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INTRODUCAO




MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES

O objetivo central deste manual é suprir o analista de laboratdrio com informagdes sobre os
métodos mais comuns de deteccao de fitopatdogenos em sementes com protocolos simplificados e ilustragdes
fotograficas que visam facilitar as andlises de rotina. Trata-se de uma publicacdo que complementa, na forma
de anexo, o Capitulo 9, “Sanidade de Sementes”, das Regras para Analise de Sementes. A preocupacao foi,
portanto, disponibilizar ao sistema de controle de qualidade de sementes no pais, um guia de consulta
referencial, por ocasido das andlises de rotina, procurando-se desta forma, cumprir os principios de
homogeneizagdo e harmonizagao de informagdes neste tipo de atividade.

Por meio deste manual, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), faz
com que as regras ¢ normas brasileiras para analises sanitarias de sementes sejam enquadradas o mais
proximo possivel nas regras internacionais prescritas pela ISTA (International Seed Testing Association),
sendo adicionados alguns patossistemas de interesse no Brasil ¢ que ndo sdo contemplados nas regras da
referida Associagdo. A decisdo de incluir métodos ainda ndo submetidos a testes comparativos de validagdo,
conforme ¢ a atual postura do Comité de Sanidade de Sementes da ISTA em seu Manual de Sanidade, teve
como base o fato de que a demanda pelo teste de sanidade de sementes para alguns patossistemas tem
crescido rapidamente no Brasil e a eficicia desses métodos ja tém sido comprovada de alguma forma.

O trabalho foi desenvolvido por um grupo de profissionais envolvidos com sanidade de sementes
no Brasil, representando entidades publicas e privadas, pertencentes na sua maioria ao Comité de Patologia
de Sementes da ABRATES e sob a responsabilidade da CGAL/ Mapa.

As ilustragdes e descrigdes de métodos foram fornecidos por profissionais que trabalham ja por
algum tempo no campo de controle de qualidade sanitaria de sementes no pais, e estes materiais permanecem
sob o controle legal de propriedade de seus respectivos autores, o que faz com que a sua utilizagdo para
quaisquer outras finalidades, seja permitido somente mediante autorizagdo expressa dos mesmos. Toda
ilustragdo fotografica contém uma indicag@o de autoria correspondente.

Embora esforgos tenham sido feitos para tornar esta publicagdo a mais ampla possivel, alguns
patossistemas de importancia para o Brasil, ndo foram incluidos nesta edigdo pela inexisténcia de informagdes
e indisponibilidade de ilustracdes adequadas dos mesmos. Na medida em que estas informagdes e material
ilustrativo sejam disponibilizados, eles serdo incorporados nas préximas Edi¢cdes deste Manual.

Nesta primeira edigdo, foram considerados, portanto, somente os patossistemas que sdo de maior
interesse e importancia atual no Brasil.
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As sementes de modo geral podem abrigar e transportar microrganismos ou agentes patogénicos
de todos os grupos taxondmicos, causadores e ndo causadores de doencas. Do ponto de vista ecoldgico,
esses agentes podem ser agrupados em organismos de campo, onde predominam espécies fitopatogénicas,
e organismos de armazenamento, com pequeno nimero de espécies que deterioram as sementes nesta fase.

Os fungos englobam o maior namero de espécies associadas as sementes, seguidos pelas bactérias,
com um niimero expressivo de representantes e os virus e nematdides, em menor niimero. Dentre os fungos
fitopatogénicos, a maioria pode ser transmitida pelas sementes de seus hospedeiros.

2.1 Grupos de fungos associados as sementes

O agrupamento dos fungos, para efeito de entendimento e selecdo de métodos de detecgdo em sementes
pode ser realizado de forma simplificada tomando se como base a natureza de parasitismo destes organismos,
biotroficos e necrotroficos. A classificagdo taxondmica classica e moderna torna-se também de grande valor,
posto que os métodos de deteccdo dos fungos mantém uma certa correlacdo com os grupos distinguidos
pelas caracteristicas que os marcam nestas classificacdes. Os agrupamentos com base em caracteristicas
morfologicas, como tipo de frutificacdo, tamanho, forma e cor de esporos e outras propriedades sdo importantes
para a identificagdo desses organismos por ocasido de uma analise sanitaria. A Divisdo informal dos fungos
nos dois grandes grupos, tendo se como referencial a natureza do parasitismo (Tabela 1), ¢ importante, pelo
fato de que os fungos biotroficos ndo completam seu ciclo biologico em condigdes artificiais, e isto faz com
que estruturas tipicas que os caracterizam ndo sejam formadas em testes de sanidade que empregam métodos
artificiais que induzem a formacdo destas estruturas. Por sua vez, as espécies necrotroficas, que englobam a
maioria das espécies associadas as sementes, podem ser mais facilmente reconhecidas nessas condi¢oes, posto
que podem completar seu ciclo bioldgico parcial ou completo, formando estruturas tipicas que podem ser
reconhecidas com auxilio de microscopios. Para algumas espécies necrotréficas, de crescimento lento ou em
casos de espécies que dificilmente produzem frutificacdes na maior parte de seu ciclo bioldgico, ¢ necessario
que métodos especificos ou especiais sejam desenvolvidos.

A classificag@o dos fungos com base em: (1) carater de evolugdo, (2) caracteristicas morfologicas
e, (3) processos de divisdo celular, mitospdrico e meidspdrico tornam-se também, de certa forma, de grande
valor para o analista dando lhe seguranga no exame das sementes. O conhecimento das estruturas dos
fungos em seu ciclo bioldgico €, portanto, um requisito indispensavel por parte dos analistas. Conceituagio
e descrigoes detalhadas de estruturas fiingicas como, acérvulos, picnidios, esporodoquios, sinémios,
clamiddsporos, esclerddios ou esclerocios, peritécios, além dos diferentes tipos de esporos/conidios, podem
ser encontrados em livros textos especializados, devendo ser consultados constantemente pelos analistas e
demais profissionais ligados a analise sanitaria de sementes, em casos de duvidas.

Marcadores fisiologicos, bioquimicos e moleculares, constituem modernamente a base do
desenvolvimento de alguns métodos de detec¢do de fungos, facilitando e conferindo seguranga aos testes
de sanidade para inimeras espécies.
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2.2 Grupos de bactérias associados as sementes

A maioria das bactérias fitopatogénicas ¢ do tipo bastonete e nao forma esporos ou quaisquer
outras estruturas de resisténcia ou de repouso. O tamanho da célula bacteriana é varidvel, apresentando
em média 1,0-5,0 x 0,5-1,0mm. A reprodugdo das bactérias fitopatogénicas ocorre por fissdo binaria
ou divisdo simples a uma taxa espantosamente rapida. Sob condi¢des favoraveis, o periodo de geragao,
isto é, o tempo que uma bactéria leva para originar duas células filhas, varia de 20 a 50 minutos. Apds a
divisdo as células sdo independentes, ndo formam tecidos e apresentam forte afinidade por d4gua. Quando
uma unica célula bacteriana ¢ depositada sobre a superficie de um meio de cultura sélido ela pode se
multiplicar, dando origem a uma massa de cé€lulas visiveis chamada de colonia. Colonias de diferentes
espécies podem variar no didmetro, desde fragdes de milimetro (Xylella) até alguns centimetros
(Erwinia) e na forma, circulares, ovais ou irregulares. Suas bordas podem ser lisas, onduladas ou
irregulares. Colonias de muitas espécies sdo esbranquicadas ou cinzas (ex: Pseudomonas), enquanto
outras sdo amarelas (Xanthomonas e Clavibacter). Algumas produzem pigmentos fluorescentes sob
luz ultravioleta (Pseudomonas syringae pv. tomato), ou marrom (isolados de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli) difusiveis no meio agar. Essas caracteristicas permitem o desenvolvimento de métodos
de deteccdo baseados na extragdo da bactéria pela imersdo das sementes em tampao fosfato salina e
posterior plaqueamento, ou mesmo o semeio direto da semente, em meio de cultura seletivo.

As bactérias podem sobreviver nas sementes, como latente, em baixas populagdes tendo
sua multiplica¢do paralisada. A semente infectada pode ou nao apresentar sintomas, na maioria das
vezes ndo apresenta. Neste caso, se as sementes forem postas para germinar em substrato esterilizado
(areia, vermiculita, solo e outros) de forma individualizada e mantidas em casa de vegetagdo ou camara
de crescimento, a partir da emergéncia das plantulas, podera se observar a ocorréncia de sintomas
caracteristicos da infeccdo pelo patdgeno alvo. Entdo, ¢ realizado o isolamento da bactéria e sua
posterior identificagdo. Este também pode ser um método de detecgdo de bactérias em sementes, com
a vantagem de permitir a determinacdo da porcentagem de transmissdo do patdgeno; entretanto, ndo
permite a deteccao de bactérias em sementes ndo germinadas.

As principais bactérias fitopatogénicas transmitidas por sementes pertencem aos géneros:
Acidovorax, Clavibacter, Curtobacterium, Erwinia, Pantoea, Pseudomonas e Xanthomonas, cuja
classificagdo se encontra na Tabela 2. Para a diferenciagdo destes géneros sdo adotadas caracteristicas
microbioldgicas morfologicas, bioquimicas, de crescimento e moleculares.

14
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Tabela 2. Classificaciio de bactérias fitopatogénicas transmitidas por sementes no Reino Prokariota

Bactérias fitopatogénicas

Reino Divisao Classe Atributo
Familia Género
Graciculites Proteobacteria Nao Enterobacteriaceae Erwinia
fotossintética
Gram negativa Pseudomonodaceae Acidovorax
Pseudomonas
Xanthomonas
Procaryotae Rhizobiaceae Agrobacterium
Firmiculites Thallobacteria Gram positiva Streptomyces
Clavibacter
Curtobacterium

15
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2.3 Grupos de virus associados as sementes

Apesar de os virus possuirem algumas propriedades de ser vivo, como ter um genoma e ser
capaz de se adaptar as mudangas ambientais, eles ndo podem capturar e estocar energia livre ¢ ndo sdo
funcionalmente ativos fora das células vivas. Portanto, mesmo sendo patdgenos, eles ndo sdo considerados
como microrganismos genuinos. Mesmo ndo tendo a possibilidade de ocorrer cruzamento entre as espécies,
0 que teoricamente limitaria a sua variabilidade, eles possuem uma populagdo dindmica, constituida por
milhares de mutantes que se encontram presentes em um tnico clone viral. Essa populagéo, que esta sujeita
ao processo natural de selegdo, ¢ chamada de “quase-espécie” viral.

Decidir como fazer um esquema distinto e facilmente reconhecivel, para identificar as diferentes
espécies virais tem sido um problema de dificil solugdo, devido a variabilidade dos virus. Embora o
reconhecimento dessas espécies seja de fundamental importancia, os fitovirologistas levaram um bom
tempo para chegar a um consenso sobre a classifica¢do e taxonomia de virus. As caracteristicas empregadas
para separar os virus em diferentes agrupamentos levam em conta o seguinte: caracteristicas do genoma,
sequéncia do genoma, caracteristicas das proteinas codificadas pelo genoma viral, os mecanismos de
transmissdo, o efeito do virus na planta e o seu ciclo de hospedeiras.

A classificagdo e taxonomia de fitovirus realmente avangaram no periodo de 1980 a 1990, quando o
desenvolvimento nas técnicas de sequenciamento do genoma viral deu um salto fundamental. Isso fez com
que elas se tornassem bastante dindmicas na tltima década, mudado tanto com esses novos conhecimentos
gerados pela biologia molecular, que tem propiciado analises gendmicas cada vez mais precisas ¢ eficientes,
como com o aparecimento de novos isolados virais. O 6rgdo responsavel pela classificagdo ¢ taxonomia
dos virus ¢ denominado “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV) que é formado por
um grupo internacional de cientistas, encarregados de receber e discutir as informagdes ¢ proposigoes de
novas espécies/géneros de virus, que infectam plantas, animais vertebrados, invertebrados, bactérias, algas,
fungos, leveduras e protozoarios. O ICTV mantém disponivel na internet, site http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/ICTVdb/ICTVdB/, uma base de dados que ¢ frequentemente atualizada, com os dados de todos os
virus ja descritos em todo o mundo. Através de uma consulta rapida e facil, pode-se localizar, nesse site,
todos os dados referentes a classificagdo, taxonomia, caracteristicas bioquimicas, moleculares, gama de
hospedeiras, sintomas e demais informagdes que ja foram publicadas a respeito de uma dada espécie viral.

O sétimo relatério do ICTV, que foi disponibilizado em 2000, ja foi mudado no oitavo relatério
que foi publicado em 2005. A atual classifica¢do e taxonomia dos fitovirus podem ser vistas na Tabela 3,
onde constam também uma familia e alguns géneros que estdo sendo propostos por pesquisadores ¢ se
encontram em fase de analise para decidir sobre sua aceitagcdo ou ndo para inclusdo na taxonomia atual.
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MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES

2.4 Grupos de nematoéides associados as sementes

Nematoides sdo organismos pertencentes ao reino Animal, sub-reino Metazoa e filo Nemata. Os
principais géneros de nematdides associados as sementes de plantas sdo classificados como:

CLASSE SECERNENTEA
SUB-CLASSE DIPLOGASTERIA
ORDEM TYLENCHIDA

FAMILIAS APHELENCHODIDAE ANGUINIDAE HETERODERIDADE

. Anguina
GENEROS Aphelenchoides Heterodera
Ditylenchus

As principais espécies de importancia agricola que podem ser veiculadas por sementes encontram-
se nos géneros: Anguina (ex. A. tritici em trigo), Aphelenchoides (A. besseyi em arroz), Ditylenchus (D.
dipsaci em cebola e brachiaria) ¢ Heterodera (H. glycine em soja).

Comparados ao grupo dos fungos e das bactérias, os nematdides compdem o menor grupo de
organismos fitopatogénicos, apresentando apenas algumas espécies de importancia agricola que podem
associar-se as sementes.

Em geral, sdo organismos vermiformes, com variacdes morfologicas em algumas espécies e
apresentando tamanho variavel na faixa de 0,5 a 2,0mm de comprimento por 50 a 250mm de largura.
Dependendo do tipo de associagdo, os nematoides parasitas de plantas podem ser sedentarios ou migratorios,
ectoparasitas ou endoparasitas. Pela sua natureza de parasitismo, sdo mais comumente encontrados no solo
junto, ou no interior, das raizes das plantas parasitadas.

Nematoides fitoparasitas apresentam como caracteristica morfolodgica principal a formagao de
estilete bucal, cuja fungdo € perfurar os tecidos de seus hospedeiros ¢ por meio do qual o alimento é ingerido.

Alguns nematéides, como as espécies de Heterodera, formam estruturas de sobrevivéncia no solo,
conhecidas como cistos. Estes sdo estruturas que abrigam ovos dentro das fémeas, revestidas por uma
cuticula coriacea, resistente, que permite a sobrevivéncia destes ovos no solo.
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3.1- FUNGOS

O conhecimento prévio das formas de interagao do indculo de patégenos com sementes ¢ importante
em patologia de sementes, dentre varios aspectos, para a escolha de métodos de detecgdo destes agentes.

De modo geral, o transporte de microrganismos por sementes em um dado lote pode se dar de trés maneiras.

No primeiro caso, o microrganismo, separado ou ndo, encontra-se em mistura com as sementes,
fazendo parte da fracdo impura do lote. Fazem parte desta fracdo: fragmentos vegetais, sementes de plantas
invasoras e particulas do solo que podem, todos, ser portadoras de micélio dormente, corpos frutiferos e
esporos de fungos, cistos ou galhas de nematdides, células bacterianas e particulas de virus, esclerédios ou
estromas fingicos (Figura 1 A).

Uma segunda maneira pela qual certos patdgenos podem se associar e ser(em) transportados pelas
sementes é por adesdo passiva a superficie destas (Figura 1B).

A terceira forma de associacdo de microrganismos com sementes ¢ a presenga do indculo nos
tecidos das sementes, seja em estruturas superficiais (Figura 1C) ou mais interno no embrido (Figura 1D )
Essa ¢ a forma de interag@o e transporte mais comum entre os agentes transmitidos por sementes.

E preciso salientar que, apesar da distingao que se faz entre esses trés tipos de interagdo de indculo com
as sementes, um mesmo patogeno pode estar presente em um lote, sob uma ou mais dessas formas de associagdo.

Figura 1 - (A) Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum junto de sementes de soja; B) Conidios de Alternaria
zinniae aderidos a semente de zinia; C) Crosta de odsporos de Peronospora manshurica na
superficie de sementes de soja; D) Embrido do trigo com hifas de U. tritici . [Fotos 1A, 1B e 1C
de Prof. J.C. Machado (UFLA) e Foto 1D de Dr.S.B. Mathur (Dinamarca)].
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3 - FORMAS DE ASSOCIACAO DE PATOGENOS COM SEMENTES

3.2- BACTERIAS

As bactérias fitopatogénicas podem estar associadas as sementes tanto externamente quanto
internamente. A contaminagdo pode ocorrer na cultura, no periodo de maturacao da semente, quando o
indculo produzido sobre folhas ou outras partes da planta atinge a sua superficie, por meio de respingos de
chuva, agua de irrigacao, vento, insetos, etc. ou durante as operagoes de colheita, transporte, beneficiamento
e armazenamento. A polpa de frutos infectados ou contaminados também pode ser misturada com sementes
durante o processo de extragio. E importante lembrar que todo processo de manuseio da semente pode fazer
com que uma baixa porcentagem de contaminacdo proveniente do campo aumente marcadamente. Estruturas
anatOmicas especificas das plantas influenciam a probabilidade de infecg¢do da semente. Diversas bactérias
fitopatogénicas alcangam a semente e algumas vezes o embrido via funiculo. O funiculo, todo ou em parte,
sofre abscisdo, deixando uma cicatriz, o hilo, que é geralmente a parte da semente mais permeavel a agua e
juntamente com a micropila proporcionam um meio de entrada para patogenos bacterianos. Rachaduras e
outros ferimentos de origens diversas nas sementes constituem, também, vias importantes para a penetragao
e o estabelecimento interno de fitobactérias. A penetragdo ocorre ainda através das flores, da invasdo pelo
sistema vascular ou durante o desenvolvimento e maturacao de frutos e vagens. Nas sementes, as bactérias
se encontram na fase latente, em baixas populagdes tendo sua multiplicag¢ao paralisada. Muitas das bactérias
fitopatogénicas permanecem viaveis pelo mesmo periodo de viabilidade das sementes. A semente infectada
pode ou ndo apresentar sintomas, sendo que na maioria dos casos nio apresenta.

3.3 VIRUS

Apesar de infectar sistemicamente a planta, apenas uns 20% dos virus conhecidos sdo transmitidos
através das sementes verdadeiras. No caso dos virus limitados ao floema, isso pode ser explicado pela
falta de contato entre a planta mae e o embrido. Por outro lado, os virus que podem se translocar através
dos plasmodesmas e vasos condutores tém sido encontrados em tecidos das sementes como tegumento,
remanescentes nucelares e perisperma. Entretanto, com excecdo de virus altamente estaveis como o TMV
(Tobacco mosaic virus) e o ToMV (Tomato mosaic virus), a maioria dos virus ndo conseguem sobreviver a
dessecagdo e maturacdo do envoltério da semente.

Assim sendo, existem dois tipos de mecanismos de transmissao dos virus através das sementes: a)
devido a contaminagdo da plantula por meios mecanicos, por particulas virais que ficam na parte externa
e, raramente, no endosperma das sementes e em residuos dessecados das polpas e dos frutos; b) devido a
contaminagdo de tecidos do embrido.

Para que os virus sobrevivam na parte externa das sementes e contaminem a plantula durante a
germinacdo ou transplante, eles devem ser altamente estaveis, de modo a ndo perder a viabilidade durante
os processos de colheita, processamento ¢ armazenamento. No Brasil, as tGnicas espécies de virus que
possuem essas caracteristicas pertencem ao género Tobamovirus como o TMV, ToMV e o PMMoV (Pepper
mild mottle virus). Esses trés virus se localizam na parte externa das sementes, sendo que o PMMoV, em
alguns casos, ja foi também encontrado no endosperma, onde as particulas virais podem permanecer viaveis
por alguns anos. Nao se conhece as causas que impedem esses virus de alcangar os tecidos do embrido ou
do polen, mesmo sendo altamente estaveis e infecciosos e invadindo sistemicamente a planta.

A maioria das transmissdes por meio das sementes ocorre por contaminagdo dos tecidos do embrido.
Entretanto, para que as particulas virais cheguem até o embrido, a planta méde deve ser infectada antes da
produgdo dos gametas ou, pelo menos, antes da separacdo citoplasmatica dos tecidos embrionarios. Isso porque
o embrido ¢ o endosperma sdo formados dentro do saco embrionario, depois da fertilizagdo, ¢ ndo existe
conexdo vascular direta nem contato celular com a planta mée através de plasmodesmas, de modo que os virus
ndo possuem vias de translocagdo para esses tecidos apds a produgdo dos gametas.m. Portanto, quanto mais
jovem a planta for infectada, maior a chance de o virus alcangar os tecidos embrionarios. A Unica excecdo
conhecida ¢ a do BSMV (Barley stripe mosaic virus), cuja porcentagem de transmissdo por sementes aumenta
em infecgdes tardias, até o maximo de 10 dias antes do espigamento. Depois dessa fase do ciclo de vida da
planta, a proporc¢do de sementes infectadas com BSMYV, que pode variar de 90 a 100%, comeca a diminuir.
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Além dos virus chegarem ao embrido através dos tecidos maternos, eles podem também contaminar
os gametas masculinos, ou graos de polen. Isso significa que, caso sejam aldgamas, plantas sadias podem
produzir sementes infectadas, se o grdo de polen for proveniente de plantas infectadas. Por outro lado,
plantas autégamas, onde ambos os gametas t€ém a chance de estar infectados, devem ser mais eficientes na
producdo de sementes infectadas.

Alguns virus induzem sintomas nas sementes, entretanto, os sintomas ndo sao necessariamente
correlacionados com a sua transmissdo. Diferentemente do que acontece com a transmissdo do BSMV
via sementes, geralmente a porcentagem de transmissdo € baixa e bastante variavel pois diversos fatores
podem influenciar na propor¢do de sementes infectadas. A propor¢do de sementes infectadas apresenta
uma grande variabilidade de acordo com o virus, com a estirpe de virus e com a planta hospedeira. Alguns
virus tém uma ampla gama de hospedeiras e podem ser transmitidos pelas sementes de algumas espécies e
ndo pelas de outras. Além disso, diferentes espécies podem transmitir o virus pelas sementes em diferentes
proporgdes. A fase do ciclo de vida em que a planta for infectada e a localizacdo do virus nas sementes
também sdo fatores que podem interferir nessa transmissibilidade.

3.4 NEMATOIDES

A disseminag¢ao pode ser efetivada de diferentes maneiras. Pode ocorrer pelos seus proprios meios
(movimentos lentos); pelo homem, no transporte de material propagativo infectado (sementes, mudas,
tubérculos, etc.); pelos implementos agricolas contendo solo infestado; pelos animais domésticos e insetos;
e pela agua de irrigagdo e infiltrag@o.

A possibilidade de disseminagdo de fitonematdides através de sementes, a curta ¢ a longa distancia,
entre regides, paises e continentes em todo o mundo, tem aumentado através do intercdmbio de sementes
entre agricultores, melhoristas de plantas e outros agentes. Esse movimento, previsivel na agricultura
moderna, ¢ favorecido pela constante circulacdo de material vegetal e falta de conscientizacdo durante os
processos de producdo, comercializacdo e producdo de sementes.

Os nematoides podem ser transportados junto com as sementes de trés diferentes modos: a) no
interior das mesmas, na forma de juvenis abrigados entre a casca e o endosperma da semente; em pequenas
cavidades das sementes de cereais e de gramineas; na regido do hilo (Aphelenchoides spp. e Ditylenchus
spp.) e, em lesdes presentes na semente (Ditylenchus spp.); b) associados a fragmentos vegetais da planta-
mae infectada junto as sementes (Ditylenchus spp.); ¢) como contaminagdo concomitante, a exemplo de
algumas espécies do género Anguina spp., as quais transformam o ovario da flor da planta hospedeira
em galhas, sendo assim disseminadas misturadas as sementes produzidas ou, ainda na forma de cistos
(Heterodera spp.), contidos em torrdes de solo ou aderidos as sementes de plantas hospedeiras.

De importancia para identificacdo dos nematodides fitoparasitas, além da presenca do estilete, é o
conhecimento do seu ciclo bioldgico. Desde a fase de ovo ate a fase adulta, os nematoides sofrem quatro ecdises
ou trocas de cuticula, o que equivale a diferentes estadios juvenis até a fase adulta. Em geral, a identifica¢do
de nematdides ¢ realizada pelo exame da fémea adulta, que apresenta as estruturas de reproducdo completa.
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MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES

No ato da recep¢do em laboratdrio, as amostras devem ser avaliadas no que tange ao seu estado de
conservacao/integralidade de suas embalagens e o nimero ou quantidade de sementes nelas contidas. Caso
alguma irregularidade seja constatada, dependendo do grau de gravidade, as amostras devem ser devolvidas
ao remetente anexando se um comunicado sobre as irregularidades registradas.

Uma vez atendidas as exigéncias e realizado o registro de recepc¢do, as amostras podem ser
submetidas, sempre que necessario, a desinfestacdo inicial visando eliminar formas viaveis de 4caros e
outros tipos de insetos. Este procedimento pode ser realizado por meio do congelamento, que consiste na
manutengdo das amostras, acondicionadas em sacos de polietileno limpos, em freezers (-20 °C) por 3-5
horas. Alternativamente, acaricidas quimicos podem ser aplicados, respeitados os cuidados no seu manuseio.

4.1 Manuseio das amostras na recep¢ao

Inicialmente as bancadas ou locais sobre as quais as sementes s3o manuseadas, devem ser limpos
e desinfestados por meio de 4gua quente com detergente e um desinfestante, a base de Lysoform, ou alcool
70% ou equivalente. A homogeneizacgdo e separagdo das sementes devem ser realizadas mediante uso de
ferramentas e luvas limpas e desinfestadas. A cada intervalo entre 0 manuseio de uma para outra amostra,
todo o local e instrumentos de manuseio devem ser devidamente desinfestados.

Cuidados devem ser tomados na identificacdo das amostras, evitando se anotagdes cruzadas ou
temporarias. Recomenda se usar marcadores graficos de composi¢ao permanente.

4.2 Destino de embalagens e outros materiais descartaveis

Materiais descartaveis utilizados no manuseio inicial das sementes, incluindo se as embalagens, devem
ser autoclavados antes de seguirem para o descarte final; os instrumentos e equipamentos ndo descartaveis,
como espatulas, divisores mecanicos de amostras etc devem ser limpos ou desinfestados apds o seu uso.

Findo o periodo de validade da analise sanitaria, conforme indicado no Capitulo 9 das RAS, as
amostras de sementes, portadoras de patdgenos, devem ser autoclavadas ou devidamente acondicionadas
para envio ao destino final de descarte.

O destino de materiais descartaveis utilizados na execucdo dos testes de sanidade deve ser
procedido de autoclavagem apos as avaliagdes.

4.3 Cuidados com as amostras apos a recepciio

Uma vez registradas, e apés a retirada da frag@o de trabalho, as amostras devem ser imediatamente
transferidas para as camaras de armazenamento. Caso isto ndo seja possivel no mesmo dia, evitar a
exposicdo das mesmas a ambientes com atmosferas imidas, temperaturas elevadas ou qualquer outra forma
de atmosfera modificada com gases ou outros agentes que possam interferir nos microrganismos associados.

No local de armazenamento, evitar o acondicionamento de outros materiais vegetais com umidade
superior ao das sementes, bem como evitar proximidade das amostras com produtos quimicos de qualquer
espécie, principalmente aqueles com propriedade de volatilizagao.

Emcasodeusodeprodutosquimicoscomefeitoresidual prolongado,como?2,4-D (Diclorofenoxiacetato
de sddio) e outros, proceder a lavagem imediata de pipetas e demais recipientes nos quais estes produtos foram
abrigados, evitando se a dispersdo de residuos dos mesmos nos locais de manipulagdo de sementes.
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4.4 Manuseio de sementes tratadas com defensivos agricolas

Sementes tratadas com fungicidas e / ou outros defensivos agricolas devem ser manipuladas de
acordo com as normas existentes para este tipo de material, atentando se para a seguranga do operador e para
cuidados especificos de prevengio a poluicdo do ambiente. As sementes devem ser manipuladas em ambientes
apropriados como, camaras de exaustdo, devendo o material utilizado em seu manuseio ser lavado em separado.
Vale lembrar que o uso de luvas e mascaras protetoras ¢ um requisito indispensavel nestas operagdes.

Para o armazenamento, as amostras devem ser acondicionadas em embalagens a prova de gases
ou outra forma de escape de produtos, evitando se coloca-las proximo ou no meio de amostras ndo tratadas.
As embalagens devem ser distinguidas externamente por meio de inscrigdes ou sinais existentes para esta
finalidade. Apds o periodo de validade, as amostras com as respectivas embalagens devem ser descartadas
seguindo se normas existentes para esta finalidade no pais. Instru¢des ¢ normas estio disponibilizadas pela
ANDEF (site: http://www.andef.com.br) e por Orgaos Oficiais que tratam desses aspectos.

4.5 Técnicas auxiliares em Laboratorios de rotina

A analise sanitaria de sementes requer a aplicagcdo de inimeros procedimentos, que vao desde a
etapa de preparag@o de materiais utilizados para a condugao dos testes até a execugdo propriamente destes.
Em se tratando de manuseio de sementes ¢ de microrganismos, as vezes em separado, as técnicas sdo
basicamente as mesmas utilizadas em laboratérios de microbiologia. Desta forma, o foco, neste capitulo,
sera dado apenas a algumas técnicas que podem auxiliar o analista em sua tarefa cotidiana, principalmente
voltadas para manipulagdo de fungos e bactérias.

4.5.1 Limpeza e esterilizacao de material

Todo material utilizado em testes de sanidade de sementes, como ferramentas de manipulacao
(pingas, espatulas, estiletes, bisturis, tesouras, vidrarias, dgua, papel de filtro, papel germitest, placas
de petri, gerboxes ou outros recipientes, peneiras, meios de cultura, etc) devem estar limpos e isentos
de contaminagdes microbianas. Isto se faz necessario para evitar contaminagdes cruzadas, que podem
comprometer a validade dos resultados dos testes de sanidade.

Para instrumentos, vidrarias e recipientes plasticos, a limpeza com detergente neutro deve ser
feita inicialmente apods o seu uso ¢ antes de estocagem. Placas de Petri de vidro, demais vidrarias, papel
de filtro devem ser esterilizados a seco a temperatura de 160°C por duas horas. Agua, meios de cultura
(caso de BDA), solugdo de 2,4-D devem ser autoclavados a 121°C por 20 minutos sob pressdo de 1,5 atm.
Recipientes de plésticos, como determinados tipos de placas, gerboxes devem ser esterilizados, em casos de
reutilizacdo, em camaras herméticas contendo no interior 6xido de propileno ou formol a 4%.

Em operagdes de manipulagdo de sementes por ocasido da montagem de testes, no interior de
capelas de fluxo laminar, instrumentos metalicos utilizados devem ser desinfestados com alcool 70%
seguido de flambagem em bico de Bunsen ou lamparinas.

Cuidados gerais de assepsia, como uso de aventais de prote¢do, mascaras e luvas pelos analistas e
demais usuarios do laboratério devem ser tomados visando a garantia do controle de qualidade sanitario do
Laboratorio e a seguranca dos operadores.

Verificagdo do nivel de contaminaggo do interior do Laboratoério pode ser feito expondo algumas
placas de petri com meio de cultura, abertas, por alguns minutos em locais estratégicos nos recintos de
trabalho e incubagdo de sementes. Apos incubagdo por 4-7 dias, a 25 °C, é possivel avaliar a presenga de
colonias de microrganismos desenvolvidas nessas placas.

Para o controle periddico de contaminagdes microbianas e de acaros, ¢ recomendavel a aplicagdo
de formol 4% em salas de incubagdo, e outras sob suspeita, pelo periodo de 24-48 horas a cada 15 ou 30
dias, dependendo do grau de contaminagao suspeito.
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4.5.2 Preparo de material para exame microscopico

O exame complementar de material fungico ao microscopio 6tico, quase sempre € necessario para
confirmacgdes da identidade de alguns microrganismos. Uma primeira alternativa ¢ a raspagem de material
fungico diretamente das sementes para ldminas de observacao microscopicas. Este procedimento se presta
para alguns fungos, principalmente quando se trata de espécies que se caracterizam, em grande parte, pelo
tipo de frutificagdo ou esporos/conidios. Em casos que a frutificagdo com a presenga de esporos torna-se
essencial para a identificagdo da espécime, a raspagem pode ndo conduzir a conclusdes seguras. Para esses
casos ¢ em situagdes que observagdes mais rapidas sejam requeridas, uma alternativa que tem sido das mais
eficazes, ¢ a técnica do preparo de laminas com fita adesiva transparente de boa qualidade. Pedagos de 4-6
cm deste material sdo seguros pelos extremos, com a face adesiva voltada para baixo, e sua parte central
colocada em contato com a parte do fungo sobre as sementes. Em seguida, fixa-se a fita em uma lamina
para microscopia contendo uma pequena gota de liquido de montagem (Azul de Amann ou outro), tendo se
o cuidado de estendé-la, o melhor possivel, sobre a ldmina.

Em casos de identificagdo complexa de alguns fungos em sementes, onde as observacdes ao
microscopio ndo sdo suficientes para assegurar uma conclusdo mais segura, a alternativa que resta € o
isolamento da espécime em questdo por meio dos procedimentos ja conhecidos e descritos em manuais
de microbiologia e fitopatologia. Nestes casos as sementes, em separado, ou no proprio recipiente usado
em sua incubag@o, exibindo o microrganismo alvo, deve ser transferida para uma capela de fluxo laminar
e, com auxilio do microscopio estereoscopico desinfestado e de um estilete, ou alga de platina, limpo
e flambado, efetuar a transferéncia do indculo diretamente das sementes para meio de cultura contido
em placas de petri. Esta transferéncia pode ser realizada tocando cuidadosamente, com auxilio do estilete
contendo no seu extremo um pequeno fragmento de Agar-agua, nas frutificagdes do fungo a ser isolado e
dai depositando o sobre o meio de cultura na placa.

Para observagdes microscopicas em andlise de rotina, recomenda-se além de 4dgua destilada os
seguintes liquidos de montagem:

1- Lactoglicerol: (usado para estruturas escuras)
Acido 18tiCO ...vvvvvrerrerirines

Glicerol .....ccooveveveneneniiciens
Agua destilada

2-  Azul de Amann modificado (para estruturas hialinas)

Acido JAHCO ..o 10 mL
Glicerol ........... ... 10 mL
Agua destilada .............cco......... 10 mL
Anilina ou Trypan Blue ............ 0,01g

Para ambos liquidos de montagem, fenol, previamente dissolvido, pode ser adicionado a mistura
na proporg¢do de 20 g do total, ressaltando se os cuidados que este produto requer em razdo dos riscos que
oferece a saide humana.
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No ambito do controle de qualidade de sementes, o teste de sanidade ¢ utilizado para definir o
perfil de qualidade de um lote ao lado de outros testes que indicam a condi¢ao de germinabilidade, vigor,
pureza fisica e identidade genética.

Para cada teste pode existir um ou mais métodos, os quais sdo desenvolvidos lancando se mao
de diferentes principios/fundamentos. A op¢do de escolha por um ou por outro método ird depender, em
principio, do objetivo do teste.

Neste manual, sdo descritos os métodos de deteccdo dos agentes fitopatogé€nicos mais comumente
utilizados para a analise sanitaria de sementes em geral. Para alguns casos, descrigdes de métodos especificos ou
especiais sdo incluidas. No Capitulo 9 das RAS, havera indicagdo de apenas um método para cada patossistema,
exceto em casos que a pesquisa fornega evidéncias estatisticas de equivaléncia de dois ou mais métodos
disponiveis. E oportuno salientar que um mesmo agente pode ser detectado por diferentes métodos, havendo
diferencas entre eles em relagéo a sensibilidade, custos, complexidade de execugdo, ¢ objetivos do teste etc.

5.1 METODOS DE DETECCAO DE FUNGOS

Nesta secdo os métodos sdo apresentados, seguindo se, de certa forma, a ordem de interacdo do
indculo dos fungos em relagdo as sementes que compdem a amostra submetida para a analise, conforme
tratado no capitulo 3 deste Manual.

Ao final da descrigdo dos protocolos simplificados, sdo apresentadas, em separado, as caracteristicas
das principais espécies que sdo consideradas neste Manual para o método de Incubagdo em Substrato de
Papel (“blotter test”). Os padroes de ocorréncia dos fungos sdo apresentados em separado, da forma como
sdo visualizadas suas caracteristicas tipicas a0 microscopio estereoscopico € ao microscopio 6tico.

5.1.1 Inspecio visual da amostra de sementes
*  Fracido de sementes para a anilise:

Considerar a fragdo correspondente aos pesos indicados na andlise de pureza descritos
nas Regras para Andlise de Sementes vigentes

¢ Procedimentos:

Submeter as por¢des de sementes ao peneiramento com malha de tamanhos variados,
coletando as fragdes obtidas em separado e dispondo-as em uma camada simples sobre superficie
limpa, previamente desinfestada, e sob luminosidade suficiente para observagdes dos componentes
fracionados a olho nu e/ou com auxilio de lupas a resolugdo de 10 a 40 X. Sementes ¢ impurezas
devem ser examinadas em separado.
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e Avaliacao:

Contar o nimero de sementes com sintomas/sinais tipicos dos agentes
patogénicos e as unidades de cada tipo de indculo, caso de esclerodios, estromas e
agregados de frutificagdes reconhecidas, presentes na amostra (Ilustragdes na Figura
2). Presenca de insetos e sementes de outras espécies deve ser registrada.

Os resultados devem ser expressos em niumero de estruturas fungicas ou de
sementes com sintomas do patdgeno por peso.

Figura 2 - Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja (A), trigo (B), feijdo (C) e
algoddo (D). [Fotos de Prof. J.C.Machado- UFLA]

*  Observacdes gerais:

i- Metodologia aplicavel para exame de sementes que exibem sintomas ou sinais tipicas da
presenga de determinados fungos patogénicos, como ¢ o caso de Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara (1889) (Figura 3A) em feijdo, Peronospora manshurica
(Naumov) Syd. (1923) (Figura 3B) e Cercospora kikuchii (Tak. Matsumoto & Tomoy.) M. W.
Gardner (1927) (Figura 3C) ambos em soja; Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (1959) em
trigo (Figura 3D); Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (1976), (Figura 4A) e Colletotrichum
graminicola (Ces.) G.W. Wilson (1914) (Figura 4 B) ambos em milho; Drechslera oryzae (Breda
de Haan) Subram. & B.L. Jain (1966) em arroz (Figura 4 C).
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Fusarium graminearum Schwabe (1839)

Figura 58 - Fusarium graminearum em sementes de milho (A, B ¢ C) e conidios em preparag¢éo microscopica
(D). [Fotos de Prof. J.C. Machado-UFLA].

Idem descrigdo para o Trigo.

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenb (Syn. . moniliforme J. Sheld. (1904)

Figura 59 - Fusarium verticillioides em sementes de milho (A e B) e cadeia de microconidios (C e
D.[Fotos de Prof. J.C. Machado-UFLA].
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Micélio esbranquicado, levemente pigmentado de purpura, ou branco-alaranjado; colonias bem
desenvolvidas sobre as sementes, as vezes com aparéncia floculosa. Por vezes, o crescimento micelial é
acompanhado pela formacao de pionodes de tamanho e superficies irregulares, coloracdo laranja a vermelho-
purpura (Figura 59A e B). Sob alta resolugdo, cadeias de microconidios simples, ou ramificadas, longas ou
curtas; as vezes com pequenas agregagdes de microconidios sao visualizadas. Cadeias de microconidios sdo
mais frequentes em coldnias pouco desenvolvidas.

Macroconidios, quando formados em pionodes, sdo fusiformes, afilados, parede delicada,
tamanho 25-60 x2,5-4,0 um e com 3-7 septos . Microconidios, mais frequentes em cadeias, sdo hialinos,
unicelulares, em geral com a base achatada, tamanho 5-12 x 1,5-2,5um. (Figura 59C e D)

Fusarium sub-glutinans (Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Marasas (1983)

Figura 60 - Fusarium sub-glutinans na semente de milho (A) e agregados de conidios sob alta resolugdo(B).
[Fotos de Prof. J.C. Machado-UFLA]

Em geral as colonias apresentam as mesmas caracteristicas que F. verticillioides, exceto que, sob

alta resolugdo as cadeias de microconidios sdo raramente produzidas, sendo a formag&o de agregados (falsas
cabegas) de microconidios predominates (Figura 60A e B). Conidios sdo semelhantes aos de F. verticillioides.
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Stenocarpella maydis (Berk.) B. Sutton (1980)

Figura 61 - Stenocarpella maydis; picnidios em sementes de milho (A) e conidios em preparagdes
microscopicas (B e C). [Fotos de Prof. J.C. Machado-UFLA]

Micélio branco a cinzento-palido, superficial nas sementes. Picnidios imersos, esféricos a
subglobosos, marrons escuros a negros, com ostiolos protundentes (Figura 61 A).

Conidios retilineos, curvados ou irregulares, com 1, as vezes 2, septo(s), marrom-claros, com
apice atenuado ou arredondado, base truncada, tamanho 15-34 x 5-8 um, (Figura 61 B e C) formados a
partir de fidlides hialinas, asseptadas e cilindricas.
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Stenocarpella macrospora (Earle) B. Sutton (1977)

Figura 62 - Stenocarpella macrospora;picnidios em sementes de milho (A), conidios em preparagdes
microscopicas (B, C e D). [Fotos A, C ¢ D de Prof. J.C. Machado-UFLA e Foto B, cedida por
Dr. N.F. Pinto — Embrapa/Milho e Sorgo)

Micélio branco a cinzento-palido, superficial nas sementes. Picnidios imersos, esféricos a
subglobosos, marrom escuro a negros, com ostiolos protundentes (Figura 62 A).
Conidios retilineos, curvados ou irregulares, 2 septos (as vezes 1), marrom claro, com éapice
atenuado ou arredondado, base truncada, tamanho 44-82 x 7,5-11,5 pm, (Figura 62 B, C e D) formados a
partir de fidlides hialinas, asseptadas e cilindricas.
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FUNGOS DE ARMAZENAMENTO
Aspergillus candidus

Conidiéforos com tamanho variavel, ndo excedendo Imm. Formagdo de vesicula globosa e filides.
Conidios sdo globosos ou subglobosos com tamanho 2.5 x 3.5 um de didmetro. Coldnias com coloragio
branca para creme, uniseriado ou biseriado ( D) e (Figura 64A)

Aspergillus flavus

Colonias, em geral, de coloragdo verde amarelada sobre as sementes. Conidioforos com vesiculas esféricas,
na maturidade fendidas em colunas, pouco definidas, 500-600um de didmetro, e raramente maiores.
Presenca de fialides que cobrem a vesicula. O conidiéforo apresenta cabega, normalmente menor que 1pm
de comprimento. Os conidios sdo tipicamente globosos a subglobosos, equinulados, medindo 3-6 um de
didmetro, frequentemente de 3.5um — 4.5um, as vezes elipticos ou periformes. Uniseriado ou biseriado,
cabecas dos conidios sdo radiais ou formando colunas pouco definidas. Possuem coloragido verde amarelo
e conidioforos asperos (ndo lisos). (Figura 63B).

Aspergilus glaucus

Coldnias de coloragdo brilhante azulada tornando se verde para castanho verde, ocasionalmente formando
cleistotécio de cor amarela a laranja. Cabega do conidio radial; conididforos lisos e septados. Fialides sdo
formadas diretamente na vesicula, uniseriada, que possuem cabegas globosas e amarelo brilhante e pode
ocorrer a formagdo de cleistotécio. Os conidios sdo rugosos, raramente lisos, formato oval tipo péra com
Sum de comprimento, em baixas temperaturas pode chegar até 15 ou 24um (Figura 63A).

Aspergillus ochraceus

Crescimento, inicialmente pardo, granular, formando uma massa de conidios, amarelo palha, tornando-se
amarelo “ochareceus”. (As colonias possuem coloragdo amarelo a laranja ou caramelizado). Os conidios sdo
globosos radial ou elipticos. Ocorre formagdo de vesicula e fidlides que estdo firmente unidas, formando
camadas uniseriada ou biseriada. O tamanho dos conidos pode variar de 2.5-3um de diametro. (Figura 63 C).

Penicillium SP.

Coldnia sobre a superficie da semente ¢ de coloragdo amarelo verde ou azulada. Conidioforos sdo curtos de
30-100pm x 4-5um, geralmente eretos, lisos ou algumas vezes ligeiramente asperos. Formagdo de poucas
fialides. Os conidios sdo unicelulares, variaveis, lisos subglobosos para esféricos, mas geralmente elipticos
3.4 -12 x 3-8um normalmente 6-8um x 4-6pm.(Figura 63 E; 64C e D).
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Figura 63 - Crescimento de  fungos de
armazenamento  em  sementes:
Aspergillus glaucus (A), Aspergillus
flavus  (B), Aspergillus ochraceus
(C), Aspergillus candidus (D) e
Penicillium sp. (E). [Fotos A, Ce D
de Prof. J.C. Machado-UFLA]

Figura 64 - Aspergillus e Penicillium frutificagdes: Aspergillus (A) e Penicillium (B e C) em preparagdes
microscopicas. [Fotos A, C e D de Prof. J.C. Machado-UFLA]
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ESPECIES CONTAMINANTES MAIS FREQUENTES EM SEMENTES

Alternaria alternata

Figura 65 - Alternaria alternata em sementes (A) e conidios em preparagdo microscopica (B). [Fotos de
Prof. J.C. Machado-UFLA]

Crescimento cinza escuro, aéreo, variavel em densidade, com produgio de conididforos diretamente
sobre as sementes. Conidios produzidos em cadeias longas, em numero de 2 a 11, com mais freqiiéncia.
Geralmente as cadeias sdo simples, podendo ser ramificadas. Conidio polimorfo, curto ou longo, marrom
para preto, altamente variado quanto ao formato, oval para cilindrico. Quanto ao nimero de septos, podem
ter até § transversais e normalmente varios longitudinais ou obliquos. O tamanho varia de 20-63(37) pm x
9-18 (13) um na parte mais larga, com a ponta (bico) palido com 2-5 pm de espessura. (Figura 65).
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Chaetomium sp.

¥

Figura 66 - Chaetomium sp. em sementes de arroz (A), sementes de soja (B) e peritécios em preparagdes
microscopicas (C e D). [Fotos de Prof. J.C. Machado-UFLA]

Peritécios sdo formados no meio de micélio de baixa densidade na superficie da semente e, muitas
vezes, sobre o papel proximo a sementes. Os peritécios sdo esféricos ou piriformes, abundantemente
cobertos por setas geralmente longas. Caracteristicas das setas, como ornamentagdes, ramificagdes,
formato, coloragdo, sdo importantes na identificacdo de espécies. As ascas, evanescentes, desaparecem com
a maturacdo dos ascosporos unicelulares, limoniformes e escuros (Figura 66).
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Cladosporium sp.

Figura 67 - Cladosporium sp em semente (A e B), e conidios em preparagdo microscopica (C). [Fotos de
Prof. J.C. Machado-UFLA].

Conidioforos altos, escuros, eretos, ramificados irregularmente no apice, dendréides. Conidios
escuros, 0-3 septos, variaveis em forma e tamanho, formando cadeias frequentemente ramificadas, globosos
ou subglobosos com 3-4,5 um de didmetro. Apresenta colonias, cinza, oliva ou café. Longas cadeias de
conidios com tamanho principalmente de 4-9 x 3-5 um. (Figura 67).
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Curvularia sp.

Figura 68 - Curvularia sp. em sementes (A) e conidios em preparacdo microscopica (B).
[Foto A de Dr. S.B. Mathur (Dinamarca) e Foto B de Prof. J.C. Machado — UFLA].

Colonias difusas, com micélio escuro, conididéforos escuros, retos a flexuosos. Conidios marrom
palido a marrom escuro, com 3 ou mais septos, usualmente as células apicais mais claras e uma célula
com um lado maior que outro, tornando o conidio curvo. Tamanho dos conidios ¢ variavel de acordo com
a espécie. Em algumas espécies ocasionais estauroconidios trirradiados ocorrem.(Figura 68)

Epicoccum purpurascens

]
g

Figura 69 - Epicoccum purpurascens em sementes (A) e conidios (B e C) em preparagdo microscopica.
[Fotos de Prof. J.C. Machado-UFLA].
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Colonias de crescimento rapido, amareladas a alaranjadas, produzindo, muitas vezes, pigmentagio
avermelhada plrpura no substrato de papel ao redor das sementes contaminadas. O fungo produz
esporoddquio marrom para preto, normalmente agrupados e granulares. Conidiéforos compactos, curtos,
escuros, em grupos € com um unico conidio terminal de 15-25 pm. Os conidios, em sua maioria esféricos,
sdo septados irregularmente, com paredes espessas cobertas de protuberancias curtas. (Figura 69).

Nigrospora sp.

Figura 70 - Nigrospora sp. em sementes (A e B) conidiéforos com conidios em preparagdo microscopica
(C).[Fotos de Prof. J.C. Machado- UFLA]

Micélio imerso ou parcialmente superficial nas sementes com produ¢do abundante de conidios
negros intercalados nas hifas (Figura 70A e B). As colonias sdo inicialmente de cor branca, contrastando
com os esporos negros ¢ brilhantes, depois se tornam escuras pela intensa esporulagdo. Conididforos sdo
curtos, com um unico esporo terminal, produzido sobre célula intercalar e flexuosos com tamanho entre 3-7
pum de altura. Conidios sdo lisos, brilhantes, esféricos ou ovéides com 10-16 um de diametro (Figura.70 C).
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Rhizopus stolonifer

Figura 71 - Rhizopus stolonifer: esporangios e esporangiosporos em sementes ¢ papel de filtro (A, B e C).

O crescimento das coldnias € muito rapido, ocorre formacéo de esporangios esféricos de coloragido
negra, contendo numerosos esporoforos. Os espordforos, geralmente sdo eretos e em grupos, com até 2,5
mm de tamanho e com 20um de didmetro. Os espordforos podem variar de globosos para oval, elipsoides,
poligonal ou angular. Os esporangios sdo esféricos (globosos), inicialmente branco, tornando-se negros
quando maduros com até 200pum de didmetro. (Figura 71).
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Trichoderma sp.

Figura 72 - Trichoderma sp: em sementes de milho (A e B) e conidiéforos com conidios em preparagio
microscopica (fita adesiva).[Fotos de Prof. J.C.Machado- UFLA]

As colonias, inicialmente brancas, se tornam verdes com a abundante esporula¢do. Conidiéforos

hialinos ramificados em angulos retos. As fidlides produzem conidios unicelulares, ovoides, hialinos que
permanecem, em grupos. Os conidios, em massa, apresentam em geral coloragdo verde (Figura 72).
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Trichothecium sp.

Figura 73 - Trichothecium sp. Frutificacdo sobre as sementes (A) ¢ em preparagdo microscopica.(B).
[Fotos de Prof. J.C.Machado- UFLA].

Sobre as sementes contaminadas o fungo produz col6nia com intensa esporulagdo formando uma
massa densa (Figura 73A). Conidioforos sdo hialinos, eretos, septados, produzindo conidios no apice, os
quais permanecem em grupos ou cadeias, geralmente aderidos lado a lado, de forma caracteristica. Os
conidios sdo bicelulares, ovdides ou elipsoides, com dimensdo de 12-18 x 8-10um (Figura 73B).

Periconia sp

Figura 74 - Periconia sp.

Conidiéforos de Periconia sp., sobre as sementes, sdo longos, visiveis com baixa resolugédo,
medindo se até 360um de comprimento, frequentemente curvos, produzindo conidios lateralmente,
abaixo do apice setiforme. Conidios sdo esféricos, marrom claro, dimenséo de 8 (10,4)15um de diametro,
verrugosos ou levemente equinulados (Figura 74).
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5.2 METODOS DE DETECCAO DE BACTERIAS

Nesta secdo sdo apresentados os métodos utilizados para a deteccdo de bactérias em sementes,
bem como os métodos especificos para cada espécie.

5.2.1 Plantio de Sementes em Substrato Esterilizado

Fracio ou nimero de sementes a ser analisada: 1.000 sementes.

Procedimento do teste: semear as sementes desinfestadas em substrato esterilizado (areia, solo, vermiculita
e outros) de forma individualizada e incubar em cadmara de crescimento a 25°-28°C.

Avaliacio: a avaliacdo ¢ realizada a partir da emergéncia das plantulas, observando-se a ocorréncia ou nao
de sintomas caracteristicos da infec¢do pelo patdgeno alvo. A taxa de infecg@o € calculada com base no
numero de plantulas emergidas.

Confirmacio dos resultados: ¢é realizado o isolamento da bactéria e sua posterior identificacao.

Observagoes gerais: permite determinar a porcentagem de transmissao do patdgeno associado as sementes para a
planta que ela originara, entretanto, ndo permite a detec¢@o de bactérias em sementes ndo germinadas nem naquelas
infectadas poruma quantidade de células bacterianas inferior a necessaria para que a infecgéio se manifeste. E simples
e ndo requer equipamento ou pessoal com treinamento especifico, exceto para reconhecimento dos sintomas,
detectando somente células viaveis e patogénicas, porém demorado, de baixa sensibilidade, utiliza grande espago
fisico e ¢ bem adaptado para organismos normalmente presentes em relativamente alto nivel populacional ou
percentagem de sementes contaminadas (1 a 10%). Nesta forma de detecg@o existe a possibilidade de ocorréncia
de dispersdo e disseminagao secundaria, o que pode levar a valores superestimados.

5.2.2 Inoculacio em plantas susceptiveis

Fracao ou nimero de sementes a ser analisada: 1000 sementes

Procedimento do teste: inocular plantas suscetiveis com extrato obtido pela imersao de sementes em agua,
solucdo salina ou tampao, seguida da observacdo dos sintomas desenvolvidos. Como forma de aumentar
a sensibilidade desta técnica, € possivel acrescentar alguns passos apds a extragdo como o enriquecimento
(crescimento de aliquota do extrato em meio de cultura liquido) e ou a concentragao por centrifugacao.

Avaliacdo: a avaliagdo ¢ realizada observando-se a ocorréncia ou nio de sintomas caracteristicos da
infeccdo pelo patogeno alvo.

Confirmacio dos resultados: ¢é realizado o isolamento da bactéria e sua posterior identificagao.
Observagoes gerais: a técnica ¢ de facil execugdo e permite a deteccdo somente de células vidveis, porém é

demorada e exige a manuten¢ao de plantas em estadio de desenvolvimento recomendado para a inoculagdo
e sob condi¢des ambientes controladas. E um método ndo quantitativo.
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5.2.3 Plaqueamento em meio seletivo e semi-seletivo
Fracio ou nimero de sementes a ser analisada: variavel com a cultura.

Procedimento do teste: plaquear sementes ou o extrato obtido pela sua imersdo em agua, solugdo salina ou
tampdo, em meios seletivos ou semi-seletivos.

Avaliacio: a avaliacdo ¢ realizada observando-se colonias tipicas do patdogeno, e o resultado € expresso
qualitativamente (presenga ou auséncia).

Confirmacio dos resultados: testes bioquimicos, de patogenicidade, PCR, Imunofluorescéncia, ELISA,
uso de bacteriofagos.

Observagoes gerais: permite o isolamento do patégeno, entretanto, € necessaria a identificagdo posterior
dos organismos isolados por testes bioquimicos, sorologicos ou de patogenicidade; muitos meios seletivos
ndo sdo suficientemente seletivos para detectar todos os isolados do patdgeno; € trabalhoso e requer tempo
para incubagdo e confirmagao da patogenicidade.

5.2.4 Registro de resultados

Os casos de resultados negativos (patdgeno ndo detectado nas sub-amostras) deverao ser registrados
em termos de padrao de tolerancia e limite de detecg¢do. O padrdo de tolerancia depende do ntimero total de
sementes testadas, n, e ¢ aproximadamente 3/n (P=0.95); o limite de detec¢do por sub-amostra ¢ equivalente
ao limite de detec¢do por mL multiplicado pelo volume do extrato.

Nos casos de resultados positivos, o registro deve indicar o nimero médio de unidades formadoras

de colonias (ufc) por semente e/ou o niumero de sub-amostras positivas do numero total testado e o tamanho
da amostra ou a probabilidade maxima estimada da propor¢ao de sementes infestadas.
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5.2.5 Métodos especificos para cada espécie

5.2.5.1 Detecciao de Xanthomonas campestris pv. campestris em Brassica spp. ISTA)
Cultura: Brassica spp. (brocolis, repolho, couve, couve-flor)
Patogeno: Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) (podriddo negra)

Preparado por: Roberts, S.J. ¢ Koenraadt, H.

Método

1 Extracao: Suspender as sementes em solucdo salina (10 mL por 1.000 sementes) pré-resfriada (2-4°C)
acrescida de Tween 20 (0,02% v/v) em um frasco conico e agitar por 2,5 h a temperatura ambiente (20-
25°C) em shaker orbital a 100-125 rpm.

2 Diluicéo e plaqueamento: Preparar a dilui¢do em série fator 1:10 do extrato de sementes até a dilui¢do 10°, pipetar
100 pl de cada diluigdo e do extrato ndo diluido em placas de cada um dos meios semi-seletivos (FS, mCS20ABN) e
espalhar sobre a superficie com alga de Drigalski estéril. A seguir, incubar a 28-30°C e examinar ap6s 3-4 d.

3 Controle positivo: Preparar a suspensdao de um isolado conhecido de Xcc, em solucdo salina estéril e
diluir o suficiente para obter 10? a 10* ufc/mL. A seguir, pipetar 100 ul das dilui¢des apropriadas em placas
contendo os meios semi-seletivos (FS, mCS20ABN) e espalhar sobre a superficie com alga de Drigalski
estéril e incubar nas condigdes citadas acima.

4 Controle negativo:Preparar uma dilui¢do em série de uma amostra da solugdo extratora (solugdo salina
acrescida de Tween 20), sem sementes, ¢ plaqueiar nos meio semi-seletivos como as amostras.

5 Avaliacdo: Examinar as placas das amostras para verificar a presenga de coldnias tipicas de Xcc
comparando-as com as placas do controle positivo.

Em meio FS apos 3-4 d, as colonias de Xcc sdo pequenas, verde palido, mucoides e circundadas por um
halo de hidrolise de amido.

Apds 3-4 d em meio mCS20ABN, as colonias de Xcc sdo de coloragdo amarelo palha, mucdides e
circundadas por um halo de hidrolise de amido. As colénias podem variar no tamanho. Dependendo do
numero de coldnias presentes, pode ser mais facil avaliar as placas apds 3 d, antes da coalescéncia dos halos
de hidrolise de amido os quais podem tornar mais dificil a identificagdo das coldnias suspeitas.

Registrar o numero de colonias suspeitas e outras colonias.
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6 Confirmacio/identificacao de colonias suspeitas: Repicar as colonias suspeitas em placas setoriadas
contendo meio YDC. O niimero preciso de coldnias repicadas dependerd do ntimero e variabilidade de
colodnias suspeitas na placa: se presentes, pelo menos seis colonias deverdo ser repicadas por sub-amostra.

Repicar o isolado do controle positivo em uma placa setoriada para comparagao e incubar as placas por
24-48 h a 28-30°C.

Comparar o crescimento das colonias com o controle positivo. Em meio YDC as colonias de Xcc sdo de
coloragdo amarelo palha e mucoide/fluidal.

Confirmar a identidade dos isolados pelo teste de patogenicidade em plantulas de Brassicas de
susceptibilidade conhecida.

7 Teste de patogenicidade: Cultivar as plantulas de uma cultivar de brassicas susceptivel a todas as ragas
de Xcc em pequenos vasos ou bandejas pelo menos até o estagio de 3-4 folhas verdadeiras.

Raspar uma pequena quantidade de crescimento bacteriano diretamente de uma cultura de 24-48 h YDC
(placas setoriadas) com estilete ou alfinete entomoldgico esterilizados.

Inocular seis das nervuras principais no ponto perto das bordas nas duas folhas mais novas por ferimento
com estilete ou alfinete entomoldgico.

O numero de plantas a serem inoculadas dependera da variabilidade da cultivar e experiéncia do operador,
mas 1-3 plantas por isolado deve ser suficiente. E melhor inocular mais isolados com 1 planta por isolado
do que menos isolados com 3 plantas por isolado.

Com estilete ou alfinete entomoldgico esterilizados inocular primeiro o controle negativo e depois o isolado
do controle positivo e mantenha as plantas a 20-25°C.

Examinar as plantas para verificar o aparecimento de lesdes tipicas progressivas em forma de V, de coloragéo

amarelo/necrético com as nervuras escuras apos 10-14 d. Sintomas podem ser visiveis antes dependendo da
temperatura e agressividade do isolado. Compare com o controle positivo.
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5.2.5.2 Detecco de Xanthomonas hortorum pv. carotae em Daucus carota (ISTA)

Método

1 Extracfo: Suspender as sementes em solucdo salina acrescida de Tween 20 (0,02% v/v) (10 mL por 1.000
sementes) em um frasco conico, embeber as sub-amostras overnight (16-18 h) a 4-7°C e agitar por 5 min a
temperatura ambiente (20-25°C) em shaker orbital a 200 rpm.

2 Diluicao e plaqueamento: Agitar os frascos para homogeneizar antes da dilui¢ao, preparar a dilui¢do em
série fator 1:10 do extrato de sementes até a diluigdo 10°, pipetar 100 ul de cada dilui¢do e do extrato ndo
diluido em duas placas de cada um dos dois meios semi-seletivos escolhidos, ou meio MKM com o meio
MD5A ou meio MKM com o meio mTBM, e espalhe sobre a superficie com al¢a de Drigalski estéril em
seguida incubar com as placas do controle positivo a 28°C e examine ap0s 4-8 dias.

3 Controle positivo: Preparar a suspensdo de um isolado conhecido de Xhe, em solugdo salina estéril.
Se utilizar uma cultura liofilizada, cultive pelo menos uma vez em meio ndo seletivo antes de usar para
checar a viabilidade e morfologia, diluir o suficiente para obter aproximadamente 10 a 10* ufc/mL. Isto
pode requerer acima de sete diluigdes em série de uma suspensdo tarbida, pipetar 100 ul das diluigdes
apropriadas em placas contendo os meios semi-seletivos (MKM/MDSA ou MKM/mTBM) e espalhe sobre
a superficie com alga de Drigalski estéril e incubar as placas controle e das amostras.

4 Controle negativo: Preparar a diluigdo em série de uma amostra da solugdo extratora (solugdo salina
acrescida de Tween 20), sem sementes, ¢ plaqueiar nos meios semi-seletivos como as amostras.

5 Avaliacéio: Examinar as placas dos controles positivo e negativo e as placas das amostras para verificar a
presenca de colonias tipicas de Xhc comparando-as com as placas do controle positivo.

Em meio MKM ap6s 4-6 d, as coldnias de Xhc sdo de coloracdo creme amarelo clara, marrom claro a
amarelo péssego, brilhantes, arredondadas e com didmetro de 2-4 mm.

Em meio MD5A ap6s 7-8 d, as colonias de Xhc sdo de coloragdo amarelo palha, brilhantes, redondas e
lisas, convexa com margens inteiras, didmetro de 2-3 mm.

Em meio mTBM apoés 7-8 d, as colonias de Xhc sdo de coloragdo branca ou amarela ou, brilhantes,
redondas, cremosas, convexas com margens inteiras, didmetro de 1-2 mm e circundadas por uma zona clara
da hidrdlise de caseina. A hidrolise da caseina em meio mTBM nem sempre esta presente.

O tamanho ¢ a coloragdo das colonias podem diferir dentro de uma amostra.

Registrar o numero de colonias suspeitas e outras colonias.
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6 Confirmacio/identificacao de colonias suspeitas: Repicar as colonias suspeitas em placas setoriadas
contendo meio YDC. Para evitar contaminag@o de isolados, use uma nova placa setoriada para cada sub-
amostra. O niimero preciso de colonias repicadas dependera do niimero e variabilidade de colonias suspeitas
na placa: se presentes, pelo menos seis colonias deverdo ser repicadas por sub-amostra.

Repicar o isolado controle positivo em uma placa setoriada para comparagdo em seguida incubar as placas
setoriadas por 48-72 h a 28°C. Comparar o crescimento das coldonias com o controle positivo. Em meio
YDC as colonias de Xhe s@o de coloragao amarelo palha e mucoides. Confirmar a identidade dos isolados
pelo teste de patogenicidade em plantulas de cenoura de susceptibilidade conhecida ou por PCR e registrear
os resultados para cada coldnia repicada.

7 Teste de patogenicidade: Cultivar as plantulas de uma cultivar de cenoura susceptivel a Xhc em pequenos
vasos ou bandeja pelo menos até o estagio de 3-4 folhas verdadeiras (aproximadamente 3-4 semanas apos
o plantio). Preparar suspensdes de cada cultura bacteriana suspeita cultivada em meio YDC em agua de
torneira esterilizada e dilua até a concentragio aproximada de 2x10° ufc/mL. O mesmo procedimento devera
ser utilizado para o isolado do controle positivo. Apds esta esta etapa, inocular as plantas, pulverizando-
as até o ponto de escorrimento. Usar um pequeno vaso com 3-4 plantas por isolado. Incluir os controles
positivo e negativo. E importante ndo esfregar as folhas apds a pulverizagdo, isto pode causar resultados
falso-positivos.

Incubar as plantas inoculadas a 27-28°C em sacos plasticos fechados (para promover condi¢des perto de
100% UR). Apos 48 h, retire os sacos durante o dia e recoloque a noite.

Registar os sintomas apds 7-10 d de incubagdo. Sintomas tipicos de X. hortorum pv. carotae aparecem
primeiro como pequenas areas irregulares encharcadas amareladas com uma delgada mancha marron

no centro nas folhas inoculadas. Posteriormente, as areas afetadas aumentam, tornam-se marrons € sao
frequentemente circundadas por um halo amarelo. Comparar com o controle positivo.

8 Reac¢do da Polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR): Preparar suspensdes de
células ligeiramente tarbidas (OD,, —aproximadamente 0,05) em 1,0 mL de dgua destilada esterilizada
das culturas suspeitas cultivadas em meio YDC e do controle positivo. Além disso, utilizar um isolado nédo
suspeito como controle negativo. As suspensdes podem ser armazenadas a -20°C até a identificacdo.

Usar os seguintes primers especificos de Xhc (Meng ef al., 2004):

3Sforw 5” CAT TCC AAG AAG CAG CCA 3’

3Srev 5> TCG CTC TTAACA CCGTCA 3’
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Os Primers Universais bacterianos devem ser utilizados para validar a reagdo de PCR. Estes primers dardo
um produto de tamanho de 441 bp (adaptado de Eden et al., 1991) comparado com o produto de 355 bp dos
primers especificos para Xhc.

1052F 5 GCATGG TTG TCG TCA GCT CGT 3’

Bac R 5’ TAC GGC TAC CTT GTTACGACTT 3’

Preparar a reagdo de PCR. Conduza a reag@o de PCR na parede de tubos de microcentrifuga de 0,2 mL com
um volume final de 10 ul (8 pl reagdo + 2 ul suspensdo bacteriana).

Programa de PCR: incubagao inicial de 5 min a 95°C seguido por 35 ciclos de 15s a 94°C, 15s a 58°C e 30s
a 72°C. Incubagdo final de 5 min a 72°C e 20 min a 20°C.

Submeter a eletroforese durante 1,5 h a 150V em gel de agarose 1,5% em tampdo TBE 0,5x (Tris Borate
EDTA) colorido com brometo de etideo 10 pl dos produtos da PCR. Incluir um marcador (ladder) de 100 bp.

Analise dos produtos amplificados: produto de 355 pb especifico para Xhc e um produto universal

bacteriano de 441 pb. Duas bandas (especifica e universal) = identificag@o positiva; uma banda (universal)
= identifica¢@o negativa; nenhuma banda = template bacteriano ausente, repetir reagao.
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5.2.5.3 Deteccdo de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em algodao (Gossypium hirsutum L.)

Plantio de Sementes em Substrato Esterilizado (Halfon-Meiri & Volcani, 1981)

Método
1 Fracéiio ou nimero de sementes a ser analisada: 6 repeticdes de 200 sementes
2 Procedimento do teste: Incubar 200 sementes em 60 mL de agua destilada por 17 horas. Semear as sementes

em areia umida esterilizada, espagamento de 1 x 3 cm. Verter o restante da agua sobre as sementes antes de cobri-
las com uma camada de 2 cm de areia umida e incubar em camara de crescimento a 25°-28°C e UR 80-90%.

3 Avaliacdo: A avaliagdo serd realizada 10-14 dias apds o plantio, observando-se as lesdes tipicas da bacteriose nas
folhas cotiledonares (Figura 75). A taxa de infecgdo sera calculada com base no niimero de plantulas emergidas.

4 Confirmacao dos resultados: Isolamento em meio 523 de Kado e Heskett (1970)
Em meio 523 as coldnias de X. axonopodis pv. malvacearum sdo de coloragdo amarelas ¢ mucoéides (Figura 76).

Registar os resultados para cada coldnia repicada.

C.2 Plaqueamento de sementes em meio semi-seletivo (Mehta et al., 2005)

Método

1 Fracao ou numero de sementes a ser analisada: 1.000 sementes.

2 Desinfestacido superficial e plaqueamento das sementes: Desinfestar as sementes com alcool etilico
70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio 2,5% por 4 minutos seguido de 3 lavagens com agua esterilizada.
Plaquear as sementes em placas de Petri contendo 15 mL de meio PSA (Mehta et al., 2005). Em seguida,
incubar com as placas do controle positivo.

3 Controle positivo (cultura ou material de referéncia): Preparar a suspensdo de um isolado conhecido
de Xam, em solugdo salina estéril. Diluir o suficiente para aproximadamente 10> a 10* ufc/mL. Pipetar 100
pl das dilui¢des apropriadas em placas contendo o meio PSA (Mehta et al., 2005) modificado e espalhe
sobre a superficie com al¢a de Drigalski estéril. Em seguida incubar com as placas das amostras.
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4 Avaliacdo: Examinar as placas periodicamente e examinar as placas do controle positivo. Dentro de 7
a 12 dias apos a incubac@o, sera observado se coldnias tipicas de Xam ao redor das sementes (Figura 79).
Contar o niimero de sementes infectadas.

5 Confirmacio/identificacido de colonias suspeitas: Repicar as colonias suspeitas em placas setoriadas
contendo meio 523 (Kado e Heskett, 1970). Repicar o isolado controle positivo em uma placa setoriada para
comparagdo.Incubar placas setoriadas por 24-48 h a 28°C. Apoés incubagdo, comparar o crescimento das
coldnias com o controle positivo. Em meio 523 as colonias de Xam sdo de coloragdo amarela e mucoides
(Figura 76).

Confirmar identidade dos isolados pelo teste de patogenicidade em plantulas de algodao de susceptibilidade
conhecida.

Registrar os resultados para cada colonia repicada.

6 Teste de patogenicidade: Cultivar as plantulas de uma cultivar de algoddo susceptivel a Xam em
pequenos vasos pelo menos até o estagio de 3-4 folhas verdadeiras (aproximadamente 3-4 semanas apos o
plantio). Preparar em agua de torneira esterilizada a suspensdo de cada cultura bacteriana suspeita cultivada
em meio 523 e dilua a aproximadamente 2x10°¢ ufc/mL. O mesmo procedimento devera ser utilizado para
o isolado controle positivo.

Inocular as plantas, pulverizando-as até o ponto de escorrimento. Use um pequeno vaso com 3-4 plantas
por isolado. Incluir o controle positivo e um controle negativo. As plantas inoculadas serdo incubadas a 27-
28°C em sacos plasticos fechados (para promover condi¢des perto de 100% UR). Apds 24 h, retire os sacos
e mantenha as plantas incubadas a 27-28°C.

Registrar os sintomas apos 7-10 d de incubagdo. Sintomas tipicos de Xam aparecem primeiro como
pequenas areas angulares encharcadas. Posteriormente, lesdes angulares aumentam, tornam-se marrons
(Figura 75). Comparar com o controle positivo.

Figura 75 - Lesdes tipicas causadas por Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em plantulas de algodio.
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Figura 76 - Colonias tipicas de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em meio 523.

Figura 77 - Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum em meio PSA: plaqueamento de sementes (a) e
colénias (b) (Foto Barbosa, J.F.).
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5.2.5.4 Deteccao de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis em tomate (Lycopersicon
esculentum) — Workshop 1999

Método

1 Extracao: Suspender as sementes (10.000 sementes - aprox. 24 g em 150mL) em tampdo Tween fosfato-salino
pré-resfriado (2-4°C) em um frasco conico de 250mL fechado com parafilme. Saturar as sementes por 24 h a4 °C.

2 Diluicdo e plaqueamento: Agitar o extrato (manualmente ou em um shaker) para homogeneizar
completamente (~1 min) e permitir que as bactérias se estabelecam (~10 min). Preparar duas dilui¢cdes em
série do extrato de sementes até dilui¢do 10

Pipetar 100 pl de cada diluigdo e do extrato de sementes em placas contendo os meios SCM e mSCM e
espalhe sobre a superficie com uma alga de Drigalski. Em seguida, incubar as placas a 27°C por 5-14 d.

3 Controle positivo: Preparar a suspensdo de um isolado conhecido de Cmm em solugéo salina estéril.
Diluir o suficiente para aproximadamente 10? a 10* ufc/mL. Em seguida, pipetar 100 pl das dilui¢des
apropriadas em placas contendo os meios SCM e mSCM e distribua sobre a superficie com uma alca de
Drigalski. Incubar com as placas das amostras a 27°C por 5-14 d.

4 Exame das placas: Examinar as placas para a presenga de colonias tipicas de Cmm comparando-as com as
placas do controle positivo no mesmo meio. Apos 7 d em meio mSCM as colonias de Cmm séo de coloragdo
verde claro, mucdides, de 2-3 mm de didmetro, translucidas e facilmente distinguiveis de outras colonias
mucoides pela presenca de manchas escuras internas (pintas). A medida que o tempo de incubagdo aumenta,
as colonias de Cmm tornam-se maiores e as manchas internas tornam-se amarelas enquanto outras colonias
permanecem pequenas e ndo tém as manchas internas. Ap6s 10 d em meio SCM as colonias de Cmm sdo
grandes, de coloragdo cinza a preta, convexas, irregulares e mucoides com manchas internas pretas (Figura 78).

5 Confirmagao/identificacio de colonias suspeitas: Repicar as colonias suspeitas em placas setoriadas de
YDC. O niimero preciso de coldnias repicadas dependera do nimero de coldnias suspeitas, mas um nimero
razoavel ¢é de seis a doze. Repicar o isolado controle positivo para uma placa setoriada para comparagao.
Incubar as placas setoriadas por 24-48 h a 27°C. Comparar a aparéncia dos isolados com o controle. Apds
48 h as colonias de Cmm serdo de coloragdo amarelo escuro, convexas, brilhantes e fluidas. Confirmar a
identidade dos isolados pelo teste de patogenicidade em plantulas de tomate de susceptibilidade conhecida.

Registrar os resultados para cada col6nia repicada.
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6 Patogenicidade: Preparar uma suspensio tirbida (10° células/mL) em aproximadamente 5 mL de solugdo
salina pela raspagem de uma pequena quantidade de crescimento bacteriano de 24-48 h em YDC (placas
setoriadas). Cortar o caule de plantulas de tomate de 5 semanas bem acima dos cotilédones com um par de
tesouras estéreis mergulhadas no inoculo (Fig. 79). Descartar a parte superior do caule. Inocular um isolado
conhecido como controle positivo e solucdo salina estéril como controle negativo. Manter as plantulas a
25-27°C e em seguida observar os sintomas (murcha) ap6s 7-11 dias.

Figura 78 - Colonias de Clavibacter michiganensis subsp. muchiganensis em meio mSCM.

Figura 79 - Sintomas de murcha causados por Clavibacter michiganensis subsp. muchiganensis: a) muda
proveniente de semente infectada; b) plantulas inoculadas por corte do caule com tesoura
estéril mergulhada em suspensdo do inoculo.
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5.2.5.5 Deteccio de Pseudomonas syringae pv. tomato em tomate (Lycopersicon esculentum)

Plantio de Sementes em Substrato Esterilizado (Jones, McCarter e Gitaitis, 1989)

Método

1. Extrac¢do: Semear as amostras (100 sementes) em vasos (bandejas) de plastico com mistura de solo esterilizada.

Observagao: os vasos também deverdo ser esterilizados e podem ser protegidos com plasticos ao redor
para prevenir contaminagdo entre as amostras. Identificar devidamente os vasos de acordo com as amostras.
Incubar os vasos semeados em cadmaras de crescimento a 18-20°C.

Observagao: esta temperatura ¢ 6tima para o desenvolvimento da doenga. Em baixas temperaturas a
germinacdo mais lenta permite que a bactéria se multiplique ao nivel para causar doenga. Quando as plantas
estiverem no estagio de folhas verdadeiras e depois com 6-7 cm de altura, incube-as em sacos plasticos
fechados (para promover condi¢des perto de 100% UR) por 36 h.

2. Deteccio

Manter as plantas em camara de crescimento durante 4 semanas e examina-las a procura de sintomas tipicos
da mancha bacteriana nos cotilédones e nas primeiras folhas verdadeiras 7 dias apds a emergéncia ou em
outros casos, somente apos a cimara umida.

Observagio: o numero de lesdes nas plantulas varia com o grau da contaminagdo das sementes; a quantidade
de lesdes permite a estimativa semi-quantitativa do nivel de contaminagao.

Para confirmar que Pst ¢ o agente causal dos sintomas observados, lesdes representativas sdo trituradas
separadamente em gotas de dgua destilada esterilizada, plaqueadas em meio King B pelo método de estrias
¢ as colonias fluorescentes identificadas. Testes utilizados para confirmar Pst: rea¢do de oxidase, atividade
arginina dihidrolase, HR em fumo, utilizacdo de erythritol, D(-)-tartarato e DL-lactate, e atividade de
nucleacao em gelo. Como confirmagao final, plantas de tomate susceptiveis serdo inoculadas com isolados
capazes de produzir sintomas tipicos da doenga associada com Pst.

Lotes de sementes com resultado positivo devem ser reavaliados para confirmag@o ou obtengéo de resultados
adicionais quantitativos de infestagdo de sementes.

Avaliacao
Lesdes causadas por Pst ou P. syringae pv. syringae produzem reacdo de fluorescéncia positiva.
Lesdes infectadas com X. vesicatoria oulesdes ndo originadas de bactérias sdo negativas para fluorescéncia.
Apbs a incubacdo, as placas serdo checadas a procura de coldnias fluorescentes. Coldnias
fluorescentes em meio King B e DL-lactato ndo sdo Pst. Colonias fluorescentes em meio King B, mas
ndo no meio DL-lactate sdo transferidas para testes posteriores.
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Os isolados negativos para oxidase serdo testados posteriormente e os oxidase positiva serdo
descartados. Os isolados que induzirem HR em fumo e utilizarem sucrose e D(-) tartarato, mas nao
erythritol ou DL-lactate e forem negativos para atividade arginina dihidrolase sdo identificados como
Pst. Para confirmar a identidade destes isolados, deve-se fazer o teste de patogenicidade. Os isolados que
reproduzirem lesdes da mancha bacteriana em tomate sdo confirmados como Pst.

Plaqueamento em meio semi-seletivo (Soares, Valarini e Menten, 2001)

Método

1 Extragfo: Suspender as sementes em tampao PBS Tween 0,05 M em um frasco conico. O volume de
solucdo salina deve ser ajustado de acordo com o numero de sementes utilizado (proporcao de 3:1 - viw).
Ember as sub-amostras por 16-18 h a 4°C.

2 Diluicio e plaqueamento: Agitar os frascos para homogeneizar antes da dilui¢do. Preparar a diluigdo em
série do extrato de sementes até a dilui¢do 103, Pipetar 100 ul de cada diluigdo e do extrato ndo diluido em
duas placas do meio King B modificado e espalhe sobre a superficie com al¢a de Drigalski estéril. Incubear
com as placas do controle positivo a 28°C e examine apds 4-8 d.

3 Controle positivo (cultura ou material de referéncia): Preparar a suspensdo de um isolado conhecido
de Pst, em solug@o salina estéril. Se utilizar cultura liofilizada, cultivar pelo menos uma vez em meio ndo
seletivo antes para checar a viabilidade e morfologia.

Diluir o suficiente para aproximadamente 10? a 10* ufc/mL. Isto pode requerer acima de sete diluigdes em
série de uma suspensao turbida.

Pipetar 100 pl das diluigdes apropriadas em placas contendo o meio semi-seletivo (mKing B) e espalhe
sobre a superficie com al¢a de Drigalski estéril. Em seguida incubar com as placas das amostras.

4 Controle negativo: Preparar a diluigdo em série de uma amostra da solugdo extratora (solugdo salina
acrescida de Tween 20), sem sementes, ¢ plaquear nos meio semi-seletivos como as amostras.

5 Avaliaciio: Examinar as placas dos controles positivo ¢ negativo e as placas das amostras para verificar a
presenca de coldnias tipicas de Pst comparando-as com as placas do controle positivo.

Em meio mKing B apds 4-6 d, as colonias de Pst ficaram de coloragdo branca (Figura 80).

Registrar o numero de colonias suspeitas e outras colonias.
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6 Confirmacao/identificacio de colonias suspeitas: Repicar as coldnias suspeitas em placas setoriadas
contendo meio King B. O niimero preciso de coldnias repicadas dependera do numero e variabilidade de
colonias suspeitas na placa: se presentes, pelo menos seis colonias deverao ser repicadas por sub-amostra.
Repicar o isolado controle positivo em uma placa setoriada para comparagdo. Incubar as placas setoriadas
por 48-72 h a 28°C. Comparar o crescimento das colonias com o controle positivo. Em meio King B as
colonias de Pst sdo de coloragdo branca.

Confirmar a identidade dos isolados pelo teste de patogenicidade em plantulas de tomate de susceptibilidade
conhecida e registrar os resultados para cada colonia repicada.

7 Teste de patogenicidade: Cultivar as plantulas de uma cultivar de tomate susceptivel a Pst em pequenos
vasos ou bandeja pelo menos até o estagio de 3-4 folhas verdadeiras (aproximadamente 3-4 semanas apds o
plantio). Preparar a suspensao em agua de torneira esterilizada de cada cultura bacteriana suspeita cultivada
em meio King B e dilua a concentragdo contendo aproximadamente 2x10° ufc/mL. O mesmo procedimento
deve ser utilizado para o isolado controle positivo. Inocular as plantas, pulverizando-as até o ponto de
escorrimento. Usar um pequeno vaso com 3-4 plantas por isolado. Incluir os controles positivo e negativo.
E importante nio esfregar as folhas ap6s a pulverizagio, isto pode causar resultados falso-positivos.

Incubar as plantas inoculadas a 27-28°C em sacos plasticos fechados (para promover condi¢des perto de
100% UR). Apos 48 h, retire os sacos durante o dia e recoloque a noite.

Registrar os sintomas apds 7-10 d de incubagdo. Sintomas tipicos de Pst aparecem primeiro como pequenas
areas irregulares encharcadas. Posteriormente, as areas afetadas aumentam, tornam-se marrons e sao
frequentemente circundadas por um halo amarelo. Comparar com o controle positivo.

Figura 80 - Colonias de Pseudomonas syringae pv. tomato em meio mKing B.
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5.2.5.6 Deteccao de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria em tomate (Lycopersicon esculentum) - ISHI-Veg

Método

1. Extracéo: Suspender as sementes em tampao PBS Tween 0,05 M em um frasco conico. O volume de
solugdo salina deve ser ajustado de acordo com o niimero de sementes utilizado (proporgao de 3:1 - v:w).

Embeber as sub-amostras por 16-18 h a 4°C.

2 Diluicio e plaqueamento: Agitar os frascos para homogeneizar antes da dilui¢do. Preparar as dilui¢cdes em série
do extrato de sementes até 10°. Pipetar 100 pl das dilui¢des 10" e 102 e do extrato ndo diluido em duas placas de
um dos meios semi-seletivos (mTBM, CKTM e TAM) e espalhar sobre a superficie com al¢a de Drigalski estéril.
Em seguida, incubar com as placas do controle positivo a 26-28°C no escuro e examine apds 4-8 d.

3 Controle positivo (cultura ou material de referéncia): Preparar a suspensao de um isolado conhecido de Xcv,
em solu¢do salina estéril. Diluir o suficiente para obter diluigdes que contenham aproximadamente 10? a 10* ufc/
mL. Pipetar 100 pl das dilui¢des apropriadas em placas contendo os meios semi-seletivos (mTBM, CKTM ou
TAM) ¢ espalhar sobre a superficie com al¢a de Drigalski estéril. Incubar as placas com as das amostras (Figura 81).

4 Controle negativo: Preparar a diluicdo em série de uma amostra da solugdo extratora (tampao PBS
Tween 0,05 M), sem sementes, ¢ plaquear nos meio semi-seletivos como as amostras.

5 Avaliacio: Examinar as placas dos controles positivo e negativo aos 3, 5 ¢ 7 dias e as placas das amostras
para verificar a presenca de coldnias tipicas Xcv comparando-as com as placas do controle positivo.

As colonias de Xcv em meio mTMB, CKTM e TAM aparecem tipicamente em 4-7 dias e podem ser
identificadas apresentando-se amarelas, levemente mucoéides e arredondadas (circulares). Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria utiliza tween e em 3-7 dias um halo branco cristalino geralmente ¢ formado
ao redor da colonia amarela. Alguns isolados de Xcv formam apenas um fraco halo, halo claro ou apenas
clareia o meio abaixo da colonia (ndo visivel). (NOTA: halo branco cristalino ¢ devido ao calcio depositado
no halo claro causado pela utilizagdo do tween).

O tamanho e a coloragéo das colonias podem diferir dentro de uma amostra.

Registrar o numero de colonias suspeitas e outras colonias.
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6 Confirmacio/identificacao de colonias suspeitas: Repicar as colonias suspeitas em placas setoriadas
contendo meio YDC. O niimero preciso de colonias repicadas dependerd do ntimero e variabilidade de
colonias suspeitas na placa: se presentes, pelo menos seis colonias deverao ser repicadas por sub-amostra.
Repicar o isolado controle positivo em uma placa setoriada para comparac¢do. Em seguida incubar as placas
setoriadas por 24-48 h a 28°C.

Comparar o crescimento das colonias com o controle positivo.

Confirmar a identidade dos isolados pelo teste de patogenicidade em plantulas de tomate de susceptibilidade
conhecida. Testes de confirmagéo adicionais como ELISA, PCR, IF ou testes bioquimicos sdo opcionais.

Registrar os resultados para cada coldnia repicada.

7 Teste de patogenicidade: Cultivar as plantulas de uma cultivar de tomate susceptivel a Xcv em pequenos
vasos ou bandeja pelo menos até o estagio de 2-3 folhas verdadeiras (aproximadamente 3-4 semanas apos o
plantio). Preparar a suspensao em agua de torneira esterilizada de cada cultura bacteriana suspeita cultivada
em meio YDC e diluir a concentragdo de aproximadamente 108 ufc/mL (0,1 to 0,2 o.d. at 600 nm). O mesmo
procedimento devera ser utilizado para o isolado controle positivo.

Infiltrar a folha de uma cultivar susceptivel de pimentdo/tomate com a suspensdo forgando delicadamente o
liquido na sua superficie inferior utilizando uma seringa estéril sem agulha e marque a folha com o nimero
de identificag@o da amostra. Fazer testes de patogenicidade de pelo menos cinco coldnias suspeitas de Xcv
purificadas por repeticdo. Incluir os controles positivo e negativo.

Incubar as plantas inoculadas a 90-100% de umidade relativa e a 27-32°C com 8-12 h de luz. Observar
as plantas diariamente e registre o dia em que as lesdes encharcadas aparecem. Geralmente, isolados
patogénicos de Xcv desenvolvem uma lesdo encharcada dentro de 48-96 h.

Figura 81 - Colonias de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria em meio TAM.
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5.2.5.7 Deteccao de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em sementes de feijao
(Phaseolus vulgaris)
Cultura: feijao (Phaseolus vulgaris)

Patogeno: Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff)

Método
1 Extracio: Suspender as sementes em solugdo salina em um frasco conico. O volume de solugdo salina

devera ser ajustado de acordo com o numero de sementes utilizado (500 mL por 1.000 sementes). Embeber
as sub-amostras por 16-18 h a 4°C.

2 Dilui¢do e plaqueamento: Agitar os frascos para homogeneizar antes da dilui¢ao. Preparar diluigdes em
série do extrato de sementes (10", 10? e 10%). Pipetar 100 pl de cada dilui¢do e do extrato ndo diluido em
duas placas contendo o meio CNS e espalhe sobre a superficie com alga de Drigalski estéril.

Incubar junto as placas do controle positivo a 28°C e examine apos 4-8 d.

3 Controle positivo: Preparar a suspensdo de um isolado conhecido de Cff, em solugdo salina estéril. Diluir
o suficiente para obter aproximadamente 10? a 10* ufc/mL. Pipetar 100 pl das diluigdes apropriadas em

placas contendo o meio CNS e espalhe sobre a superficie com alca de Drigalski estéril.

Incubar as placas junto aquelas das amostras.

4 Controle negativo: Preparar a diluigdo em série de uma amostra da solugdo extratora (solugdo salina),
sem sementes, e plaquear nos meio semi-seletivos como as amostras.

5 Avaliacio: Examinar as placas dos controles positivo e negativo e exanimar as placas das amostras para
verificar a presenca de colonias tipicas de Cff comparando-as com as placas do controle positivo (Figura 82).

O tamanho e a coloracgio das colonias podem diferir dentro de uma amostra.
Registrar o numero de coldnias suspeitas e outras colonias.
6 Confirmacio/identificacido de colonias suspeitas: Repicar as colonias suspeitas em placas setoriadas

contendo meio 523. Repicar o isolado controle positivo em uma placa setoriada para comparagio. Incubar
as placas setoriadas por 48-72 h a 28°C.
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Comparar o crescimento das colonias com o controle positivo. Em meio 523 as colonias de Cff amarelo
alaranjadas ou também amarelo claro. Confirmar a identidade dos isolados pelo teste de patogenicidade em
plantulas de feijdo de susceptibilidade conhecida ou por PCR.

Registrar os resultados para cada colonia repicada.

7 Teste de patogenicidade: Cultivar as plantulas de uma cultivar de feijdo susceptivel a Cff em pequenos
vasos ou bandeja por 14 dias. Preparar a suspensdo em agua de torneira esterilizada de cada cultura
bacteriana suspeita cultivada em meio 523 e dilua a concentragdo de aproximadamente 2x10° ufc/mL. O
mesmo procedimento devera ser utilizado para o isolado controle positivo.

Inocular as plantas, introduzindo a agulha umedecida nas col6nias bacterianas no caule da planta. Usar um
pequeno vaso com 3-4 plantas por isolado. Incluir o controle positivo € um controle negativo.

Incubar as plantas inoculadas a 27-28°C até o aparecimento dos sintomas e comparar com o controle
positivo.

8 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR): Fazer a suspensdo de células ligeiramente tarbida (OD,,
aproximadamente 0,05) em 1,0 mL de dgua destilada esterilizada das culturas suspeitas cultivadas em meio
523 e do controle positivo. Incluir um isolado ndo suspeito como controle negativo. As suspensdes poderdo
ser armazenadas a -20°C até a identificagao.

Usar os seguintes primers especificos para Cff (Guimaraes et al., 2001):

CF4 forward 5’-CACAGCCACCTACATGC 3’

CF5 reverse 5°- ATCGGGAGTCCGAG 3’

Preparar a reacdo de PCR. Conduzir a rea¢do de PCR na parede de tubos de microcentrifuga de 0,2 mL com
um volume final de 50 ul (45 pl reagdo + 5 pl suspensdo bacteriana).

Programa de PCR: incubac@o inicial de 2 min a 96°C seguido por 34 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 55°C e
30s a 72°C. Incubacao final de 10 min a 72°C.

Colocar 10 pl dos produtos de PCR por eletroforese durante 1,5 h a 150V em gel de agarose 1,5% em
tampdo TBE 0,5x (Tris Borate EDTA) colorido com brometo de etideo. Incluir um marcador (ladder) de

100 bp.

Estes primers geram um produto de 198 pb especifico para Cff (Figura 83).
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198 pb —

Figura 83 - Andlise ecletroforética em gel de agarose (1%) dos produtos amplificados por PCR para
confirmacdo da identidade dos isolados de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
utilizando-se os primers descritos por Guimardes et al. (2001). Legenda: 1 marcador; 2
isolado SP (Sdo Paulo); 3 isolado SC (Santa Catarina); 4 DF(Distrito Federal); 5 isolado PR
(Parana); 6 isolado GO (Goias); 7 isolado MG (Minas Gerais); 8 isolado Unai.
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5.2.5.8 Deteccio de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em feijao (Phaseolus vulgaris) — Workshop
1999; Kobayasti, 2002.

Método
1 Extracao: Suspender 1000 sementes em 600 mL de agua destilada esterelizada em um frasco conico.

Embeber as sub-amostras por 16-18 h a 4°C.

2 Plaqueamento: Agitar os frascos para homogeneizar antes da dilui¢do Preparar a diluicdo em série do extrato
de sementes (diluigdo 10, 10% e 10%). Pipetar 100 pl das dilui¢des 10" ¢ 10 ¢ do extrato néo diluido em duas
placas de um dos dois meios semi-seletivos (meio XCP1 e meio MT) e espalhar sobre a superficie com alga de
Drigalski estéril. Em seguida, incubar com as placas do controle positivo a 26-28°C no escuro e examine apos 3 d.

3 Identificacdo preliminar da bactéria: As colonias de Xap no meio XCP1 sfo amarelas, mucoides,
lisas, convexas ¢ circundadas por zonas de hidrolise de amido. Em meio MT, as coldonias sdo amarelas,
circulares, ndo fluorescentes e circundadas por 2 zonas de hidroélise: uma maior, clara, correspondente a
hidrolise de caseina e uma menor, leitosa (lactea), a lipolise de Tween 80. As variantes fuscans podem
produzir pigmento marrom, soluvel em agua em meio MT (Figura 84).

Figura 84 - Colonias de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli formadas a partir de extratos de sementes
de feijdo naturalmente infectadas, 6 dias ap6s o plaqueamento. A e B) meios de cultura semi-
seletivos XCP1 e MT, respectivamente; C) meio de cultura ndo seletivo 523. Lavras — MG,
2005. (Foto Tebaldi, N.D.)

4 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR): Preparar as suspensdes de células, ligeiramente tirbida
(OD,,,., aproximadamente 0,05), das culturas suspeitas e do controle positivo cultivadas em meio YDC em
1,0 mL de agua destilada esterilizada. Preparar também um isolado ndo suspeito como controle negativo.
As suspensdes podem ser armazenadas a -20°C até a identificag@o.
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Usar os seguintes primers especificos para Xap (Audy et al., 1994):
X4c (5-GGCAACACCCGATCCCTAAAACAGG-37)
X4e (5’-CGCCGGAAGCACGATCCTCGAAG-3”)

Preparar a reagdo de PCR. Conduza a reagdo de PCR na parede de tubos de microcentrifuga de 0,2 mL
com um volume final de 10 pl (8 pl reagdo + 2 ul suspensdo bacteriana).

Programa de PCR: 94°C/2 min., 25 ciclos de 94 °C/1 min., 58 °C/1 min., 72 °C/2 min. e extensdo final a
72 °C/8 min. (Schaad at al., 1995, modificado). Colocar 10 pul dos produtos de PCR por eletroforese durante
1,5 ha 150V em gel de agarose 1,5% em tampao TBE 0,5x (Tris Borate EDTA) colorido com brometo de
etideo. Incluir um marcador (ladder) de 100 bp. Estes primers geram um produto de tamanho de 730 pb
especifico para Xap (Figura 85).

730 pb —

Figura 85 - Analise eletroforética em gel de agarose (0,9%) dos produtos amplificados pela Bio-PCR para
detecgdo do numero de coldnias caracteristicas de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e de
microrganismos contaminantes obtidos dos extratos de sementes de feijao, cultivar Carioca.
UFLA, Lavras — MG, 2002. M = DNA Marker (Pharmacia Biotech); 1 = C18; 2 = C20; 3 =
C23;4=C25;5=C27,6=C28;7=C29,8=C31;9=C32; 10=C34; 11 = C35; 12 = C36;
13=C37;14=C38,15=C39, 16 = C40, 17 = C41. (Foto Kobayasti, L.).

5. Inoculacio do hospedeiro: Adicionar uma quantia de crescimento bacteriano com uma alga de platina
em um tubo com meio nutriente liquido e misture bem. Usando uma seringa hipodérmica de 1 mL, puxar
uma amostra desta suspensao. Inserir a agulha no caule de uma plantula de feijdo de 7-10 dias, bem abaixo
das primeiras folhas verdadeiras de forma que a agulha saia no outro lado.

Ap6s retirar a agulha injetar lentamente o inoculo dentro da plantula. Uma gota de indculo deve estar aparente
em cada local do ferimento. Repitir todo o procedimento, inoculando primeiro 6 plantas com meio nutriente
liquido estéril, como controle negativo, ¢ 6 plantas com os isolados conhecidos de Xap, como controle positivo.

Incubar as plantas em camara de crescimento por 7-10 dias. Sintomas tipicos da bacteriose sdo lesdes

deprimidas, encharcadas no local do ferimento onde a bactéria esta abundante e lesdes em folhas, comegando
pelas mais baixas. Zonas necréticas amarelas desenvolverao, escurecendo do centro (Figura 86).
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Figura 86 - Lesdes tipicas do crestamento bacteriano comum causado por Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli em plantas de feijao. (Foto Kobayasti, L.).
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ANEXOS
NOTAS:

Preparo de antibiéticos

- A atividade (unidades/mg) de alguns antibiéticos pode variar entre grupos. E necessério ajustar o peso
ou volume adicionado para assegurar que o volume final de unidades por litro de meio seja consistente.

- Todas as medidas dos antibidticos sdo baseadas no peso do ingrediente ativo. Cuidado ao calcular a quantidade
requerida da solug@o estoque do produto para dar a quantidade desejada do ingrediente ativo (ex: Tobramycin).

Armazenamento

- Armazene as placas invertidas em sacos de polietileno a 4°C e use dentro de duas semanas do preparo para
assegurar a atividade dos antibidticos.

- Dependendo da fonte de amido, armazenar em geladeira por varios dias antes de usar pode resultar em
zonas de hidrolise de amido mais visiveis.
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Anexo 1
Solucio salina esterilizada
Reagente g/LL g/500 mL
Cloreto de sodio (NaCl) 8,5 4,25
Agua destilada 1000 mL 500 mL
Preparo

1 Pese todos os ingredientes dentro de um recipiente.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de agua destilada.

3 Para extracdo de sementes, adicione 200 pl de Tween 20 estéril por 1000 mL.
4 Dissolva e distribua em recipientes.

5 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

Armazenamento
Contanto que os recipientes estejam bem fechados, podem ser armazenados por varios meses antes de usar.

Anexo 2

Meio YDC (Yeast Extract Dextrose Chalk) (Schaad, 1988)

Reagente g/L ¢/500 mL

Bacto Agar 17,0 8,5

Extrato de levedura 10,0 5,0

CaCo, (po fino) 20,0 10,0

D-Glucose (Dextrose) 20,0 10,0

Agua destilada 1000 mL 500 mL
Preparo

1 Pese todos os ingredientes dentro de um recipiente grande (250 mL de meio em um frasco de 500 mL)
que permita misturar o meio antes de verté-lo.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de agua destilada.

3 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

4 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C.

5 Agite levemente para assegurar a distribuicdo do CaCO3 e evitar bolhas de ar e verta o meio nas placas
(22 mL por placa de 9,0 cm).

6 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.
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Anexo 3

Meio FS agar (Schaad, 1989).

Reagente g/L g/500 mL
Bacto Agar 15,0 7,5
Amido soltavel (Aldrich No 17,993-0) (CCP) 10,0 5,0

Bacto extrato de levedura (Difco) 0,1 0,05
K,HPO, 0,8 0,4
KH,PO, 0,8 0,4
MgSO,.7H,0 0,1 0,05
Methyl Green (1% aq.) 1,5 mL 0,75 mL
Agua destilada 1000 mL 500 mL
Cycloheximida® (200 mg/mL alcool 70%) 200 mg (1 mL) 100 mg (0,5 mL)
D-methionina® (3 mg/mL alcool 50%) 3mg (1 mL) 1,5 mg (0,5 mL)
Pyridoxina-HCI® (1 mg/mL élcool 50%) 1 mg (1 mL) 0,5 mg (0,5 mL)
Cephalexina® (50 mg/mL alcool 70%) 50 mg (1 mL) 25 mg (0,5 mL)
Gentamycina® (1 mg/mL agua) 0,4 mg (0,4 mL) 0,2 mg (0,2 mL)
Trimethoprima’ (10 mg/mL alcool 70%) 30 mg (3 mL) 15 mg (1,5mL)

abedef Adicionar apds a autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto os antibidticos e metionina dentro de um recipiente.

2. Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de 4gua destilada.

3 Cozinhe no vapor para dissolver.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Prepare as solugdes de antibidticos e metionina.

6 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C antes de adicionar as solugdes de antibidticos e metionina.

7 Misture completamente, mas de forma suave através de inversdo e rodando para evitar a formagéo de
bolhas e verta o meio nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).

8 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.

Antibioticos e outras adicoes

* Dissolva 2 g de cycloheximida em 10 mL de alcool 70%. Adicione 1 mL/L (0,5 mL/500 mL).

® Dissolva 60 mg de D-methionina em 10 mL de agua destilada, entdo adicione 10 mL de etanol. Adicione
1,0 mL/L (0,5 mL/500 mL).

¢ Dissolve 20 mg de pyridoxina em 20 mL de &lcool 50%. Adicione 1,0 mL/L (0,5 mL/500 mL).

4 Dissolva 500 mg de cephalexina em 10 mL de alcool 70%. Adicione 1,0 mL/L (0,5 mL/500 mL).

¢ Dissolva 10 mg de gentamycina em 10 mL de agua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 0,4
mL/L (0,2 mL/500 mL).

 Dissolva/suspenda 200 mg de trimethoprim em 20 mL de alcool 70%. Como este produto nao pode
dissolver totalmente, ¢ necessario agitar a suspensdo em vortex imediatamente antes de adiciona-la ao
meio (3 mL/L ou 1,5 mL/500 mL).
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Anexo 4
Meio mCS20ABN agar
Reagente g/L g/500 mL
Peptona de soja (Oxoid L44) 2,0 1,0
Bacto Triptona (Difco Bacto) 2,0 1,0
KH,PO, 1,59 0,79
(NH,)2HPO, 0,33 0,17
MgSO,.7H,0 0,4 0,2
L-Glutamina (Sigma G-3126) 6,0 3,0
L-Histidina (Sigma H-8000) 1,0 0,5
D-Glucose (Dextrose) 1,0 0,5
Agua destilada 1000 mL 500 mL
Amido soluvel (Aldrich No 17,993-0) 25,0 12,5
Bacto Agar (Difco) 15,0 7,5
Cycloheximida® (200 mg/mL alcool 70%) 200 mg (1 mL) 100 mg (0,5 mL)
Neomycina® (40 mg/mL alcool 20%) 40 mg (1 mL) 20 mg (0,5 mL)
Bacitracina® (100 mg/mL alcool 50%) 100 mg (1 mL) 50 mg (0,5 mL)

ab.¢ Adicionar ap0s autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto agar, amido e antibidticos dentro de um recipiente.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de agua destilada.

3 Dissolva e cheque pH o qual deve ser 6,5, ajuste se necessario.

4 Adicione o amido e agar e cozinhe em vapor para dissolver.

5 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

6 Prepare as solugdes de antibidticos.

7 Deixe o meio esfriar até¢ aproximadamente 50°C e adicione as solugdes de antibidticos.

8 Misture completamente, mas suavemente através de inversdo e rodando para evitar bolhas e verta o meio
nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).

9 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.

Antibiéticos

*Dissolva 2,0 g de cycloheximide (Sigma C-7698) em 10 mL de alcool 70%. Adicione 1 mL/L (0,5 mL/500 mL).

® Dissolva 400 mg de neomycina (Sigma N-1876) em 10 mL de alcool 20%. Adicione 1 mL/L (0,5 mL/500 mL).

¢ Dissolva 1,0 g bacitracina (Sigma B-0125, 66k unidades/g) em 10 mL de alcool 50%. Adicione 1,0
mL/L (0,5 mL/500 mL).
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Anexo 5

Meio MKM agar

Reagente g/LL g/500 mL
NH,Cl1 1,0 0,5
K HPO, 1,2 0,6
KH,PO, 1,2 0,6
Lactose monohidratada 10,0 5,0
D(+) trealose dihidratada 4,0 2,0
Extrato de levedura 0,5 0,25
2- Acid Thiobarbiturico 0,2 0,1
Bacto agar 17,0 8,5
Sulfato de Tobramycina ? 0,002 0,001
Cephalexina monohydratada® 0,010 0,005
Bacitracina® 0,050 0,025
Nystatina! 0,035 0,018

ab.ed Adicionar apds autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto os antibidticos dentro de um recipiente.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de agua destilada.

3 Dissolva e cheque o pH o qual deve ser 6,6.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Prepare as solugdes de antibidticos.

6 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C e adicione as solugdes de antibioticos.

7 Misture completamente, mas suavemente através de inversdo/rodando para evitar bolhas e verta o meio
nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).

8 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.

Antibiodticos e outras adicoes

2 Dissolva 20 mg de sulfato de tobramycina (Sigma T-1783 ou Duchefa T-0153) em 10 mL de alcool 70%.
Adicione 1 mL/L (0,5 mL/500 mL).

® Dissolva 200 mg de cephalexina monohydratada (Sigma C-4895) em 10 mL de alcool 70%. Adicione 0,5
mL/L (0,25 mL/500 mL).

¢ Dissolva 500 mg de bacitracina (Sigma B-0125 66K unidades/g ou Duchefa B-0106, 70 K unidades/g) em
10 mL de alcool 70%. Adicione 1,0 mL/L (0,5 mL/500 mL).

4 Dissolva 100 mg de nystatina (Sigma N-3503, Duchefa N-0138) em 10 mL de 4lcool 70%. Adicione 3,5
mL/L (1,75 mL/500 mL). Use 100 mg/L de cyclohexamida, ao invés de nystatina, quando o crescimento
de fungos no meio seletivo ndo for completamente inibido por 35 mg/L de nystatina.
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Anexo 6

Meio MDSA agar (Cubeta e Kuan, 1986)

Reagente g/LL g/500 mL
MgSO,.7H,0 0,3 0,15
NaH, PO, 1,0 0,5
NH,Cl 1,0 0,5
K ,HPO, 3,0 1,5
Bacto agar 17,0 8,5
Celobiose? 10,0 5,0
Acido L-glutamico ® 0,005 0,0025
L-methionina® 0,001 0,0005
Cephalexina monohydratada? 0,01 0,005
Bacitracina® 0,01 0,005
Nystatina’ 0,035 0,018

abedefl Adicionar apds a autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto os antibidticos, acido L-glutdmico, L-metionina e celobiose dentro de
um recipiente.

2 Adicione 900 mL (ou 450 mL) de 4gua destilada.

3 Dissolva e cheque pH o qual deve ser 6,4, ajuste se necessario.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Prepare as solugdes de antibidticos, acido L-glutdmico, L-metionina e celobiose.

6 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C antes de adicionar as solugdes.

7 Misture completamente mas suavemente através de inversdo/rodando para evitar formagdo de bolhas e
verta o meio nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).

8 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.

Antibioticos e outras adicoes

2 Dissolva 10 g de celobiose em 100 mL de agua destilada e filtre em membrana de Millipore.

® Dissolva 50 mg de acido L-glutdmico em 10 mL de 4gua destilada e filtre em membrana de Millipore.
Adicione 1,0 mL/L (0,5 mL/500 mL).

¢ Dissolva 10 mg de L-metionina em 10 mL de agua destilada e filtre em membrana de Millipore. Adicione
1,0 mL/L (0,5 mL/500 mL).

4 Dissolva 200 mg de cephalexina monohydratada (Sigma C-4895) em 10 mL de alcool 70%. Adicione 0,5
mL/L (0,25 mL/500 mL).

¢ Dissolva 500 mg de bacitracina (Sigma B-0125, 66K unidades/g ou Duchefa B-0106, 70 K unidades/g)
em 10 mL de alcool 70%. Adicione 0,2 mL/L (0,1 mL/500 mL).

fDissolva 100 mg de nystatina (Sigma N-3503, Duchefa N-0138) em 10 mL de alcool 70%. Adicione 3,5
mL/L (1,75 mL/500 mL). Use 100 mg/L de cycloheximide, ao invés de nystatin, quando o crescimento
de fungos no meio seletivo ndo for completamente inibido por 35 mg/L de nystatina.
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Anexo 7

Meio mTBM agar
Nota. Este meio é uma modificagdo do meio Tween B (McGuire et al., 1986) do qual difere na adigdo de
10,0 g/L de leite em p6 desnatado e na auséncia de 0,4 mg/L de tobramycine e 0,25 g/L de CaCl,.

Reagente g/L ¢/500 mL
H,BO, 0,3 0,15
KBr 10,0 5,0
Peptona 10,0 5,0
Leite em p6 desnatado® 10,0 5,0
Bacto agar 17,0 8,5
Tween 80° 10,0 mL 5,0 mL
Cephalexina monohydratada® 0,065 0,033
5-Fluorouracil¢ 0,012 0,006
Nystatina® 0,035 0,018

ab.ede Adicionar apds autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto leite em po desnatado, antibioticos e Tween 80 dentro de um recipiente.

2 Adicione 900 mL (ou 450 mL) de 4agua destilada.

3 Dissolva e cheque pH o qual deve ser 7.4, ajuste se necessario.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Prepare as solucdes de antibidticos e leite desnatado.

6 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C antes de adicionar as solu¢des de antibidticos e leite
desnatado e Tween 80.

7 Misture completamente, mas suavemente através de inversao/rodando para evitar formagdo de bolhas e
verta o meio nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).

8 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.

Antibiodticos e outras adicoes

* Autoclave a solugdo (10,0 g/100 mL) separado. A qualidade do leite em p6 desnatado afeta muito as
capacidades do mTBM. Leites de boa qualidade sdo BBL, Oxoid ou Sigma.

¢ Dissolva 200 mg de cephalexina monohydratada (Sigma C-4895) em 10 mL de alcool 70%. Adicione 3,25
mL/L (1,625 mL/500 mL).

4 Dissolva 100 mg de 5-fluorouracil (Sigma F-6627, Duchefa F-0123) em 10 mL de alcool 70%. Adicione
1,2 mL/L (0,6 mL/500 mL).

¢ Dissolva 100 mg de nystatina (Sigma N-3503, Duchefa N-0138) em 10 mL de alcool 70%. Adicione 3,5
mL/L (1,75 mL/500 mL). Use 100 mg/L de cycloheximide, ao invés de nystatina, quando o crescimento
de fungos no meio seletivo ndo for completamente inibido por 35 mg/L de nystatina.
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Anexo 8

Mistura de reacio de PCR (Xanthomonas hortorum pv. carotae)

Reagente Concentracao final Volume (pl) em 10 pl
Agua MilliQ esterilizada 3,42
Tampao 10x 1x 1,00
MgCl, (50 mM) 1,5 mM 0,30
dNTP’s (10 mM total, 2,5 mM cada) 200 uM cada 0,80
Primer 3Sforw (5 pmol/ul) 0,50 uM 1,00
Primer 3Srev (5 pmol/pl) 0,50 uM 1,00
Primer 1052F (5 pmol/ul) 0,10 uM 0,20
Primer BacR (5 pmol/ul) 0,10 uM 0,20
Taq Polymerase (5U/pl) 0,04 U/ul 0,08
Suspensdo bacteriana 2,00
Tampio 10x

Tris-HCL (pH 9,0) 750 mM

(NH,),SO, 200 mM

Tween 20 0,1% (v/v)

Tampao TBE (Tris Borate EDTA) 0,5x

Reagente g/LL g/500 mL
Tris 5,39 2,70
Acido bérico 2,75 1,38
Na,EDTA.2H,O 0,37 0,19

O pH ¢ 8,3 e ndo requer ajuste.

Gel de agarose 1,5% para eletroforese

Composto 1 gel de agarose (20x20 cm) 1 Litro
TBE (Tris Borate EDTA) 0,5x 160 mL 1000 mL
Agarose 24¢ 150¢g
Brometo de etideo® 8,0 ul 50,0 ul

* Dissolva 100 mg de brometo de etideo em 10 mL de agua destilada. Adicione 50 pl/l desta solugao.
Brometo de etideo ¢ cancerigeno!

Preparo

1 Para calcular o volume do gel (em mL), multiplique a area do gel pela espessura requerida (0,4 cm).

2 Tenha certeza que a bandeja do gel esteja limpa e seca antes de uso. Marque o final da bandeja com uma fita.

3 Pese a quantidade de agarose descjada e coloque em um Erlenmeyer com a quantidade medida do
tampao de eletroforese (um gel de 100 mL adicione 1,5 g de agarose ¢ 100 mL de tampdo TBE 0,5x em
um frasco de 200 mL).
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4 Dissolva a agarose em um banho com agua fervente ou em microondas. Todos o granulos de agarose
devem ser dissolvidos e a solu¢do deve ser limpa.

5 Deixe esfriar até aproximadamente 60°C antes de adicionar a soluc@o estoque de brometo de etideo?, misture
bem e verta o gel imediatamente numa espessura de 0,4 cm. Use luvas quando adicionar o brometo de etideo.

6 Coloque o(s) pente(s) no gel.

7 Apods a solidificacdo do gel (aproximadamente 30 minutos em temperatura ambiente) remova
cuidadosamente o(s) pente(s) do gel.

8 Remova as fitas do final da bandeja e a coloque na unidade de eletroforese. Para eletroforese do modelo
“submarine”, verta o tampao de eletroforese no aparato, o suficiente para cobrir o gel numa profundidade
de pelo menos 1 mm.

9 O mesmo tampéo de eletroforese usado no gel ¢ utilizado como tampao de corrida.

Anexo 9

Meio 523 (Kado e Heskett, 1970)

Componente g/L ¢/500 mL
K,HPO, 2 1
MgSO,.7H,0 0,3 0,15
Sacarose 10 5
Extrato de levedura 4 2
Caseina hidrolizada 8 4
Agar 20 10
Agua destilada 1000 mL 500 mL
Preparo

1 Pese todos os ingredientes.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de agua destilada.

3 Dissolva todos os ingredientes.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C e verta o meio nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).
6 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.
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Anexo 10

Meio mPSA (Mehta, et al., 2005)

Componente g/LL g/500 mL
Ca(NO,) 0,35 0,175
FeSO, 0,35 0,175
Na,HPO, 1,4 0,7
Peptona 3,5 1,75
Sacarose 14,0 7,0
Bacto-agar 10,5 5

Agua destilada 700 mL 350 mL
Cycloheximida?® (500 mg/10mL 75% EtOH) 100mg (2mL) 50 mg (1 mL)
Cephalexina® (100 mg/10mL 75% EtOH ) 10 mg (1mL) 5mg (0,5 mL)
Pencycuron® 0,05¢ 0,025 ¢
Triadimenol¢ 1 mL 0,5 mL
Tolyfluanid® (125 mg/10 mL &gua esterilizada) 12,5 mg (1 mL) 6,25 (0,5 mL)

abede Adicionar apOs a autoclavagem.

Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto os antibidticos dentro de um recipiente.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de agua destilada.

3 Dissolva e cheque pH o qual deve ser 6,6.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Prepare as solugdes de antibidticos.

6 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C e adicione as solugdes de antibioticos.

7 Misture completamente, mas suavemente através de inversao/rodando para evitar formagdo de bolhas e
verta o meio nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).

8 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.

Antibioticos e outras adicoes

* Dissolva 500 mg de ciclohexamida em 10mL de alcool 75%. Adicione 2 mL/L (1 mL/500 mL).

® Dissolva 100 mg de cephalexina em 10mL de alcool 75%. Adicione 1 mL/L (0,5 mL/500 mL).

¢ Dissolva 125 mg de Tolyfluanid em 10 mL de agua esterilizada. Adicione 1,0 mL/L (0,5 mL/500 mL).
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Anexo 11

Tampao tween fosfato

Reagente g/L
Na,HPO, 7,75 ¢
KH,PO, 1,65 ¢
Tween 20 0,2 mL
pH 7,4
Preparo

1 Pese todos os ingredientes dentro de um recipiente.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 mL) de agua destilada.

3 Para extracdo de sementes, adicione 200 pl de Tween 20 estéril por 1000 mL.
4 Dissolva, ajuste o pH 7,4 e distribua em recipientes.

5 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

Armazenamento
Contanto que os recipientes estejam bem fechados, podem ser armazenado por varios meses antes de usar.

Anexo 12

Meio SCM (Fatmi e Schaad, 1988)

Reagente g/LL g/500 mL
Bacto agar (Difco) 15 7,5
Bacto extracto de levedura (Difco) 0,1 0,05
Sacarose 10 5

Acido bérico 1,5 0,75
K,HPO, 2,0 1,0
KH,PO, 0,5 0,25
MgSO,.7H,0 0,25 0,125
Agua destilada 975 mL 487 mL
Ciclohexamida® (200 mg/mL 70% EtOH) 200 mg (1 mL) 100 mg (0,5 mL)
Acido nicotinico® (5 mg/mL H,0) 100 mg (20 mL) 50 mg (10mL)
Acido nalidixico® (10 mg/mL H,0) 30 mg (3 mL) 15 mg (1,5 mL)
Chapman tellurite solution! (1% Difco) 10 mg (1 mL) 5 mg (0,5 mL)

ab.ed Adicionar apds a autoclavagem
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Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto antibidticos e potassium tellurite dentro de um recipiente.

2 Adicione 975 mL (ou 487 mL) de 4gua destilada.

3 Dissolva e ajuste o pH para 7,2 a 7.,4.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Prepare as solugdes de antibidtico se necessario (filtre para esterilizar quando requerido)

6 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 45-50°C e adicione as solugdes de antibioticos e tellurite.
7 Misture gentilmente para evitar formagao de bolhas e verta nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).
8 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.

Antibiéticos

! Dissolva 2 g de cycloheximide em 10 mL de alcool 70%. Adicione 1 mL/L (0,5 mL/500 mL).

2 Dissolva 0,5 g acido nicotinico em 100 mL de agua destilada esterilizada, filtre para esterilizar. Adicione
20 mL/L (10 mL/500mL).

3 Dissolva 100 mg de acido nalidixico em 10 mL de NaOH 0,1 M, filtre para esterilizar. Adicione 3 mL/L
(1,5 mL/500 mL)

* Adicione 1 mL/L (ou 0,5 mL/500 mL) da solugdo Chapman tellurite 1% da Difco.

Anexo 13

Meio SCM modificado (mSCM) (Waters e Balkan, 1992)

Reagente g/LL g/500 mL
Bacto agar (Difco) 15 7,5
Bacto extrato de levedura (Difco) 0,1 0,05
Manose 10 5

Acido Borico 1,5 0,75

K ,HPO, 2,0 1,0
KH,PO, 0,5 0,25
MgSO,.7H,0 0,25 0,125
agua Distilada 975 mL 487 mL
Cycloheximide® (200 mg/mL 70% EtOH) 200 mg (1 mL) 100 mg (0,5 mL)
Acido Nicotinico ® (5 mg/mL H,0) 100 mg (20 mL) 50 mg (10mL)
Acido Nalidixico © (10 mg/mL H,0) 30 mg (3 mL) 15 mg (1,5 mL)

ub.¢ Adicionar apds a autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingredientes, exceto antibioticos e potassium tellurite dentro de um recipiente.

2 Adicione 975 mL (ou 487 mL) de 4agua destilada.

3 Dissolva e ajuste o pH to 7,2-7,4.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Prepare as solugdes de antibidtico se necessario (filtre para esterilizar quando requerido)

6 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 45-50°C e adicione as soluc¢des de antibidticos e tellurite.
7 Misture gentilmente para evitar bolhas e verta nas placas (22 mL por placa de 9,0 cm).

8 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.
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Antibioticos

! Dissolva 2 g de cycloheximida em 10 mL de alcool 70%. Adicione 1 mL/L (0,5 mL/500 mL).

2 Dissolva 0,5 g acido nicotinico em 100 mL de agua destilada esterilizada, filtre para esterilizar. Adicione
20 mL/L (10 mL/500mL).

* Dissolva 100 mg de acido nalidixico em 10 mL de NaOH 0,1 M, filtre para esterilizar. Adicione 3 mL/L
(1,5 mL/500 mL)

Anexo 14

Meio King B (Fahy & Perley, 1983)

Componente g/L g/500 mL
Proteose peptona n°® 3 20,0 10,0
K,HPO, . 3H,0 1,5 0,75
MgSO, . TH,0 1,5 0,75
Agar 20,0 10,0
Glicerol 10,0 mL 5,0 mL
Agua destilada 1000 mL 500 mL
Preparo

1 Pese todos os ingredientes.

2 Adicione 1000 mL (ou 500 ml) de agua destilada.

3 Dissolva e cheque pH o qual deve ser 7,2.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 min.

5 Deixe o meio esfriar até aproximadamente 50°C e verta-o nas placas (22 ml por placa de 9,0 cm).
6 Deixe as placas secarem em camara de fluxo laminar antes de usar.
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Anexo 15

Meio King B modifificado

Reagente g/LL g/500 mL
Proteose peptona n°® 3 10,0 5,0

K ,HPO, 1,5 0,75
MgSO,.7H,0 1,5 0,75

NaCl 15 7,5

Agar 15 7,5

Agua destilada 1000 mL 500 mL
Clorotalonil (200 pg/mL)* 200 pg (1,0 mL) 200 pg (0,5 mL)
Cefadroxil (50 pg/mL)® 50 pg (1,0 mL) 50 pg (0,5 mL)
Cephalexina (50 mg/mL)* 50 pg (1,0 mL) 50 pg (0,5 mL)
Clindamicina (100 pg/mL)? 100 pg (1,0 mL) 100 pg (0,5 mL)

ab.ed Adjcionar apos autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingredientes exceto o clorotalonil e os antibidticos em um recipiente.

2 Adicione 1 litro de agua destilada.
3 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 minutos.

4 Esterilize a quantidade requerida de Tween 80 separadamente a 121°C, 115 psi por 15 minutos.
5 Prepare as solucdes de antibidticos e filtre para esterilizar.
6 Deixe o meio esfriar aproximadamente 50°C e adicione o Tween 80 e as solu¢des de antibioticos.

7 Misture gentilmente e verta nas placas (22mL por placa de 9,0 cm).

8 Deixe as placas para secar em cadmara de fluxo laminar antes de usar ou armazenar.

Antibioticos

*Dissolva 0,2 g de Clorotalonil em 10 mL de 4gua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
®Dissolva 0,05 g de Cefadroxil em 10 mL de 4dgua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
¢Dissolva 0,05 g de Cephalexina em 10 mL de NaOH 4%, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
4Dissolva 0,1 g de Clindamicina em 10 mL de dgua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
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Anexo 16

Preparo do meio mTMB **

Reagente g/LL ¢/500 mL
H,BO, 0,1 0,05
Bacto peptona 10,0 5,0

KBr 10,0 5,0

CaCl 0,25 0,125
Agar 15,0 7,5
Tween 802 10,0 mL 5,0 mL
Cephalexina® 0,065 (1 mL) 0,0325 (0,5 mL)
5-Fluorouracil® 0,012 (1 mL) 0,006 (0,5 mL)
Tobramycina 0,0002 (1 mL) 0,0001 (0,5 mL)
Cyclohexamida® 0,2 (1 mL) 0,1 (0,5 mL)

ab.ed Adicionar apos autoclavagem

1 Pese todos os ingredientes exceto Tween 80 e os antibidticos em um recipiente.

2 Adicione 1 litro de agua destilada.

3 Dissolva os ingredientes.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 minutos.

5 Esterilize a quantidade requerida de Tween 80 separadamente a 121°C, 115 psi por 15 minutos.
6 Prepare as solucdes de antibidticos e filtre para esterilizar.

7 Deixe o meio esfriar aproximadamente 50°C e adicione o Tween 80 e as solugdes de antibioticos.
8 Misture gentilmente e verta nas placas (22mL por placa de 9,0 cm).

9 Deixe as placas para secar em camara de fluxo laminar antes de usar ou armazenar.

10 Armazene as placas preparadas invertidas em sacos de polietileno na geladeira ou camara fria
11 Use dentro de 2 semanas apds o preparo para assegurar a atividade dos antibioticos.

Antibioticos

*Dissolva 0,065 g de Cephalexina em 10 mL de NaOH 4%, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
*Dissolva de 0,012 g de 5-Fluorouracil em 10 mL de 4gua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
¢Dissolva de 0,0002 g de Tobramycina em 10 mL de agua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
4Dissolva 0,2 g de Cyclohexamida em 10 mL de etanol 70%, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
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Anexo 17

Preparo do meio CKTM

Reagente g/LL g/500 mL
Soy peptona 2,0 1,0

Bacto tryptona 2,0 1,0
Dextrose 1,0 0,5
L-glutamina 6,0 3,0
L-histidina 1,0 0,5
(NH4)2HPO4 0,8 0,4
KH2PO4 1,0 0,5
MgS04.7H20 0,4 0,2
CaCl2 0,25 0,125
Pourite(=optional) 1 gota

Difco Bacto agar 15,0 7,5
Tween 80? 10 mL 5 mL
Cephalexina® 0,065 (1 mL) 0,0325 (0,5 mL)
5-Fluorouracil® 0,012 (1 mL) 0,006 (0,5 mL)
Tobramycina® 0,0004 (1 mL) 0,0002 (0,5 mL)
Cyclohexamida® 0,1 (1 mL) 0,05 (0,5 mL)
Bacitracina® 0,1 (1 mL) 0,05 (0,5 mL)
Sulfato de Neomycina & 0,01 (1 mL) 0,005 (0,5 mL)

ab.c.d Adicionar apds autoclavagem

1 Pese todos os ingredientes exceto Tween 80 e os antibidticos em um recipiente.

2 Adicione 990 mL de agua destilada.

3 Dissolva os ingredientes.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 minutos.

5 Esterilize a quantidade requerida de Tween 80 separadamente a 121°C, 115 psi por 15 minutos.
6 Prepare as solugdes de antibidticos e filtre para esterilizar.

7 Deixe o meio esfriar aproximadamente 50°C e adicione o Tween 80 e as solu¢des de antibidticos.
8 Misture gentilmente e verta nas placas (22mL por placa de 9,0 cm).

9 Deixe as placas para secar em camara de fluxo laminar antes de usar ou armazenar.

10 Armazene as placas preparadas invertidas em sacos de polietileno na geladeira ou camara fria
11 Use dentro de 2 semanas ap0s o preparo para assegurar a atividade dos antibidticos.

Antibioticos

*Dissolva de 0,065 g de Cephalexina em 10 mL de NaOH 4%, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
®*Dissolva de 0,012 g de 5-Fluorouracil em 10 mL de 4gua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
¢Dissolva de 0,0004 g de Tobramycina em 10 mL de agua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
4Dissolva 0,1 g de Cyclohexamida em 10 mL de etanol 70%, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
¢Dissolva 0,1 g de Bacitracina em 10 mL de agua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
¢Dissolva 0,01 g de sulfato de neomicina em 10 mL de agua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
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Anexo 18
Meio XCP1
Reagentes g/LL ¢/500 mL
Oxoid special peptone 10,0 5,0
KBr 10,0 5,0
CaCl 0,25 0,125
Bacto Agar 15,0 7,5
Amido de batata solavel 10,0 5,0
Crystal violeta 0,15 mL 0,075
Tween 802 10,0 mL 5,0 mL
Cephalexinfa (40 mg/mL)° 50 mg (1,25 mL) 50 mg (0,625 mL)
5-Fluorouracil (10 mg/mL)° 10 mg (1,0 mL) 10 mg (0,5 mL)
Tobramycina (0,8 mg/mL)! 0,4 mg (0,5 mL) 0,4 mg (0,25 mL)
Cycloheximida (100 mg/mL)® 50 mg (0,5 mL) 50 mg (0,25 mL)

sb.ede Adicionar apds autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingrediente exceto Tween 80 e os antibidticos em um recipiente.

2 Adicione 1 litro de agua destilada ou deionizada.

3 Ferva para dissolver.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi oor 15 minutos.

5 Esterilize a quantidade requerida de Tween 80 separadamente a 121°C, 115 psi por 15 minutos.
6 Prepare as solugdes de antibidticos e filtre para esterilizar.

7 Deixe o meio esfriar aproximadamente 50°C e adicione o Tween 80 e as solugdes de antibidticos.
8 Misture gentilmente e verta nas placas (22mL por placa de 9,0 cm).

9 Deixe as placas para secar em camara de fluxo laminar antes de usar ou armazenar.

10 Armazene as placas preparadas invertidas em sacos de polietileno na geladeira ou camara fria

Antibiéticos

®Dissolva 0,4 g de Cephalexina em 10 mL de NaOH 4%, filtre para esterilizar. Adicione 1,25 mL/L.
¢Dissolva 0,1 g de 5-Fluorouracil em 10 mL de alcool 95%, filtre para esterilizar. Adicione 1,0 mL/L.
4Dissolva 0,008 g de Tobramycina em 10 mL de agua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 0,5 mL/L.
¢Dissolva 1,0 g de Cycloheximida em 10 mL de metanol 75%, filtre para esterilizar. Adicione 0,5 mL/L.
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Anexo 19

Meio Milk-Tween (MT)

Reagente g/LL ¢/500 mL
CaCl, 0,25 0,125
Proteose peptona no. 3 10,0 5,0

Bacto agar 15,0 7,5
Tyrosina 0,5 0,25

Skim milk powder 10,0 5,0
Tween 80° 10,0 mL 5,0 mL
Cephalexina (40 mg/mL)® 80 mg (2,0 mL) 80 mg (1,0 mL)
Cycloheximida (100mg/mL)* 200 mg (2,0 mL) 200 mg (1,0 mL)
Vancomycina (10 mg/mL) 10 mg (1,0 mL) 10 mg (0,5 mL)

ub.c.d Adicionar apds autoclavagem

Preparo

1 Pese todos os ingrediente exceto Tween 80 e os antibidticos em um recipiente.

2 Adicione 1 litro de agua destilada ou deionizada.

3 Ferva para dissolver.

4 Autoclave a 121°C, 115 psi por 15 minutos.

5 Esterilize a quantidade requerida de Tween 80 separadamente a 121°C, 115 psi por 15 minutos.
6 Prepare as solucdes de antibidticos e filtre para esterilizar.

7 Deixe o meio esfriar aproximadamente 50°C e adicione o Tween 80 e as solu¢des de antibioticos.
8 Misture gentilmente e verta nas placas (22mL por placa de 9,0 cm).

9 Deixe as placas para secar em camara de fluxo laminar antes de usar ou armazenar.

10 Armazene as placas preparadas invertidas em sacos de polietileno na geladeira ou camara fria

Antibiédticos

®Dissolva de 0,4 g de Cephalexina em 10 mL de NaOH 4%, filtre para esterilizar. Adicione 2,0 mL/L.
¢Dissolva de 1,0 g de Cycloheximida em 10 mL de metanol 75%, filtre para esterilizar. Adicione 2,0 mL/L.
4Dissolva 0,1 g de Vancomycina em 10 mL de agua destilada, filtre para esterilizar. Adicione 1.0 mL/L.
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Anexo 20
Nutriente agar (NA)
Reagentes g/LL
Bacto nutrient agar (DIFCO) 23,0
Preparo

1 Suspenda 23,0 g em 1 litro de 4gua destilada ou deionizada.

2 Ferva para dissolver completamente.

3 Esterilize a 121-124°C por 15 minutos.

4 Deixe o meio esfriar aproximadamente 50°C.

5 Misture gentilmente e verta nas placas (22mL por placa de 9,0 cm).

6 Armazene as placas preparadas invertidas em sacos de polietileno na geladeira ou cdmara fria.
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5.3 METODOS DE DETECCAO DE VIiRUS

Diversos métodos podem ser empregados para a deteccdo de virus em sementes, sendo os métodos
biologicos e sorologicos os mais comuns e faceis de serem empregados. Entretanto, testes moleculares
como PCR (para virus de DNA) e RT-PCR (para virus de RNA) também podem ser utilizados, sendo o PCR
um dos mais sensiveis entre os disponiveis no momento. A principal dificuldade, que constitui um fator
decisivo na eficiéncia dos testes de diagnose, ¢ a sensibilidade da técnica empregada, uma vez que, além
da baixa concentragdo de particulas virais nas sementes, geralmente a porcentagem de sementes infectadas
varia entre 5 ¢ 15%. A localizagdo da particula viral na semente também pode interferir na eficiéncia da
técnica diagnostica. O TMV (Tobacco mosaic virus), por exemplo, se localiza na parte externa das sementes,
enquanto outros virus, como o LMV (Lettuce mosaic virus) se localizam nos tecidos embrionarios, devido
a infecgdo do dvulo ou do grdo de polen.

A seguir serdo apresentadas as principais técnicas que podem ser empregadas para a avaliagdo da
sanidade de sementes em relacdo a presenga de virus patogénicos.

5.3.1. Testes biologicos

Os testes bioldgicos sdo, aparentemente, mais faceis, devido ao fato de nido necessitarem de
infraestrutura ou de equipamentos caros. Existe a necessidade apenas de um telado ou casa-de-vegetagao, ou
mesmo de um camara de crescimento com luz ¢ temperatura controladas. Esse método consiste em fazer a
semeadura das sementes que se quer analisar, em bandejas adequadas, e esperar a germinagdo das sementes
e o crescimento das plantas por um periodo aproximado de uma semana a dez dias. Geralmente esse tempo
¢ suficiente para avaliar se as plantulas apresentam ou ndo os sintomas da virose que se quer investigar.
Esse teste tem, como desvantagem, o fato de que a observacao visual, nem sempre ¢ absolutamente segura,
de modo que se pode, nos casos de duvida, submeter a planta suspeita a testes complementares, como o
soroldgico ou mesmo PCR. A segunda desvantagem seria o tempo gasto para a realizacdo do teste, que
pode se alongar nos casos em que a germinagao das sementes for demorada. A vantagem ¢é que, além de ser
um teste barato, nio exige laboratérios sofisticados.

5.3.2. Teste sorologico DAS-ELISA (Figuras 87-91)

Esse teste consiste em empregar o antissoro especifico para cada virus, numa técnica em que se
utiliza a Imunogamaglobuloina (IGg) e a IGg conjugada com a enzima fosfatase alcalina para a diagnose
de virus em tecidos vegetais. A producgdo desses antissoros é bastante demorada e exige equipamentos
caros, porém a maioria dos virus mais comuns, que sdo transmissiveis pelas sementes, possui antissoros
comerciais disponiveis no mercado.

Essa ¢ uma técnica bastante eficiente e sensivel, capaz de detectar 1 ng de virus. A deteccdo de
virus na parte externa das sementes, como ¢ o caso do TMV, ¢ mais facil, bastando deixar as sementes
mergulhadas em solucdo de extracdo, em agitador, por cerca de 20 minutos, para eluir as particulas virais.
A extracdo do virus de tecidos internos das sementes ¢ um pouco mais dificil, e pode se tornar um fator
limitante para a sua detec¢do.0 numero de sementes amostradas também deve ser objeto de atengdo.

Uma boa alternativa é colocar as sementes para germinar, por incubagao em papel de filtro, como no blotter
test, e utilizar os tecidos da plantula para o teste. Além dos tecidos serem mais tenros e faceis de serem triturados,
a multiplicac@o das particulas virais, juntamente com as células da plantula, durante o processo de germinagéo,
aumenta a chance de deteccfo desse patdgeno, que geralmente ocorre em baixa concentragao nas sementes.
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5.3.2.1. Extracao do virus

Triturar o tecido em almofariz ou sacos pléasticos apropriados na presenca solucdo de extragao (1
g/10 mL), e transferir o extrato para tubos de 1,2mL, em “racks” especiais para pipetagem.

5.3.2.2. Cobertura inicial das placas

A cobertura das placas deve ser feita com 100mL/orificio dos antissoros especificos (policlonais),
utilizando a dilui¢@o recomendada pelo fabricante. Em seguida faz-se a incubagdo da placa por 2h a 37°C
e a lavagem por 3-4 vezes com agua deionizada e uma vez com tampdo de lavagem (idéntica em todos os
passos). Pode-se empregar lavagem manual ou com o lavador automatico de placas.

5.3.2.3. Adiciao da amostra

Apds a secagem da placa adiciona-se o antigeno, compreendido pelo extrato de tecidos
proveniente das sementes (ou plantulas) que se quer analisar: 100mL/orificio, com incubacdo de um dia
para o outro (“overnight”). Lava-se novamente como descrito anteriormente. Deve-se empregar controles
positivos e negativos, compreendidos por extratos de plantas comprovadamente infectadas e/ou sadias,
respectivamente. Na falta de plantas infectadas ou nos casos de virus quarentenarios, pode-se empregar
controles adquiridos da mesma companhia fabricante dos antissoros.

5.3.2.4. Adicao do Conjugado

Adiciona-se o anticorpo conjugado com a enzima fosfatase alcalina, também diluida conforme
a recomendacdo do fabricante : 100ml/orificio e incuba-se por 2-3h a 37°C. Efetua-se nova lavagem
conforme descrito anteriormente.

5.3.2.5. Adi¢ao do substrato e leitura dos resultados

Adiciona-se o substrato p-nitrofenilfosfato (na concentragdo de 1mg/mL): 100ml/orificio e incuba-
se a temperatura ambiente por no minimo 30 minutos, ou até ser observada a cor amarela nos orificios onde
foram colocados os controles positivos. Faz-se entdo a leitura a 405nm em um leitor de placas apropriado.
Geralmente considera-se positivo a amostra, cuja absorbancia for igual ou maior a duas vezes a absorbancia
obtida nos orificios do controle negativo.

5.3.3. Diagnose de virus através de PCR

A técnica PCR ou reagdo em cadeia da polimerase ¢ mais sensivel que a sorologica, sendo capaz de
detectar menos de 1 pg de virus. Para essa técnica, emprega-se um par de oligonucleotideos complementares a
uma determinada regido do genoma viral, com a finalidade de amplificar um fragmento genémico, de tamanho
conhecido. No caso de virus cujo genoma é o RNA, deve-se primeiro fazer uma fita de DNA complementar,
utilizando-se uma transcriptase reversa, para depois entdo fazer a PCR propriamente dita (RT-PCR).

Para realizar essa técnica, primeiro deve-se fazer a extragdo do RNA total da planta, para depois
entdo fazer , a partir desse, o cDNA e a PCR.
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5.3.3.1. Extraciio do RNA total das sementes ou plantulas

Macerar 0,1g de sementes ou tecidos das plantulas em almofariz, na presenca de nitrogénio liquido,
adicionar 500uL de tampado (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8§,0; 2 M NaCl, 0,005% BSA) e
agitar. Apos a agitacdo, centrifugar o extrato foliar 14.000 rpm por 10 minutos (Centrifuga Eppendorf),
descartando-se o sobrenadante. Adicionar 600uL de tampao CTAB (2% CTAB contendo 1,4M NaCl e 0,5%
de B-mercaptoethanol) ao precipitado, agitar em vortex e incubar a 55°C por 30 minutos. Apés a incubagao,
acrescentar 400uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), agitar novamente em vortex e centrifugar a 14.000
rpm por 10 minutos. Tranferir a fase aquosa para um novo tubo e adicionr 1/10 volume de acetato de amonio
7,5M ¢ 1 volume de isopropanol. Apds nova agitagdo a amostra colocar a -80°C por 10 minutos para a
precipitagdo do RNA e centrifugar a 14.000 rpm por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante. Lavar o
precipitado com etanol a 70%, secar a vacuo por 5 minutos e ressuspender em 50 puL de agua ultrapura tratada
com diethyl pyirocarbonate (DEPC). Analisar o RNA total obtido por eletroforese em gel de agarose 0,7%.

5.3.3.2. Transcri¢ao reversa e PCR

Os oligonucleotideos (par de primers) empregados devem ser desenhados especialmente para cada
virus, com base nas sequéncias especificas de cada um (Tabela 1). Para a sintese inicial do cDNA deve-se
utilizar SpL do RNA total, 1uL. do primer antisense (na concentragio de 10 pM) e 6uL de agua tratada com
DEPC. Incubar o material a 70°C por 10 minutos e transferir imediatamente para o gelo por 10 minutos. Em
seguida adicionar 4 pL de RT buffer 5X (250 mM Tris-Hcl, pH 8,3 a 25°C; 375 mM KCl, 15 mM MgCl,, 50
mM DTT), 1 uL de dNTPs 10 mM, 0,5 uL da enzima transcriptase reversa (M-MLYV, por exemplo). Incubar
a 37°C por 1 hora e a 70°C por 15 minutos. Apos a obtengdo do cDNA, passar a amplifica¢do por PCR,
utilizando-se SuL do cDNA, 5 pL do 10X tampdo da PCR, 3 pL de MgCl, (25 mM), 1uL dNTP (10 mM),
2,5 uL do primer senso (al0 pM), 2,5 uL do primer antisenso (a 10 pM), 1puL da Tag DNA polimerase e 30
pL de 4dgua ultrapura tratada com DEPC (volume total da reagdo igual a 50 puL). Pode-se também fazer uma
reacdo com 25 pl, basta empregar a metade do volume dos reagentes, conforme descrito.

Para a reagdo de PCR pode-se empregar 35 ciclos, sendo: 94 C ° por 40 segundos, 53 °C por 55
segundos e 72° C por 2 minutos, com uma extensdo final a 72° C por 10 minutos. Entretanto, dependendo
do virus podera haver uma pequena variagao nesse ciclo. Ao final da reagdo, aliquotas de 5 pL devem ser
analisadas por eletroforese em gel de agarose (0,7%), para checar o aparecimento das bandas tipicas.
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Figura 87 - Material necessario para o processamento da amostra para o Teste ELISA:A: Rack com tubos
de 1,4mL; B: Bastao de madeira com cerca de 12 x 2,5cm; C: saquinho de plastico 10 x 15 x
0,10 cm; D: Gaze, 3,5 x 4,5cm, dobrada duas vezes
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Procedimento do teste ELISA (Figuras 88 e 89)

Colocar o material vegetal a ser
triturado na gaze

Dobrar cuidadosamente a gaze, de
modo a envolver todo o material e
colocar dentro do saquinho de plastico

Colocar a solucao tampao de extragdo (1mL para
cada grama de tecido) dentro do saco plastico
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Despejar cuidadosamente nos tubos, tomando o devido cuidado para ndo deixar respingar
nos tubos laterais.

F)

Retirar as amostras com a pipetadora multicanal
e aplicar nas placas ELISA, previamente
recobertas com o antissoro especifico,
conforme recomendagdo do fabricante.

Figura 88 A — F - Procedimento para extragdo e aplicacdo da amostra nas microplacas empregadas
para o teste ELISA.
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Figura 89 — Lavagem manual ou com o auxilio de um lavador automatico de placas, ap6s cada incubagéo
(para remog@o do antissoro, do extrato de tecidos vegetais e do antissoro conjugado).
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Figura 90 - Placas mostrando os controles positivos (CP) e negativos (CN), em dois testes: com 20% (A)

e 0% (B) de amostras positivas, respectivamente.
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Figura 91 - Leitor de Placas ELISA
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5.3.4 METODOS ESPECIFICOS POR ESPECIE
5.3.4.1 Capsicum spp.

Cultivares de pimentdo e de pimenta podem transmitir trés espécies de Tobamovirus pelas sementes:
Tobacco mosaic virus, Tomato mosaic virus e Pepper mild mottle virus.

- Tobacco mosaic virus - TMV

O TMV ¢ um virus com ssRNA+, pertencente a familia Tobamoviridae, género Tobamovirus, com
particula tubular rigida, medindo 300 mm de comprimento ¢ 9mm de didmetro (Figura 92). Ndo possui vetor
na natureza, mas pode ser transmitido de modo bastante eficiente pelo atrito entre plantas e por operagdes
culturais. Ndo ¢é transmitido pelas sementes ou pdlen, entretanto as particulas virais podem ficar aderidas na
parte externa do envoltdorio das sementes, podendo infectar a plantula por qualquer ferimento causado no
embrido durante a germinag@o. Dependendo da cultivar o TMV pode causar mosaico ou lesdo local necroética.

- Tomato mosaic virus - ToMV

O TMV também ¢ um Tobamovirus, que mede 300 nm de comprimento por 18nm de didmetro.
Também ndo possui vetor na natureza, podendo ser transmitido por contato entre plantas e por operagdes
culturais. E transmissivel pelas sementes, podendo ser encontrado na mucilagem externa, na testa e algumas
vezes no endosperma de sementes de tomate, mas nunca foi encontrado dentro do embrido. Sementes que
contém o virus no endosperma, podem permanecer contaminadas por cerca de nove anos. A porcentagem de
sementes contaminadas varia com o fruto, mas ja foram encontradas até 94% de sementes contendo o virus.
Os sintomas variam amplamente com a cultivar e as condi¢des ambientais, entretanto os mais comuns sao
mosaico verde escuro, distor¢ao foliar das folhas jovens, nanismo e reduc@o no crescimento dos frutos.

Figura 92 - Particulas de TMV
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- Pepper mild mottle virus - PMMoV

O PMMoV ¢ um Tobamovirus com 312 nm de comprimento por 18 nm de didmetro. Nao possui
vetor na natureza mas ¢ transmitido mecanicamente por tratos culturais e friccdo entre plantas vizinhas. Foi
encontrado transmissdo por 22% de sementes de C.frutescens e por 29% das sementes de C. annuum. O
virus pode ser encontrado na parte externa das sementes, podendo também aparecer com baixa freqiiéncia no
endosperma das sementes. As plantulas podem se infectar facilmente durante o transplantio. Os sintomas mais
comuns sdo o amarelecimento suave das folhas, deformagdes dos frutos e o subdesenvolvimento das plantas.

Figura 93 - Particulas de PMMoV

A) Teste Biolégico

A realiza¢do desse teste ¢ semelhante para os trés virus. Deve-se empregar 1000 sementes,
para semeadura em bandejas limpas, contendo substrato devidamente esterilizado, e com os nutrientes
necessarios ao desenvolvimento da planta. Geralmente em uma bandeja medindo 50 x 30 cm, é possivel
plantar 500 sementes, enfileiradas, com 2cm entre as linhas (Figura 94: A-D). Portanto 1000 sementes
poderdo ser semeadas em duas bandejas.

Apds a germinacdo das sementes, deve-se observar as folhas primarias, pois sementes contaminadas
poderdo dar origem a plantas com folhas menores, mostrando mosaico e deformagdo foliar, tanto para 0o TMV
como para o ToMV. Os sintomas induzidos pelo PMMV geralmente sio mais brandos. Como as folhas do
pimentdo sdo bastante pequenas quando germinam, nem sempre a observagao de sintomas nas folhas ¢ uma tarefa
féacil, pois a intensidade dos sintomas vai depender da concentragdo do indculo nas sementes. Concentragdes
maiores do indculo tendem a propiciar uma maior intensidade de sintomas nas plantulas (Figura 95: A-D).
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Figura 94 - Teste biologico de sementes de pimenta. A: plantulas nas bandejas uma semana apos a
germinacdo. B: plantula sadia (S) e infectada (INF); B1: detalhe da plantula infectada com
TMV em B; C: plantula sadia (S) e infectada (INF); D: detalhe de plantula infectada com
TMYV; D1: detalhe de plantula infectada assinalada com seta em D.
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Figura 95 - Teste bioldgico de sementes de pimentdo. A ¢ B: plantulas nas bandejas uma semana apods
a germinagdo, com alta (A) e baixa incidéncia (B) de virus . C a E: detalhes das plantulas
infectadas com TMV.
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B) ELISA

Geralmente ndo ¢ indicada a maceracdo direta das sementes para extragdo do virus. No caso do
TMYV, que fica aderido externamente nas sementes, existem dois procedimentos que podem ser indicados:
o primeiro ¢ separar 1080 sementes (utilizar no minimo 1000), colocar em cerca de 10-15 mL da solugdo
tampdo de extragdo, e deixar em agitacdo a temperatura ambiente por cerca de meia hora. Isso faz com
que as particulas virais se desprendam das sementes e passem para a solugdo de extracdo. Em seguida,
recuperar a solucdo de extragdo por filtragdo das sementes em gaze dupla, aplicar 100 mL em cada um
dos 980 orificios da placa ELISA previamente recoberta com o antissoro especifico e processar o teste
normalmente.

Uma segunda metodologia seria colocar as sementes para germinar em papel umedecido ou em
gerbox, separar a casca das sementes (Fig. 96D e 96H) e extrair o suco das plantulas para o procedimento
do teste ELISA (Figura 96 A -J). Nesse caso, deve-se colocar o extrato de 12 plantulas em cada um dos 90
orificios da placa (1080 no total), sendo que os seis orificios restantes deverdo ser preenchidos com dois
controles positivos e quatro controles negativos. Como o peso de 12 sementes de pimentdo e/ou pimenta €,
em média, de 0,2 a 0,3 gramas, deve-se macera-las em 1 a 1,5mL do tampao de extrag@o (proporcao 1:5).
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Figura 96 - Sementes de pimenta germinada em papel (A), em gerbox (B) e de pimentdo germinada em gerbox
(F). Detalhe das plantulas de pimenta (C e D) e de pimentao (H). Plantulas colocadas no gaze (E e
I) e em seguida no saquinho (J) para extragdo do suco e posterior aplicacdo nas microplacas.
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C) RT-PCR

O modo mais eficiente para se fazer o RT-PCR dos virus que podem ser transmitidos por sementes
de espécies de Capsicum sp ¢ utilizar o RNA total das plantulas oriundas das sementes que se pretende
analisar, obtidas conforme descrito anteriormente para a técnica sorologica ELISA, ilustrado na Figura 96.
Como essa técnica (PCR) ¢ muito mais sensivel do que a ELISA, pode-se extrair o RNA de 100 plantulas
(aproximadamente 1,6 a 2,3 g de tecido), em cada teste, e realizar a técnica conforme descrito no item 1.3.
Para cada 1000 sementes serdo feitos 10 testes de PCR, o que contribui para diminuir o custo das analises.
Os primers para os trés virus se encontram descritos na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos (primers) para a deteccao de cada virus por RT-PCR, niimero de
pares de base (Pb) do fragmento e regido do genoma a ser amplificado .

, . No. Regido do
%
Virus Primers b Genoma
Tobacco mosaic virus 1: 5 GTCAGTGCCGAACAAG 3’ 5592 — 6191
T™MV 2: 5 TCAAGTTGCTGGACTAG 3’ 600
MP/CP
Tomato mosaic virus 1: 5 GAGTGCGGGCTACTGCCC 3’ 5350 a 6052
ToMV 2: 5 GCTACCCGCAGGGTAGACC 3’ 703 MP/CP
Pepper mild mottle virus 1: 5> GGTGTCGCCATGGAAAAGGG 3’ 5341 -6139
PPMV 1: 5> GTGAGTCCACTCGCGCTCTC 3’ 799 MP/CP

* Primer 1: 5°®3’°(sense); Primer 2: 3°®5’(antisense).
Para os trés virus, o ciclo para PCR podera ser:
1. Aquecimento inicial a 94 °C por 2 minutos
2. 30ciclos : 92 °C por 1 minuto
55° C por 1 minuto
72 ° C por 2 minutos

3. Extensao final de 72 °C por 10 minutos.
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As fotografias dos géis mostrando as bandas obtidas na analise eletroforética dos produtos das
PCRs, realizadas com cada um dos primers descritos, podem ser vistas nas figuras 97 a 98.

1636
1018

Figura 97 - Analise eletroforética do produto de PCR obtido com o par de primers desenhado para o
Tobacco mosaic virus (TMV). 1: 1Kb ladder; 2 e 3: controles positivos; 4: controle negativo;

5 a 8: plantulas com sintomas de mosaico.
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Figura 98 - Analise eletroforética do produto de PCR obtido com o par de primers desenhado para o
Tomato mosaic virus (ToMV). 1: 1Kb ladder; 2: controle positivo; 3: controle negativo; 4 a
8: plantulas com sintomas de mosaico.

Figura 99 - Analise eletroforética do produto de PCR obtido com o par de primers desenhado para o
Pepper mild mottle virus (PMMYV). 1: 1Kb ladder; 2 a 6: plantulas com sintomas de mosaico;
7: controle negativo; 8: controle positivo.
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5.3.4.2 Cucumis melo/ Cucurbita sp
Essas duas espécies podem transmitir o virus do mosaico da abobora (Squash mosaic virus- SQMV).
- Squash mosaic virus- SQMV

Esse ¢ um virus de ssRNA+, pertencente a familia Comoviridae, género Comovirus. Possui o
genoma subdividido, encapsulado em trés particulas isométricas, com cerca de 30 nm de didmetro. Na
natureza esse virus ¢ transmitido principalmente por Diabrotica spp. € Acalymma spp, dentre outros. Pode
ser transmitido por sementes de Cucurbita moschata, C. pepo, C. maxima, C. mixta ¢ Cucumis melo, sendo
que a porcentagem de transmissdo depende da planta e da estirpe do virus e pode variar entre 1 e 94%.

Figura 100 - Particulas de Squash mosaic virus SQMV.

A) Teste Biologico

O teste bioldgico consiste em plantar 1000 sementes em bandejas limpas, contendo substrato
devidamente esterilizado, com os nutrientes necessarios, e analisar as plantulas apds a sua germinagao. O
tamanho ideal da bandeja ¢ de 50 x 30 cm, sendo possivel plantar 500 sementes, enfileiradas, com 2 cm
entre as linhas (Figura 101: A-B). Portanto 1000 sementes poderdo ser semeadas em duas bandejas.
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Figura 101 - Teste biologico de sementes de meldo (A). B: detalhes dos na folha da plantula mostrando
deformag@o,e mosaico; C: folha sadia (S) e infectada (I) com o SQMV.
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Figura 102 - Teste bioldgico de sementes de Abobora uma semana (A) e duas semanas (B) apoés a
germinacdo. C—>E: detalhes dos nas plantulas infectadas com SqMV.

B) ELISA

Também nesse caso ndo ¢ indicada a maceragdo direta das sementes para extragao do virus. Pode-
se colocar as sementes para germinar em papel umedecido, e extrair o suco das plantulas (excluindo a
parte da raiz e parte baixa do caule) para o procedimento do teste ELISA (Figura 88: A-F). O extrato de 12
plantulas deve ser aplicado em cada um dos 90 orificios da microplaca (1080 no total), sendo que os seis
orificios restantes deverdo ser preenchidos com dois controles positivos e quatro controles negativos. O
peso de 12 plantulas do meldo é, em média, de 0,72g e deve ser macerado em 3,6 mL. O de 12 plantulas de
abobora € de 1,52 g e deve ser macerado em 7,6mL. De qualquer modo, deve-se fazer a pesagem e ajustar
a propor¢do para 1 g de tecido/5 mL de solucdo extratora.
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Figura 103 - Sementes de meldo (A) e de abdbora (D) germinadas em papel. Detalhe das plantulas de
meldo (B) e de abobora (E). Plantulas colocadas no gaze (C e F) para serem posteriormente
transferidas para os saquinhos para extragdo do suco.

C) RT-PCR

Para a extracdo do RNA ¢ melhor empregar também as plantulas germinadas em papel conforme
descrito para o teste ELISA (Figuras 88, A-F). Tanto o peso das plantulas abobora como o das de meldo sdo
maiores, portanto recomenda-se fazer a extragdo de RNA de 50 plantulas (cerca de 3 a 6,3 g), de modo que
serdo 20 testes de PCR pra 1000 sementes. Utilizar a propor¢do grama de tecido/mL de solugdo extratora
recomendada no item especifico da técnica (1.3). Nesse caso o teste indicara a incidéncia em cada 50 das
1000 sementes analisadas.

O par de primer foi desenhado para amplificar um fragmento de 655 pb, na regido da capa protéica
entre os nucleotideos 2021 e 2675:

SqMV foward: 5’ — GAC TAC AAC ACC GCT TAC 3°
SqMV reward: 5° CT GCC CAG AAATTC CTAGCA3".
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O ciclo para PCR é:

1. Aquecimento inicial a 94° C por 2 minutos.
2. 35 ciclos: 95° C por 1 minuto

50 ° C por 1 minuto

72 ° C por 2 minutos.
3. Extensao final a 72 ° C por 7 minutos.

A figura 104 mostra a banda amplificada a partir de RNA extraido de planta de abobora infectada
com o SqQMV.

1636
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Figura 104 - Analise eletroforética do produto de PCR obtido com o par de primers desenhado Squash
mosaic virus (SqQMV). 1: 1Kb ladder; 2, 3 e 4: controles positivos; 5: controle negativo; 6 a
8: plantulas com sintomas de mosaico.
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5.3.4.3 Lactuca sativa

Plantas de alface infectadas com o virus do mosaico (Lettuce mosaic virus — LMV) podem facilmente
transmiti-lo por meio das sementes produzidas.

- Lettuce mosaic virus — LMV

E um virus pertencente a familia Potyviridae, género Potyvirus, que possui ssRNA+ encapsulado
em uma particula unica, alongada e flexivel, medindo 750nm de comprimento por 13 nm de didmetro. E
transmitido de um modo néo persistente ou estiletar por diversas espécies de afideos, como Acyrthosiphon
scariolae, Acyrthosiphon pisum, Aphis gossypii, Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, Nasonovia
ribisnigri, Rhopalosiphum pseudobrassicae, etc. O Myzus persicae € o mais eficiente na transmissdo do
LMYV, sendo que os pulgdes apteros sdo mais eficientes que os alados.

Os sintomas apresentados pela planta de alface infectada dependem da cultivar e da época de
infeccdo. Os mais comuns s3o mosaico, enrugamento, embolhamento, deformagao foliar e necrose, além
de uma drastica diminui¢do do crescimento quando plantas jovens sdo infectadas.

Cerca de 3 a 15% das sementes coletadas de plantas de alface infectadas podem transmitir o virus.
Essa porcentagem de transmissdo depende do tempo de infec¢do da planta que produziu as sementes, da
variedade e das condigdes ambientais. O LMV pode ser transmitido pela espécie selvagem Lactuca serriola.

Figura 105 - Particulas de LMV.

A) Teste Biologico

Na realizagdo desse teste deve-se empregar 1000 sementes. A semeadura deve ser feita em bandejas limpas,
contendo substrato devidamente esterilizado, e com os nutrientes necessarios ao desenvolvimento da planta.
Sao necessarias 2 bandejas, com dimensdes de 50 x 30 cm, para o plantio de 500 sementes, enfileiradas, com
2 cm entre as linhas, em cada uma. A observagao deve ser feita nas primeiras folhas emitidas ap6s a germinagéo
das sementes. Os sintomas deverdo ser: mosaico, diminui¢do ¢ deformagio das folhas (Figura 106).
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Figura 106 - Teste biologico de sementes de alface. A ¢ B: plantulas nas bandejas duas semanas apds
a germinagdo. C — E: detalhes de plantulas infectadas com o LMV, mostrando mosaico e
deformagdo (C), mosaico (D) e mosaico necrotico (E).

B) ELISA

Pode-se extrair o suco diretamente das sementes, ou colocar as sementes para germinarem em
papel umedecido. Em seguida, separar a casca das sementes (Fig. 107 B) e extrair o suco das plantulas para
o procedimento do teste ELISA. Deve-se colocar 12 plantulas em cada um dos 90 orificios da placa (1080
no total), sendo que os seis orificios restantes deverao ser preenchidos com dois controles positivos e quatro
controles negativos. Como o peso de 12 sementes de ¢, em média, de 0,15 a 0,2 gramas, deve-se macera-las
em 0,75 a 1 mL do tampao de extracdo (proporgdo 1:5).
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Figura 107 - Sementes de alface germinada em papel (A). Detalhe das plantulas de alface (B) e plantulas
colocadas no gaze (C) e em seguida no saco plastico para obtencdo do extrato a ser utilizado
no teste ELISA.

C) RT-PCR

O RNA total das plantulas oriundas das sementes que se pretende analisar, obtidas conforme
descrito anteriormente para a técnica sorologica ELISA, ilustrado na Figura 88 ( A- D). Pode-se extrair
o RNA de 100 plantulas (aproximadamente 1,25 a 1,66 g de tecido), em cada teste, e realizar a técnica
conforme descrito no item 1.3. Para cada 1000 sementes serdo feitos 10 testes de PCR, o que contribui
para diminuir o custo das analises. Pode-se, porém, utilizar 50 plantulas (20 testes). Nesse caso, deve-se
determinar o peso das plantulas para calcular o volume da solugdo extratora.
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O par de primers empregado foi desenhado para amplificar um fragmento de 748 pB, na regido da
capa protéica, entre os nucleotideos no. 9121 e 9868:

LMV Foward: 5°— GGA GAAAGG AAG TGG TTC TG 3°
LMV Reward: 5’— CAC GCC TTT AGT GCAACC 3’

O Ciclo para PCR sera:

1. Aquecimento inicial a 94 °C por 2 minutos
2. 30 ciclos: 94 ° C por 1 minuto

50 ° C por 1 minuto

72 ° C por 2 minutos
3. Extensdo final a 72 ° C por 10 minutos.

A figura 108 mostra a banda amplificada a partir de RNA extraido de planta de abdbora infectada
com o LMV.

1636
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Figura 108 - Analise eletroforética do produto de PCR obtido com o par de primers desenhado para o
Lettuce mosaic virus (LMV). 1: 1Kb ladder; 2 a 5: plantulas com sintoma de mosaico; 6:
controle negativo; 7: planta com suspeita de infecgdo; 8: controle positivo.
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5.3.4.4 Lycopersicon esculentum

Sementes de tomateiro podem disseminar o Tomato mosaic virus (ToMV) e o Tobacco mosaic
virus (TMV), ja descritos para Capsicum spp.

- Tomato mosaic virus - (ToMV)

Virus pertencente a familia Tobamoviridae, género Tobamovirus, se encontra descrito em detalhes na parte
de detecgdo de virus em Capsicum spp. Nas sementes de tomate também ¢é encontrado na mucilagem
externa, na testa ¢ algumas vezes no endosperma, ndo sendo encontrado dentro do embrido. Pode ser
transmitido por mais de 90% das sementes de plantas de tomate infectadas precocemente. Induz mosaico,
deformagdo foliar e subdesenvolvimento da planta de tomate que, se infectada precocemente, tem a sua
produgdo totalmente comprometida.

- Tobacco mosaic virus - (TMV)

Esse também ¢é um Tobamovirus, ja descrito para Capsicum spp. E um virus que contamina as sementes,
sendo encontrado na camada externa, de modo que infecta as plantulas por meio de qualquer ferimento
causado no embrido por ocasido do processo de germinagdo. Os sintomas causados na plantula de tomate
s80 idénticos aos causados pelo ToMV, sendo impossivel a sua distingdo visual.

A) Teste Biolégico

A metodologia desse teste ¢ semelhante a descrita para o teste de espécies de Capsicum spp.
Deve-se semear 1.000 sementes em bandejas limpas, contendo substrato devidamente esterilizado, e com
os nutrientes necessarios ao desenvolvimento da planta. Geralmente em uma bandeja medindo 50 x 30cm,
¢ possivel plantar 500 sementes, enfileiradas, com 2cm entre as linhas. Portanto 1000 sementes poderao ser
semeadas em duas bandejas.

Apds a germinagdo das sementes, observar as primeiras folhas emitidas, pois sementes
contaminadas poderdo dar origem a plantas com folhas menores, mostrando mosaico e deformagao foliar,
tanto para o ToMV como para o TMV. A Figura 109 (A-C) mostra detalhes do teste.
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Figura 109 - Teste biologico de sementes de tomateiro. A: Plantulas na bandeja; B e C: plantulas infectadas
indicadas pelas setas; D: plantula sadia (S) e infectada (IN).

B). Teste ELISA e RT-PCR

Ambos os testes ja foram descritos para Capsicum spp. Para maior sensibilidade, a obtencdo do
extrato foliar para ELISA ¢ a extracdo de RNA para PCR devem ser feitos com a plantula obtida pela
germinacdo das sementes, em substrato de papel de filtro ou em gerbox (Figura 110). Pode-se empregar
12 plantulas em cada extracdo para o teste ELISA (cerca de 0,17g/ 0,85mL), 90 extra¢des, 1080 sementes.

Para o RT-PCR, pode-se fazer a extracdo de RNA de 100 plantulas (cerca de 1,4 g), 10 extracdes,
1000 sementes. Os primers e as bandas observadas na eletroforese dos produtos obtidos no PCR, para o
TMV e o ToMYV, estdo descritos para o Capsicum spp.
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Figura 110 - Sementes de tomateiro germinada em papel (A), em gerbox (C e D). Detalhe das plantulas (B e
E). Plantulas colocadas no gaze (F) para extragdo do suco e posterior aplicagdo nas microplacas.
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5.3.4.5 Phaseolus vulgaris

Cultivares de feijoeiro suscetiveis ao virus do mosaico comum (Bean common mosaic virus -
BCMYV), podem transmitir esse virus através das sementes.

- Bean common mosaic virus - (BCMV)

O BCMYV ¢ um virus com ssRNA+, pertencente a familia Potyviridae, género Potyvirus, com
760 nm de comprimento (figura 111). Pode ser transmitido por diversos afideos, principalmente pelo
Acyrthosiphon pisum, Aphis fabae o Myzus persicae. Outros vetores como Aphis gossypii, A. medicaginis,
A. rumicis, Hyalopterus atriplicis, Macrosiphum ambrosiae, M. pisi and M. solanifolii também podem
transmitir o BCMV. Os sintomas na planta dependem da suscetibilidade da cultivar, da estirpe do virus
e da época em que ela for infectada. Infec¢Ges precoces pela estirpe comum induzem mosaico severo,
deformagdes foliares, enrugamento embolhamento e encarquilhamento, além de subdesenvolvimento da
planta. Algumas estirpes podem também induzir necroses severas.

A porcentagem de transmissdo do BCMYV pelas sementes também varia com a estirpe e cultivar,
podendo chegar a mais de 83% das sementes provenientes de plantas infectadas. O virus se aloja nos
tecidos do embrido, podendo ai chegar por meio de infecgdo dos tecidos maternos ou via pélen.

Figura 111 - Particula do BCM

A) Teste biologico

Para o teste biologico deve-se empregar 1.000 sementes. Essas devem ser plantadas em bandejas
limpas, contendo substrato devidamente esterilizado, e com os nutrientes necessarios ao desenvolvimento
da planta. Geralmente em uma bandeja medindo 50 x 30 cm, é possivel plantar 500 sementes, enfileiradas,
com lcm de espagamento entre sementes ¢ 3 cm entre as linhas. Portanto 1000 sementes poderdo ser
semeadas em duas bandejas.

Apdsa germinacdo das sementes, deve-se observar as folhas primarias, pois sementes contaminadas
dardo origem a plantas com folhas menores, mostrando mosaico e formagao foliar (figura 112 B ¢ C).As
primeiras trifoliadas emitidas também mostrardo o sintoma de mosaico e deformagao foliar (Figura 112D).
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Figura 112 - Teste biologico de sementes de feijio. A: bandeja com as plantulas; B e C: sintomas do
BCMYV em folhas primarias e D: sintomas do BCMV em trifolioladas.

B) ELISA

O extrato das sementes nem sempre ¢ adequado para emprego direto nesse teste. Em primeiro
lugar, devido as caracteristicas fisicas das sementes, que contém tecidos mais rigidos, e em segundo lugar
devido a concentragdo de particulas virais nas mesmas, que pode estar abaixo da sensibilidade dessa
técnica que é em torno de 1ng.

A alternativa que tem sido testada com Otimos resultados consiste em colocar as sementes para
germinar em papel (Figuras 113), remover a camada externa da semente e entdo extrair o suco da parte
apical das plantulas (113D e E), conforme ja descrito anteriormente. A partir dai, a técnica segue os passos
descritos anteriormente. As sementes podem ser combinadas 12 a 12, para aproveitar uma placa ELISA
para cada amostra. Como essa possui 96 orificios, pode-se empregar 4 controles negativos, 2 positivos e os
90 restantes com o extrato das plantas a serem testadas. No total serdo testadas 1080 sementes, o que pode
ser considerado uma quantidade satisfatoria.
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Figura 113 - Sementes de feijado germinadas em papel (A e B). Detalhe das plantulas de feijao (C e D).
Parte das plantulas (folhas primarias) colocadas no gaze (E) para extragdo do suco e posterior
aplicagdo nas microplacas.

C) RT- PCR

Para a realizacdo do RT-PCR, o extrato utilizado para extragdo do RNA podera também ser extraido das
plantulas obtidas por germinagdo das semente em substrato de papel, conforme descrito anteriormente.
Como esse teste ¢ mais caro, porém mais sensivel, pode-se empregar uma combinac¢do de um maior nimero
de sementes/teste, utilizando-se 50 sementes (cerca de 2g) em cada extracdo, o que permitira fazer apenas
20 reagoes de PCR para cada lote de 1000 sementes.

O par de primers empregado foi desenhado para amplificar um fragmento de 854 pb, na regido da capa
protéica, entre os nucleotideos no. 8944 ¢ 9797:
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BCMV Forward: 5’ TTG GAC AGC CAC AGC CAC 3’
BCMYV Reward: 5°CTG CGG AGG ACC CAT GCC 3’

O ciclo para PCR ¢é:

1. Aquecimento inicial a 92 °C por 2 minutos
2. 30 ciclos: 92 ° C por 1 minuto

64 °C por 1 minuto

72 ° C por 2 minutos

3. 72 ° C por 7 minutos.
A anlise eletroforética dos produtos da PCR em gel de agarose a 0,7% pode ser visualizada na figura 114

854 pb

Figura 114 - Analise eletroforética dos produtos de PCR obtidos com o par de primers desenhado para o
Bean common mosaic virus (BCMV). 1: 1Kb ladder; 2: controle negativo; 3 e 4: controles

positivos; 5-8: plantulas com sintoma de mosaico.
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5.4 METODOS DE DETECCAO DE NEMATOIDES

Técnicas para deteccio e quantificagdo de nematodides sdo fundamentalmente diferentes daquelas
empregadas para outros grupos de patdgenos e parasitas de sementes. Diferentes das bactérias e da maioria dos
fungos, os fitonematoides sdo parasitos obrigados, € assim o emprego de meios de culturas € inutil para sua detecgao.

Os principais fatores envolvidos no processo de escolha do método de extragdo mais adequado
sdo0: espécie de nematodide e sua caracterizagdo; natureza e condi¢des da amostra, tamanho da semente,
época de colheita, condigdes e periodo de armazenamento das sementes e disponibilidade de pessoal.

Recomenda-se a amostragem de 500 sementes por lote devidamente homogeneizadas, subdivisdo
destas em sub-amostras com 100 sementes as quais por sua vez devem ser distribuidas em cinco repetigdes,
que devem ser processadas de acordo com os métodos mais apropriados.

No caso de diagnésticos em analises de rotina em larga escala, o ideal € que o método seja pratico,
rapido, simples e qualitativo, de modo a permitir uma extragdo consistente, independentemente da espécie
vegetal ou do tipo de semente, livre de erros ou da variabilidade, principalmente devido ao analista. Também
deve traduzir o numero real de espécimes presentes na amostra.

No geral os métodos de extrag@o se baseiam no principio do funil de Baermann e suas modificagdes,
onde a motilidade dos nematoides € usada para separa-los de materiais inertes, ou de um periodo de flutuagéo
onde nematdide e particulas com densidades semelhantes sdo separados de particulas de solo mais densas,
em agua e, entdo, recuperados em peneiras.

Para detec¢do e quantificacdo dos nematdides em sementes, praticamente todos os métodos
conhecidos buscam empregar o principio da reativagdo desses organismos que estdo em estado de
anidrobiose. Assim, a embebigdo em agua por determinado periodo de tempo faz com estes migrem para o
exterior das sementes, permitindo sua observag¢ao ao microscopio.

A determinagao desse tipo de agente em sementes ¢ de carater mais qualitativo, apesar de que a contagem
do niimero de nematdides em determinada quantidade de sementes possa fornecer a idéia do potencial de indculo.

Os métodos baseados no funil de Baermann nao requerem grandes laboratorios e nem equipamentos
sofisticados. A modificacdo desse método, com o emprego de pratos grandes, permite a recuperacdo da
maioria dos nematdides com tamanho mediano, podendo, entretanto, ser menos eficiente para aqueles de
tamanho maior, a exemplo dos nematéides da familia Longidoridae e, mesmo aqueles menos ativos.

Pesquisadores ou técnicos podem empregar funis de Baermann ou peneiras colocadas sobre pratos
para extrair os nematdides das sementes. Entretanto, a escolha depende da disponibilidade de equipamentos
e de materiais, quantidade de sementes ¢ mesmo a urgéncia da informagao.

Por meio do emprego de peneiras, um maior nimero de nematoides pode ser detectado apds um
dia da extrag@o. No caso do funil de Baermann, o tempo requerido para extragdo ¢ maior, mas pode ser um
método mais adequado. Ambos os métodos apresentam vantagens e desvantagens. No caso do método de
peneiras sobre pratos, a distdncia a ser percorrida pelos nematdides das sementes até a agua ¢ menor, com
vantagem de que os pratos ndao possuem paredes inclinadas (presentes em funis) onde os nematédides possam
se hospedar. Também nesse método, tem-se economia de espaco e maior eficiéncia na extragdo. Porém
suspensdes dos nematdides obtidas nos pratos podem conter relativamente mais sujeira e detritos quando
comparado as suspensoes obtidas através de funis. Também no caso do prato, a elevada quantidade de
espuma sobre dgua pode matar os nematoides. No método do funil de Baermann, a suspensdo de nematodides
pode ser coletada em ampola de vidro, onde a d4gua em excesso podera ser facilmente descartada apos ter-
se concentrado a suspens@o contendo os nematodides. A analise de sementes com casca ou tegumento por
qualquer um dos métodos ¢ mais simples do que para sementes descascadas manualmente. Também nesse
caso, um niimero grande de sementes podera ser processado de uma unica vez para detecgdo de nematdides,
mesmo essa técnica requerendo periodo maior para extragao.

Assim, nessa sessdo serdo descritos métodos e procedimentos para facilitar e nortear a detecgdo e
a quantificacdo de nematdides parasitos de plantas, que se encontram associados as sementes de espécies
vegetais, assim como estimular o desenvolvimento e avalia¢ao de outras metodologias afins.
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5.4.1 Deteccao de Heterodera glycines em amostras de sementes de soja
* Nimero de sementes para analise: 5 x 100 sementes
¢  Procedimentos

A detecgdo de cistos de Heterodera em sementes normalmente é realizada pela inspegdo das
sementes secas, ou destas em agua. Também pode ser realizada através do método de peneiramento, com
ou sem flutuag¢@o em centrifuga, seguido pela analise visual em microscopio estercoscopico (Lupa).

a) Meétodo do peneiramento a seco (Tenente et al., 2000)

Colocar as sementes sobre uma tela de metal (malha 0,840mm), que substituird o fundo de uma
caixa tipo gerbox, sobreposta a uma tampa de caixa tipo gerbox. Entre a tela e a tampa da caixa coloca-
se papel de filtro umedecido e em seguida, agita-se o conjunto manualmente, permitindo a passagem dos
cistos pelos poros da tela, ficando estes retidos no papel umedecido. Posteriormente, as amostras devem ser
analisadas sob microscopio estereoscopico (Lupa).

b) Método da flutuacio + peneiramento (Shepherd, 1970)

E um método simples para extragdo de cistos das sementes. As sementes devem ser dispostas em
proveta de 2,0L, contendo cerca de 5,0mL de agua e agitadas com movimentos rotatorios até seu completo
umedecimento. Completar o volume da proveta com agua e verter os residuos e cistos flutuantes em peneira de
20 mesh (0,840mm), sobreposta em peneira de 60 mesh (0,250mm), agitando-se suavemente a proveta de modo
que todo o material flutuante em suspensao seja recolhido nas peneiras e com um minimo de perturbacdo das
sementes. Com auxilio de pisseta deve-se recolher a suspensao contendo residuos e cistos da peneira de 60 mesh
para um becker de 100mL. A suspensio recolhida no becker deve ser analisada ao microscopio estereoscopico.

Para identificar a presenca de cistos de Heterodera em germoplasmas introduzidos no Brasil,
Tenente et al. (1994) empregaram metodologia descrita por Carvalho et al. (1953), onde as sementes foram
colocadas em frascos com 50 mL de agua, os quais foram agitados durante 10 minutos. A estes adiconou-se
uma solugdo de sacarose (400 g/L de agua) e, novamente, agitou-se por mais 10 minutos. Apds, a suspensio
foi vertida em um novo recipiente, onde permaneceu por 10 minutos. Posteriormente, a suspensdo foi
despejada em um filtro (papel de filtro). Apds o escoamento, o material retido no papel foi examinado.

e Avaliacao
Fémeas de Heterodera glycines apresentam de 0,4 a 0,8mm de comprimento, forma de limao, 300-

600 micrometros de didmetro, com pesco¢o e uma vulva subterminal proxima ao anus; sdo de coloragdo
brancas ou amarelas quando imaturas, mas com a maturidade ficam pretas ou marrons.(Figura 115).
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Figura 115 - Heterodera glycines
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5.4.2 Deteccao de Aphelenchoides besseyi e Ditylenchus dipsaci em amostras de sementes de Brachiaria
*  Quantidade de sementes para analise: 5 x 10g de sementes

*  Procedimento
Flutuagdo dos nematoides em solucdo de sacarose com caulim em centrifuga, e passagem por
peneiras de malha de 0,037mm de abertura (400 mesh) ou 0,027mm (500 mesh), com ou sem hidratagdo
prévia das sementes durante doze horas.

*  Método de Coolen & D’herde (1972)

As sementes sdo trituradas com 200mL de agua durante 10 segundos em liquidificador e a suspenséo
resultante da trituragdo é coada em peneiras de 20 mesh sobre outra de 400 ou 500 mesh. Com o auxilio
de jatos fortes de agua de uma pisseta, recolhe-se a suspensdo de nematoides mais os tecidos vegetais da
peneira de 400 ou 500 mesh em um becker com capacidade para 100mL. Recolhe-se, no maximo, 40mL ou
a quantidade que cabe nos tubos da centrifuga. Em seguida, verte-se a suspensdo para os tubos da centrifuga
onde adiciona-se 1,0g de caulim. Calibrar o volume dos tubos. Mistura-se bem com bastdo de vidro e procede-
se a centrifugagdo, durante 4 a 5 minutos a 1750 rpm. Apds, retira-se os tubos da centrifuga e elimina-se
cuidadosamente o liquido sobrenadante. Adiciona-se a estes a solugdo de sacarose (454 gramas de agucar
refinado dissolvidos em 750mL de agua). Misturar bem com auxilio do bastio de vidro para que o pelete
seja diluido. Retorna-se os tubos para a centrifuga e procede-se a centrifugacdo por um minuto a 1750 rpm.
Deve-se tomar cuidado com o tempo de centrifugacéo para ndo provocar osmose ¢ a morte de nematoides.

Apds esta operagdo verte-se o sobrenadante para peneira de 400 ou 500 mesh inclinada. Verte-
se bastante agua da torneira para eliminar o excesso de sacarose e, com o auxilio de jatos fortes de agua
da pisseta, recolhe-se a suspensdo em becker com capacidade para 100mL. Deste, recolhe-se 20mL para
observagio, identificacdo e contagem das espécimes (Tihohod, 1989).

Favoreto et al. (2006), compararam a eficiéncia de métodos para extracdo de 4. besseyi e D.
dipsaci, em sementes de Brachiaria brizantha, e observaram que o método de Coolen & D’herde (1972)
sem a hidratacdo das sementes foi mais eficiente na recuperacdo dos nematoides.

e Avaliacio

Figura 116 - Aphelenchoides besseyi (A) e Ditylenchus dipsaci (B).
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5.4.3 Deteccao de Aphelenchoides besseyi e Ditylenchus dipsaci em amostras de sementes de Panicum
*  Quantidade de sementes para analise: 5 x 0,5g de sementes (@ 250 sementes)

¢ Procedimento

Para a maioria dos endoparasitas, a técnica de trituragdo proporciona maior liberagdo ¢ movimento
em direcdo a agua, implicando na detec¢do de espécimes em periodos menores de extragdo. Entretanto,
essa técnica tem que estar associada a uma outra que permita clarear a amostra, como o funil de Baermann,
que serve para formas vermiformes, como 4. besseyi e D. dipsaci (Fortuner, 1991). A técnica da bandeja,
descrita por Whitehead & Hemming (1965), apresenta o mesmo principio do funil de Baermann, aplicando-
se clareamento das amostras, porém com maior volume de dgua, o que permite o aumento da oxigenagao,
proporcionando melhor movimento dos parasitas em direcao a agua, facilitando, assim, a deteccao.

e Pré-imersdo, trituracio e funil de Baermann (Fortuner, 1991; Zuckermann, 1990; Hooper, 1970)

A associagdo destes métodos proporciona uma melhoria consideravel na recuperagdo de espécies que
apresentam o fendmeno de dorméncia e anidrobiose e de sementes de Panicum, que sdo envolvidas por diversas
camadas externas como glumas e glumelas, eliminando a falta de oxigenagdo no sistema do funil de Baermann.

As sementes sdo colocadas em pré-imersdo em placas de Petri ou caixa do tipo Gerbox com
agua, onde devem permanecer por 16 horas (20-25°C). Decorrido este periodo, promove-se a trituragdo
por 20 segundos do material recolhido dos recipientes (agua e as sementes). Apods, transfere-se o contetido
para peneira de 20 mesh sobre outra de 400 ou 500 mesh. Com auxilio de pisseta, procede-se a lavagem
e na sequéncia recolhe-se a suspensdo obtida na peneira de 400 ou 500 mesh para becker de 100mL.
Esta suspensao, contendo os nematdides e impurezas, ¢ vertida sobre um funil de Baermann, que consiste
de funil conico de vidro ou de plastico, com um tubo de borracha ligado a base deste e, conectado na
extremidade a uma ampola de vidro. No interior do topo do funil descansa um suporte de malha de ago ou
tela plastica (peneira). Sobre a tela deve ser disposto um lengo de papel tipo facial ou outro papel adequado,
a fim de reter as sementes e, sobre estas ¢ adicionada agua de torneira. Decorridos de 12 a 24 horas, deve-
se depreender a ampola de vidro do tubo de borracha ligado a base do funil e, recolher-se o conteudo para
posterior contagem em lamina de Peters, sob microscopio 6tico.
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5.4.4. Deteccao de Aphelenchoides besseyi em sementes de arroz
* Nimero de sementes para analise: 5 x 100 sementes
*  Procedimento

Huang & Mota Silva (1982) observaram que praticamente 100% dos exemplares viaveis de A.
besseyi podem ser detectados pelo método de descascamento manual das sementes. No entanto, a operagao
¢ muito trabalhosa e demanda um consideravel suporte. Para laboratorios de sementes em grande escala,
¢ desejavel ter um suporte técnico e econdmico. Sdo necessarias pesquisas adicionais para mecanizar o
processo de descascamento das sementes sem liberar os materiais do endosperma. A mecanizagdo deve
facilitar a detecg@o clinica dos nematdides. Uma tarefa importante para pesquisas futuras, entdo, ¢ estudar
técnicas de laboratorio para deteccdo satisfatoria de nematdides em operagdes de grande escala.

*  Método do descascamento manual de sementes + funil de Baermann (Flegg; Hooper, 1970)

O método consiste em eliminar a casca e a cariopse das sementes apds a imersdo destas em agua
por determinado periodo de tempo. Este material ¢ lavado em peneira padrao de 400 mesh para que sejam
eliminadas as substancias leitosas liberadas pelo endosperma. O material resultante do peneiramento
(nematoides e restos de casca e cariopse) é recolhido com o auxilio de pisseta para um Becker de 100mL
e, posteriormente, transferido para o funil de Baermann onde permanece pelo menos por 12-24 horas, para
extragdo dos nematdides ativos.

e Pré-imersao, trituracio e funil de Baermann (Garcia; Tenente, 2000)

As sementes sao imersas em agua destilada (@ 30 minutos), para rehidratacao dos nematdides em estado
de anidrobiose. Esse tratamento prévio de pré-imersao facilita a fragmentacdo das sementes em ligtiidificador,
feita a seguir por 20 segundos com 300mL de agua. A suspensdo resultante ¢ passada pelas peneiras de 100
(0,150 mm) e 400 mesh e o material retido é disposto em funis de Baermann com agua oxigenada a 0,5%. Os
sedimentos sdo coletados e examinados ao microscopio Otico apds 24, 48 ¢ 72 horas, aproximadamente.
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5.4.5 Deteccao de Ditylenchus dipsaci em sementes de cebola
*  Quantidade de sementes para analise: 5 x 50 ou 100g de sementes
*  Procedimento

E mais rapido e eficiente que as técnicas de incubagdo geralmente utilizadas para tecidos vegetais.
Também pode ser usada para recuperacéo de endoparasitas de folhas, hastes e também para detecgdo de juvenis
de A. tritici em sementes de trigo ¢ de outras gramineas e de D. dipsaci em sementes de trevo (Southey, 1969).

e Meétodo da trituracio e filtracio para recuperacio de endoparasitas migradores (Fallis,
1943; Stemerding, 1964)

As sementes sdo trituradas em dgua durante 15 segundos, sendo 5 segundos para o triturador
alcancar a velocidade maxima, 5 segundos permanecendo em velocidade maxima e 5 segundos para a
parada. Este periodo ¢ suficiente para facilitar a saida dos nematdides dos tecidos sem danifica-los. Apos,
a suspensdo resultante ¢ vertida em um papel de filtro ou lengo de papel apoiado numa peneira ou tela
plastica. O conjunto é disposto sobre um prato ou bandeja com agua, onde deve permanecer durante 24 a
48 horas. Os nematoides separados das particulas inertes movimentam-se pelo filtro e sdo recuperados no
prato, para posteriormente serem quantificados em ldmina de Peters, sob microscopio 6tico.
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5.4.6 TECNICAS MOLECULARES X NEMATOIDES X SEMENTES

Técnicas moleculares constituem uma ferramenta que em muito pode auxiliar na deteccao e
identificagdo de organismos de forma rapida e segura, possibilitando investigacdes ao nivel de acidos nucléicos
ou de produtos génicos. Especificamente na detec¢ao de microrganismos em sementes, as técnicas moleculares
tém sido de extrema relevancia, havendo um crescente interesse na investiga¢ao neste campo em todo o mundo.
Na medida em que o controle de qualidade de sementes ¢ uma preocupagédo no sentido de garantir material de
propagacdo livre de patdgenos e com identidade genética comprovada, além de outros atributos, metodologias
de precisdo ganham importancia. A necessidade de desenvolver métodos mais rapidos e confidveis para detectar
patogenos associados com sementes tem sido um desafio enfrentado por pesquisadores que trabalham com
controle de qualidade de sementes. Neste sentido, analise de acidos nucléicos surge como uma alternativa
importante e tem sido objeto de intensas pesquisas nas duas ultimas décadas. Embora técnicas moleculares
tém apresentado muitas vantagens, tal desenvolvimento ainda requer precaucdes, posto que programas de
certificacdo de sementes caracterizam-se por particularidades que podem limitar uma aplicacdo mais extensiva
dessas técnicas em analise de rotina. Sem levar em conta os custos que, inicialmente, podem ser elevados devido
a investimentos em equipamentos especializados e reagentes, alguns outros aspectos devem ser considerados
em relagdo a detecc@o de patogenos em extratos de sementes (Parizzi, 2002).

Métodos que empregam técnicas moleculares para a identificagdo de patdgenos sdo variaveis e,
principalmente, baseados em analises de DNA gendmico. Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com
marcadores moleculares, devido a necessidade de identificagdo rapida e segura de ragas do nematoide de
cisto da soja, Heterodera glycines (Bertioli et al., 1998), e de espécies de Anguina e Ditylenchus, comumente
transmitidos através de sementes, baseando-se nas sequéncias do gene ribossomal ITS1 (Bertioli,
2001; Powers et al., 2001). Estes métodos podem eliminar os problemas de ambigiiidade envolvendo a
identificag@o de espécimes jovens, os quais sdo encontrados geralmente no interior de galhas em sementes
ou residuos destas apds a germinagdo. Esta metodologia pode prover uma padronizagio para identificagao
em sistemas de fiscalizagdo que, quando falhos, podem resultar em impactos econdmicos significativos.

5.4.7 TECNICA PARA QUANTIFICACAO DOS NEMATOIDES

Existem diferentes técnicas para quantificacdo de nematdides em uma suspensdo final, obtida
pelas técnicas descritas anteriormente. A seguir esta descrita a técnica para quantificagdo mais utilizada em
trabalhos de rotina em Laboratérios de Nematologia.

A suspensdo com os possiveis nematdides (maximo 20mL), contidas em beckers de 100mL,
devem ser decantadas por, no minimo, uma hora ou, entdo, no fim do expediente. Durante esse tempo os
beckers podem ser acondicionados na geladeira para que no dia seguinte, inicie-se a proxima etapa. Com
auxilio de uma seringa com capacidade para 20mL ou mais, tendo na extremidade acoplada uma mangueira
fina (a exemplo da usada em hospitais para aplicagdo de soro), reduz-se o volume de dgua da suspensdo,
deixando-se apenas 4mL. A partir desse ponto a suspensdo estara pronta para a contagem. Para tanto deve
ser empregado uma ldmina de Peters para contagem, com capacidade para ImL. O ntimero de nematdides
¢ obtido através da multiplicagdo do numero observado na lamina por 4 (os 4mL iniciais) para se obter o
resultado final. Deve-se proceder a contagem em trés repeticdes para maior consisténcia da analise.

Caso ndo se possua uma camara de contagem de Peters, pode-se improvisar, empregando-se caixas
de plastico transparente (tampas de caixas de laminulas para microscopia) bastando riscar-se a base da
caixa para direcionar a visao durante a contagem. Sobre esta vertem-se os 4mL de suspensdo ¢ procede-se a
contagem sob microscopio estereoscopico (lupa) no maior aumento. Uma desvantagem dessa improvisagdo é
que a contagem ndo pode ser realizada em microscdpio binocular, a ndo ser no caso do microscopio invertido.

Terminado o processo de contagem, os nematdides da suspensao podem ser mortos e fixados tendo
em vista guarda-los para futuras observacdes ou mesmo para a “pescaria” de exemplares para o preparo
de laminas permanentes. Apos as avaliagdes, o material deve ser levado para banho-maria e este mantido
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a temperatura de 55 °C. Caso ndo se possua esse equipamento, pode-se empregar um becker com diametro
maior, com agua aquecida a 55°C, e no seu interior introduz-se o outro becker contendo as suspensoes. Este
deve permanecer em banho-maria durante 2 a 4 minutos, até que todos os nematoides morram.

Ap0s a morte, estes podem ser fixados imediatamente. Caso contrario esse material serd perdido.
Para a fixagdo pode ser empregada a formalina a 4%, em concentragdo dupla (adiciona-se 4mL de formalina
e formol a 4%, nos 4 mL da suspensdo). Os 8mL de suspensio, assim obtidos, devem ser vertidos para vidros
(capacidade para 10mL), devidamente limpos e, estes etiquetados com todos os dados sobre a suspensio:
data, origem, nematoides, nimero da amostra etc. Os vidros, assim preparados, podem ser guardados por
anos sem que ocorra a destruicdo dos exemplares.

185






BIBLIOGRAFIA




MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES

AFGC Protocols, Update August, 2002. Disponivel em: http//www.arabdopsis.org/portals/masc/AFGC/
Revised AFGC/site2RnaLl.htm#isolation. Acesso em 10/09/06.

ALBRECHTSEN, S. E. Testing methods for seed-transmitted viruses: Principles and protocols. Cambridge,
MA: CABI Publishing, 2006. 268p.

ALVAREZ, AM., BENEDICT, A.A., MIZUMOTO, C.Y., HUNTER, J.E.; GABRIEL, D.W. Serological,
pathological, and genetic diversity among strains of Xanthomonas campestris infecting crucifers.
Phytopathology, 84, p.1449-1457. 1994.

ASMA, M. Proposal for a new method for detecting Xanthomonas hortorum pv. carotae on carrot seeds.
ISTA Method Validation Reports 2, p.1-17. 2005.

ASMA, M., de Vogel, R., Woudt, B. and Krause, D. Evaluation of pathogenicity testing, rep-fingerprinting
and PCR for the identification of Xanthomonas campestris pv. carotae, ISHI Report Bejo Zaden BV,
Research Report. p.9316-9317. 2002.

AUDY, P.; LAROCHE, A.; SAINDON, G.; HUANG, H.C.; GILBERTSON, R.L. Detection of the bean
common blight bacteria, Xanthomonas campestris pv. phaseoli and X. c. pv. phaseoli var. fuscans, using the
polymerase chain reaction. Phytopathology, 84, p.1185-1192. 1994.

BARNETT, H.L.; HUNTER, B.B.; Illustrated Genera of Imperfect Fungi. St. Paul: The American
Phytopathological Society, 1998. 218 p.

BERTIOLIL, S.C.M.L. etal. Desenvolvimento de marcadores moleculares para a identificagdo de ragas do nematdide
de cisto da soja, Heterodera glycines. Brasilia: CENARGEN/Embrapa, 1998. p.1-4. (Pesquisa em Andamento).

BRADBURY, J. F. 1986. Guide to Plant Pathogenic Bacteria : CAB International Mycological Institute.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Regras para analise de sementes. Brasilia: CLAV;
DNDV; SNAD; MA, 1992. 365p.

BROADBENT, L. The epidemiology of tomato mosaic. XI. Seed transmission of TMV. Annual Applied
Biology, 56, p.177-205. 1965.

CAMPBELL, R. N. In: Descripitions of Plant Viruses. DPV name index n°. 43. Photo Courtesy of R.
Lastra, Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Caracas Disponivel em: http://www.dpvweb.

net/dpv/showfig.php?dpvno=43&figno=08. Acesso em: 21/01/2008.

CARVALHO, J.C.; LORDELLO, L.G.E.; BOOCK, 0O.J. Considera¢des acerca do nematdide dourado da
batatinha. O Biolégico, 19, p.196-200. 1953.

CHANG, C.J.,, DONALDSON, R., CROWLEY, M.; PINNOW, D. A new semi-selective medium for the
isolation of Xanthomonas campestris pv. campestris from crucifer seed. Phytopathology, 81, p. 449-453. 1991.

CHANG, S.; PURYEAR, J.; CAIRNEY, J. A simple and efficient method for isolation RNA from Pine
Trees. Plant Molecular Biology Report, 11, p. 113-116, 1993.

188



BIBLIOGRAFIA

CLARK, M. F; ADAMS, A. N. Caracteristics of the Microplate Method of Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay for detection of plant viruses. Journal of General Virology, 34, p. 475-483, 1977.

CUBETA, M.S.; KUAN, T.L. Comparison of MDS5 and XCS media and development of MD5A medium
for detection of Xanthomonas campestris pv. carotae in carrot seed. Phytopathology, 76, p.1109. 1986.

DINANT, S.; LOT, H. Lettuce Mosaic Virus. Plant Pathology, 41, p.528-42. 1992.

EDEN, P.A.; SCHMIDT, T.M.; BLAKEMORE, R.P.; PACE, N.R. Phylogenetic Analysis of Aquaspirillum
magnetotacticum using Polymerase Chain Reaction Amplifi ed 16S rRNA specifi c DNA. International
Journal of Systematic Bacteriology, 41, p. 324-325. 1991.

ELLIS, M.B. Dematiaceous hyphomycetes. Surred: Commonwealth Mycological Institute, Commonwealth
Agricultural Bureaux, CAB, 1971. 608p.

FALLIS, A.M. Use of the waring blender to separate smallparasites from tissue. Canadian Journal of
Public Health, 34, p.44. 1943.

FATMI, M.; SCHAAD, N.W. A semi-selective agar medium for isolation of Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis from tomato seeds. Phytopathology, 78, p.121-126. 1988.

FIGUEIRA, A. R., DOMIER, L.L., D’ARCY, C. J. Comparison of the techniques for detection of Barley
Yellow Dwarf Virus- PAV-IL. Plant Disease, 81, p. 1236-1240. 1997.

GENG, S., CAMPBELL, R.N., CARTER, M.; HILLS, M. Quality control programs for seedborne
pathogens. Plant Disease 67, p. 236-242. 1987.

GERMAN-RETANA, S.; WALTER, J.; LE GALL, O. Lettuce mosaic virus: from pathogen diversity to
host interactors. Molecular Plant Pathology, 9(2), p.127-36. 2008.

GOSZCZYNSKA, T.; SERFONTEIN, J.J. Milk-Tween agar, a semiselective medium for isolation and
differentitation of Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola and
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Journal of Microbiological Methods, 32, p.65-72. 1998.

GUIMARAES, PM.; PALMANO, S.; SMITH, I.J.; SA, M.E.G.; SADDLER, G.S. Development of a PCR test for
detection of Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens. Antonie van Leeuwenhoek 80, p. 1-10. 2001.

HALFON-MEIRI, A.; VOLCANI, Z. A combined method for detecting Colletotrichum gossypii and
Xanthomonas malvacearum in cotton seed. Seed Science and Technology, 5, p.129-139. 1977.

HOCH, H. C, PROVVIDENTI, R. Ultrastructural localization of Bean common mosaic virus in dormant
and germinating seeds of Phaseolus vulgaris. Phytopathology, 68, p.327-330. 1978.

HUNTER, D.G., BOWYER, J.W. Cytopathology of developing anthers and pollen mother cells from
lettuce plants infected by Lettuce mosaic potyvirus. Journal of Phytopathology, 145, p.521-524, 1997.

INGLATERRA. Commonwealth Agricultural Bureaux. Commonwealth Mycological Institute. (CMI
Description of Pathogenic Fungi and Bacteria) 1980.

189



MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES

ISTA, International Seed Testing Association, Bassersdorf, Switzerland. International Rules for Seed
Testing, Annexe to Chapter 7: Seed Health Testing Methods, 2008.

JOHANSEN, E., EDWARDS, M.C.; HAMPTON, R.O. Seed transmission of viruses: current perspectives.
Annual Review of Phytopathology, 32, p.363-386. 1994.

JONES, J.B.; McCARTER S.M.; GITAITIS, R.D. Detection of Pseudomonas syringae pv. tomato in
tomato. In: SAETTLER, A.W.; SCHAAD, N.W.; ROTH, D.A. (eds.) Detection of bactéria in seed and
other planting material. APS Press. 1989.

KOENRAADT, H., VAN BILSEN, J.G.P.M.; ROBERTS, S.J. Comparative test for the detection of Xanthomonas
campestris pv. campestris in Brassica seeds. Seed Science and Technology, 32, p.825-835. 2005.

KUAN, T.L., MINSAVAGE, G.V.; GABRIELSON, R.L. Detection of Xanthomonas campestris pv. carotae
in carrot seed. Plant Disease, 69, p.758-760. 1985.

LEAL-BERTIOLIL S. C. M.; BERTIOLI, D.J.; TENENTE, R. C. V. ITS Sequence of Brazilian Populations
of the Plant-Parasitic Nematode Ditylenchus dipsaci. Nematologia Brasileira, 24, p.83-85. 2000.

LE GALL, O. 2003. In: Descripitions of Plant Viruses. DPV name index n°. 399. Photo National Vegetable
Research Station, UK. Disponivel em: http://www.dpvweb.net/dpv/showfig.php?dpvno=399&figno=07.
Acesso em: 21/01/2008.

LIMA,B.V,; SOARES, D, J.; PEREIRA.; BARRETO, R. W. Natural infection of Acalypha hispida and Jatropha
podagrica inflorescences by Amphobotrys ricini in Brazil. Australasian Plant Disease Notes, v.3, p.5-7. 2008.

MACHADO, J.C.; LANGERAK, C.J.; JACCOUD-FILHO, D.S. Seed-Borne Fungi- A contribution to
Routine Seed Health Analysis. International Seed Testing Association (ISTA), First edition, n.138, 2002.

MARTHUR, S.B.; KONGSDAL,O. Common laboratory Seed Health Testing Methods for Detecting
Fungi. Basserdorf: International Seed Testing Association, 2003. 425p.

MATHUR, S.B.; CUNFER, B.M. Seed-borne Disease and Seed Health Testing of Wheat. Institute of Seed
Pathology. Frederiksberg, Denmark, 1993. 168p.

MCGUIRE, R.G., JONES, J.B.; SASSER, M. Tween media for the semiselective isolation of Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria from soil and plant material. Plant Disease, 70, p. 887-891. 1986.

MEDINA, A. C., GROAN, R. G. Seed transmission of bean mosaic viruses. Phytopathology, 51, p.452-456. 1961.

MEHTA, Y.R.; BOMFETL C.; BOLOGNINI, V. A semi-selective agar medium to detect the presence of Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum in naturally infected cotton seed. Fitopatologia Brasileira, 30, p. 489-496. 2005.

MENG, X.Q., UMESH, K.C., DAVIS, R.M.; GILBERTSON, R.L. Development of PCR based assays

190



BIBLIOGRAFIA

for detecting the carrot bacterial leaf blight pathogen Xanthomonas campestris pv. carotae from different
substrates. Plant Disease, 88, p.1226-1234. 2004.

NEERGAARD, P. Seed pathology. London: MacMillan Press, v.1, 839p. 1979.

ONIONS, A.H.S.; ALLSOPP, D.; EGGINS, H.O.W. Smith’s Introduction to Industrial Mycology. Seventh
edition, 1981, 398p.

PARIZZI, P. Técnicas moleculares aplicadas & patologia de sementes. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE
PATOLOGIA DE SEMENTES, 7, 2002, Sete Lagoas, MG. Resumos ¢ Palestras. Sete Lagoas: Embrapa
Milho e Sorgo, 2002. p.183-186.

POWERS,T.O., SZALANSKI, A. L.; MULLIN, P. G.; HARRIS, T. S.; BERTOZZI,T; GRIESBACH 1J.
A. Identification of seed gall nematodes of agronomic and regulatory concern with PCR-RFLP of ITS1.
Journal of Nematology, 33, p.191-194. 2001.

PROVVIDENTI R, COBB, ED. Seed transmission of Bean common mosaic virus in tepary bean. Plant
Disease Reporter, 59, p.966-969. 1975.

QUANTZ, L., Untersuchungen iiber das gewdhnliche Bohnenmosaikvirus und das Sojamosaikvirus.
Phytopathology Z., 43, p.79-101. 1961.

REDSTONE, S. Extraction methods for Xanthomonas campestris pv. campestris from brassica seed. Seed
Science and Technology, 32, p.439-453. 2004.

ROBERTS, S.J.; KOENRAADT, H. ISTA-PDC Technical report: Revised method for defection of
Xanthomonas campestris pv. campestris in Brassica seed. ISTA Method Validation Reports 1, 1-9. 2003.

ROBERTS, S.J., BROUGH, J., EVERETT, B.; MORALES, F. J. 1988. In: Descripitions of Plant Viruses. DPV
name index n°. 337. http://www.dpvweb.net/dpv/showfig.php?dpvno=337&figno=09. Acesso em: 21/01/2008.

RYDER, E.J. Seed transmission of Lettuce mosaic virus in mosaic resistant lettuce. Journal of theAmerican
Society for Horticultural Science, 98, p.610-614. 1973.

RYDER, E. J. Transmission of common Leftuce mosaic virus through the gametes of lettuce plants. Plant
Disease Reporter, 48, p.522 523. 1964.

SAETTLER, A.W., SCHAAD, N.W.; ROTH, D.A. (Eds.). Detection of bacteria in seeds and other planting
material. APS Press, St. Paul, Minnesota, USA. 1989. 122p.

SCHAAD, N.W.; CHEONG, S.S.; TAMAKI, S.; HATZILOUKAS, E.; PANOPOULOS, N.P. A combined

biological and enzymatic amplification (Bio-PCR) technique to detect Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola in bean seed extracts. Phytopathology, 85, p. 243-248. 1995.

191



MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES

SCHAAD, N.W.; FRANKEN, A.A.J.M. ISTA Handbook on Seed Health Testing Working Sheet No 50
(2nd Ed): Xanthomonas campestris pv. campestris. ISTA, Zurich, Switzerland. 1996.

SCHAAD, N.W.; JONES, J. B.; CHUN, W. Laboratory guide for identification of plant pathogenic bacteria.
3. ed. APS Press, St. Paul, Minnesota, USA, 2001. 373 p.

SHEPHERD, A.M. Extraction and estimation of Heterodera. SOUTHEY, J. F. Laboratory methods for works
with plant and soil nematodes. London: Her Majesty’s Stationery Office, 1970. p.23-33. (Technical Bulletin, 2).

SOARES, FM.P.; VALARINI, P.J.; MENTEN, J.O.M. Meio semi-seletivo para deteccdo de Pseudomonas
syringae pv. tomato, agente causal da mancha bacteriana pequena do tomateiro. Revista Brasileira de
Sementes, 23, p. 21-26. 2001.

SOUTHEY, J. F. A gall forming nematode (4nguina sp.) parasitic on cocksfoot grass. Plant Pathology,
18, p.164-166. 1969.

TAYLOR RH, GROGAN RG, KIMBLE KA Transmission of Tobacco mosaic virus in tomato seed.
Phytopathology, 51, p.837-842. 1961.

TENENTE, R.C.V. et al. Seed health testing for nematode detection and treatment of plant germplasm in
Brazil. Seed Science and Technology, Zurich, v.22, p.415-420, 1994.

TENENTE, R. C. V.; LEAL-BERTIOLI, S. C. M.. ITS Sequence of Populations of the Plant-Parasitic
Nematode Ditylenchus dipsaci. Nematologia Brasileira, 24, n.1, p.83-86. 2000.

TENENTE, R. C. V.; VIANELLO, R. P.; PINHEIRO, F. P. Reproducéo de Ditylenchus dipsaci (Kuhn, 1857)
Filigjev, 1936 em diferentes plantas hospedeiras do Brasil. Nematologia Brasileira, 24, n. 1, p.87-90. 2000.

TIHOHOD, D. Nematologia Agricola. Jaboticabal: FCAV-UNESP, 1989. v. 1, 80 p.

TOSIC, M. SUTIC, D. PESIC, Z. Transmission of Tobacco Mosaic Virus through Pepper (Capsicum
annuum L.). Seed, 97, p. 1-96.1980.

VAN WINCKEL, A., GCYPENS, M. Inactivering van Tabakmosaiekvirus in de grond. Parasitica,
21, p.124-28. 1965.

WATERS, C.M.; BALKAN, H.A. An improved semi-selectve medium for the detection of Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis in tomato seeds. Phytopathology, 82, p.1072. (Abstract) 1992.

WETTER, C. 1988. Pepper mild mottle virus. In: Description of Plant Viruses. DPV name index n°. 330.
Disponivel em: http://www.dpvweb.net/dpv/showfig.php?dpvno=330&figno=06. Acesso em: 21/01/2008.

WILLIFORD, R.E.; SCHAAD, N.W. Agar medium for selective isolation of Xanthomonas campestris pv.
carotae from carrot seeds. Phytopathology, 74, p.1142. 1984.

ZAITLIN, M. 2000. Tobacco mosaic virus (TMV). Descripitions of Plant Viruses- DPV name Index. n°

370. Photo courtesy of Oscar Bradfute, Ohio State University. Disponivel em: http://www.dpvweb.net/dpv/
showfig.php?dpvno=370&figno=03. Acesso em: 21/01/ 2008.

192



o
>
N
2
>
]
a2
=
O
A
&




MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES

PATOGENO HOSPEDEIRO PAGINA
Acremonium strictum Zea mays 85
Alternaria alternata - 94
Alternaria brassicae Brassicae oleraceae 46
Alternaria brassicicola Brassicae oleraceae 47
Alternaria dauci Daucus carota 50
Alternaria helianthi Helianthus annuus 62
Alternaria macrospora Gossypium hirsutum 57
Alternaria porri Allium cepa 45
Alternaria radicina Daucus carota 51
Alternaria ricini Ricinus communis 76
Alternaria zinniae Helianthus annuus 63
Amphobotrys ricini Ricinus communis 75
Aphelenchoides bessey Oryza sativa 182
Aphelenchoides sp. Brachiaria spp. 180
Aphelenchoides sp. Panicum maximum 181
Ascochyta pisi Pisum sativum 35
Aspergillus candidus - 92
Aspergillus flavus - 92
Aspergillus ochraceus - 92
Aspergilus glaucus - 92
Bean common mosaic virus Phaseolus vulgaris 173
Bipolaris sorokiniana Triticum aestivum 80
Botryodiplodia theobromae Gossypium hirsutum 58
Cercospora kikuchii Glycine max 52
Chaetomium sp. - 95
Cladosporium cladosporioides - 96
Clavibacter michiganensis subsp. )

michiganensis Lycopersicon esculentum 112
Colletotrichum gossypii Gossypium hirsutum 59
Colletotrichum gossypii var. Gossypium hirsutum 60

cephalosporioides
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Colletotrichum graminicola Sorghum sp. 77
Colletotrichum graminicola Zea mays 86
Colletotrichum lindemuthianum Phaseolus vulgaris 69
Colletotrichum truncatum Glycine max 53
Curtobacterium flaccunfasciens Phaseolus vulgaris 119
Curvularia sp. - 97
Didymella bryoniae Cucumis melo 49
Ditylenchus dipsaci Allium cepa 183
Ditylenchus sp. Brachiaria spp. 180
Ditylenchus sp. Panicum maximum 181
Drechslera oryzae Oryza sativa 64
Drechslera sorghicola Sorghum sp. 78
Drechslera tritici-repentis Triticum aestivum 81
Drechslera turcica Sorghum sp. 78
Drechslera turcica Zea mays 87
Epicoccum purpurascens - 97
Fusarium graminearum Triticum aestivum 82
Fusarium graminearum Zea mays 88
Fusarium oxysporum Gossypium hirsutum 61
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli Phaseolus vulgaris 71
Fusarium semitectum Glycine max 54
Fusarium solani Phaseolus vulgaris 71
Fusarium sub-glutinans Sorghum sp. 78
Fusarium sub-glutinans Zea mays 89
Fusarium verticillioides Sorghum sp. 78
Fusarium verticillioides Zea mays 88
Gerlachia oryzae Oryza sativa 65
Heterodera glycines Glycine max 178
Lettuce mosaic virus Lactuca sativa 166
Macrophomina phaseolina Glycine max 55
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Macrophomina phaseolina
Macrophomina phaseolina
Nigrospora sp.
Penicillium sp.

Pepper mild mottle virus
Periconia sp.

Peronospora manshurica
Phaeoisariopsis griseola
Phoma sorghina

Phoma sorghina

Phomopsis sojae

Pseudomonas syringae pv. tomato

Pyricularia grisea
Pyricularia oryzae
Rhizoctonia solani
Rhizoctonia solani
Rhizoctonia solani
Rhizoctonia solani
Rhizopus stolonifer
Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum
Squash mosaic virus
Stagonospora nodorum
Stenocarpella macrospora
Stenocarpella maydis

Tilletia caries

Phaseolus vulgaris

Sorghum sp.

Capsicum spp.
Glycine max
Phaseolus vulgaris
Oryza sativa
Sorghum sp.

Glycine max

Lycopersicon esculentum

Triticum aestivum
Oryza sativa
Glycine max
Gossypium hirsutum
Oryza sativa
Phaseolus vulgaris
Brassicae oleraceae
Glycine max
Gossypium hirsutum
Helianthus annuus
Lactuca sativa
Phaseolus vulgaris
Pisum sativum
Cucurbita spp.
Triticum aestivum
Zea mays

Zea mays

Triticum aestivum

72
79
98
92

153

101
32
70
66
79
55

114
83
67
56
61
67
73
71
48
56
29
63
63
74
74

161
84
91
90
32
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Tobamovirus Capsicum sp. 152
Tobamovirus (TMV, ToMV) Lycopersicon esculentum 170
Trichoconiella padwikii Oryza sativa 68
Trichoderma sp - 100
Trichotecium sp - 101
Ustilago tritici Triticum aestivum 44
Xanthomonas axonopodis pv. ) )

malvacearum Gossypium hirsutum 109
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Phaseolus vulgaris 119
Xanthomonas campestris pv. campestris ~ Brassicae oleraceae 104
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria  Lycopersicon esculentum 117
Xanthomonas hortorum pv. carotae Daucus carota 106
HOSPEDEIRO PATOGENO PAGINA
- Alternaria alternata 94
- Aspergillus candidus 92
- Aspergillus flavus 92
- Aspergillus ochraceus 92
- Aspergilus glaucus 92
- Chaetomium sp. 95
- Cladosporium cladosporioides 96
- Curvularia sp. 97
- Epicoccum purpurascens 97
- Nigrospora sp. 98
- Penicillium sp. 92
- Periconia sp. 101
- Rhizopus stolonifer 71
- Trichoderma sp 100
- Trichotecium sp 101
Allium cepa Alternaria porri 45
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Allium cepa
Brachiaria spp.
Brachiaria spp.
Brassicae oleraceae
Brassicae oleraceae
Brassicae oleraceae
Brassicae oleraceae
Capsicum sp.
Capsicum spp.
Cucumis melo
Cucurbita spp.
Daucus carota
Daucus carota
Daucus carota
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Gossypium hirsutum
Gossypium hirsutum

Gossypium hirsutum

Gossypium hirsutum

Gossypium hirsutum
Gossypium hirsutum

Gossypium hirsutum

Ditylenchus dipsaci
Aphelenchoides sp.
Ditylenchus sp.
Alternaria brassicae
Alternaria brassicicola

Sclerotinia sclerotiorum

Xanthomonas campestris pv. campestris

Tobamovirus

Pepper mild mottle virus
Didymella bryoniae
Squash mosaic virus
Alternaria dauci

Alternaria radicina

Xanthomonas hortorum pv. carotae

Cercospora kikuchii
Colletotrichum truncatum
Fusarium semitectum
Heterodera glycines
Macrophomina phaseolina
Peronospora manshurica
Phomopsis sojae
Rhizoctonia solani
Sclerotinia sclerotiorum
Alternaria macrospora
Botryodiplodia theobromae

Colletotrichum gossypii

Colletotrichum gossypii var.

cephalosporioides
Fusarium oxysporum
Rhizoctonia solani

Sclerotinia sclerotiorum

183
180
180
46
47
48
104
152
153
49
161
50
51
106
52
53
54
178
55
32
55
56
56
57
58
59

60

61
61
29
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Gossypium hirsutum

Helianthus annuus
Helianthus annuus
Helianthus annuus
Lactuca sativa

Lactuca sativa

Lycopersicon esculentum

Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum
Lycopersicon esculentum
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Panicum maximum
Panicum maximum
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Xanthomonas axonopodis pv.

malvacearum
Alternaria helianthi
Alternaria zinniae
Sclerotinia sclerotiorum
Lettuce mosaic virus
Sclerotinia sclerotiorum

Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis
Pseudomonas syringae pv. tomato

Tobamovirus (TMV, ToMV)

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Aphelenchoides bessey
Drechslera oryzae

Gerlachia oryzae

Phoma sorghina

Pyricularia oryzae

Rhizoctonia solani
Trichoconiella padwikii
Aphelenchoides sp.

Ditylenchus sp.

Bean common mosaic virus
Colletotrichum lindemuthianum
Curtobacterium flaccunfasciens
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli
Fusarium solani
Macrophomina phaseolina
Phaeoisariopsis griseola
Rhizoctonia solani

Sclerotinia sclerotiorum

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

109

62
63
63
166
63

112

114
170
117
182
64
65
66
67
67
68
181
181
173
69
119
71
71
72
70
73
74
119
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Pisum sativum Ascochyta pisi 35
Pisum sativum Sclerotinia sclerotiorum 74
Ricinus communis Alternaria ricini 76
Ricinus communis Amphobotrys ricini 75
Sorghum sp. Colletotrichum graminicola 77
Sorghum sp. Drechslera sorghicola 78
Sorghum sp. Drechslera turcica 78
Sorghum sp. Fusarium sub-glutinans 78
Sorghum sp. Fusarium verticillioides 78
Sorghum sp. Macrophomina phaseolina 79
Sorghum sp. Phoma sorghina 79
Triticum aestivum Bipolaris sorokiniana 80
Triticum aestivum Drechslera tritici-repentis 81
Triticum aestivum Fusarium graminearum 82
Triticum aestivum Pyricularia grisea 83
Triticum aestivum Stagonospora nodorum 84
Triticum aestivum Tilletia caries 32
Triticum aestivum Ustilago tritici 44
Zea mays Acremonium strictum 85
Zea mays Colletotrichum graminicola 86
Zea mays Drechslera turcica 87
Zea mays Fusarium graminearum 88
Zea mays Fusarium sub-glutinans 89
Zea mays Fusarium verticillioides 88
Zea mays Stenocarpella macrospora 91
Zea mays Stenocarpella maydis 90
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