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1. INTRO.DUÇlO

O gergelim (Sesamum ori2ntale L.) é uma planta 

herbácea, anual, de cujas sementes se obtém oleo utilizado 

na alimentação humana, na indústria de sabões e cosméticos 

e como veículo de substâncias lipossolliveis j 
na indústria 

farmacêutica. Segundo Mazzani (1962), o oleo de gergelim tem 

papel importante na agricultura, devido a sua atividade siner 

gética com sµbstân,cias inseticidas, como por exemplo, o pir� 

tro, cujos efeitos t6xicos são aumentados quando� adiciona

do à f orr.mlação oleo 'de gergelim. 

A ampliação do cultivo dessa plahta no nosso 

País, devido às exigências do mercado, começa a preocupar os 

agricultores com o aparecimento de doenças nessa cultura. 

A prime'ira referência sôbre bactérias que a:tacam 

gergelim no Brasil, está nas 1nformações prestadas por Franco 

da Amaral (1942), que, pelos sintomas encontrados no vagetal,. 

supunha tratar-se de Pseudomonas sesami. 

O principal objetivo dêste trabalho foi realizar 

a identificação e o estudo do agente causal responsável pelo 

crGstamento bacteriano do gergelim, em material enviado' pela 

Socretaria da Agricultura de Goiás, do município de Itum.biara. 



?.,,: :REV!SlO BIBLIOGRÁFICA 

O primeiro relato do crestamento bq,ctJrian@, da 

fÔlha de gergelim foi feito na Estação :'::xperimental d@ Sado . -

va, Bulgaria
j 

em 1903,em comunicação prévia, por Malkoff

(1904)que estudou e descreveu o seu agente causal- Pseudomo

nas sesami. Três anos mais tarde 9 o mesmo Malkoff(l906)pes

quisando a doença bacteriana em Sesamum orientale,verificou 

a :presença de duâs linhagens� de característiêá.s bioquímicas 

ligeiramente-diferentes, cujas colônias apresentavam colora
-

ção amarela ou '.êinza. A :prim0ira, ale denominou de 13acillus 

sesami e a sagunda de Pseudomonas sesami. 

Kovacevski(l930), estudando a doença bacteriana 

causada por P. sesami, fez comparações de seug caracteres 

morf •:,16gicos -. e cul ttlrais com os de P. solanacearum e inocu

lações da prim.eira, em plantas de fumo e batata, nas quais 

obteve resultados negativos
1 

levaram o autor a considerar os 

dois organismos, como bem distintos. 

Franco do Amaral(l942) assinalou a. doença bac

t3riana em mat2rial de gegelim originário de Campinas. 

JJunlap(l943) 1 no "Texas Agricultural Experiment 

Station 11

1 verificou que no 0stado de nseedling 11
, de-�samum 

orientale� aparecia uma doença que era aparentemente idênti

ca à causada por Bacterium sesamicola 1 descrita por Takimoto. 
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Bremer & Ismen e outros (1947) acrecataram que 

, a bacteriose que atacava a cultura de gergelim na Turquia
?

tinha como agente causal, Pseudom� sesamiw descrito por 

Malkoff. Diziam os autores que a doença podia assumir con

siderável importância econômica na região de Anatolian,onde 

o fator ambiente favorecia seu desenvolvimento.

Hildebrand (1949) na Fundação de Pesquisas ? em 

Renner, Texas, verificou, em plantação experimental de ger

gelim, o aparecimento de manchas em fÔlhas que se encontra

vam cêrca de 4 po+egadas de altura do solo. Isolou das man

chas o agente causal que identificou como sendo Pseudomonas 

sesami, que já havia sido d,escri ta anteriormente por Dunlop. 

Tarr(l954) observou em cultura de gergelim, no 

Sudão, os sintomas :produzidos por bactéria que deveria ser 

o mesmo patógeno relatado na India como sendo Pseudomonas

sesami. 

Poole (1957) conseguiu isolar duas linhagens 

diferentes de Pseudomonas sesam.i e verificou que uma linha

gem virulenta, quando associada a Xanthomonas spp, result�va 

na produção de lesões em uma"variedade de gergelim comprova

damente resistente. 

Thomas (1959)
1 tratando sementes de gergelim 

com streptomicina na proporção de 250 - 1.000 p.p.m., conse-

guiu reduzir de modo significativo a incidência da 

bacteriana nos campos expe�imontais de Beltsville. 

mancha 

Zachos & Panagopoulos(l960) descreveram, pela 

lA vez, manchas nas fÔlhas de gergelim provocadas por bacté

rias, no' verão de 1959 1 em vários distritos da Grécia. 
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Sabet & :Oowson (1960) estabeleceram a etiol,2 

gia bacteriana em manchas das fÔlhas de. gergelim, que atri

buiram ao Xanthomonas sesami j realizando estudos comparati-

vos com Xanth�� ghassoli e Xanthomonas malvaeearum.

, ' 

Thomas et al (1962)� estudando a ,perda de re 

sist0ncia das varied.a,.des de gergelim lVla.rgo e .Julee, verifi=-:

caram a existência de uma nova raça de ;I?seud.onionas sesami, 

de poder altamente patogênica. 

Eulp (1964) observou que a raça ''2'* de �

domonas sesami, descr�ta por Thomas e outros (1962), era a 

mesma assinalada no Mississipi em 1963. A.introdui;ão éla bac

téria naquele Estado, deveria ter sido por se;mentes orlgin� 

rias do Texas. 
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3. DISTRIBUIÇÃO GbOGRÁFICA

O gergelim é originário das Ilhas de Sonda(Pa 

cífico), segundo os trabalhos de De Candolle(l912), Jntre

tanto» não se tem relato do'aparccimento da doença bacteria 

na no·país de origem. Consultando a literatura foi verifica 

do que -a mancha bacteriana das fÔlhas de gergelim apareceu 

na Bulgaria, Grécia, Turquia, India, Japão» U.S.A. (Missis

sipi, Texas) e Norte da África (Somalia Italiana). No Bra

sil, a Pseudomonas sesami foi assinalada pela primaira vez 

por Franco do Amaral (1942)» de matarial recebido do Insti

tuto Agronômico de Campinas. 
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4. SINTO�IATOLOGIA

Não obstante a doença ocorre inicialmente em 

sementeiras, o sintoma mais conspícuo da doença localiza-se 

nas fÔlhas
7 

sob a forma de pequenas manchas, aquosas, de 

contôrno angular condicionado p3las nervuras, com exudação 

na face inferior. Mais tarde, passam à côr :pardacenta e pr.9. 
-� , A 

gressivam3nte 1 adquirem no centro uma cor escura e nos bor-

dos, côr castanho claro. O pecíolo e a haste af .:;;tados, vis

tos por transparência, adquirem tonalidade mais escura. Em 

secção transversal
7 

e exercendo�se ligeira pressão co� os 

dedos, observa-se, à binocular
ll a emissão de uma goma bacte

riana d13 aspecto mucosot nos pecíolos sadios ll a exudação é 

de natureza aquosa. Com o desenvolvimsnto da doença, segue

se um s3camento progressivo e total da :planta. 

O não conhecimanto da doença pode ser atribui. 

do a sua escassa divulgação e possível confusão com os sin

tomas da cercosporiose (Cercospora sesami Zim) muitas vêzes 

associada ao crestamento das fÔlhas de gergelim 1 
cujo agente 

causal é uma bactéria. 
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Para .os isolam:::mtos foram colJtadas f Ôlhas e hastes 

de Sesamum oriGntale ::..,. 1 aparentom::.:nte com sintomas d,a doen 

ça bactJriana·. O yrimeiro isolamonto da bactéria da planta 

original (variedade Morada) r.)cebida de Goiás, foi realiza""'.' 

do em 18/3/66, e catalogado como (SBV-793) .. Partindo dessa 

cultura, foram ef8tuadas inocula,ções e reisolamentos em plag_ 

tas jovens emi 6/5/66 (SBV-794) 1 11/5/66 (SBV-795),12/5/66 

(SBV-796), 31/5/66 (SBV-797) 1 17/6/66 (SBV-798), 23/6/66 

(SBV-799)� 7/7/66 (SBV-800)� 11/7/66 (SEV-801) e 20/7/66 

( SBV-8'02) em casa de vegetação do Instituto :Siol6gico. 

5.1.2. Meios de cultura 

Os meios de cultura utilizados no presente trabalho 

foram os seguintes: 

5.�.2.1 Meios líquidos

5.1.2.1.1 Caldo sim_ples (caldo de extrato 
de carne) 

água de carne bacteriol6gica o • •  1.000 ml 

Peptona bacteriol6gica ••••••••• 10 g 



Cloreto de s6dio ••••••••...••• 5 g 

. Agua destilada .•••.•....•••.• ó, 1. 000 m1 

Ajustado o pH a 7.4 - 7.6 

-8-

:Bier · (1963) 

5.1.2�1.2 Caldo glicosado 

O mesmo meio básico anterior
,. 

acrescentando 0,1% 

!le glicose. 

Bier (1963) 

5.1.2,1.3 Caldo Triptose 

! uma variante de :Bacto Triptose (:S-124) ,· do qual

foi retiraqo a glicose e a tiamina. 

Difco (1958) 

5.1.2.1.4 Caldo Hottinger 

·,, Solução de soda a 40% q ,. s. p, alcalinizar

ao tornassol •••••••••••••••••••• 

Clorof6rmio • • " • • • • • • • • � • Q • • • • • • • 

Pâncreas de bio passado à máqui-

10 ml 

25 ml 

na G. Ili- • C C1 C t> O O 8 O O " O o O O e • 8 &\ O O � • SI • •  e ♦· 15 o g

:Bier (1963) 



-9-

5.1.2.1.5 Loite simples 

· Corresponde ao leite desnatado

5.1.2.1.6 Leite tornassolado 

Corresponde ao 11 Bacto Litmus milk (b-107)": 

"Bacto-skim n1ilk 11 • • • • • • • • • • • • • • • 100 g 

11Bacto-Litmus" a • e O 8 O O O • e D O O O • O O • o, 75 g 

5.1.�.l.7 Hidratos d3 carbono 

Para estudar a fermontação dos. hidratos de carbono� 

empregou-se o meio básico para fermentação de Hiss (1904). 

Peptcina bacteriol6gica ••••••.••• 1.0 g 

Cloreto de sódio • • • • • • • • • • • • . . • • 0.5 g 

Indicador Andrade •••••••.••••••• 1 m1

,ao qual foi adicionado 1% do hidrato de carbono a

ser testado •.

5.1.2.1.8 Meio Tarozzi 

Fígado picado em pedaços do tamanho 

de avelãs , t;> • o o o d) o o " o C) (1 o e o • o • e G o- • •  

Caldo simplés, pH 7.2 •••• t••···•• 

100 g 

250 ml 

Bier (1963) 



5.1.2.1.9 meio de Clara (1943) 

Sulfato de magnésio (anidro) 

fosfato dipotássico (anidro) 

o • • •

• • • •

As'paragina " . .  º º • º º .. • º ,.. º º
, 

º D º º • º º • 

A.gua • • • o o • e o e • • • • • • o , • • • • • • • • • • • 

pH ajustado para 7.5 

5.1.2.2 Meios semi-s6lido 

1.0 g 

1.0 g 

10.0 g 

1.000 m1 

-to-

5.1.2 .. 2.1 Agar simples (Meio Básico) ou 

Agar nutritivo

Extrato 

Peptona 

Cloreto 

d e e arn e • • • • . • . • •...• ª • •  

• e • O • • O � • e o • D o O • O e O e • a • • • 

de s6dio .••.•••••.•••••• 

10 g 

10 g 

5 g 

Agar , . . . . .  º º • º • ., • • • •  º • º • • •  u • º º • • • 15 g

� • • • e • 9 � � � o • • 8 e G • $ e • e • e O • Q • • 1.000 ml 

pH 7.4 

5.i.2.2.2 Agar glicerinado

Foi usado o agar simples e adicionado 5� de glicerina 

5.1.2.2.3 Gelatina - 11 Nutrient Gelatin (B-ll)" 

Baeto extrato de carne .......... 3 g 



:Sacto peptona 

Bacto gelatina 

e • • o P o o o o o • o o o o • g o • 

5.1.2.2.4 Meio de Teague 

Agar simples pH 5, estéril ••••• 

Lactose · ( sol. a 10% estéril) ••••• 

Sol.aquosa de ecosina 2% ••••••. 9 .

Sol. azul de metileno 0.5% ••••••• 

5 

120 

g 

g 
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D;i.fco (J.958) 

100 ml 

10 m1 

2 ml 

2 m1 

Holt & �eague (1916) 

5.1.2.2.5 Agar chocolate 

Ao meio de agar simples foi adicionado 10" de san

gue e aquecido a 80�0. 

Pe:ptpna 

Glicose 

5.1.2.2.6 Meio de Sabotiraud 

O .  O • •  e O e O • • • •  O• . O .  e D O e � • • •  j 

• • � o o o • o • o • o • Q • o • o o • � ç � � • • 

Agar • . . . . . ,o • o • • • o • • • Q. é, t, • • • o e • CI e, • • • 

Ág':1a q.s.p. • o • o o o e e • o o o o o e o • � o • • • 

Bier (l9ô3) 

10 g 

40 � 

20 

1.000 ml 

.saboura.ud (1893) 



5.1.2.2.7 Sôro Loeffler 

Pe-ptona 

Cloreto 

Glicose 

a • 0 O D • • • e 8 0 • • � • O O e 8 • • • • 

de s6dio •••••••••••••• 

• 1 • • • • o • e • o o • o • • o • • Q e e • 

.Agua 

Sôro 

• • • • • • • s • • u o • a • e o o o o • o • e • • 

de cavalo ................ . 

lô g 

10 g 

10 g 

1.000 ml 

3.000 ml 

-12-

Loeffler (1887) 

5.1.2.2.8 Agar amido 

Ao agar simples (Meio Básico) foi adicionado amido 

sol�vel e esterilizado a 110-115PC durante 30 minutos. 

5.1.2.2.9 Meio de Si:mmons -Citrato 

Sulfato de magnésio • • • o • o � • • • • 

Fosfato 
A 

monoamonico • • • o o • u- c, • -- • 

Fosfato dipotássico • • o • o • • o • • • 

Citrato de s6dio • • o • e • • e • • • • • • 

Cloreto de s6dio • • • • • • • • • o • • • • 

Agar • • • � o • • o • • • • • • o • • • e o • • e • • • 

Azul de bromotimol •••••••••••• 

0.2 

l g 

1 g 

2 g 

5/ g 

15 g 

º·ºª g 

1gua q.s.p • ••••••••••••••••••• 1.000 rol 

Simmons (1926) 
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. .. 

5.1.2.2.10 Agar Chumbo- 11 :Bacto-Lead Aceta-

te agar (B-88) 11• 

Bacto peptona • • • • • • • • a e � • • 

Proteose peptona ••••••.••• 

Bacto dextrose ····•·····•• 

15 g 

5 g 

1 g 

Acetato de chumbo •••.•.••• 0,2 g 

Tiossulfato de. s6dio •••••• O, 08 g 

Bacto agar •••••••.•••••••• 15 g 

_Difco (1951B) 

5.l.2.2.11 Meio de "Kliger iron agar(B-26) 11 

Bacto extrato de carne • •  o • 3 g 

Bacto extrato de levedo • • • 3 g 

Bacto peptona • • • • • • • o • • • • • 15 g 

Proteose peptona • o • • • • • • • • 5 g,

Bacto lactose • • • • • D • • � O • • • 10 g 

Bacto dextrose • • • o • • o • o • • • 1 �

Sulfato de :ferro • • e • o o • • • • 0.2 g 

Cloreto de sódio • • • e •  e, • • • •  5 g 

Tiossulfato de s6dio .••• ;. 0.3 g 

�acto agar •.•••••••••••••• 12 g

Bacto vermelho de fenol ••• 0.024 g 

Difco {1958) 
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5.1.2 .. 2.12 Batata glicerinada 
·.

Foram empregados tubos de. "Roux 11 contendo fragmentos 

de batata e caldo glicerinado a 5%.

5 .1. 3 Reativos \ 

5.1.3.1 Reativo de Ehrlich (Indol) 

Paradimetilaminobenzaldeido . .. .

Alcool a 90º .•• ; •••..••••••••• 

Acido. clorídrico concont�ado •• 

4 g 

380 ml 

80 g 

Bier (1963)

:Sryan (1959)

5.1.3.2 Reativo de Nessler (Amônia). 

Segundo Cunningham (1947) ,. o reativo de Nessler (i.2, 

do me:x:,-purato de potá;ssio), foi preparado da seguinte mane,! 

ra: 
�) Foi adicionado 62.5 g de iodeto de potássio a 250 

ml d!3 água distilada e reservada 10 m1. ; 

b) Ao restante foi adicionada, gÔta a gôta ,. uma so

lução saturada de cloreto de mercúrio até que persistiu a 

formação de um precipitado; 

e) Em seguida, juntou esta última soluc;ão.de cloreto

de mercúrio até a obtenção de um leve, por�m, distinto pre

cipitado vermelho. 
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d) Foram dissolvidas 150 g de hidróxido de potássio

em 150 ml de água distilada e adicionadas à solução acima,se!! 

do o volume completado com água distilada a um litro; 

e) Ap6s u.m período de repouso de uma semana, segui

do de decantação, o reativo foi considGraào em condições de 

uso. 5.1.3.3 Reativo de Griess-Ilosva(Nitritos).

Sol. A Ácido sulfanílico • ._. •• ,.. 8 g 

Ácido acético 5N ••.••••• 1.000 m1 

Sol.B IJimetil-alfa-naftilamina. 5 g 

Ácido acético 5N •..••••• 1.000 r.aJ. 

Bryan 

5.1.4 Corantes 

(1959) 

5.1.4.l Flagelos: Método de·zettnow modifi 

cado por Bongert (1927). 

a. Mor&en�e de Pepper

Tanino º º o. ., º º º º º " 4'l º º ,, • l:i • • • • •

Ác. crômico sol.aq�2,5% ·••• 

Água destilada •••• · ••••••••• 

20 g 

15 ml

80 ml

A preparação foi amadurecida por 5 dias, a 20°C e 

filtrada antes de ser utilizada. 
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b" Im:pregnador de Zettnow - Preparo do sulfato prata 

Solo 1 - Nitrato de prata • o O • • · 5 g

Agua destilad� ••• ºº••• 30 ml 

Nol. 2 - Sulfato de magnésio ••• 5 g 

Água d0stilada •••••••• 30 ml 

F0ra.1n misturadas a frio as soluções l e 2 em tubo 

de ensaio com aparecimento de um precipitado branco. Decanta 

do o líquido, foram adici<)nados 20 ml de água destfillada, e 
A . procedeu-se cerca de 4 g de sulfato de prata. 

Preparo do Impregnador: 

Sulfato de prata ............... 4 g 

Agua destilada .� •••••••• ºººººº" 500 ml 

Amônia sol. aq. a 33% ••••••.•••

Foi dissolvido o sulfato de prata, agitando-se 

fortemante em frasc-0s com rolha de esmeril a fim de obter 

uma suspensão concentrada. Tomou-se 50 ml de suspensão e a- . 

dicionou-se amônia, gÔta a gÔta, até redissolver compl�ta

m_mte o lJrecipi tado escuro de óxido de prata. Acrescentou

s0 depois algumas gÔtas de solução de sulfato de prata, a

t6 se obter de novo um começo de formação de precipitado. 

A solução apresontou-se opalescente, sem excesso de etila

mina ou de 6xido de prata. 



5.1.4.2 Esporos 

Mistura sulf0crômica 

Bicromato de potássio (comorcial) •• 60 g 

.Agua destilada •••••••••••••••••.•• 300.ml 

Ácido sulfúrico comercial .......... 460 ml 

Fucsina de· Zi ehl 

Sol. A - Fucsina básica a 90% de pureza 0.3 g 

Alcool etílico 95% ••·••••º·•• 10 ml 

Sol. B • Fenol (cristais) ••••••••••••• 5 g 

Água dc,stilada .. • • • .. . • . • • • • • • • 95 inl 

Misturar as soluções A e B 

Nigrosina 

Nigrosina • e O • Q O O O V O � C O O 9 • ♦ 9 � • O • O O W e • • e 10 ,g 

-17-

Adicionar 0.5 m1 de formalina para evitar crescimonto de 

bactérias. 

Bier (1963) 



5.1.4.3 Gram 

"'Cristal violcta 1 segundo Hucker 

A - Cristal violoeta a 85% de pureza. 4 g 

Alcool etílico a 952 ª .......... º .  20 ml

B - Oxalato de amônia ................ 0º8 g 

Água destilada ••••º••••••••"•••• 80 ml 

Misturar A e Bem partes iguais 

Lugol 

Iodo . º º º º º º • º " º • " º º " •• IJ º • º • ci º IP º • • • • • 1 g 

Iodeto de potássio •••·······•····••* 2 g 

Água destilada •••••o••••••••••••••••300 m1 

-18-

Triturar 9s cristais de iodo com o iodeto de po

tássio e juntar água. 

5.ili.5 Indicadores

5.1.�.l Indicador Andrade (1905)

Fucsina ácida ·••••••••·••o•••·••·•••º•l g 

Hidróxido de sódio n/1 •••••.•••••••• 16 m1 

água q. s 11 • • • •  o o o o QI o o Q o • o 1) C) e • o o o • i) • • • 100 ml. 
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5.l.6 Antibi6ticos

Um ensaio foi realizado "in vitro 11
, ,procurando 

verificar a sensibilidade da Pseudomonas sesami a 

antibi6ticos. 

vários

Para tsstar a atividade antibi:Stica foram usa

das placas de agar simples, utilizando-se comprimidos de 

concontração conhecida 9 come,rcialment3 denominados, COJYi:P

DISCOS 9 cedidos gentilmente pelo Laboratório de Bioquímica 

e Microbiologia de São Paulo. Permitem uma verificação rápi 

da e prática da resistência e da s,ansibilidade roiati va dos 

- vários microorganismos, .. permi tinC:.o selecionar os antibióti

cos mais ativos sôbre uma bactéria.

Os antibiótifos 9 seu nome comum, princípios a-. 

tivas 0 fontes� estão relacionados na Tabela I. 



NO:t'/.IB COMUM 

Penicilina 

Estreptomicina 

Eritromicina 

CloromicGtina 

Torrarnicina· 

T0trin 

Aureomicina 

Novobiqcina 

Kanamicina 

Noomicina 

Colimicina 

Rovamicina 

TABELA I 

FRINC!PIO ATIVO 

Penicilina potássica 

Sulfato de estrepto

micina 

Sulfato laurilico de 

-20-

FONTE 

:::::.R.Squibb Sons 

E .. R.Squibb Sons 

::?ropionil ·ori tromici- . Eli Lilly e 

na Abbott 

Cloranfenicol 

Oxitetraciclina 

Cloridrato de 
ciclina 

Cloridrato de cloro

totraciclina 

Novobiocina sódica 

Sulfato de Kanami
cina 

Sulfato de neomi
cina 

Sulfato de colimi
cina 

Espiramicina-base 

, Carlos Erba e· 
Parke Davis 

Laboraterápica, 
Bristol Lederle 

Lederle 

Upjohn e Merk
Sharp & Dome 

Labortérapica, 
Bristol e Lafi 

Eli Lilly 

Lafi 

Rhodia 
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5. 2 Mótodos

Os m1todos utilizados n&ste estudo estão conti

a.os no "Manual of Microbiological llfathods" P e outros são ci

tados ospocialmento no decorrer G5ste trabalho. 

5 � 2 .1 Isolam�mtos da bactéria 

Conf··)rmo o ms.torial fÔsse provoniente das fÔ

lhas ou das hastes, foram emprogadas técnicas diferéntes. 

FÔlha� - con,sid�rando-se que o material aprese!! 

tava. manchas· atribuídas ao fungo Corcospora sesami, houve, 

preliminarmente, necossidade da separação dos dois tipos de 

manchas� inconfundíveis, mostrando as de origem bacteriana 

aspecto ni tidamonte úmidó. Foi empr€,gada a tócnica do macer.ê:_ 

do em.,caldo simples, utilizando-se as partes das fÔlhas com 

lesões, Em seguida, foi semeada a suspensão pelo método da 

diluição, em 3 placas, de Potri, contendo agar simples. 

Rastos� - empregou-se a técnica da 11 câmara su

per úmida", idealizada por Franco do Amaral (1952) que apro

v'oi ta o poder do absorção das raízos 
9 

quando mergulhadas no

moio líqÚido. A ,dgua., :penotrc,n'do pols:s raízes e circulando :pe 

los vasos 1 impolo para cima as bactérias. Cortando a haste a 

uma corta altura e omborcando�se wn tubo de ensaio de modo 

quo a bÔca do tubo fique morgulhada no líquido, obtem-se no
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interior do tubo
? 

wna 11 Câmara super-úmida" que evita o seca 

monto dos tecidos e facilita a saida normal da goma bacteri 

ana. A exudação que so consegue com osse processo, serve, 

também
j 

para indicar a pr.3s ença da bacteriose. A boa exuda

ção foi conseguida após 2 horas; em seguida� a goma bacteri 

ana foi semoad�, por �iluição 9 em 5 placas de agar simples. 

As placas de Pstri provenientes das 2 técni
- - -

cas foram incubadas à temperatura de 26PC ·e mesmo sendo o 

germe de crescimento _lento� as colônias tornaram-se percep

tívéis na placa� depois de 24 horas; vistas à binocular re

vel�ram-se como gotículas aquosas, de contôrno gross0iramen 
. -

te irregular e mais ou menos plGtnas º Entretanto, s�m'.3nte foi 

possível o isolam:mto apàs 4 ou 5 horas, tempo necessário 

para uma boa caracterização das colônias. 

5.2.2 Inoculação 

Para testar a patogenicidade das culturas, 

foram realizadas inoculações em plantas jovens cultivadas em 
1 

vaso. O processo usa.do foi o de encharcamento do limbo fali 

ar com suspensão bacteriana em água estéril, obtida de cul

turas em a§ar simples� em 24 horas (26ºC). A�6s a inocula

ção, o vaso foi recoberto em saco de plástico transparente 

e.urante 24 horas, com a finalidade de obter um ambiente de

câmara úmida. As testemunhas foram aspergidas com água es

téril e cobertas com sacos do plástico transparentes. 
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5.2.3 Reisolamento 

O método de reisolamento tornou-se bastante fácil, 

não s6 pela ausência de outras doenças, como também, pelo 

baixo índice de contaminação e conhecimento prévio dos sin

tomas que foram favorecidos pelo,ambiente Q ?ermitiu também, 

reisolamentos de culturas até mesmo puras pelo simples pro- -

cesso de macera9ão de lesões aquosas em _caldo simples e po� 

terior sem�adura em placas de agar nutritivo. 

'5. 2. 4 Anaerobiose 

A exigência -9-a ba_ctéria em relação ao oxigênio li

vre foi testada segundo o processo de isolamento de germes 

anaer6bicos, idealizado por Franco do ·Amaral (1Q55) que é U

ma modificação do método de Jacobsthal-. 

Conforme preconisa o método, o microorganismo em

pregado a fim de- se obter as condições �naeróbicas foi a 

, Serratia marcescens (SBV-315), isolada em laboratórioº Esta 
- '/ _ .  . , 1 

of�rec� os requisitos de rápido c�escimento�o que pode ser 

vertficado pela acentuada turvação do meio 3 horas ,após a 

semeadura em caldo glicosado�na temperatura ambiente. For 

tratar-se de bactéria que revela bom desenvolvimento. em co_g 

dições de anaerobiose op. aerobiose, oferece ótimas faculda

des de absorção de oxigênio .. Em 30 rnl de .caldo glicosado, 

foi f' ei ta a inoculação d.a bac.téria .e sua incubação ( 30 .. :J) º 

Após 24 horas, a suspensão bacteriana foi utilizada, para 
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embeber as fatias de 1Jão de forma, colocadas numa placa de 

Petri � · sem requisitos especiais de assepsia. 

Pseudomonas sesami, a ser testada, foi semeada numa placa de 

agar glicosado, proveniente de cultura repicada em dia. ante 

rior. Eliminadas as tampas, as partes internas dag placas f2 

ram justapostas e unidas entre si por fita gomada e incuba-
. 

_../ 

das à temperatura de 30º0º 

5.2.5 Temperatura 

Para o contrôle de temperatura de incubaçã'ô, de-

terminando-se o 6timo e o mínimo de crescimento· da bactér'ia·, 

foi utilizado um conjunto de 5 câmaras à temperatura cons

tante (24, 27, 30, 33 e 36ºC), da :Divisão de Biol'o-gia Vege

tal, do Instituto J3io16gicoº As culturas foram incubadas às 
/ 

, temp.eraturaa ácima j 
julgando-se desnecessário outros gráus 

a.e temperatura, em virtude de nossas observações prelimina-
, ,' 

,,. . "\ 
res revelarem bom 6.esenvolvimento da bactéria à temps-ratu:t'a 

de 28°0, portanto, aproximado do valor médio das ·,t�in:Peratu.-

ras experimentais. 

Para cada uma das temperaturas citadas., foram pr.§_ 

parados 3·tubos·com caldo glicosado e 3 placas de agar onde\ 

se aplicou em cada placa 11 um volume de in6culo igual ao re

tido por uma alça de platina. Para tanto 11 uma cultura em 

caldo glicosado foi preparada 24 horas antes e mantida a 

28PC. Nas placas a inoculação foi efetuada, seguindo três 

linhas paralelas-
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5.2.6 Produção� fluoresceína 

No intuito de verificar a formação de fluore� 

ceína atravás de sua fluorescência, adotou-se a tócnica se

guinte: 

~ 
a - Uma suspGnsao bacteriana obtida em cultura 

de 5 dias, em meio de Clara, foi aplicada 

sôbre uma linha reta de 7 cm de comprimento 

em papel de Whatman n2 1, usado em cromot·o

grafia. 

b - Em seguida, foi sêco com jato de ar à tem

peratura ambiante. 

c - As operações� e b foram repetidas por 10 

vêzes
g 

a fim· de dar maior concentração à 

preparação. 

d - O papel foi colocado diante do aparelhou! 

tra violeta, de ondas longas, do tipo em

pregado para detectar minerais fluorescen

tes com'as seguintes especificações: Mine

ralight, model SL 3660, 110 v - 50. 60 cy, 

9 watts, Ultra violet Products Inc.,South 

Pasadena, Calif. u.s.A.

5.2.7 Mobilidade da bactéria 

Para se verificar a mobilidade da bactéria, 

foi realizado o processo da gÔta pendente, empregando lâmina
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cavado a lamínula. Uma gÔta de suspensãm bacteriana foi colo 

cada na porção central da lamínula e esta justaposta à parte 

cavada da lâmina com a gÔta voltada para dentro.· A aderância 
•

entre as lâminas foi conseguida intercalando-se mna gôta de 

água entre elas e, om seguida foram examinadas no microscópio,. 

5.2�8 Coloração de Gram 

O mótodo foi idealizado por Christian Gram em 

1884 e se baseia no fato de certas bactérias corarem pela 

solução de cristal violeta fenicada e esta depois de tratada 

pelo Lugol formar um c,omposto de coloração· escura, o qual 

é fortemente retido pela bact�ria não sendo remov�do ap6s 

o tratam.�nto com alcool a 95 "C º Essas bactsrias ·· "tomam o

Gram ª e são consideradas positívas º Aquelas que sofrem o

descoloramento :pelo alcool, "não tomam o Gram" e são nega

tivas•,. ::Depois da ação do alcool, fazendo uma coloração de

fundo pela fucsina, as bact6rias Gram· positivas, conservam

a côr rox�, ao passo que as bactérias Gram negativas, apre

sentam a côr vermelha.

O estudo da reação do Gram
? de Pseudomonas s1e

sami seguiu o esquema soguinte: 

a - Foi tomada UJna lâ�ina Timpa e desengordurada 

onde f�i colocada uma gÔta da suspensão bac

toriana .. 



b - Foi feito o esf::t·ogaço o deixado socar. 

e -

d -

e -

f -

g -

h -

A preparação foi fixada, passada por 3

... pela chama do bico do Bunsen. vezes 

A lâmina foi coberta com uma solução de 

criBtal violeta fenicada durante l minuto .• 

Lavada om água cor�ente e recoberta com L� 

. gol durante 1 minuto. 

Lavada, novamente e coberta com alcool etí 

lico a 95P. durante 30 segundos. 

I 

Lavada e colorida com fucsina de Ziehl por 

30 segundos. 

Novamente a lâmina foi lavadà e deixada se 

car. Em s0guida a preparação foi levada ao 

�icrosc6pio ·e obser�ada (imer�io)� 

5�2.9 Coloração de esp6ros 
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Para· verificar se a báctéria produz esp6ros, foi 

empregado o·m9todo de coloração proconisado por Dornor. A 

técnica aplicada foi a sog�inte: 

a - A lâmina foi lavada o desengordurada com· 

mistura sulfocrômica. 

b - Novamente lavada o flambada. 

e - C�m alça de platina, foi rotiradá uma gÔ"!ia 



de água e depositada na lâmina. 

d - Em seguida, com a mesma alça, foi retirada 

uma suspensão de Pseudomonas sesami, de cul 

tura velha (15 dias - meio de agar inclina

do) e depositada na gôta de água da lâmina, 

e feito wn esfregaço, de mais ou menos 2 cm 

de diâm.etro. 

e - Ap6s a lâmina soca, procedeu-se a fixação 

pelo calor. 

f - A preparação foi coberta com fucsina de Ziehl 

e corada a quente, passando pelo bico de Bt!.!! 

sen, até desprender vapôres� 

g - Foi ,lavada em água corrente e deixada secar 

ao ar. 

h Foi colocada uma gÔta de negrosina na extre

midade da lâmina e com auxílio de uma lamín� 

la, que tocada à gôta de negrosina, disten

deu-a à superfície da lâmina. 

i - Depois de s0ca ao ar, a lâmina foi observada 

ao microscópio (imersão). 

5.2.10 Coloração de flagelos 

-28-

O microorganismo foi semeado em tubos de agar 

inclinado
? 

recém preparados, e que continham, ainda,água de 
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condensação junto à parte inferior do meio.' 

Ap6s 24 h?ras foi retirado, por capilaridade, 

com uma pipGta estirada, 'certa l)Orção do líquido f o qual por 

simpihes contato, deixou-se co�rer sôbre a lâmina ligoirame!!. 

te inclinada, deixando assinalada estreita faixa. Realizado 

o ·secamento da preparação, à tempo:ratura aL1biente, procedeu

se a coloração do esp6ro: 

a - O mordente foi colocado apenas sôbre a 
...., preparaçao darante 3 minutos� 

b - Foi feita uma lavagem muito cuidadosa, 

com-jato lego de água qüe ora dirigido 

_apenas numa das extremidades da lâ11'iina. 

·• e - Em seguida foi secado e colocado o em-:

pregnado:r de _zatoff sôbro a preparação 

d1..1rante 'l minuto. 

d - Foi novamerite sêco e examinado ao micro� 

f6pio (imersão) partindo dos contorno� 

da preparação onde há maior conccmtraç·ão 

do bactérias. 

5.2.11 Sensibilidade� antibi6ticos 

_Os antibióticos foram distribuídos inteira.monte 

easualizados j com 3. reJletiçõos em 12 placas de agar. 
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Àp6s 24 horas (30°-C) de incubação, tr:r!!à cultura 

em caldo simples, foi semeada, com auxílio de uma pipeta es

tirada., em agar simples, contido om placas de Totri, de ma

n�ira a recobrir todo o meio de cultura. Retirou-se o exces

so do líquido füdxa:ndo em soguid.a, as placas semi-abertas 

por 30 minutos em estufas (371'C), a fim da retirar o axcesso 

d:e:, umidade. A seguir procedeu-se a colocação dos comprimidos 

que \tiveram uma distribuição radial e equidistante. As Jila

cas ,. incubadas durante 24 horas t mostraram os halos de inibi 

ção de. crescimento (antibiograma), pcrr11itindo
1 

assim uma vi

são dG conforto e comparativa entro os diferentes entibi6ti

cos. 

A intensidade da ação d'o antibiótico foi apre-· 

•Oi�dà. através do diâmetro do halo d.e inibição, 9Gndo. consi

dorados os halos bom dofinidos.

5.2.12 Método� liofi�ização 

As culturas de.!:• seso.mi, incubadas durante 24

hortif:J·. em 5 ml d.e caldo glicosado contidas em tubos de onsa

i_b) _foram transf oridas para frascos comum-Jnte usados :para 

· vacinas (raiva� bouba, aftosa, etc.) de uso vcterinário 11 :Em

soguida foram sobrepostas aos gargalos dos vidros rÔlhas b�

tílicas 'frezadas, que oforeccram condições à retirada de á

gua do frasco sôbre a forma de va:pôr. :'."'stes frascos foram

transportados à câmara de liofilização, onde :p.:irma.neccram !2:

té o fim do processo j quando so ef;::tuou automàticaraente 9 o
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sou compléto facho.monto. Retirados os frascos, seguiu-se a o 

poraçâo denominada 18 clo.vamonto 11 q_ue consiste em lacrá-los por 

moio de uma tampa de alumínio de 22mm d.e altura, colocada s.2, 

bre a rolha. A soguir é of;Jtuado um "repuchar,.wnto" de sua :par 

te infarior, de maneira a adai:1tar-se perfeitamente ao gargalo 

do frasco. 

A liofilizáção foi executada tondo como temperatura 

inicial - 30ºC
9 

vácuo de 25 - 30 micra duronte 24 horas, se!}. 

do que depois a temperatura foi olovada gradativamente até 

30PC. A técnica foi a de uso corrente na Secção de Produtos 

Veterinários do Insti tu.to Biol6gico rx::ra virus ou drogas,ºº!! 

f orr.n.e segue : 

a - Os frascos contendo .culturas baqterianas em 

caldo glicosado fo;ram colocados no liofiliza

dor cuja tom:pcrr:::.tura na câmarµ foi ajustad,a 

para - 30PC;

b-·- Tendo atingido a temperatura de - 30º0, foi

i:qterrom:pi.do o resfriamento o foi to o vácuo 

que foi mantido entre 25 a 30 micra durante 

todo o processo do liofilização, o qual pro

vocqu a sublimação e-consequ3ntemGnte um ma-:

ior abaixamento de temperatura do :p,roduto que 

oscilou entre -JOP o -40PC.·

e - A seguir, mGdiante comunicação de calor à câ 

mara do liofilização, as temporectu.ras foram 

gradativaL1,:mte aumentadas a OºC,lOPC o 30PC, 



scmdo foi ta. a passagém ap6s tor sido vor,! 

ficaâo a ostabilizaç5o das temporaturas o 

pressões. O produto t2ndo permanecido du

rante 2 horas à temperatura de- 30 º 0 0 a-
' 

pre$entando ·bom àspocto, dou-so por termi 

nado o processo de liofilização. 

d - Foi efetuado autom�ticamente o fechamonto 

dos frascos. 

o - Tendo ostabol.Jcido na câmara de liofiliza

ção a pressão ambionte
9 

seguiu-se a reti

rada dos frascos. 

-32-



-.33-

6. RESULTA])OS

6.l Sinonimia

A classif:icaçô'.o da bactéria sofreu várias alterações. 

O primeiro nome, Psoú.domonas sesami foi proposto Malkoff -

(1906), roc,:;bendo mais tardo as seguintes sinonimios: 

Bactorium sosamicola Takimoto (1927)

Bacterium sosami (Mnlkoff) Nakata (1930)

Phytomonas s::isami (Malkof'f)Kavachevsky 
· .. (1930) 

Phytdmonas sosamicola (Takimoto) Magron 
(193T} 

Entretanto, perman�c0u o nome original d0 Pseudomonas 

scsami (Bergey 1957 Elliott 1951)/dado por Ma.lkoff em 1906 .. 

6.2 Caracteres morfológicos 

As bact1rias a,presontam-se sob a forma do bastonete$, 

medindo em média 0,65 x 2,70 micra, com extremidades arredoE_ 

dadas isolados, aos pares ou cm cadeias. Não tomou o Gram, 

portanto foi consido:;r-ada negativa., 

6.2.1 Mobilidade 

A mobilidade .da bactSria foi verificada :polo processo 
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de gÔta pondonte, viBta ao microscópio, rcivolou em quulquor 

maio líquido, umn mobilidade bastante onórgica.. O nrunero de 

flagelo foi obsorvado polo niStodo de coloro.ção o confir1.m.do 

pela fotomicrografia eletrônica� obtida do colônias em cul

tura de agar simples. A bactéria foi obs,;:;rvada como tendo 2 

flagelos - polarGSo 

, 6.2.2 Esp6ros 

O mátodo om1)r0gado para a coloração d0 ospóros 
' 

. 

foi o de Dorner o, a lâmina observada no microsc6pio apre

sentou o corpo bact0riano incolor sôbre fundo nogro violá

ce.o �a preparação, sem aparocimonto da côr verm3lha, o que 

indicou que Pscudomonas sosami não -esporula. 

6º3. Caracteres culturais 

6.3.1 Fluorcsccína 

Usando como Ii.leio nutri tiva preconisado ,p·or Clara 

(1943), o croscimento da bactéria revelou escasso, não in� 

do além do ligeira turvação, sem produção aparente do qual, 

quer pigmento. A fluor0scôncia foi dsterminada no papel 

Wahtman n2 l que� sob a ação das ro.diações j do aparelho de 

ultra violetá
9 de ondas longas 9 observou-se uma zstroita 

faixa luminescente ao redor da reta de aplicação da suspen 

são bacteriana, o que veio evidenciar que Pseudomonas 
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As co18nias desta bact6ria apresentam características 

const�ntes e peculiares, facilitando bast:1.nto a pr6pria identi

ficação. Revelou-se, à Semelhança da maioria de outr'as bactérias 

fitopatogênicas, crescimento apenas perceptÍ"'l(eis a:p6s 24 horas 

(3090). As diminutas colônias, vistas à binocülar, apresentavam

se como gotículas aquosas, do contôrno grosseirámente irregular 

e algo planas. Boa individualização foi obtida ap6s 4 - 5 dias 

com as seguintes características: translúcidas P côr branca opa

lescente, bordo liso (inteiro), ligeiramente ondulado, forma ir 

r�gular, tendendo a circular; achatada, com superfície ligeira-
' 

. 

menta irregular (pequenas depressões); estrutura gross0iramente 

irregular. Consistência butirosa. Colônias bem .isoladas, tendo 

cm msdia, __ 3mm de diâmetro. Foi observado leve escurecimento do 

meio, molhar evidenciado onde havia maior acúmulo de colônias, 

que diluiu-se com o tempo �través de todo o meio. Houve produ

ção de fluoresceína. 

6.3.3 Caldo simples 

1eve turvação do meio decorridas 24 horas e assim pe� 

l'ianocendo. Com o correr do tempo ( 8 dias) apresentou leve se

dimentação, não mucosa, que por ligeira agitação se dispersou 

do meio. 
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6º3.4 Caldo glicosado 

Turvação e sedimentação raais acentuadas, do que as 

verificadas no caldo simpl0s j mostrando a.ssim a.c.::mtuad� in

fluência da glicose. 

6º3.5 Crildo �riptose 

�sse caldo corresponde ao Bacto Triptose (B-124) 

.Jifco (1958), Não contém glicose e é usado pnra germes exi

gentes. Acusou 6timo crescimento. Seu emprego tornou-se in

teressante em substituição ao caldo glicosado que poderia 
~ � . mascarar certas raaçoes que deveria processar na ausoncia 

de glicose, por exemplo, na repicagem em meio com açucar P}! 

ro. 

6.J.6 Leite .ê._�rnples

Sofrou boa peptonização, precedida de coagulação 

decorridos 15 dias. Durante êsse período notou-se um prece� 

so de clarificação do meio ficando o líquido sobranadnnte 

quase límpido º Com o .correr do to:mpo (40 dias) houvo ac�nt!! 

ado escurecimento do meio com total digestão do leit�. 

6.3.7 Leito Litmus 

Um processo do acidificação seguido de coagula9ão 
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transformou quasi todo o leite num coagulo de aspecto branca 

cento. Após 15 dias seguiu-se� gradativamente, wna alcalini

zação e peptonização que se completou no quadragésimo quinto 

dia. 

6.3.8 Gelatina 

Foi l2nta a liquefaç�o, completada ap6s 13 dias. A 

liquefação foi notada mais na superfíci$ do w.eio, e�n contáto 

com o ar, en virtude dessa bactária ser ser6bica. 

6.3.9 Batata �icerinada 

O aspecto assurnido pelos dois meios contidos nos 

tubos de Roux, isto ó, a batata glicerinada o o caldo glice

rinado, fJrnecem úteis indicações sôbre a identidade de !• 

Gosnmi. Foi obsorvado bom crescimento e ap6s 8 dias, também 

boa. sedimsntação; os Ernios adquiriram tonalidade r.1el, que na 

batqta ao lado de ui.a r,:1cobrir.w.ento total por um induto úmido 

aquoso de consistGncia butirosa, a côr acentuou-se gradativa 

menta para a extremidade do bisol de batata quo passou a c5r 

castanho claro, ou m,alhor 9 esct1ro. 

6. 3. 10 Hi drog,5ni o sulfurado

EJ:;:ibora fosso cons,iderado negativo por Elliott (1915) 

notou-se ap6s 4 dias ao longo da picada 0vidontes traços es-
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cur:-s, ber,.1 como escuro cimento do meio quG poderia ser atri

buido ào sulfato de chumboº No interêss0 do afastar possível 
- -

.

mascaran::nto de reação 1 motivada pola turvação, nova r0açao 

foi 0f etuada empregando o meio 11Kliger iron agar 11 .,_;if co-1958 

que acusou itimo crescimento do meio e revelou a aus�ncia de 

hidrogênio sulfurado. 

· 6.3.11 Meio de .tJignieros

F,-:,rar1 colocadas duas gÔtas 'de 
~ 

suspensao bacteriana 

na superfície do maio. Houve bom crescimonto sup2rficial,. de 

aparência l3i tosa quando visto por transparência j · mostrando 

cert·o ascurocimento que so diluiu ao longo do meio. 

6.3.12 Agar inclinado 

Desenvolvimento apanas visível 1 esparramado, tran� 

lúcido, confundindo-se com o meio j inodoro, d0 consistência 

butirosa. 

Depois de 4 dias houve crescimento mod3rado sem h� 

m6lise. 

6.3.14 Meio Teague 

Ap6s 4 dias apresentou colônias morfol/:gica.m�nte 
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análogas às de agar simples, porém, mc:ncres o da coloraçÊo 

preta. 

Sabe-se que nesse meio prolifera a maior parte das 

Gram nega.tivas, com inibição das Gram :p.·:sitivas i :pari:dtindo 

Gsclarecimcmtos sôbre a ação ferm,.::ntativa da lactose pelo a

par:icimento de pigmentação preta conf_::;ridas às colônias. ts 

to teste forne0eu, assim, ino.icações sôbre as duas caracte

rísticas. 

6.3.15 Meio de Simons - Citrato 

Acusou bom dos Jnv:,lvimento, do corridos 3 dias da 

inoculação. Houve total mudança de coloração, passando de 

verde para azul (basificação do meio com libertação de amô

nia). 

6.3.16 � de Loeffler 

Fraco cre�cimento do aspecto úmido, sem contudo mos 
-

trar qualquer Cigestão de albumina coagulada. Decorrido 8 di 

as, a faixa de crescimento de P. sesami tomou côr mel escura, 

.i.,1:;tivada pela forte pigmentação que não se difundiu ao meio 

acentuado com o correr do tempo. 

6.4. Fisiologia 

A sua (3xigência ao oxigênio livre foi verificada 
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polo pr,'Jcesso d:; isolaLJ.ento de bactérias anaer6bicas proposto 

por Franco do Amaral (1955)º Transcorridos 4 dias, não foi ob 

sorvàdo_nonhum crsscimento, razão :pela g_ual a bact�ria foi co!! 

siê.:�rada aor6bio estrito. Idêntica comprovação foi feita com 

o meio de Tarozzi que não exibiu nenhuma turvação. Por simplGs

obs::rvação verificou-se que as culturas, tanto nas :placas como 

nos tubos r,atfrados das câmaras de tsmperatura constánte, a

pres ::.,ntaram crescimento �timo à temporatura de 30 °0. Na temp� 

ratura de 27"0 e 33"0 o crescinrnto foi reduzido, o mesmo a

contecendo com a temperatura de 24n c. Não houv:; cr ,scimento à 

temperatura de 36?ó. Foi constatada a sua pàtogon_ioidadê em 

cu.J. tura de c3rca de 2 m,âses, cnnssrvada em caldo simples à 

toJn::_Jeratura ambi2nte e sem repique·. 

6.4.1 Hidratos de carbono 

Para as provas de :fermentação foram usados os se

guinte$ hidratos de carbono
1 

com indicador Andrade: sacarose, 

glicose, levulose, maltose, trealose, rafinose, salicina, ma-

nita, adonita, inosita, glicerina, manoso, galactose, dulcita, 

arabinose, doxtrina
9 

sorbita, _inolina, xilose e ramoso. 

Nas culturas usadas • SBV-793 e SBV-794 isoladas res 
. -

poctivamsnte, em 18/3/66 e 6/5/66, observou o seguinte: seme� 

do o microorganismo em todas :fontos de carbono acima citadas, 

o crescimento foi assinalado por 18ve turvação e sedimentação

havendo :,ntre 4-8 dias 
1 

acidificação dos açúcares� glicose, 
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xiloo0, rafin')se, o.rabino.se� galactooe, o manose. Decorridos 

20 dias houvo t')tal dosaparecim0nto da côr vermelhp. (acidez) 

conferida pelo indicador Andrade nos açúcares manose e arabi

nose in:�culadas ·· com a cêpa SBV-793
1 

mostrando escurecimento 

do meio, fato ,êsse tàmbém observado em relação à cêpa SBV-794 

para os compostos glicerina e sacarose • 

. 6-.4.2 Amido 

Foi realizado em placas de agar amido e a ·hi_dr6lise 

ficou evidenciada decorridos 5 dias depois dG adicionada a s,2. 

lução de Lugol. A mesma prova efetuada com Xanthomonas citri 

bactéria de forte ação hidrolítica sôbro· o amido, mostrou z_! 

nas largas e claras circundando as colônias, contrastando com 

o restcmte da placa escurecido pelo amido.

6.4. 3 � � Tarozzi 

Não houye 'qualquer crescimento nêste m.eio, corrobo

rando assim com· as pesquisas que revelaram ser _E. sesami uma .

\ 

bact6fia aer6bio estrito. Após 60 dias, foi perfurada a cama-
\ 

da de vàzolina s6lida que recobria o_ meio de maneira a permi-

tir o fornecimento de oxigênioº Após incubação a 3020 durante 

24 horas f�i observado :ri'ítida turvação do meio. 
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6.4º4 · Nitratos 

Tubos com água nitratada f·ram in::iculados com a bac 

téria ca,uaauora dg r;iancha c..as f Ôlhas do gorgolim e incubados 

( 30 QC) c1J njunta1;1 :nte coa outros quo sarvir.am de e )ntrÔle. Os 

testes fJram realizados aopois do 5 dias. As soluç5es A e B 

do reativo de Grioss - Ilosva na proporção do 0.5 ml do cada 

uma, foram adicionadas a cêrca de 4 ml da cultura a S3r tes

tada. Não tendo surgido a côr vornelha ou rósea, o teste foi 

consid(;:;rado nogD.ti vo e nS:o houva portanto� a reduçô'.o de ni tr� 

to a nitrito. 

6. 4. 5 Pro9-ução de ar:1,3nia

Foi adotada a tócnica proconisalla por Dowson (1957) 

que consiste em tom:J.r quatro tubos de ensaio contendo água de 

:peptona inoculados com Pseudomonas sesami o incubados a 3020. 

Decorridos dois cias forªm tomados dois tubos e adicionou-se 

igual volume do reativo de Nosslor; o mesmo proc2dim-Jnto foi 

realizado com os tubos rostdntes
9 

5 dias ap6s a inoculação. 

Nos tubos não foi verificádo a formação de um precipitado de 

côr marron, o que indicou que a roação foi negativa, isto é, 

não houve formação do amônia. 

6.4.6 Produção de indol 

A prova í' oi roali zada ap6s 7 dias fü=J incubação da 
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cultura bacteriana em caldo de Hottinger (rico em triptofano) 

adicionando éter sulfúrico com uma pipeta estirada de Pasteur 

de maneira a obter-se uma camada sobrenadante de 6 � 7 mm. 

Com outra pipeta e entre as duas camadas líquidas
j 

foi colo

cada pequena quantidade de reativo de Ehrlich que formou uma -

. camada de 2 mm º de espessura. O conjunto foi deixado em re

pousó durante 10 minutos e não tendo sido verificado o apare 
-

cimento da côr vermelha na camada intermediária 9 o teste f'oi 

considerado negativo7 portanto, a bactéria foi incapaz de 

)roduzir indol a partir do triptofano .. 

O teste foi feito também 9 
em tubos de ensaio con

t,:mdo caldo simples com 1% de Triptofano. No interior do tubo 

foi inserido um papel de filtro seco, previamente embebido n_!! 

ma solução de ácido oxálico j 
disposto de maneir9 a não tocar

a superfície do meio e retido pelo tampão de algodão. Após 5 

dias, o papel de filtro não tendo adquirido a côr r6sea p não 

revelou a presença de indol
j 

confirmando a prova anterior. 

6.5 Sensibilidade aos antibióticos 

Os resultados obtidos pelos ensaios 9 segundo .o m�

todo de discos em p1aca 9 
visando determinar a sensibilidaà.e 

de Pseudomonas sesami aos antibi6ticos
y 

acham registrados na 

tabela II_e r0presentam a média dos halos de inibição, em 

cultura em agar simples. 
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Tabela II 

NOME COMUM DOSES �DIAS DOS HALOS DE
INIBIÇÃO (EM mm)

Penicilina 10 unidades o,o 

Estreptomicina 10 mi crogramai; 7,2 

Eritromicina 15 li o,o 

Clororaicotina 30 li o,o 

Terramicina 30 11 26,0 

Totrin 30 li 27,0 

Auroomicina 30 li 27,3 

Novobiocina 30 RI o,o 

Kanamicina 30 li 32,8 

Neomicina 30 li o,o 

Colimicina 16.000 unidades 27,3 

Rovamicina 30microgramas º·º 
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7. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS

As c:::.rC:.c.torísticcw culturais bc.rnt.:=;nto c;_mst::mtes 

o pcculi J.r.os rovcll �1d::1,s ora sucos si voo ioolanontoo o sonsadu-

ru.s nos LJ.éJ.is v,:,ric:.dos 1í.10ios de cultura, not2..dnn::mto em rela

ç5o no nspocto do,s colônias, ofcrocom ur,1 �tü.10 rocurso na in 

di vidunlizaçô'.o do Psoudoraono,s .sosni-;.1.i ..

A b::10tériCl. ei,prs.sontou f orto pigmentação dos meios 

de agar simples (4 dics) ? sôro do Looffler, batata glicorin� 

da, leite simples; sacarose 7 sGlicinn 7 glicerina, otc. Trata

so, portanto, do bactéria �atada do forto cap�cidade do pig

lilcmtc.ç6'.o do :r:10'io. 

Certos hidratos do c�rbono (glicose, glicarinn e 

nmido) ? tivoram influ3ncia positiva no cr,Jccir,.1onto d:J. h::icté-

ria. 

A p0,togonicidade füw cul tur2s b::cctGri::i,nas foi tos 

t�da em umu vuriodnde do gorgolin utilizando-se quQtro linha 

gens de bactéri:::.i,s oriundas do isola.1."Tiantos originais cor.1 su

cessivos rcisolrn:-1::mtos. Era todos os c::wos foram obtidos cul 

turas puro,s 'J do cüto podor do pc1,togcmicidade. 

Foram feitos OXlJC)ririontos 11 in vi tro 11 'J visando tos 

to.r a sGnsibilidnde do, bo.ctôriO: à c,ntibi()ticos modiante o ºEl 

pr0go de conprir.üdos coL1 doso.gen ootcmdC1.rti?,adas .. OG maiores 

hçi.loo de inibiçô'.o f oro.m obtidos c,Jn: kano,r.1icino., coliraicino. 9 

auroomicinn
9 

totrin O torro.illicinn. 
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Sabot & Tiowson (1960) rolo,tc.1rnm ser Xantho1:ion.:i,o se

�, por Sles clo.osificf.J.d.o, o :::i,g,,:mto etiológico das 1"1-ancho.s 

de côr castanho-avormolhado escuras ? cnccntrcdci.o ei:i fÔlho.s de 

gorgelira :pi-:_::icoõ.snte do Sud5o, Os autores re;:1,lizarai:1 ()studos de 

patogonicidade G bioquí�1lico ontre o ci taclo org::mismo e Xnntho 

monas phanaoli o Xnnthomonas méllvacoo,rum, chsgnndo ao0 aogui� 

tos resul tJ.dos � Xanthomorms sosami ó específica para o gorge

lim1 tor..1 ação lonta sr5bre o amido, liquefaz o sôro do Loeffler 

cro�ce modoradanonto cm cilindro do bc�tato., em contraste co:r.1 

o cr,:-;scimcmto luxurü'.nte 0xibido poLJ,s duas outras bactérias.

Difere, tm.1bóm, do ]Cc,nthrJmono,s !,i.:::tlvncearun por utilizar a m� 

ni ta com produçi!o de aciéJ.Ôo. RolJ.ti vafü,:::nto ::to nosso isolado, 

as diferenças encontradas� em relaç5o �s citad�a por Scbet, 

süo: nQo hidroliza o amido 9 não liquefaz o sôro de Loefflor 

e não' determina acie.ôs on u:mi ta. 

A idéia de, Sabot om compurar o, ba,ctéria isolada das 

fÔlhas de gorgolii::1. cor.o. as duas X2.nthom0nas, surgiu, obviam.é_!! 

te, em virtude do suas .;::ioi:10 lhanças. :Cntrstunto f essa com:pnr.E:, 
~ ~ 

çao nao soria justificó.vol em. s,:::: tratando do nosso organismo 

pois, o mGsmo dove aer clQssificado como sondo do gSnoro Pse 

udomonas 9 por dif orir nos c.::.:,:r.,o,cteres culturais, bioquímicos 

e, em tostes do :patogenicida,do i n5o t0r consoguido roprozir 

exporimontalmon-to a doenço. om plantas de :1igodão e feijão, 

sendo portc.1,nto, bactéria ospocífico. do gorgel�mº.
As linhagens SBV--·793 e SBV-794, oritmdo.s, respe.2, 

ti vamonto do iso1mJ.;)nt,') original e do :prini:üro roisolanonto, 
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aprosontnram sonsívcds dif e:ronçns de co1,1p0rtamonto 
9 

sobre tu 

do no que so roforo à pign10nt9-ç6:o doo, L1oios do cultura. e .à,

ção sôbre os hidratos do C•:irbono. NrJ intui to de di+inir dú

vidas S<Jbre a id mtidade bnctoriana, através dos testes roa 

lizados n2c idontifico.çô'.o, foram analizados os seguint30 re-

sultados� 

1 - Mais o,cantuada pigm.::.mtaçãó escura pora a linhagem 

SBV-794 nos r.1oios do agar sir.iples, sôro de Loeffler, 

batuta glicorinada o nos meios líquidos us�dos pa

ra tostiJ.r 1)s carbohidratos (méJ.l tose, troalose, ma

ni ta, sorbita, sacarose e galactose)º 

2 - Em todos os·hidrutos de carbono experimentados, a 

linhagem S:SV-794 produziu nnior acidês, com 0xceção 

da xilose, na qual a acifü3s foi pràticamonte idên

tica para as duas linhagens. 

3 - As diferenças não dover.1 oor atribuídas ao enfraqu.§_ 

cimento destas características 
7 

posto que ct linha

gen SBV-794
? 

conservada nas mesmas condições de 

cultura o dG tempo ainda ccnservou éJ.S mesmas pro

priedades com igual intensidada 

I.sso.,s diforenças niio foram significativas 7 e Mal

koff 7 talves 9 devido a insuficientes recursos de apreciação 

considerou os doi,s is .ÜE:1.mcmtos como sendo duas espócies di.ê, 

tintas. Entr,3t2.nto 7 as pequenas diferenças culturais e bio

químicas encontradas nis duas linhc.gens não nos autoriza a 

c0nsidorar osp6cios dif 0rentBs� 
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Dontre outras caractoríaticas gon6ricas 11 citaromos 

uguolas quo 1 d') p:mto do visto, prático, colciboram no sentido 

de situcr a bactória fitopatogônica 0m estudo t entre aquelas 

pertencontes ao gênero Psou.doi:wna,s, de nc,1rdn com Bulkholder 

& Starr (1948) e :,.::)wson (1957). são as □ Jguintos: bG.ctérias 

Gram-noga tivas, móvGis por flagelos polarcis, cr13scimonto len 

to em agar nutritivo, col,5'nio.s de côr branca opalescente e 

circundadas por um halo de côr verde ar:1a.rolnda11 quando as 

pl::1cas são oxcu:linadas em êl.:::::t -.;rminado ângulo e por transparê_g_ 

eia; oscurocimont? do meio do cultura e1:1 agcLr simples, acen

tusmdo-so con o onvelhocimento d;1 cultura; produção de fluo

rescoína que se difundindo a.travo do meio do cultura ,, comuni 

ca-�lhe urna fluorescência anmrolo esvordeada º Bioqulmicamente, 

foi verificada a fraca f erEt:mtaç6'.o dos_ carbohidratos, não a

cidificando a so.licina e lactoso; não :produziu indol o hidro

gÔnio sulfurado; aorôbio o o. temperatura 6tima está situada 

a 3o·c·,. As culturas em agar simplos permanecem viáveis por,um 

período de cinco môsos. 

O intorêsoo do ensaio da sonsibilidado convergiu, 

:principo.lmante na ação da ootreptom.icina, porque, segundo 

Ark (1949), ola ó muito ativo. contra várias espócies de bac

térias fitopatogênicas portoncontes ao gênero Xanthomonas, -

Psoudomonas, Erwinia ? Corynobactorium a Agrobccterium. Entr� 

tanto, polo onsaio realizado e polos rosul tados obtidos ( t� · 

b,üa ·II) 1 vorificou-sc que na ostreptom:tcina o halo de ini

bição não é tõ:o visível 11 in vitro" em relnç5o à Pseudomonas 

sesami. 
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Embora ao p.::;Gqui,sas do oon,sibilidado "in vi tro ªº de 

Pseudomonas sooami 9 rocüiz::tdcio noo l:.:1boro. tórioc 'Pfizcir (1954) 

dm:i.lonstrosoom ur.1cL olovo.da ati vi dado do. ootroptomicinn o da 

torramicina, atra,vóo do un estudo 1Jroli1:1inar do dotori.iinaçô'.o 

d.::J nív-el mínimo ele inibição i , quo corroo:pondeu o, 5 mcg/ml de 

t�rra.nlicina o 20 1ncg/r,_1l do o:::;troptonicin2 ? om nosso trabalho 

vorificamos m:.üor o,çêi'.o com outros produtoo, tclio como a kana 

Esoas oboorvc1.ç000 porr:li tom plonamonte justificar 

oxporir.10ntos vim::mêlo ootGbolocor tr�;,trn:1ento de oen11:mtes ? 

brctudo com os pro&utos ncima citados. 

so

Todos 5□sos itens noncionudos coincide� com as ca 

ro.ctorísticas do gÔnero Pooudomonas relatadas nos trabalhos 

do Bulkholdor o Dowson, o quo confrontados cor.1 os dados ºº.E:

tidos no Mnnua.l do :Sorgoy (1953) _, pormi to clc,sEJif.icar a bac 

tório. er.1 ostudo
1 

como ocmdo Psoudomonas sosC!.mi Malkoff ,1906. 
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8. R E s UM o �' e o N e L u SOE s

O objativo d;sto trabalho visa a identificação e o 

estudo do agente causal do cresta.monto bacteriano do gergelim 

(Sesamum ori:�ntale li.), de material provonionte da Secretaria 

· da Agricul tv.ra de Goiás, município de Itumbiara. l uma doen--

ça bacteriana importante na cultura do gcrgeli� e ataca um

nÚJftero grande de variedades. No Brasil foi assinalada pela

primeira vez em ·1942,

Para a identificação da bactéria foràm realizados 

testes morfol6gicos, culturais, bioquímicos e de patogenici

dade. Dos resultados obtidos., podem ser tiradas ag seguintes 

conclusões: 

1. Morfologia - Bactérias em forma de bastonetes, medindo

0.65 x 2.7 micra, com oxt�emidades ar�edondadas, isoladas,

aos pares ou e� cadeia, m6veis, possuindo dois flagelo� po-

lares, Gram-negativos, não há formação de esp6r'os, aer6bio

·estrito.

2. Características Culturais
r 

cimento aponas porceptível ( 24 ho�as a 3020 ); ap6s 4 dias,

colônias achatadas, translúcidas, côr branca opalescente,bo�

do lis.o, ligeiram:mte ondulado, forma irregular,. tendendo a

. c:i.rcular, consistência butirosa
:i 

escureci:m.3ntQ do meio. Cal-

do sim.J21.§ls,- leve turvação e após 8 dias na tempe:r:atura ambi-
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onto 1 ligeiro. :Jodinonti.lçCÍo nno 1:mcooa, que por agitci.�üo oe 

Í .., 
. c:o nL, nos LlOJ.OD de culturo.. 

3 - Bioquímicas - Cf!;_rbohidrE:,tos * b-Jr.1 crsocim.onto, corn t;.cidi

!ico.ção, poréL1 som f:_r1:i.nção d: gás or.1 glicose. xilooa. galn,2_ 

toso e m�noso 1 não húvondo hidrolioe do r:.mido. lii&rzgfn,io 

aulfurado, indol e an1ônoa, n5o hJuvo produção. Ni iir2.too ,; não 
�------- ---

, ..... --�..-

roduziu._Golú.tin,S: j completo.,liquifaçã'.o n:pc5s treze diu�. 6-t,! 

ma. foi de 30QC. 

4 .:.. PG.togonicidade .- OG divGroos roisolo.r:iontos, inoculo.doa 

oxporim:;mt::ün:mte, som:prc rovoL1rat1 um. alto o consto.nte po

der do p::.�togonicido,d;;i parn o gorgclim. 

5 - Sensibilidade ·� antibi6tic00 - Ft>raL1 verifico.dos r.:.miores 

halon de inibiçêto c,:rn1 a ko.nnr,licina, colimicinn, aureomicina, 

tctrin e torrm:1icinu. 

6 - Com base nas c,::-,,rnctorístico.o 1norf o16gicns, oul turuis, 

bioquínicos e do patogonicidnde, a bact6ric foi classificada 

como aondo Psoudomonns sosar.ii M.alkoff, 1906.
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�. S U MM AR Y 

The object of tho work wo.s to· r,9alize the ict0nti

fici.ltion o.nd the study of the agent rosponsible for tho b.,:� 

tcirial blight in oesame of tho mo .. terinl that cano fron Itum 

biaro., Goiás. It is nn i�port8nt bactoria disco.se and atta

cks o. great nu.rn.ber vo..rioties of sesar.1e. In BriJ.sil tha dis0a-

se was first noted in 1942.

For the idontification of the organisra�morphologi-
.. . 

. ,. l 

cai, cultural, biochemical and pathogenetical tests were ma 

do with the following results: 

o.. Morphological The microorganism appears as a 

rod ? with round ends 7 0.65 x 2.7 micra, Gram nogntive. It 

c1.ooo not hL1.ve spores. Motile by 2 :polar fln.gella 1 oaoily stE:_ 

inod. Aerobic. 

b. Cultural - Ag�r_plu!e_- colonies only visible as

i:1queous dropa (24 hr. at JO;O), bocor.aing o.fter 4 do.ys flat

with irregular outlines, tro.nslucont, opalescont, withe, en-

tiro margins, -slightly undulo.tcd 7 irregular frQm with circu 
. -

lar tondoncy f butyrouo 1 with browining of modium. �e�-b�o!h: 

rapid growth, no pellicle. Greon fluoroscent pigmont produ

cct in c�ture. 

e. Biochemicnl - Good growth in augars,no gns but

cmd nonoso º 
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Hydrolysis qf starch, hydrogen sulphido, indol, an

monia and nitro.te reduction negative; geL�tino liquofaction 

complete d after 13 days. Milk peptonized nnd coo.gulntecq blood 

agwr after 4 days
j 

modorate growth without homolynio. Litmus 

milk acid and curd�d bocoming alkaline and p0ptonized., Opti

mu.i� tempornture: 30° 0.

· d. Pathogenetical - Diff3rent isolatcs� reinocula

ted experimentally
p 

a high and const�nt ability of the patho 

gonicity UfWays apponring. 

"In vitro·" exporimants for inhibition of growth of 

the bacteria nhowed as the most effoctive antibiotics: kana

mycin, colimycin, aureomycin 1 tetryn and terramicin. 

Tho organism is claooified as Poeudomonas sesami 

MD.lkoff . 1906 ) • 
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Figuras 1 e 2 - Pseudomonas sesami - crestamento das fôlhas de gergelim; está
gio inicial da infecção nas fôlhas de gergelim, mostrando pequenas manchas aquo
sas resultantes da inoculação por asperção de uma suspensão do patógeno obtido 
de pés doentes de gergelim. Figura 1, página inferior. Figura 2, página superior 

(aprox. X 1) Instituto Biológico. 



'Figura 3 - Pés de gergelim exibindo sintomas progressivos de secamento. a partir 
da parte apical, produzidos por inoculação por encharcamento de Psêúdomonas 
sesami, nas fôlhas próximas ao brôto terminal. O inóculo proveio de um segundo 

reisolamento originário de pés com infecção natural (aprox. X 1/25). 
Instituto Biológico. 



Figura 4 - Fotomicrografia eletrônica de Pseudomonas sesami, obtida em mi
croscópio eletrônico Siemens Elmiskop I. Bactéria sem tratamento, simplesmen
te transferida do meio de cultura ágar simples para a telinha porta objeto, coberta 
com parlódion, e depois recebendo o corante. Aumento de 32.000 X. Secção de 

Virologia do Instituto Agrônomo de Campinas. 



Figura 5 - Fotomicrografia eletrônica de Pseudomonas sesami, obtida em mi
croscópio eletrônico Siemens Elmiskop I. Bactéria sem tratamento, simplesmente 
transferida do meio de cultura ágar simples para a telinha porta objeto, coberta 
com parlódion, e depois recebendo o corante. Aumento de 32.000 X. Secção de 

Virologia do Instituto Agronômico de Campinas. 



Figura 6 - Colônias típicas de Pseudomonas sesami, obtidas por dilui
ção de uma suspenção bacteriana em ágar simples. Aumento de 3 X. 

Instituto Biológico. 




