72 horas. Após o crescimento das 

colônias típicas, adicionaram-se às placas de Petri 3 mL de água ultrapura, 

obtendo-se as suspensões bacterianas. Após esse procedimento, 5 µL das 

suspensões bacterianas foram utilizados diretamente para amplificação por PCR, 

conforme itens 4.3 e 4.4. 

 

4.6 Detecção de Curtobacterium flaccumfacies pv. flaccumfaciens em lotes 

comerciais 

 Foram utilizados, neste trabalho, lotes comerciais de sementes de feijão 

cultivar Carioca, provenientes de municípios do estado de Minas Gerais (Tabela 

2). Os métodos de detecção de DNA de Cff serão escolhidos após otimização da 

técnica. 

 

TABELA 2 Procedência de lotes comerciais de sementes de feijão analisados 
para a presença de Curtobacterium flaccumfacies pv. 
flaccumfaciens. UFLA, Lavras, MG, 2007. 

Lote Município Lote Município 
1 Janaúba - “Piranhas” 6 Grão Mogol - “Extrema” 
2 Taiobeiras - “Rocha” 7 Botumirim - “Canastra” 
3 Porteirinha- “Áreas” 8 Salinas 
4 Jaíba - “Projeto Jaíba” 9 Rio Pardo de Minas 
5 Espinosa 10 Riacho dos Machados - Tapera” 
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5 RESULTADOS E DISCUSÃO 

  

Nos ensaios nos quais utilizou-se CffFOR2-REV4 houve maior 

repetibilidade dos resultados, além de se observar a presença de bandas mais 

visíveis nos sete isolados de Cff testados, quando comparado com o outro 

primer. Aqueles desenvolvidos por Guimarães et al. (2001) (CF4-CF5), em 

alguns casos, não detectaram o isolado proveninete do estado de São Paulo 

(Feij-2634), comprometendo, assim, a repetibilidade do estudo.  

Os resultados obtidos neste estudo concordam com aqueles observados 

por Souza et al. (2004, 2006), que também compararam esses dois pares de 

primers e concluíram que CffFOR2-REV4 foi altamente específico na detecção 

de todos os isolados de Cff de feijoeiro, não detectando os isolados endofíticos 

de citros, mostrando que esses são os primers mais indicados para a detecção de 

isolados fitopatogênicos de Cff. 

 

5.1 Otimização da técnica de PCR 

Amplificações realizadas com os primers CffFOR2 e CffREV4, em 

condições ótimas de PCR, confirmaram a presença de fragmentos específicos de 

DNA com 306 pb em alguns tratamentos. Esses primers foram eficientes na 

identificação de Cff, após a adaptação do protocolo utilizado por Tegli et al. 

(2002), pois a temperatura de desnaturação de 96ºC, utilizada pelos autores, não 

permitiu a repetibilidade dos resultados. Porém, quando se reduziu a temperatura 

de desnaturação para 94ºC , verificou-se a amplificação do fragmento específico 

de DNA com 306 pb, obtendo-se repetibilidade nos resultados. Essas adaptações 

foram necessárias, pois as condições de reação e os isolados utilizados nos dois 

trabalhos são distintos. 
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Na Figura 1, observa-se a análise eletroforética dos produtos 

amplificados por PCR para a confirmação da identidade dos isolados de 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens utilizados neste trabalho. 

 

 
FIGURA 1 Análise eletroforética em gel de agarose (1%) de 5µL dos produtos 

amplificados por PCR para a confirmação da identidade dos isolados Cff 
utilizando-se os primers descritos por Tegli et al. (2003). Legenda: 1 
marcador de DNA (Jena Bioscience); 2 Cff SP - Feij-2634; 3 Cff SC - 
Feij-2928; 4 Cff DF - Feij-2936; 5 Cff PR - 12768; 6 Cff GO - Unb-1252; 
7 Cff MGP - Cff 001; 8 Cff MGU - Cff 002. UFLA, Lavras, MG, 2007. 

306 pb → 

 

5.2 Detecção de Cff  nos extratos de sementes  

A utilização do extrato bruto de sementes na PCR não permitiu detectar 

a presença da bactéria Cff, independente do número de sementes infectadas 

(Figura 2). Provavelmente, a presença de inibidores da PCR nesse extrato 

impediu o resultado positivo.  

Fato semelhante foi observado por Schaad et al. (1997), ao tentarem 

detectar a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli diretamente do extrato 

de sementes. Entretanto, essa inibição pode ser superada e ter a sensibilidade 

aumentada por meio do cultivo da bactéria em meio de cultura antes da PCR. 

Esta técnica foi descrita por Schaad et al. (1995) e tem como terminologia a 

sigla BIO-PCR. No presente trabalho, a Bio-PCR permitiu a amplificação do 

segmento de DNA de 306 pb de até 1 semente sadia em 999 inoculadas 
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artificialmente com Cff. Segundo Audy et al. (1996), a utilização de kits 

específicos para a purificação dos extratos de sementes e posterior detecção pela 

PCR é possível, entretanto, trata-se de uma técnica onerosa e que requer certo 

período de tempo. 

 

M    1    2    3     4    5     6    7    8    9    10  11  12  13  14   15  16  

306 pb → 

 
FIGURA 2 Análise eletroforética em gel de agarose (0,7%) de 5µL dos produtos 

amplificados pelos diferentes métodos de obtenção de Cff; M, marcador de 
DNA (Jena Bioscience); 1. Cff SC - Feij-2928; 2. Test1 eb; 3. (1:1000)2 eb; 
4. (2:1000)3 eb; 5. Test ef; 6. (1:1000) ef; 7. (2:1000) ef; 8. Test C80; 9. 
(1:1000) C80; 10. (2:1000) C80; 11. Test C20; 12. (1:1000) C20; 13. 
(2:1000) C20; 14. Test BioPCR; 15. (1:1000) BioPCR; 16. (2:1000) 
BioPCR. 1Test=1000 sementes sadias; 2(1:1000)=1 semente contaminada 
em 999 sadias; 3(2:1000)=2 sementes contaminadas em 998 sementes 
sadias, eb=extrato bruto, ef=extrato filtrado em milipore, C80=80 mL de 
extrato centrifugado, C20=20 mL de extrato centrifugado. UFLA, Lavras, 
MG, 2007. 

 

Com relação à concentração por filtração em membrana milipore, 

acredita-se que as células ficaram presas na membrana, apresentando, assim, 

resultados negativos. Porém, novos estudos serão feitos visando superar esse 

problema, como, por exemplo, proceder a agitação da membrana em tampão por 

mais tempo após as filtrações, permitindo a liberação das células bacterianas. 

A concentração do extrato por centrifugação, no volume de 80 mL, 

permitiu a amplificação do segmento de DNA de 306 pb, indicando que essa 

técnica, bem como a BioPCR, além de detectar a bactéria, apresenta alta 

sensibilidade, permitindo a detecção até de uma semente contaminada 
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artificialmente com Cff em 999 sementes sadias. Já a concentração do extrato 

por centrifugação, no volume de 20 mL, mostrou ser menos sensível por detectar 

somente duas sementes contaminadas artificialmente com Cff em 998 sementes 

sadias. Esses resultados corroboram com os de Prosen et al. (1993) que 

relataram a detecção da bactéria P. syringae pv. phaseolicola em extratos de 

sementes de feijão contendo uma semente inoculada artificialmente em 2.000 

consideradas sadias. Essa detecção foi realizada por meio da técnica de PCR, a 

partir de colônias crescidas em meio de cultura semi-seletivo. 

Para a detecção de Xanthomonas albilineans, agente causal da 

escaldadura da folha da cana-de-açúcar, foram comparadas a eficiência e a 

segurança da PCR, BIO-PCR, ELISA e o isolamento clássico. As suspensões de 

X. albilineans foram preparadas a partir de extratos de toletes e de folha de cana-

de-açúcar. A PCR clássica e a BIO-PCR apresentaram como vantagem a não 

necessidade dos testes de patogenicidade para se confirmar a identidade das 

colônias. O meio semi-seletivo foi tão sensível quanto a BIO-PCR, entretanto, 

sete dias foram necessários para a obtenção dos resultados, além da necessidade 

de se confirmar a identidade das colônias (Wang et al., 1999). 

Na literatura, existem alguns protocolos de BIO-PCR desenvolvidos para 

várias bactérias, como P. syringae pv. phaseolicola (Schaad et al., 1995), 

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Kobayashi, 2002), Clavibacter 

michigenesis subsp. sepedonicus (Schaad et al., 1999), Ralstonia solanacearum 

(Weller et al., 2000 a; b), Xathomonas albilineans (Wang et al., 1999), 

Acidovorax avenae subsp. avenae (Schaad et al., 2001), Agrobacterium 

tumefaciens (Weller & Stead, 2002) e E. coli (Sharma & Carlson, 2000).  

Neste estudo, quando se analisa a detecção de Cff, observa-se que a BIO-

PCR foi tão eficiente e sensível quanto o método de concentração do extrato por 

centrifugação. Entretanto, sete dias foram necessários para a obtenção dos 

mesmos resultados. A Bio-PCR é uma técnica precisa, sensível e fácil de ser 
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executada em exames de rotina. Detecta apenas células viáveis, devido ao fato 

de que células fisiologicamente enfraquecidas, injuriadas e mortas não podem se 

multiplicar no meio de cultura (Schaad et al., 1995; 1997; Wang et al., 1999). 

Porém, requer, na confecção do meio de cultura, reagentes e antibióticos 

importados e de custos elevados, tornando seu custo bastante elevado. Segundo 

Schaad et al. (1995), a principal vantagem da técnica de Bio-PCR sobre a PCR 

clássica é a eliminação de inibidores presentes em extratos de sementes, além de 

aumentar a sensibilidade da detecção em lotes de sementes com baixos níveis de 

bactérias.  

O enriquecimento de células viáveis de bactérias em meio líquido ou 

sólido permite a detecção do patógeno, mesmo quando presente em baixos 

níveis nas sementes ou outros materiais de propagação (Schaad et al., 1995). 

Para o preparo de uma amostra, o extrato da planta é depositado sobre o meio 

líquido ou sólido, incubado de 15 a 72 horas, dependendo do organismo e as 

colônias resultantes usadas diretamente na PCR. Não é necessária a extração do 

DNA das bactérias, uma vez que a lise das células ocorrerá naturalmente durante 

a desnaturação inicial da amplificação (Schaad et al., 1995).  

No presente trabalho, a concentração do extrato de sementes por 

centrifugação e a posterior ressuspenção em tampão minimizaram os efeitos dos 

inibidores da PCR, surgindo, portanto, como uma técnica bastante viável e 

promissora na detecção da bactéria em lotes de sementes. 

Apesar das vantagens da Bio-PCR, este trabalho mostra que a técnica de 

concentração do extrato por centrifugação é mais vantajosa por não requerer 

reagentes caros para o meio de cultura e por demandar menos tempo para a 

obtenção dos mesmos resultados. Portanto, quando o tempo é mais importante 

do que a sensibilidade da técnica, BIO-PCR não é recomendado (Schaad et al., 

1995). Sendo assim, fica evidente que as técnicas de detecção devem se adequar 

ao objetivo do estudo, considerando, sempre, eficiência e rapidez nos resultados. 
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5.3 Detecção de Cff  em lotes comerciais de sementes de feijão  

Observa-se, na Figura 3, que, para o isolado proveniente do estado de 

Santa Catarina (Cff SC) e os tratamentos, no qual se utilizou 1 semente 

inoculada artificialmente com Cff para 999 sementes sadias (1:1000), 

independente da técnica de extração de DNA de Cff utilizada, houve 

amplificação do segmento de DNA de 306 pb. Para as amostras de lotes 

comerciais de sementes de feijão, nenhuma das técnicas detectou a presença da 

bactéria. Isso pode ter ocorrido devido à ausência dessa bactéria nos lotes 

comerciais. Na Figura 4, também não foi detectada a presença de Cff nos lotes 

comerciais. 
 

 

M   1   2   3    4    5   6   7    8   9  10  11 12  13 14 15  16 17 18  19 

306 pb → 

FIGURA 3 Análise eletroforética, em gel de agarose (0,7%), de 5µL dos produtos 
amplificados pelos diferentes métodos de obtenção de Cff; M, marcador de 
DNA (Jena Bioscience); 1. Cff SC - Feij-2928; 2. (1:1000)2 eb; 3. (1:1000) 
C80; 4. (1:1000) BioPCR; 5. Lote 1 eb; 6. Lote 1 C80; 7. Lote 1 BioPCR; 
8. Lote 2 ep; 9. Lote 2 C80; 10. Lote 2 BioPCR; 11. Lote 3 eb; 12. Lote 3 
C80; 13. Lote 3 BioPCR; 14. Lote 4 eb; 15. Lote 4 C80; 16. Lote 4 
BioPCR; 17. Lote 5 eb; 18. Lote 5 C80; 19. Lote 5 BioPCR. 1Test=1000 
sementes sadias; 2(1:1000)=1 semente contaminada em 999 sadias; 
C80=80 mL de extrato centrifugado. UFLA, Lavras, MG, 2007. 

 

Prosen et al. (1993) relataram a detecção de P. syringae pv. phaseoli em 

extratos de sementes de feijão contendo uma semente inoculada artificialmente 

em 2.000 consideradas sadias. A partir da extração do DNA de seis lotes 

testados, dois lotes não apresentaram amplificações, sendo possível que a 

semente infectada adicionada a esses lotes apresentasse baixa população do 
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patógeno. Estes mesmos autores relataram que o limite de detecção para esses 

extratos foi de 10-20 u.f.c./mL e que a possibilidade de epífitas presentes até 

concentrações  ≥104 u.f.c./mL não interferiu na detecção, mesmo quando o 

patógeno estava presente em concentrações ≤30 u.f.c./mL. 
 

 

M   20  21   22  23  24   25  26   27  28   29  30  31   32   33   34   35 

306 pb →  

FIGURA 4 Análise eletroforética, em gel de agarose (0,7%), de 5µL dos produtos 
amplificados pelos diferentes métodos de obtenção de Cff; M, marcador de 
DNA (Jena Bioscience); 20. Cff SC - Feij-2928; 21. Lote 6 eb; 22. Lote 6 
C80; 23. Lote 6 BioPCR; 24. Lote 7 eb; 25. Lote 7 C80; 26. Lote 7 
BioPCR; 27. Lote 8 eb; 28. Lote 8 C80; 29. Lote 8 BioPCR; 30. Lote 9 eb; 
31. Lote 9 C80; 32. Lote 9 BioPCR; 33. Lote 10 eb; 34. Lote 10 C80; 35. 
Lote 10 BioPCR. 1Test=1000 sementes sadias; 2(1:1000)=1 semente 
contaminada em 999 sadias; C80=80 mL de extrato centrifugado. UFLA, 
Lavras, MG, 2007.

 
 

Portanto, as técnicas moleculares surgem como importantes ferramentas 

para a detecção da bactéria C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, principalmente 

quanto se têm disponíveis primers específicos que detectam eficientemente o 

patógeno alvo, sem detectar os patógenos geneticamente próximos. Isso é o que 

se observa quando se utilizam os primers desenvolvidos por Tegli et al. (2002). 
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6 CONCLUSÕES 

 

A utilização do extrato bruto de sementes e do extrato concentrado em 

membrana milipore não permitiu a detecção de Cff em sementes contaminadas.  

 

A concentração do extrato bruto de sementes por centrifugação e a Bio-

PCR permitiram a detecção de Cff em sementes contaminadas. 

 

Não foi detectada a presença de Cff em nenhuma das amostras de lotes 

comerciais de sementes de feijão. 
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