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Xanthomonas campestnis pv. phaseofi EM SEMENTES DE FEIJAO
II. DETECGAO POR ISOLAMENTO EM MEIO DE CULTURA!

P.J. Valarini?
J.0.M. Menten3

INTRODUGAO

Entre as doengas que afetam a produgao do feijoeiro
(Phaseolus vulgarnis L. ), em diferentes partes do mundo,
partlcularmente nas regioes tropicais e subtropicais, es-
ta o crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas
campesinis pv. phaseofi incluindo "strain" fuscans (DYE et
alii, 1980) No Brasil, e uma doenga que assume 1mportan—
cia economica, principalmente no cultivo "das aguas" e
de ampla distribuicao e de controle probIEmatlco, agrava—
do pela dificuldade em se obter resistencia ou tolerancia
nas CULL]V&fES de calor comercial, baixa eficiencia do
controle qu1m1co e pelo sistema de cultivo em mais de uma
epoca no mesmo ano. Alem disso, o seu agente causal tem a
semente como principal meio de sobrevivencia e dissemina-
gao (KIMATI, 1980; VIEIRA & SARTORATO, 1984; BULISANI et
alii, 1987).

Uma das medidas que tem trazido resultados eficien—
tes de controle do patogeno e a utilizagao de sementes com
elevado padrao de sanidade, produzidas em regioes de cli-
ma seco, onde as condigoes sao desfavoraveis ao desenvol-
vimento da bacteria (BULISANI et alii, 1987; SCHAAD,
1988). Considerando a possibilidade de ocorrEncia de epi
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demias em campo a partir de sementes com baixos niveis
de incidencia do patogeno (WALLEN & SUTTON, 1965; KIMATI,
1980), torna-se 1mportante, alem das inspecoes v1suals
de campo, contar com metodos ef1c1entes, sensiveis e ra-
pidos para a detecgao do patogeno em lotes de sementes
de feijao.

Existem diversas metodologlas desenvolvldas em labo
ratorio para a detecgao de bacterlas patogenlcas em se-
mentes de culturas de 1mportanc1a economica, tais como,
testes de crescimento, uso de bacteriafagos, inoculacoes
em plantas hospedeiras, isolamento em meios de cultura,
tecnicas serologicas e plaqueamento direto (SCHAAD, 1982;
RODRIGUES NETO, 1988). O metodo de isolamento em meio de
cultura consiste na extraggo das bactérlas presentes na
semente e distribuicao de susPensao obtida em meijos ba31
co, semi-seletivo ou seletivo. Apos a lncuhagao, as co-
1onias individuais sao odentificacas com base em suas ca
racteristicas culturais, (tammho, cor, con51stenc1a, pre
senga de pigmento, forma, etc.) e testes serologicos e
de patogenicidade (SCHAAD, 1980; RANDHAWA & SCHAAD, 1984;
MOHAN & SCHAAD, 1987). Meios seletive e semi-seletivo
tem sido desenvolvidos para diversas fitobacterias, tais
como: Xanthomonas campestrnis pv. campestris (SCHAAD &
WHITE, 1974; CHUN & ALVAREZ, 1983; RANDHAWA &  SCHAAD,
1985); X. campestrnis pv. thansfucens (SCHAAD & FORSTER,
1985); Clavibacter michiganense sub. nebraskenses (GROSS
& VIDAVER, 1979); Pseudomonas solanacearum (NESMITH &
JENKINS, 1979); Pseudomonas syringae pv. syringae e P.
syningae pv. pha,aeoacoila (MOHAN & SCHAAD, 1987). Para a
detecgao de X. campestris pv. phaseoli em sementes de
feijao foram utilizados os meios seletivos e semi-seleti
vos: SSM (TRUJILLO & SAETTLER, 1979, 1980) e MXP (CLA-
FLIN et alii, 1987). Entretanto, o meio prefer1ve1 deve
ser aquele que exija ingredientes disponiveis, seJa de
facil preparo, baixo custo e permanega efetivo apos pro-
longada armazenagem (CLAFLIN et alii, 1987). Neste con-
texto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
detecgao de X. campestris pv. phaseofi em sementes de
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feljao,envolvendo a comparagao de quatro tecnicas de ex-
tragao e identificagao por meio do isolamento em dois
meios de cultura.

MATERTAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada nos laboratorios
do Departamento de Fitopatologia da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz/USP, Piracicaba-SP.

. Tecnicas de extracao

Para avaliar a metodologia de detecgao de X. campes-
s pv. phaAQOKL (Xcph), foram utilizadas 6 amostras de
sementes de feljao, procedentes de plantios com sintomas
caracteristicos da bacteriose: 5 coletadas em campos expe
rimentais do Instituto Agronomico do Parana (IAPAR), Lon-
drina-PR (cvs. Rosinha, Rio Vermelho, Carnaval, Catu e
Rio Ivai) e 1 coletada em lavoura de G01an1a/GO (cv. EMGO
PA 201 ~Quro). Foram comparadas as quatro tecnicas de ex—
tragao de Xcph a partirde sub-amostras de sementes de va-
rios tamanhos e isolamento em dois meios de cultura para
a identificagao do patogeno.

As tecnlcas de extragao da bacteria consistiram em:

a) imersao em agua destilada ester111zada de sementes m01
das (TAYLOR, 1970; modificada); b) imersao em agua desti—
lada esterilizada de sementes inteiras, desinfestadas su-
perficialmente em solugao de h1poc10r1to de sodio (1% de
cloro ativo); c¢) imersao em agua destilada esterilizada
de sementes inteiras (RAT, 1987, modificada)! e d) imer-
s30 de sementes inteiras em meio de cultura liquido (3 g
de extrato de levedura/f) esterilizado (VELASQUEZ & TRU-
JILLO, 1984, modificada). As quantldades de agua ou meio
1liquido variaram em fungao do numero de sementes e das

1 RAT, B. (INRA - Station the Pathologie Vegetable—Angers
France). Comunicagao Pessoal, 1987.



312 REVISTA DE AGRICULTURA

condigoes em que as mesmas foram submetidas (sementes
moidas ou inteiras) conforme TABELAS I e II.

TABELA I. Volume de agua para extragao de X. campestris
pv. phaseol{ de amostras de sementes moidas
de diferentes tamanhos.

NO de Sementes Volu?;£§e agua Tamanhzzgp frasco
1000 2000 3
500 1000 2
100 250 0,5
10 50 0,125

TABELA II. Volume de agua ou meio 1liquido para extragao
de X. campestris pv. phaseoli{ de amostras de
sementes inteiras de diferentes tamanhos.

NO de Sementes Volumefde Egua ou TamanhoAdo frasco
: meio liquido (mf) )
1000 350 - 450 1
500 . - 1807 240 0,5
7 100 ‘ 35 - 50 0,25
10 5 - 10 0,125

Para as sementes moIdas, 0s extratos obtidos foram
incubados por 2 horas sob condigoes de laboratorio; para
sementes inteiras, os extratos foram incubados em gela—
deira por 18-24 horas. Posteriormente, a partir da sus-
pensao obtida procedeu-se a identificagao do patogeno.
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. Isolamento em meios de cultura

Dois meios de culturas foram comparados no isolamen-—
to de Xeph: Nutriente-glucose—agar (NGA); Extrato de car-
ne - 3g peptona-5,0g; glucose - 2,5 g; agar (15,0 g/l)
(SCHAAD, 1980) e EPGA-Extrato de levedura - 3,0 g; pepto-
na 7,0 g; glucose 15,0 g; amido; (fecula de batata) 15,0 g
e agar - 15,0 g/£ (RAT, 1987). Apos a autoclavagem, a tem
peratura de 45-50°C, foram adicionados aos meios NGA e
EPGA, o antibiotico cefalexina (Keplex) e o fungicida clo
rotalonil (Daconil) nas concentragoes de 40 ug e 50 pg/ml
ativos, respectivamente, ajustando-se o pH para 7,2.

Foi testada a seletividade a Xcph dos meios de cultu
ra (NGA e EPGA), com ou sem a adicao do fungicida e do an
tibiotico, incluindo outros microorganismos patogenicos
e nao patogenicos ao feijoeiro (TABELA III).

. Comparagao de- tecnicas de extracgao atraves do
isolamento em meios de cultura

Para avaliar as tecnicas de extragao do Xeph e Xcphf
de sementes de feijao, utilizou-se o isolamento em meio
NGA, com ou sem a adigao do antibiotico cefalexina e do
fungicida clorotalonil.

0 isolamento constituiu-se em tomar 0,1 m{ do 1liqui
dp sobrenadante e das diluigoes (107! e 1072), somente pa
ra o caso das sementes moidas, e transferir para a supef:
ficie das placas com o meio NGA com ou sem antibiotico e
fungicida Em seguida, o liquido foi uniformemente espa-
lhado com alga de Drigalski e as placas foram incubadas
em camaras de crescimento a temperatura de 28°C. A partir
de 24 ate 96 horas, procedeu-se a avaliagao periodica de
4 placas/tratamento/diluigﬁo, por meio de observacoes das
caracteristicas culturais das colonias individuais forma-
das, sob microscopio estereoscopico. Colonias  pequenas,
de crescimento lento e de coloragao amarelada, viscosa,
convexa, de bordos lisos e eventualmente produtora do pig
mento pardo difusivel no meio, foram consideradas como
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Xeph. Colonias duvidosas (nao caracteristicas) foram rei-
soladas e pur1f1cadas em meio NGA para posterior comprova
cao por testes serologicos e de patogenicidade. Como con-
trole, foi utilizado cultura pura de Xcph com 48 horas de
crescimento em NGA.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados do teste de eficiencia de cefalexina e
do cloratolonil, acrescidos aos meios NGA e EPGA,; em inibir
o crescimento de diversas bacterias e fungos e nao afetar
o desenvolvimento de Xeph e Xcph{, encontram-se na TABELA
III. Dos isolados testados, os do genero Xanthomonas cres
ceram normalmente em ambos os meios, com e sem antibioti~—
co e fungicida, enquanto que os isolados de Pseudomonas
spp., Bacillus, Emwinia spp. , Fusarium, Trichoderma e
"contaminantes" bacterianos freqiientemente associados a
sementes de feijao, foram completamente inibidos pela ce-
falexina (40 ug.ia/ml) e fungicida (50 pug.ia/mf) contidos
nos meios de cultura. MARINGONI & KUROZAWA (1984) estu-

- daram o efeito de quatro fungicidas (captan,clorotalonil,
ciclohemida e thiran) em diversas concentragoes, nos meios
de cultura, sobre cinco isolados de Xanthomonas  campes-
tis pv. vesicatoria e concluiram que o clorotalonil, em
concentracgoes entre 12,5 a 50 ug/mf, inibiu parcial ou
totalmente o crescimento de Botnytes cinerea, Penicilfium
sp., Newrospora sp. e Colletotrichum gloeospornioides, nao
afetando o desenvolvimento de X. campestris pv. visicoto-
ria  isolado do tomateiro. Dessa forma, este fungicida po
'de ser um produto alternativo a cicloheximida com vanta-
gem de ser encontrado no Brasil. CLAFLIN et alii (1987)
desenvolveram um meio semi-seletivo (MXP para isolar Xcph
de sementes de feijao em que incluiram cefalexina (20 ug.
ia/mf) e clorotalonil (15 pg.oa/mf) para inibir contami—
nantes bacterianos e fungicos, respectivamente. Segundo
os autores, a cefalexina, nessa dosagem, foi requerida pa
ra inibir Erwdnia hanb&eo£a, enquanto que "strains' de
Xeph cresceram em ate 30 ug.ia/mf.
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Apesar de ambos os meios de cultura (NGA e EPGA)
apresentarem comportamento semelhante em relagao a chh
Xcphf e aos demais m1coorganlsmos testados, NGA foi sele
cionado para avaliar as tecnicas de extracgao, consideran
do a maior facilidade para caracterizar as colonias de
Xeph devido a sua transparencia.

A TABELA IV apresenta os resultados de comparagao
de quatro tecnicas de extragao de Xcph e Xcphf por meio
do isolamento em meio NGA, com e sem a adlgao de cefale-
xina e clorotalonil.

Os melhores resultados de extragao da bactéria atra
ves do 1solamento em meio de cultura, foram alcangados a
partir das tecnicas de extracao em sementes moidas (TAY
LOR, 1970) e inteiras (RAT, 1987), modificadas, imersas
em Egua destilada esterilizada. Embora, ambas apresen—
tasem-se semelhantes e a primeira jamais rapida, a segun
da seria a mais indicada, devido a maior facilidade de
utilizagao para detecgao.

Com relagao ao isolamento, o meio contendo os inibi
dores microbianos foi consistentemente mais eficiente em
detectar Xcph e chh6 nas sementes de felJao devido a
1n1b19ao de contaminantes bacterianos e fungicos (maior
numero de resultados positivos). SCHAAD (1982) prefere
usar nutriente agar (NA), um meio menos rico que reduz o
crescimento de bactErias saprofticas; entretanto, a des-
vantagem do NA e que colonias de Xanthomonas campestis
sao dificeis de serem distinguidas de outras bacterias
produtoras de pigmento amarelado (Xanthomonadina). Alem
d1sso, a detecgao de pequeno numero de bacterias f1topa-
génicas em sementes tem sido d1f1c11 por causa do nume-
ro relativamente grande de bacterlas saprofiticas, taxo-
nomi camente relacionadas aos patogenos, que o acompanham
e interfere com seu crescimento sobre meios seletivos
(SCHAAD & WHITE, 1974).

Um meio semi-geletivo MXP foi desenvolvido por CLA-
FLIN et alii (1987), para isolamento de Xcph e do
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"strain'" fuscans a partir de sementes de feijao e solo in
festado. Todos os "strains" fuscans de Xcph e a  maioria
dos patovares de X. campestrnis testado cresceram sobre es
se meio. Entretanto alguns "stralns" fuscans (Xepg)  fo-
ram 1ndlst1ngu1vels de chh t1p1co e o plgmento marrom
caracteristico nao foi produz1do sobre esse meio, Tambem,
os autores admitiram que outros "strains" cresceram lenté
mente sobre o meio e concluiram que, embora os meios se-
mi-seletivos sejam praticos, torna-se dificil desenvol-
ver um meio que restrinja o crescimento de todos os conta
minantes sem afetar o patogeno. Segundo SCHAAD (1982) e
MOHAN & SCHAAD (1987), enquanto os meios semi— seletivos
melhoram as chances de sucesso no isolamento do patogeno,
ha necessidade de confirmar a sua identidade atraves de
testes de patogenicidade. Outros pontos que parecem ser
limitantes sao: o alto custo dos agentes inibidores de
crescimento de saprofitas, a necessidade de pessoal para

. obtengao desses meios, e, principalmente, a falta de segu

ranga nos resultados obtidos.

Deve ser mencionado que, para comprovagao final da
identidade de algumas colonias duvidosas, foram utiliza-
das as tecnicas serologicas de dupla difusao de Ouchter-
lony e testes de patogenicidade. Tambem, o empardecimento
do meio de cultura apos 3 e 4 dias devido a presenga de
"strains" fuscans (Xcphg), foi uma caracteristica cultu—
ral auxiliar na 1dent1f1cagao do patogeno (chh) Sobre
esse aspecto, SUTTON WALLEN (1970) verificaram que oS
"strains" fuscans foram identificados pela habilidade em
produzir o pigmento marrom ou pardo em nutriente agar com
24 a 28 horas de incubagao a 27°C. Esses resultados indi-
caram que algumas bactérias patogenicas de sementes podem
ser identificadas apenas com base nas caracteristicas de
colonias em meio agar, como acontece com a maioria dos
fungos (SCHAAD, 1982; IRWIN, 1987).

Quanto a sensibilidade do metodo, emboraos dados nao
ssjam consistentes, houve uma tendencia em se observar co
lonias tipicas do patogeno a partir de sub-amostras (1000
e 500 sementes).



REVISTA DE AGRICULTURA

318

*epIoT8Umg + O9TIOIQIIUY = JV  ‘fyddy 3 ydoy Ip sEI1I8LI13308IEI SEIUOTOY 2P Lc d (+) ° roUR (=)

“12383 b1y orawW/ ISP vniz

+ + + + + + + + + + + + 79/23n go1) $wdox
+ + + + + + + + + + + +  (Jm/2In g01) ydoy :§3703300D
. = - . = = = - = = = - ot
- - * - + - - - - + - - 001
+ - + - + - + + + - + - 00%
+ + + - + + . - + + + + 0001
J001-5
® g yz-g1 opInbJl olem =3
ofsuadsns ‘seaTaqul sajuswmes
= = - - = - - B S - = = 01
* - + + - - - - + - + - 001
A = + & + = + + + + + + 00%
+ + + - + + + + + + - - 0001
D901~ 2 4 yZ-g1 endw W
oesuadens ‘seaTauUl SIJVaEeRS
- - - - E - - - - - - - o1
B - + = - = o - o = = = oot
+ + + + - - + + + - + - 005
N N - - + + - - + + + - 0001
2001-6 ¥ ¥ 5Z-81 eniz
owsuadsns °jiadne ow3da}
WIssp WOD SEITIIUT $R1TIMIG
= = + = - - = - = - - - ot
» - - + - - - - + - + - 001
- - + - + + + - + + + - 005
. - + - + + + + + + + + 0001
2juatqus
vinjzredesy ¢ q 7 ensy wa
owsuadsns 9 SEPIOG FEICIWIS
4y + VON YON av/+ VON VON AV+VON VON  JdV4VON VON JV-VON VON dV+VIN VON
sojuamas Ip
oing-10z wdoSmg IvA] oTd naw) 1eAvTIe) wyutsoy oyyamiap OTy . —q0s 2p o

vini1nd 3d 013N K3 OINIWVIOSI1

2 amoiuunU op TWITWIeL

*epToT8uUny © 00TI0TYTIUE WS 2 WOD YIHN BINITNO 9P
03USWETOST Op S2ABIIR O0IT90[T0I Sp S|IBRATITND 3P SIJUSWSS

oTsm weo
op Seas

Sowe-qns op x13x8d ® ‘§ydoy) vuvoyny ,ureiss, o o [ydog) ryoovvyd

°ad a%eﬂqsasdo YOWOUOYFUDY ov.omwmnuxd 9p SEOTUDd] 9P omwwuwaaoo ATl VIZEVL



X. campestris pv. faseoli EM SEMENTES DE FEIJAO 319

Dentre as 6 amostras de sementes de feijao testadas,
todas foram portadoras de Xcph e/ou Xephf. Considerando o
metodo de extragao selecionado (sementes inteiras, suspen
sao em agua, 18-24 h, 5- 10°¢) e o meio de cultura NGA +
antibiotico e fungicida, o patogeno foi detectado nas sub
amostras de 100 sementes em 4 das amostras avaliadgs. 1Is
to significa uma incidencia do patogeno em pelo meﬁos 17
das sementes nestas amostras.

RESUMO

Para detecgao de Xanthomonas campestris pv. phaseoli

. em sementes de feljao (PhaAeoKué vuﬂgaﬂ&b L.), compara-
. ramse quatro tecnicas de extragao atraves do isolamen-—

to em meios de cultura. As tecnicas de extragao incluiram
sementes moidas e inteiras, com ou sem assepsia superfi-
cial, imersas em agua destilada ou meio liquido (3 g ex-
trato de levedura/f) esterilizados e incubados por 2 ho-
ras, a temperatura ambiente (sementes moildas) ou 18-24 ho
ras, a 5-10°C (sementes inteiras). Para a identificaggg
do patogeno foram comparados dois meios de cultura NGA
(extrato de carne 3 g, peptona 5 g, glucose 2,5 g e agar
15 g/£) e EPGA (extrato de levedura - 3 g, peptona 7 g,
glucose 15 g, amido 15 g e agar 15 g/l), com e sem a adi-
gao de cefalexina (40 ug.i.a./ml) e clorotalenil (50 ug.
i.a./ml). A melhor tecnica de extragao da bacterla ba-
seou-se na imersao de sementes inteiras em agua destilada
esterilizada por 18-24 horas, a 5- 10°C. 0 meio NGA, con-
tendo cefalexina e clorotalonil foi consistentemente mais
eficiente para detectar o patogeno extraido de  sementes
de feljao, devido a inibigao dos contaminantes bacteria—
nos e fungicos e maior facilidade de 1dent1f1cagao. A
sensibilidade do metodo de isolamento em meio de cultura
foi suficiente para detecgao de X. campeétnab pV. phaseo-
£i{ em amostras de sementes de feijao cuja incidencia foi
de pelo menos 17.

Palavras-chave: Feijao semente, crestamento bacteriano,
detecgao.
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SUMMARY

Xanthomonas campestris pv. phaseofi IN COMMON BEAN
SEEDS. II. DETECTION BY ISOLATION IN CULTURE MEDIA

Culture media and extraction techniques were
compared for detection of Xanthomonas campestrnis pv. pha
4e0£{ in bean (Phaseolis vulgaris L.) seeds by identi-
fication of colonies in culture. The extraction
techniques included ground or whole seeds, with or
without superficial desinfestation, soaked in sterile
distilled water or liquid medium (3 g yeast extract/{)
during 2 hours at room temperature (grinded seeds) or
18-24 hours at 5-10°C (whole seeds). The culture media
included NGA (glucose-nutrient—-agar) and LPGA (yeast
extract + peptone + glucose + soluble potato starch +
agar) with or without the adition of cephalexin (40 ug
a.i./mf) and chlorotalonil (50 ug a.i./ml). The best
pathogen extraction technique was soaking whole seeds in
sterile distilled water for 18-24 h, at 5-10°cC. NGA,
with cephalexin and chlorotalonil, was consistently more
efficient for detecting the pathogen, due to the inibition
of contaminant bacteria and fungi and easier pathogen
identification. The method sensibility was enough for
the detection of X. campestris pv. phaseofi in  common
bean seed samples with at least 17 of the pathogen
incidence.

Key words: Common bean seeds, bhacterial blight, detectiomn
LITERATURA CITADA

BULISANI, E.A.; L.D. ALMEIDA & A.J. ROSTON, 1987, A
cultura do feijoeiro no Estado de Sao Paulo. IN: BU-
LISANTI, E.A. (coord.). Feijao: fatores de produgao
e qualidade. Campinas, Fundagao Cargill. Cap. 2, p.
29-88.



X. campestris pv. phaseofi EM SEMENTES DE FEIJAO 321

CLAFLIN, L.E.; A.K. VIDAVER & M, SASSER, 1987. MxP, a
semi-selective medium for Xanthomonas campestris pha-
4e0li. Phythopathology, St. Paul, 77(5): 730-734.

CHUN, W.C. & A.M. ALVAREZ, 1983, A starch-methionine
medium for the isolation of Xanthomonas campestris pv.
campestris from plant debris in soil. Plant Dis., 67:
632-635. .

DYE, D.W.; J.F. BRADBURY; M. GOTO; A.C. HAYWARD; R.A. LEL
LIOTT & M.N. SCHROTH, 1980. International standards
for naming pathovars of phytopathogenic bacteria and
a list of pathovar names and pathotype strains. Review
of Plant Pathology, Wallingford, 59(4): 153-168.

GROSS, D.C. & A.K. VIDAVER, 1979. A selective medium for
isolation of Corynebacterium nebraskense from soil and
plant parts. Phytopathology, St. Paul, 69: 82-87.

IRWIN, J.A., 1987. Recent advances in the detection of
seedborne pathogens. Seed Science and Technology, Zu-
rich, 15: 755-763,

KIMATI, H., 1980. Doengas do feijoeiro. IN: GALLI, F.
(ed.). Manual de Fitopatologia. 2.ed. Sao Paulo, Ce-
res. V.2, Cap. 19, p.297-318.

MARINGONI, A.C. & C. KUROZAWA, 1984, Efeito de captan
chlorotalonil cicloheximida e thiram no isolamento de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Dowson) Dye.
IN: CONGRESSO PAULISTA DE FITOPATOLOGIA, 7., Botucatu.
Summa Phytopatologica, Piracicaba, 10(1/2): 64-66.

MOHAN, S.K. & N.W. SCHAAD, 1987. An improved agar
planting assay for detecting Pseudomonas syringae p.v.
syningae and P.s. pv. phaseolicola in contaminated bean
seed. Phytopathology, St. Paul, 77: 1390-1395.

NESMITH, W.C. & S.F. JENKINS, 1979. A selective medium
for the isolation and quantification of Pseudomonas
solanacearum from soil. Phytopathology, St. Paul, 69:
182-185.

RANDHAWA, P. & N.W. SCHAAD, 1984. Selective isolation of
Xanthomonas campestrnis pv. campestris from crucifer
seeds. Phytopathology, St. Paulo, 74: 268-272.




322 REVISTA DE AGRICULTURA

RODRIGUES NETO, J., 1988, Detecgao e identificagao de
fitobacterias em sementes. IN: SIMPOSIO  BRASILEIRO
DE PATOLOGIA DE SEMENTES, 3., Lavras. Anais. Campi-~
nas, Fundagao Cargill. p.123-139.

SCHAAD, N.W., 1980. Laboratory guide for identification
of plant pathogenic bacteria. St. Paul, Committee of
American Phytopathological Society. 72p.

SCHAAD, N.W., 1982. Detection of seedborne bacterial
pathogens. Plant Disease, St. Paul, 66: 885-890.
SCHAAD, N.W., 1988, Bacteria. IN: ANNUAL MEETING OF
THE AMERICAN PHYTOPATHOLOGICAL SOCIETY, 76., Ontario.
Inoculum thresholds of seedborne pathogens. Phytopa-

thology, St. Paul, 78(6). 872-875.

SCHAAD, N.W. & W.C. WHITE, 1974. A selective medium for
soil isolation and enumeration of Xanthomonas campes-
tis. Phytopathology, St. Paul, 64: 876-880.

SCHAAD, N.W. & R.L. FORSTER, 1985. A semi—selective
agar medium for isolation Xanthomonas campestris pv.
translucens from wheat seeds. Phytopathology, St.
Paul, 75: 260-263.

TAYLOR, J.D., 1970. The quantitative estimation of the
infestation of bean seed with Pseodomonas phaseolico-
£a (Burker) Dowson. Annals of Applied Biology,
Wellesbourne, 66: 29-36.

TRUJILLO, G.E. & A.W. SAETTLER, 1979. A combined semi-
selective medium and serology test for the detection
of Xanthomonas blight bacteria in bean seed. Journal
of Seed Technology, East Lansing, 4(2): 35-41.

TRUJILLO, G.E. & A.W. SAETTLER, 1980. A liquid  semi-
selective medium for Xanthomonas phaseoll and X. pha-
4e0li var. fuscans. East Lansing, Michigan Univer—
sity/Agricultural Experimental Station. 7p.(Research
Report, 411).

VELASQUEZ, N.C. & G. TRUJILLO, 1984. Comparacion de me
todologias para la deteccion de la infeccion de  se-
millas de caraota (Phaseolus vulgarnis L.) con la bac-
teria Xanthomonas campestnis pv. phaseol{ (Semith.)
Dye. Agronomia Tropical, Maracay, 34(1/3): 29-41.



X. campestris pv. phaseofi EM SEMENTES DE FEIJAO 323

VIEIRA, R.F. & A. SARTORATO, 1984. Recomendagoes Tecni-
cas para Produgao de Sementes de Feijao (Phaseolus vul
gauis L.) de Alta Qualidade. Goiania, EMBRAPA / Centre.
Nacional de Pesquisa de Arrxoz e Feijao. 46p. (Circu-
lar Tecnica, 10).

WALLEN, V.R. & M.D. SURRON, 1965. Xanthomonas  phaseoli
var. fuscans (Burkh.) Starr & Burkh. on field bean in

Ontario. Canadian Journal of Botany, Ottawa, 43: 437-
446,



