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l. RESUMO

O agente patog�nico da Escaldadura das folhas da 

cana-de-aç�car, Xanthomonas albilineans .(Ashby) Dowson, foi is� 

lado em cultura pura e inoculado em 24 variedades suscetiveis, 

tolerantes, intermediãrias e resistentes â bactéria. Pa�a � is� 

lamento compararam-se tr�s meios de cultura e tr�s metadas de 

isolamento para determinar a efici�ncia dos �esmo�. Foram sele 

cionados o 11 Metodo pipeta" e o meio_W-2,. que é um meio Hilbrink 

· modificada.

�os te�tes de patogenicidade vãrios métodos de 

inoculação foram experimentados, selecionando-se o metada de in 

jeção de bactéria no palffiito como o �ais eficiente. Aperfeiço

ou-se o método c1e injeção no palmito foliar detern!inando-se · o 

melhor local de inoc.ulação e o efeito das diferentes concentra 

ções de bactéria no aparecimento dos sintomas externos nas fo 

lhas e descoloração vascular. Determinou-se que o aparecimento 

de sintomas externos e dependente da concentração de bactéria 

inoculada e que a de�coloração vascular e sintoma mais ·constan 

te e pode ser usada como metada de seleção de variedades resis 



02 

tentes com maior rigor e permite a eliminação de variedad�s to 

lerantes ã bactéria. 

No �studo da sobreviv�ncia da bactéria in vitro 

e in vivo determinou·ss a conservação da viabilidade e da pat� 

genic1dade �ela bactéria congelada a -15,0QC por 182 dias, em 

âgu a, e por 365 dias, em folhas doentes. A sobrevi��ncia em fo 

lha seca por 20 dias, solo estéril por 15 dias e l�mina de fa 

cão por: 6 dias foi determinada, bem como as suas implicações nas 

epifitias foi discutida. 

Foi estudada a temperatura de inativação de cin 

co isolados da bactéria, em âgua aquecida. Verificou-se varia 

ção entre 52,0 e 56,0�C, most�ando possibilidades d a bactéria 

sobreviver ao tratamento térmico usado no controle do Raquiti! 

mo das soqueiras da cana-de-açijcar. 
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2. INTRODUÇAO

O estudo em que ARRUDA constatou, em 1944, a pr� 

se n ç a d a II E s ·c a l d a dura d as f o l h as 1 1  , d o e n ç a ocas i o na d a p o_ r X a n t h o 

monas albilineans (Ashby) Dowson, na cana-de�açucar no Estado 

de São Paulo, tem se constituido na única pesquisa relevante des 

ta enfermidade no Brasil. 

Nenhum outro.trabalho relata, desde então, o iso 

lamento desta bacteria em cultura pura e sua utilização em tes 

tes de resistência varietal. 

O Instituto do Açúcar e do �lcool e a Cooperatl 

va Central dos Produtores de Açúcar e 11:lcool do Estado de São 

Paulb, bem como o Instituto Agron6mico de Campinas, vêm desen 

volvendo trabalhos de melhoramento genetico da cana- de -açucar 

visando, alem da produção, a resistência_ãs principais doenças 

que a afetam. Para testar a resistência genetica ã escaldadura 

das folhas e utilizado o clãssico in6culo de caldo de plantas 

doentes e a avaliação do resultado� realizada pela leitura dos 

sintomas externos das folhas das plantas inoculadas. 
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Porêm, este inõculo de caldo de plantas doentes de 

cana-de-aç�car leva, alem da bactêria causadora da doença, inGme 

ros outros mitrorganismos que podem mascarar os sintomas. Neste 

tipo de inõculo desconhece-se a quantidade de celulas bacterianas 

inoculadas. 

A manifestação dos sintomas pode variar de pla� 

ta a planta, conforme seu estado vegetativo e nutricior,al .O meio 

ambiente ê tambêm um dos principais fatores na manifestação da 

doença. 

E m d e é o r rê n c. i a , e n tão , d a n e c e s s i d a d e d e um m ê to 

do mais seguro de avaliação da resistência varietal, que restri� 

gisse ao mTnimo estes fato.res variãveis, foi efetuado o presente 

e studo. 

Para desenvolvimento de um mêtodo de inoculação 

para avaliação àa, resistência varietal; o passo inicial er·a con 

seguir uma cultura pura da bactêria causádora da doença. A apl! 

caçã� dos mêtodos da literatura consultada não ofereceu resulta 

dos positivos .e por isto desenvolveu-se um·metodo original, des 

crito neste trabalho. 

Como conseqUência da aplicação deste novo mêtodo 

de isolamento da bactêri a em cultura pura desenvolveram-se _alguns 

estudos de sobrevivência in vitro e in vivo, que tambêm estão aqui 

descritos. 



3. REVISAO DA LITERATURA

Segundo ARRUDA (1944), a Escaldadura das folhas 

da cana-de-aç]car foi initialmente estudada por GROENEWEGE, que 

isolou em Java, em 1915, üma ·bactéria e confundiu a do ença com a. 

11 gomose 11 causada por Bacteri um vasculorum (Cobb), da Austrãlia. 

WILBRINK, em 1920, reestudando a do ença de Java, conclui u, pelos 

sintomas e pelos caracteres morfol5gicos e culturais da Xanthomo 

nas albilineans, que esta bactéria ·não e idêntica ao B. vasculorum 

e qüe também D que GROENtWEGE referiu como· Gacterium sp não e o 

agente da Escaldadura das folhas. 

Mais tarde, NORTH (1925), na Austrãlia, sem que 

conhecesse os trabalhos de WILBRINK, alcançou os mesmos resulta 

dos. �uitos dos dados obti dos por WILBRINK e NORTH sio úsados 

ate os nossos dias como o "meio de cultura de WILBRINK 11 para o 

cultivo desta bactéria, porem MARTIN e ROBINSON (1961) citam que 

nem NORTH nem WILBRINK classificaram a bactéria devido ao insuces 

so na coloraçã6 do flagelo. Foi ASHBY (1929) quem o cons�guiu e 

propôs o bin6mio Bacterium albilineans. MAGROU (1937), propondo 



06 

o gênero Phytomonas para bactérias que causam doenças em plantas,

passou esta denominação para Phytomonas albilineans (ASHBY) MA 

GROU. 
-

DOWSON (1943), propondo o genero Xan thomonas Pi 

ra as bactérias que apresentam em tultivo col6nias amarelas e 

bactêrias com um único flagelo polar, incluiu-a neste gênero e 

classificou-a como Xanthomonas albilineans (ASHBY) DOWSON. 

STARR (1946), usando a Asparagina em meio de cul 

tura, concluiu que as Xanthomonas não conseguem desenvolver-se 

neste meio. BUKHOLDER e STARR (1948) incl uiram esta caracteris 

tica na definição do gênero, confirmando-a neste gênero. 

DYE ( 1962, l96fr), fazendo reestudas do gênero Xan 

thomonas, classificou-a como uma especie atipica deste gênero. 

MARTIN e ROBINSON (1961) relatam que, apos a pri 

meira constatação da doença em Java por WILBRINK e na Austr;lia 

por NORTH, esta bacterios� vem sendo c6nsta-tada em quase todos 

os paises que cultivam a cana-de-açúcar. EGAN, em simp6sio da 

ISSCT, em 1971, apresentou uma lista de paises onde as mais re 

centes introduções haviam ocorrido. 

Apesar de NORTH e LEE (1924) preconizarem o mãxi 

mo de esforço para evitar a sua introdução no Hemisferio Ocide� 

tal, ela chegou ao Brasil por volta de 1930 .. 

No Brasil, ARRUDA (1944) c;oncluiu que a introdu 

çâo da bactêria ·se deu com a importação da variedade Badil�, da 

Aus trãlia, em 1929. Foi primeiro constatada em Piracicaba, São 
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Paulo, e em localidades prõximas a este municlp�o, também se con 

firmando sua presença em Campos, no Estado do Rio de Janeiro. 

DANTAS (1958), fazendo um levantamento de doenças 

no Nordeste brasileiro, concluiu �ue esta bacteriose causa prej� 

lzos da ordem de 20% na produção de cana-de-açijcar; segundo CAR 

VALHO (1963) e CARVALHO et alii (1968), esta enfen1idaclee a mais 

importarite bacteriose da cana-de-aç�car no Estado de Sâo Paulo. 

No �ntanto, apos os trabalhos de ARRUDA, somente 

os trabalhos desenvolvidos �ela PLANALSUCAR (1972) no Nordeste e 

em S. Paulo dâo certa import�ncia â esta doença no Brasil. 

A -infreq��ncia jás manifestações dos sintomas vi 

slveis, ocasionad a por fatores intrlnsecos e/ou aliados âs condi 

ções ambientes, faz com que, mesmo em variedades suscetlveis, os 

sintomas sejam imperceptlveis por iongos ·perlodas e tornam difl 

ceis os serviços de quarente�a (EGAN, 1971a). 

Os sintomas da forma cr6nica manifestam-se nas fo 

lhas como estrias estreitas e brancas que se estendem por todo o 

limbo foliar, ate mesmo na nervura principal, e muitas vezes pr� 

longam�se por toda a bainha. Estas estrias, de bordos definidos, 

seguindo o curso dos feixes fibra vasculares invadidos pela bac 

teria, inicialmente clorõticas ou esbranquiçadas, necrosam-se e

ternam-se amareladas, geralmente se estendendo latefalmente no 

limbo foliar, secando-o completamente. Dependendo da severidad� 

as folhas mostram-se inteiramente clorõticas e o completo albi 

nismo do topo e brotos laterais precede a morte da planta. Nos 

colmos afetados h�, geralmente, brotaç6es prematuras das gemas 

<.> 
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laterais e os sintomas podem aparecer nestas .. Os entren6s· sao 

mais curtos e, abrindo-se longitudinalmente o colmo, podem-se nQ 

ta r d e s c o l o r a ç õ e s n o s f e i x e s f i b r o ··· v a s c u l a r e s , v a r i a n d o d e i n te n 

sidade, mas sempre mais pronunciado na região dos n6s. (ARRUDA, 

1944"). 

BELL e C0NTRELL-D0RMER (1932) introduziram uma p� 

quena modificação no meio de cultura de �HLBRINK, e este meio tem 

sido o preferido por muitos pesquisadores. N0RTH (1925), utili 

zando caldri de cana, desenvolveu um meio de cultura que foi mui 

to usado por ARRUDA (1944) no seu metodo de isolamento indireto. 

\ 
MARTIN e R0BINS . .ON (1961) ·descrevem como simples o 

) isolámento da X. albilineans; no entanto, ARRUDA (1944) teve de 

desenvolver um processo indireto, PERSLEY (1972), um meio de cul 

tura seletivo, e recentemente, DEAN (197�-), um i::êtodo original de 

isolamento, circunst�ncias que evidenciaM as dificuldades de se 

isolar a bacteria em cultura pura; 

Pará os testes de patogenicidade da bacteria e re 

produção dos sintomas da doença, N0RTH (1925) afirma· a necessida 

d e d e f a c i 1 i ta r o a c e s s o a o s t e e i d o s em b r i o n a r i o s e m e s ta d o a ti vo 

de crescimento. Assim, tanto NORTH·como l-JILBRIMK utilizaram, com. 

grande sucesso, a injeção de suspensão de bacterias atraves de 

seringas hipoderm�cas na extremidade de plantas em estado ativo 

de crescimento. 

BELL (1935), -MAnTIN e CARPENTER (1935) e Wl[[HE

(1951) desenvolveram tecnicus especiais de inoculação para reprQ 
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dução do-qua dro sintomatológico com algum sucesso. A estes meto 
. . 

dos somam-se outros mais recentes como os de ANTOINE e RICAUD 

(1961), KOIKE (1965), STEINDL (1965), EGAN (1969) e NORSE (1973). 

KOIKE (1971 ), no congresso da ISSCT, fez um semi 

n�rio sobre os mêtodos utilizados nos países que mais se preoc� 

!Jam com esta doença e concluiu que uma mesma vari2dade suscetlvel 

num país não deve ser rejeitada por outro, devido ã ocorrência de 

11 Strains 11 ou ãs diferenças das condições ambientes. 

O inõculo constituído de caldo de cana-de- açucar 

de plantas doentes, ou da mistura, neste caldo, de bactéria de 

cultura pura, diluida em �gua, tem sido a pr�tica rotineira na 

avaliação de resistência varietal (KOIKE, 1971 ). 

Apõs a inoculação, estabelecem-se, atravês dos sin 

tcimas extefnos desenvolvidos�_ ou da contagem do numero de pla� 

tas doentes obtidas (BISESSAR, 1970), ou da qualificação, por n� 

tas, �estes sintomas externos manifestados, como preconizado por 

HUTCH1NSON (1968), os giaus de suscetibilidade e resistência de 

uma variedade a X. albilineans. 

Os graus estabelecidos por HUTCHINSON variam de l, 

a l t a r e s i s t ê n c i a , a 9 , e x t r e ma s u s c e t i b i l i d a d e . P E R S L E Y ( l 9 7 3.a ) 

estabeleceu as gradações sintomatolÕgicas que deveriam ser atri 

buidas ãs reações das variedades, suplementando uma gradação es 

ta b e l e c i d a p o r S T E I N D L ( 1 9 6 5 ) . P E R S L E Y a i n d a a d o to u d o i s quadros 

para avaliação dos sintomas: um utilizado aos 3 meses e outro Pi 

ra 6 a 11 meses apõs a_inoc�lação das plantas .. 

Esta avaliação pelos sintomas externos com pequ� 
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nas variações vem sendo hoje adota�a por todos os estudiosos de 

resistência varietal em todo o mundo, e, no Brasil, a PLANALSU 

CAR tem ta�bêm adotado esta mesma notação para a avaliação de 

resistência varietal a esta drienta. 

O sintoma interno de descoloração dos feixes vas 

culares pela colonização da bactéria ê um sintoma que nao tem 

sidó considerado nos testes de patogenicidade, nem de avaliação 

da resistência varietal. KOIKE (1971) cita que no Hav ai tais 

observações são realizadas quando as variedades não manifestam 

sintomas externos, pois a bact�ria _pode estar viãvel internamen 

te. 

Os estudos referentes� variabilidade de X. albi: 

line?ns têm. merecido atenção .de muitos apõs a constatação por 

BIS ESSA R ( l 9 6 5) , · na G uy a na B ri t â n i c a , . d e II s trai n s II ma i s v ·; r u l e� 

tos que ocasionavam diferentes reaçoes numa mesma variedade de 

cana-de-açücar. 

CONTREL-DORMER (1935) jã constatara variações nes 

ta bactêria, observando que setores morfolÕgicos diferentes eram 

produzidos por uma mesma col6nia em meio de cultura. 

KOI�E e ROGERS (1967) e PERSLEY (1972) contribuT 

ram com Õtimos trabalhos neste assunto, baseando ambo� na agre! 

sividade de diferenies isolados da bactêria em algumas varieda 

des diferenciais de cana-de-açúcar. 

· RICAUD e PAULO (1970) constataram diferenç�s cul

turais de alguns isolados, em meio de cultura, porem não obtiv� 

ram sucesso na comprov açao destas �iferenças em inoculações na 
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cana-de-açúcar. 

EGAN (1969) concitava então todos os estudio�os 

deste assunto a uma cooperação mundial na localiza(ão dos dife 

rentes 1
1 strains 11 e de uma seleção· de variedades de cana-de- aç.Q 

car para a determinação das .variações da bactêria X. albilineans. 

O controle desta bacteriose atravês do uso da re 

sist�ncia genêtica ê indicado por muitos, �as ainda parece bas 

ta n te c a r e n te d e e s tu d os d e f i n i ti vos n e s te as s unto . E GAN ( l 9 7 l b ) 

cita que somente alguns clones de Saccharum spontaneum carregam 

gens de resist�ncia e que todos os clones de S. robustum e s�

offtcinarum sã� ·al.tamente suscetTveis, embora alguns sejam alta 

mente tolerantes. 

CONTREL-OORMER (1925) ja preconizava a utiliza 

çao de sementes l1mpas, considerando esta uma doença incurãvel 

quando adquirida. 

�ARTIN e ROBINSON (1961) citam que o tratamento 

têrmico dos colmos, em ãgua quente a _50QC durante 2 a 3 horas, 

pode produzir 95% d� erradicação da doença. No en�anto, MONGOME 

RY e HUGHES (1960) dizem que o tratamento acima não ê suficien 

te para eliminar a bactêria totalmente do colmo. 

H U GH E S e t a l i i ( l 9 6 7) e S TE I N D L ( l 9 71 ) · inventaram 

outros processos de tratamento de colmo semente; no entanto, em 

nenhu m d�stes mêtodos a erradiaçâo total parec� ocorrer. 

-
O conhecimento das reaçoes varietais a doença, a 

· certificação de sementes, a pratica de 11 roguing 11

,' o tratamento 
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termico, a pratica de desinfestação dos instrumentos utilizados 

e o conhecimento do comportamento do agente patogênico sao de 

importância fundamental para o controle (ROBINSON, 1962). 

EGAN (1971c) relata que a utilização _de varieda

des de cana-de-açúcar mais resistentes em conseqUência de sele 

çoes e estudos ininterruptos da doença tem contribuldo decisiva 

mente para o declTnio da doença como uma das mais prejudiciais 

no Norte de Queensland. Afirma, contudo, que a importância da 

'doença varia conforme as condições ambientes de um ano para ou 

tro. 

PERSLEY (1973b), em estudo das condições necessa 

rias para epifitotias da Escaldadura das folhas na forma aguda, 

em Queensland, conclui que são devidas principalmente a: �emen 

tes contaminada�, implementas agrTcolas contaminados, fator des 

conhecido associado com alta pluviosidade, ventos fortes, a agua 

em si, e um vetor qu-e depende de al_ta umidade. Afirma ainda que 

as condições que fav.arecem a expressao dos sintomas externos sao 

estresse condicionado pela temperatura e regime de agua, e que 

o outono seco e o frio antecipado do inverno favorecem tal mani

festação durante o inverno e a primavera. 

No Brasil, ARRUDA (1944) afirma que estas epifj_ 

totias ocorrem quando, apõs um perlodo chuvoso, sobrevem a seca, 

principalmente do. inverno, e que e a multiplicação bacteriana ne� 

ses meses chuvosos que propicia' estas manifestações devido ã p� 

ralização do desenvolvimento vegetativo pela deficiência de âgua. 

·•

Desde que NORTH e WILBRINK (in: MARTIN e ROBIN 
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SON, 1961) provaram a facil transmissão da bactéria pelo facão 

de corte, todos são unânimes em apo.ntã-lo como .um dos principais 

meios de transmissão em campo de produção. Para desinfestação 

deste inst rumento ê indicado o uso constante de Lysol' ou formal 

(MARTIN e ROBINSON, 1961) e Iodine (RICAOD, 1965). 

Estudos referentes ã sobrevivência da bactêria. 

X. albilinea ns em condições naturais, têm sido pouco relatados.

PERSLEY (1973c) relata a ocor rência natural de 

varias gramíneas hospedeiras da bàctêria ... ORlAN (1962) • observou 

em Paspalum dilatatum a ocorr�ncia de X. albilineans e atravês 

de inoculações artificiais o mesmo ORIAN (in: MARTIN & ROBINSON 

1961) obtevi uma .lista de hospedeiros suscetíveis,: 

No entanto, nenhum meio da possível disseminação 

natural planta a planta tem sido esclarecido. WIELHE (1951) e 

MARTIM e ROBIMSOM (1961) têm apontado o rato (Halochilos sciureus 

· b e r b i d e n s i s ) e a l g u n s i n s e to s ·c o rn o L i g y r u s e l.J e n u s , D y s c i n e t u s �

minatus e Dyscinetus bidentatus, como possíveis transmissores.

HUGHES (1969) admitiu que a agua de lixiviação PQ 

de ca rregar e transmitir a bactêria, mas falhou na comprovaçao. 

PERSLEY ( 1971) admite a sobre vivência da bacteri'a 

no solo por dois dias, concordando com HUCHINSON e ROBERTSOl-l 

(1953) que justificaram a impossibilidade da sobrevivência des 

ta bactéria no solo por longo tempo. 

PERSLEY (1973b). concita os pesquisadores a inves 
·• - -

tigarem o verdadeiro papel da agua nesta doença e, também aug� 

•
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r� melhor sucesso nos estudos de sobreviv�ncia da bact�ri� X. 

albilineans, pois sõ isto poderã elucidar resultados por vezes 

contraditõrios e inexplicãveis desta importante doença da cana 

-de-açúcar.



4. MATERIAL E MtTODOS

4.1. Isolamento, meio de cultura e caracterização dos isola 

dos. 

4.1. l. Metodo de isolamento pela 11 Pipeta de Pasteur" 

Ap6s exame ao microsc6pio de partes do co�mo ou 
. � 

. 
. 

. 

de folhas de plantas de cana-de-açficar exibindo sintom�s tTp! 

cos da doença, e constatada a presença de exsudação de bact� 

rias, estas foram imedi�tamente isoladas �m meio de cultura._ O 

.isolamento da bactéria foi realizado segundo a tecnica d�scri 

ta a seguir: pequenos pedaços de 0,50 cm2 de folhas de cana-de

-açucar com sintomas tTpicos (listras brancas), preferindo-se

as mais estreitas do limbo foliar, e pequenos pedaços de fei 

xes vasculares descoloridos do colmo, colhi.dos na região dos 

nos (virgulas), foram colocados imersos em gotas de agua este 

ril na superfTcie de l�minas de vidro para microscopia, previ� 

mente esteriliiadas por flambagem em bico de g�s. Cada lãmi 

na foi levada ao microscõpio para localização da esxudação. No 
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microsc6pio, a quaitidade de luz diminuTda pelo fechamento do 

diafragma, ou a utilização do contraste de fases, facilitou esta 

localização. (Figural) 

Baixando o condensador de luz do microsc6�io, PQ 

dia-se conseguir a localização exata, a ol�o nu, do ponto de es 

xudação, pois nesta posiçJo a luz que chegava aos bordos do mate 

rial focalizado restringia-se a um pequeno ponto. 

Com uma pipeta de Pasteur, de 10 cm de comprime� 

to, obtida pelo esticamente de tubos de vidro, fazia-se a cole 

ta, por capilaridade, diretamente do local indicado pelo feixe 

El e l u z . 0
1 

l T q u i d o c o l h i d o e m c a d a l â m i n a , e m p e q u e n a q u a n t i d a d e, 

porem com uma suspensão considerãvel de bactérias, era deposit! 

do em uma placa de cultura e espalhado suavemente com uma esp�t� 

la de Dri gawski. As placas de cultura foram conservadas em câma 

ra de íncubaç_ão a· 28,0QC durante 3 a 4 dias. Então, apareceram 

pequ�nlssimas col6nias, s6 vislveis ao microsc6pio estereosc6p1 

co. Apõs este exame, elés foram repicadas. para outras placas de 

cultura, que também foram mantidas em câmara de incubação a 28,09 

e :e a p õ s 5 a 7 d i a s o b t i v e r a m - s e c u l t i v o s p u r o s d a b a c te r i a . 

4.1.2. Meio de cultura 

F o r a m i n i c i a l me n te e x p e ri me n ta d os , no i s o l a ri, e n t·o 

da bactéria de material doente, segundo o metada pipeta, o meio 

original de WILBRINK (W), descrito pelo autor, e o WILBRINK mo 

dificado l (�-1 ), descrito por MARTIN e ROBINSON (1961). 

Apõs os primeiros isolamentos p:rcrcu:rou::--·se uma com 



Fig. l Localização da esxudação da bactéria X. 

albilineans, de material doente de cana

de-açucar, ao microscopia com contraste 

de fases. (X 562,5) 

y 

l 7 '
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posiçã� de nutrientes que diminulsse o tempo de incubação e fa 

vorecesse o desenvolvimento da bactêria. Foram experimentadas 

vãrias fontes de aminoâcidos e vitaminas, disso resultando a ela 

boração de um novo meio, que foi identificado como �eio de WIL 

BRINK modificado 2 (W-2) e que passou a ser utilizado em todos 

os ensaios posteriores. 

4.1.3. Caracterização dos isolados 

Os cul ti vos purificados dos isola dos obtidos fo 

ram todos caracteri.zados seç:undo os meios. de cultura diferenciais, 

descritos _por OVE (1962, 1966)" Pl\N/.'.G0P0UL0S (1969) e HUGH e LEI 

F S O N ( 1 9 5 3 ) . A c o 1 o r a ç ão d 2 fl a g e 1 ó f o i o b t i d a p e l o m ê to d•o L E I 

F50N (1960). 

Estes isolados receberam deno�inJçÕes represent! 

dos por t6digo� de registro em que X� de Xanthomona$ era segu! 

do da referência numêrica da variedade de cana-de-açúcar da qual 

se conseguiu o isolado.· 

4.2 .. Testes de p2,togenicidade e mêtodos de inoculação para 

reprodução dos sin tomas� 

Ap6s pesquisa bibliogrãfica de �êtodos de inocu. 

lação, foram testados os seguintes m�todos em milho doce e ca 

na-de-açúcar, variedade Co 419: corte de folhas no vêrtice fo 

liar com tesoura infestada da bactêria (ROílBS, l9G2); palito de 

madejra infestado de b_actêr,ia e introduzido no palmito foliar 

(WINSTEAD & KELMAN, 19G2); capa de alumlnio· (K0IKE, 1965) e in 
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jeção sob pressao (MARTIN & R013INSON, 1961). O metada de· inj� 

ção na região pouco acima do meristema apical, que apresentou 

os melhores resultados, foi adotado em todos os estudos. 

A adoção desse metada aos seguintes . procedime_!! 

tos: suspensões de bactêrias, obtidas de culturas puras em agua 

estêril, foram calibradas pela escala de .:�1crARLAi-:D (in GOODMAN, 

1967) nQ 3, que no espectofot�metro de Bauch-Lomb a 625 nm apr! 
. . 

senta 60% de transmitincia e equivale aproxi�adamente a. 8xlü 8

cêlulas/mili litro para a bactêria i• albilineans. Estas suspe_!! 

s õ e s f o r a m e n tão i n j e t a d a s e m m i l h o d o c e ( Z e a ma y s , cu l ti v a r A g rQ 

ceres-Doce) como preconizado por PERSLEY (1972), ou em cana-de

açucar de preferência em variedades reconhecidamente suscetíveis 

ou na mesma em que se isolou a bactêria. Para a injeção sob pre� 

sao foram utilizadas serin�as hipodêrmicas com agulhas obliter! 

d as . n � ex tremi d a d e , com a b e r tu r a l a ter a l , e par a cada planta usou 

-se cerca de l;o ml da suspensão. Injetando-se a s·cm acima do

meristema apical da ca�a-de-aç�car e do milho doce, .o inõculo 

extravasou na região do vértice foliar, onde as folhas foram cor 

tadas. As plantas utilizadas nestas inoculações contavam cerca 

de 30 dias de idade ap6s a germinação e mediam aproximadamente 

40 cm rie altura. Elas foram se�pre c�ltivadas em.vasos de bar 

ro com 2.5 cm de altura e igual diâmetro; com solo .esterilizado 

em autoclave e de composição adequada para o .ôtimo desenvolvi 

menta da planta. 

· Os toletes (sementes) de cana-de-açijcar foram in

divi·dualizados quanto ãs gêmas e sempre tratados com ãgua que_!! 
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0,05%, 

ant�s do plantio. Cada vaso continha, no mãximo, três plantas 

de cana-de-aç�car ou cinco pla�tas de milho. 

Durante todo o estudo, os vasos foram conserva 

dos em cisa de vegetação onde a temperatura era sempre controla 

da de maneira a que nunca fosse inferior a 23,0QC. Tanto o mi 

lho como a cana-de-aç�car, quando inoculados, previamente so� 

friam desbaste das folhas na região do vêrtice·foliar com tesou 

ra desinfestada. 

Os reisolamentos foram comprovados e somente apos 

os testes de patogenicidade as culturas das bactérias foram con 

sideradas e especificadas como X. albilineans. 

4.3. Avaliação de resistência de vari2da�es de cana-de-aç�car 

e \/ 
/\ . albilineans.

4.3.l. Variedades utilizadas 

F o r a m u t i l i z a d a s v a r .i e d a d e s s e l e c i o n a d a s e n t re a s 

mais cµltivadas na êpoca n�s principais regiões canavieiras do 

pais, segundo PLANALSUCAR (1972), SANGUINO (1973, comunicação 

pessoal) e outras referências_ bibliogrâficas locais e estrange_:!._ 

ra s. 

Para os estudos preliminares de avaliação de re 

sistência, tendo como base essas informações, foram sele ciona 

das variedadei suscetiveis, intermediârias e outras considera 

das· resistentes� escaldad�ra das folhas pata servirem como P! 

drões de resistência nos testes. 
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A tabela l apresenta o rol das variedades seleci 

onadas com as devidas referências de comportamento quanto ã r� 

s i s tê n c i a a X . a l b i l i n e a n s ; to d as as se ni entes foram f o r n e c i d as 

pela COOPERSUCAR, Estação Experimental de Piracicaba, São Paulu 

e IAA, Estação Experimental de Araras, São Paulo. 

4.3.2. Estudo da resistência varietal conforme concen 

t r a ç õ e s . d e e ê l u l a s b a c t e ri a n a s _e 111 s u s p e n s a o . 

4.3.2.l. Inoculação de�- albilineans na concen 

tração 8.10 8 cêlulas/ml em 11 varieda 

des de .cana-de-àç�car. 

Neste ensaio inoculou-s�, conforme a metodologia 

descrita, uma iuspensão de três isolados ( X 45, X 419 e X 419 

reisolado) que, suspensos em ãgua estêril, separadamente, atê a 

cone. nQ 3 da escala de McFarland; forám apôs misturados �m por 

ções iguais. Oeste inôculo cada planta recebeu 1 ml, exceto a 

planta testemunha que foi inoculada com agua estéril. 

As variedades testadas foram: CB 40-69,CB 45-15, 

CB 49-260, CB 56-126, CB 56-17-1, Co 331,. Co 419, Co 775, CP 29-

116, H50-7209 e POJ 28-78. 

O ensaio foi composto de nove plantas por varie 

dade, e cada vaso continha três plantas sadias, uniformes e de 

igual· tamanho .. Destas, seis plantas foram inoculadas com a sus 

pensao bacteri�na e três com âgüa est�ril. 

Os cuidados tomados na preparaçao da cana (tol� 



22 

Tabela l. Variedade de cana-de-açúcar utilizadas nos diversos 

Variedades 

Akbar 

Bo l 4 

CB 40-.13 

CB 40-69 

CB 40-77 

CB 41-76 

CB 45-155 

CB 49-260 

CB 56-126 

CB 56-171 

Co 31 3 

Co 3 31 

testes de inoculação da X. albilineans. 

- a/Reaçoes 

s 

R 

s 

R 

s 

I 

s 

s 

s 

s. 

I 

s 

I 

R 

R 

Referências 

PLANALSUCAR (1977) 

PLANALSUCAR (1977) 

BRIEGER (1970) 

PLANALSUCAR (1972 e 

PLANALSUCAR (1972) 

PLANALSUCAR (1977) 

PLANALSUCAR (1972) 

PLANALSUCAR (1972) 

PLANALSUCAR.(1972)· 

PLANALSUCAR (1977) 

BRIEGER (1970) 

PLANALSUCAR (1977) 

BRIEGER (1970) 

PLANALSUCAR (1977) 

PLANALSUCAR (1977) 

DANTAS (1970) 

PLANALSUCAR (1972 e 

19 7 7) 

1977) 



Tabela l. (continuação) 

Variedades 

Co 419 

Co 421 

Reações 

s 

I 

Referências 

BAUDIN (1963) 
PLAltALSUCAR (1977) 

DANTAS (1970) 
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R 
R PLANALSUCAR (1972 e 1977)· 

Co 775· 

CoK 30 

CP 29-116 

CP 44-150 

EROS 

F 140 

H 50-7209 

POJ 2878 

Q 73 

TROJAN 

s 

I 

I 

R 

I 

R 
I· 

R 
R 
R 
I 

s 

T 
T 
s 

·•

PLANALSUCAR {1972) 
PLANALSUCAR (1977) 

PLANALSUCAR (1977) 

PLANALSUCAR (1977) 

PLANALSUCAR (1971)' 

KOIKE (1965) 
PLANALSUCAR (1977) 

ARRUDA (1944) 
DANTAS (1970) 
EGAN (1971b) 
PLANALSUCAR (1977) 

PLANALSUCAR (1977) 

EGAN (1958) 
BAUDIN ( 1963) 
EGAN (1968) 

a/ R = resistente, S =suscetível, T = tolerante, I = intermediâria;
- = reação e referência desconhecidas.
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çoes da casa de vegetação. 

A avaliação do resultado, baseada nos 
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co n di 

sinto mas 

externos, foi realizada cerca de 20 dias apos_ a inoculação. Ai.!:!_ 

da foi realizado urr. exame dos feixes vasculares descoloridos, 

observando-se posslveis diferenças, e a constatação da presença 

de bactêrias nestes feixes vasculares foi feita ao microsc6pio .. 

A q u a l i f i e ação d os s i n to mas e x te· r nos foi f e i ta 

por notas e a dos feixes vascu lares descoloridos pela contagem 

destes no n6 rente ao solo 1 na r�gião da cicatriz �a bainha fo· 

liar. As notas variaram de O a 3, representando: O (zero),· au 

sênci.a de sintomas; l, estrias brancas finas; 2 estrias largas ama 

reladas; e 3 estrias largas amareladas e necrosadas. 

4.'3.2.2. Inoculação ·de I· albilineans na concen 

tração 8.10 4 cêlulas/ml em 22 varieda 

des de cana-de-açúcar. 

Este ensaio realizado· com a inoculação da cone. 

8.10 4 cels/ml, em conformidade com a metodologia descrita no en 

saio com cone 8.108 cels/ml, foi motivado pelo fato de a concen 

tração de cêlulas anteriormente testada ter tido efeito bastan. 

te drastico, pois a leitura dos sintomas externos qualificados 

não possibilitou diferenciar as vari�dades .suscetlveis das re 

sistentes. 

Uma suspensao de cinco isolados ( � 4 5, X 419, X 

419 reisolado, X 421 e X 9 80) preparados em condições idênticas 
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e misturados em quantidades iguais, foi in6culada em 22 várieda 

des de cana-de-açúcar: AKBAR, Bo 14, CB 40-69, CB 40-77, CB 45-

1 5 5 , c B 4 9 - 2 6 o , c B s 6 - 1 2 6 , c B 5 6 - 1 71 , c o . 3 1 3 , c o .3 31 , c o 4 1 9 , co 

421, Co 775, CoK 30, CP 29-116, CP 44-lSO, EROS, F.140, HS0-7209, 

POJ 28-78, Q.73 e TROJAN. 

Apenas a diluição foi alterada: cada isolado foi 

s u.s penso ã c o n c e n tração n Q 3 d a e s c a l a d e : Me F a r l a n d e d e p oi s dj_ 

luido a 10-4; misturando-se as suspensões,' obteve-se o inôculo.

Desta suspensão, 1 ml foi inoculado nas plantas testes; nas pla.!! 

t�s testemunhas inoculou-se ãgua est�ril. 

O numero de plantas de cada variedade foi de nove, 

sendo seis destas inoculadas e três testemunhas. Estas· plantas. 

foram cultiv-adas em caixas de madeira de 30 x 40 x 10 cm e ca · 

da caixa continha uma variedade .. 

. As"avaliações foram real.izadas 20 dias apos a da 

ta dá inoculação e constou da leitura da presença dos sintomas 

internos (quantidade num�rica de feixés vasculares descoloridos) 

e também de exame da presença de bactérias neste� f�ixes desco 

loridos. As notas atribuidas, conforme a quanti�ade 

de feixes vasculares descoloridos variaram de O a 4, 

numérica 

represe.!! 

tando: O (zero), ausência.; 1, um a dois; 2, três a cinco; 3 

seis a dez; e 4, mais de dez. 

4.3.2.3. Inoculação de X. albilineans nas concen 
_ 8 6 4 - 1traço e s 8 . l O , 8. l O e 8. l O e e l u.l as/ m 

na variedade Co 419. 
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Este ensaio foi realizado para .se estabelecer o 

melhor ponto de leitura dos feixes vasculares descoloridos nos 
. 

. 

colmos inocula dos· ass ·im como a concentração ideal da bactéria p� 

ra tal fim. 

Foi experimentada, em condições semelhantes aos 

ensaios anteriores, a inoculação de.três niveis de concentração 

de células bacterianas de um �nico isolado X 419 numa �nica va 

riedade de cana-de-aç��ar, a Co 419. 

Estas concentrações foram obtidas suspendendo-se 

células bacterianas de!• albilineans conforme a concentração n9 

3 da escala de McFarland e diluindo-as a 10-2 e 10-4 obtiveram

-se com a original os três nfveis de suspensões. 

As plantas foram cultivada·s .em caixas de madeira 

de 30 x 40 x 10 cm que continham 10 plantas de porte semelhante; 

cada tratamento contou com 5 repetições, representando cada pla_Q_ 

ta uma repe�ição. O ensaio comportou então cinco plantas· para 

cada concentração de suspensao bacteriana e mais cinco plantas 

testemunhas que receberam ;gua estéril. 

A s : .a v a l i a ç õ e s d o s s i n t o ma s e x t e r n o s ( f o l h a s ) as s i m 

como a contagem do nijmero de feixes vasculares descolorid os em 

duas alturas diferentes (3 e 10 cm acima do sólo) no colmo. das· 

plantas inoculadas, e mais a medição do comprimento total do col 

mo produzido des�e o nivel do solo atê o vértice foliar, 

realizadas 90 dias apõs a data da inoculação. 

foram 
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4.3.3. Ava'liação de resistência varietal pelo numero de 

feixes vasculares descolori dos com inoculação de 

cultura.pura de X. albilfneans. 

Visando comprovar a viabilidade do método de ava· 

liação da resistência variital pela descoloração vascular e ino 

culação _com culturas puras de bactéria, instalaram-se dois en 

s a i o s ( e x p e r i me n to s T e 2 .1 ) n a ·me s ma e p o c a , e m c o n d i ç õ e s a m b i

entes idênticas, diferindo apenas na metodologia de obtenção 

das mudas: 

As plantas das variedades CB 45-155, Co 421, Co 

331 e H 507209, que compuseram o Experimenta l, foram· obtidas 

de gemas destacadas pelo método de SILVA (1974). As planta� do 

Experimento 2, efetuado com as variedades CB 40-1.3, CB 40-69

CB 40-77, CB -4l�Z6 e Co 331, foram obtidas de gemas individuali 

zadas em toletes. As sementes for�m p�é�germinadas em caixas 

de areia e as plantas fo,ram repicadas para vasos de barro, uni 

formizando-se as plantas quanto ao porte e desenvolvimento. 

Tanto as gemas destacadas como as gemas em tale 

tes individualizados f6ram subm�tidas ao tratamento térmico via 

umida a 50,59C durante 2 horas e tratadas com fungicida Benomyl 

a 0,05%.· 

Cada parcela foi composta de.seis plantas e ca 

da variedade, de seis repetições, sendo uma delas considerada 

testemunha biol6gica, não entrando na computação da anâlise es 

tatistica. 
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O 'i n õ c u 1 o u ti 1 . i 1 i z a d o n e s te s e x p e ri me n tos· f o i 

uma mistura de cinco isolados, X 419, X 45, X 980, X 421 e X 41, 
. 

5 e a concentração da su·spensão bacteriana foi a de 8.10 cêl ulas 

/ rn 1 

Cada isolado, cultivado em tubo de cultura, foi 

suspenso em ãgua estêril e misturando-se as suspensões em qua� 

tidades·iguais obteve-se o inõculo utilizado. Cada planta te� 

te recebeu 1 rnl desta mistura e as testemunhas, 1 ml de ãgua es 

tê ri 1 

O delineamento experimental utilizado em ambos 

os experimentos foi o inteiramente cas.ualizado e a avaliação do 

n9 de feixes vasculares descoloridos foi realizada 45 dias apos 

a data da inoculação. Para a contagem destes, utilizou-se mi 

croscõpio estereoscópico. O local escolhido no colmo foi ·o no 

ã altUra de 5 cm·acima do solo. Este nõ foi cortado transver 

salmente na altura da cicatriz da b�inha, fazendo-se imedi a ta 

mente a contagem (figura: 2 e 3). Os dados originais de n9 de 

feixes vasculares descoloridos foram transformados em V x + 0,5 

para efeito de análise estatistica. 

4.4. Estudos de sobrevivência de X. albilineans in vitro e 

in vivo. 

4.4.1. Sobrevivência de.X. albilineans em suspensoes em 

ãgua estêri l conservadas ã temperatura de -l5,09C 

Uma suspensao em agua esterilizada, de concentra 



Fi
g

. 
2 

Fe
ix

es
 

va
sc

ul
ar

es
 

de
sc

o
lo

r
id

o
s 

n
a 

re
 

gi
ã

o 
da

 
ci

ca
tr

iz
 

da
 
ba

i
n

ha
 

fo
l

ia
r

, 
rio

co
l
m
o 

de
 
ca

n
a-

d
e-

ílç
�
ca

r,
 

de
 

pl
a

nt
as

 
in

oc
ul

a
da

s 
co

m
 c

ul
t
ur

a 
pu

r
a 

de
 

X.
 

al
 

bi
l
in

ea
n
s

. 
-

-

Fi
g

. 
3 

Fe
ix

es
 

va
sc

ul
a

re
s 

de
s
co

lo
r
id

os
 

na
 
r

e 
gi

ã
o
 

da
 
c
ic

at
ri

z
 

da
 

ba
in

ha
 

fo
l
ia

r,
no

 
co

lm
o
 

de
 

ca
n
a
-d

e-
aç

u
ca

r
, 

de
 

pl
a

n
ta

s 
in

oc
ul

ad
as

 
c

o
m 

cu
l
t

u
ra

 
pu

ra
 

de
 

X.
 

al
bi

l
in

ea
ns

 ,
(a

o 
mi

c
ro

sc
Õp

i
o 

es
te

r
eo

s 
co

pi
 c

o
 
60

 
X)

 

N
 

\..O
 



30 

çao conheci da de cêl ul as bacterianas,· foi conservada· a - 1 s·,09c, 

em congelador de refrigerador doméstico durante o tempo que se 

transcorreu a experiência. 

A suspensao bacteriana foi preparada do isolado 

X 419 e a escala n9 3 de McFarland foi a que serviu na prepar� 

ção da concentração de cêlulas. 

Esta suspensão foi distribuída em.tubos de ensai. 

a ·esterilizados de 10 ·cm de altura e 16 mm de'di�rnetro e veda 

dos com tampa de baquelite, recebendo cada um a quantia exata 

de 5 ml; os tubos foram depositados no congelador. 

A intervalos médios de 30 dias, .uma das repetições 

era retirada do congelador e colocada ao ambiente para o descon 

·gelamente. Ap6s alguns minutos e observada a total· liquefação

da suspensão bacteriana, era retirada uma alíquota para plaque�

mento em meio de cultura e outra para exame.direto ao microsc6

pio a fim de verificar a movimentação das células bacterianas.,!\

- experiência durou enquanto foram p6sitivos os plaqueamentos da

bactéria, indicando a existência de células vivas de X. alb·ili

neans, e ainda enquanto foi confirmada sua patogenicidade atra

vês da inoculação das cêl ula s des sas colônias em plantas sadias ..

4.4.2. Sobrevivência de X. albilineans em folhas de ca 

na�de-açucar com sintomas típicos da doença con 

servadas ã temperatura de - 15,09C. 

Folhas de cana-de-açúcar com sintomas típicos da 

doença, de plantas previ a mente inoculadas, foram cole ta das e após 
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exame e constatação da presença abundante de exsudação do· pus 

bacteriano pelos feixes vasculares, foram imediatamente seccio 

nadas em pedaços de 30 cm de comprimento e depositadas no inte 

rior de sacos de polietileno, devidamente vedados. Estes foram 

depositados no interior do congelador de refrigerador dom�stico. 

A intervalos m�dios d� 30 dias, uma das repeti 

çoes foi retirada do congelador e colocada ao ambiente para o 

descongelamento. 

Pequenos pedaços foram retirados e assepticame� 

te examinados ao microsc6pio e as c�lulas bacterianas ( pus baE 

teriano), plaqueadas pelo m�todo de isolamento por pipeta; ap6s 

a obtenç�o da cultura pura, foTam inoculadas em suscetíveis sa 

di.os. A experi�ncia teve prosseguimento enq�anto os i_solamen 

tos foram positivados e a patogenicidade foi confirmada com a 

reprodução dos sintomas da doença nos suscetíveis inoculados. 

4.4,3. Sobreviv�ncia de X. albilineans em folhas secas 

de cana-de-açficar com sintomas t1picos da �oen 

ça, conservadas ao ambiente no laborat6rio. 

Folhas de cana-de-açficar com sintomas típico� da 

doença, de plantas previamente inoculadas, foram coletadas e, 

apos exame e constatação _da presença abundante de eisudação bac 

teriana pelos feixes vasculares, foram seccionadas em pedaços 

de 15 cm de comprimento, depositadas no interior de sacos de P! 

pel e conservadas â temperatura ambiente e com umidade relativa 

do ar em torno de 70%. 
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Apôs cada 5 dias, de uma das repetições era re 

tir�do um pequeno pedaço. Este, asséptica e cuidadosamente,era 

examinado ao microscôpio e as �êlulas bacterianas eram plaque! 

d a s p e l o m ê to d o d e i s o l a me n to p o r p i p e ta ; a p õ s o b te n ç ão das cu l 

t u r a s p u r·a s , e r a m i no c u l a d as n um s u s c e ti v e l s a d i o . A e x p e ri ê .!! 

eia prosseguiu enquanto os isolamentos foram passiveis e ainda 

enquanto foram positivas as inoculações de suspensões de mace

rados destas folhas conservadas,em âgua esteril·i�ada. 

4.4.4. Sobrevivência de X. albilineans em terra seca a 

sombra e esterilizada, conservada ã temperatura 

de 28,0QC. 

Pequenas quantidades de terra, de solo de õtima 

constituição para o cultivo da cana-d�-açficar, foram coletadas 

e, apôs secagem a sombra ã temperatura ambiente, peneiradas e 

distribuTdas em tubos de ensaio de 10 cm de altura por .16 mm 

de diâmetro, atê ã alt�ra de 4 cm� partir do fundo. 

Estes tubos foram esterilizados por tindaliza 

çao dur·ante 3 dias consecutivos em autoclave a 1,0 atmosfera de 

pressao durante 40 minutos. A cada tubo com terra, assim prf 

parado, foi distribuído 1,0 ml de uma suspensão de células bac 

terianas do isolado X 419, de conceritração nQ 3 da escala da 

McFarland .. Estes tubos foram conservados em câmara de incuba 

ção ã temperatura de 28,0QC e apôs, a cada cinco dias, uma re 

petição era testada. Destél,, uma pequena alTquota era retirada, 

colocada na superfTcie do meio de cultura em placas de cultura 
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e espalhada levemente com espãtula de Drigawski. 

Esta experiência .foi continuada enquanto os pl! 

queamentos não deram colônias de X. albilineans. · 

4.4.5. Sobrevivência de X. albilineans em cilindros de 

aço conservados ã temperatura de 28,0QC. 

Cilindros de aço com 40 mm de diâmetro e 1,0 cm 

de comprimento foram utilizados nesta experiência. Eles foram la 

vados e esterilizado� em forno de Pasteur ã 150,0QC durante 3 

horas e infestados com c�lulas bacterianas de cultura pura de 

X. albilineans .(X 419).

A contaminação foi obtida rolahdo-se estes cilin -

dros em culturas da bactéria em placas, com 4 dias de incubação. 
·, 

A introdução de 10 cilindros, em cada placa de cultura condicio

nou a adesão, neles, de fina pellcula de c�lulas bacterianas.

Estes cilindros_ foram; log_o em seguida, distri. 

buldos em placas de Petri esterilizadas, com papel de filt_ro na 

tampa. Cada placa receb�u 4 cilindros, constituindo cada placa 

urna repet,ção. Estas placas foram conservadas em câmara de in 

cubação ã temperatura de 28,0�C� 

Apõs cada 24 horas, nó inlcio, e a cada 12 horas, 

depois do 49 dia, urna das placas, ao acaso, era retirada da ca 

rnara de incubação e os cilindros 11 rolados 11 .na·· superflcie de 

rn e i o d e c u l t u r a , - e m p l a c a s d e P e t r i . A p o s a l g u n s mi n u to s · de a gj_ 

tação de cada cilindro nestas placas de cultura, estas foram i� 

cubadas ã temperatu�a de 28,0QC. A experiência teve continuida 
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de atê que os plaqueamentos dos cilindros contaminados nao mais 

originassem .col6nias de bactêrias. 

4.4.6. Sobrevivência de cinco isolados de X. albil ineans 

em suspensoe_s em ãgua estêril, submetidas a dife 

rentes temperaturas de inativação. 

Suspens6es de cêlulas bacterianas em ãgua ester! 

li zada, obtidas de culturas puras de cinco i sol udos, X 419, X 45, 

X 980, X RSD e X 421', de X. albilineans, foram preparadas sepi 

radamente na concentração n9 3 da escala de McFarland e submeti 

das a diferentes temperaturas_ em banho-maria. 

Os isolados -utilizados eram todos caracterizados 

previamente corno sendo X. albilineans e devidamente testados qua_!! 

to a sua patogentcidade. Estes isolados foram multiplicados de 

modo semelhante em tubos de cultura e incubados durante 4-dias 
-

a temperatura de 28,09C.: 

Para produzir a concentração nécéssãria de cê.lu 

l a s f o r a m u t i l i z a d o s a l g u n s t u b o s d e c a d a i s o 1 a d o e a p o s p re pi

rados separadamente fora� distribuldos em tubos de cultura idên 

tices, de marca Pirex de 10 cm de comprimento , 16 mm de di�me 

tro ; l mm de espessura, previamente esterilizados em.autoclave 

durante 20 minutos. Cada tubo recebeu 5 ml da suspensão bacte 

riana e de cada isolado foram preparados 10 tubos. 

-As temperaturas de inativação experimentadas f6

ram: 48,09, 50,09, 52,09, 54,09 e 56,09C; o tempo de duração de 

cada tratamento foi de 15 minutos. Estas temperaturas foram ob 
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tidas em um banho-maria de resist�ncia el�trica imersa na agua, 

com agitador acoplado e com precisão dê termostato de ± 0,29C, 

de marca Precision Cientific. 

Ap6s o banho-maria ter atingido a te�peratura d� 

sejada, os tubos contendo a bact�ria foram submersos e o tempo 

contado a partir do equilTbrio alcançado. Para isto, �rn tubo 

com igual quantidade de ãgua, submerso juntamente com os outros 

com o bulbo de um t�rm6metro no seu interior, dava a indic�ção 

do equilTbrio alcançado. 

Dois tubos de cada isolado eram igualminte sub 

metidos ãs condições de cada temperatura e, ap6s o tratamehto 

eram conservados ã temperatura ambiente; retirando-se,post�rio� 

mente, de cada tubo, uma aliquota de 0,5 ml com a qual foi rea 

lizada o plaqueamento em meio de cultura,. 

A testemunha constou, da mesma maneira, do pl! 

queamento de uma repetição com suspe·nsão que não sofreu efeitos 

�a temperatura, mas .que acompanhou todo o processo da experi�� 

eia. 

Ap6s o plaqu�amento foram as placas conservadas 

em câmara de incubação ã temperatura de 28,0QC e a leitura do ex 

perimento se realizou cinco dias apos._ 

·•



5. RESULTA DOS

5.1. Mêtodo de isolamento, meio de cultura e caracterização 

da bactêria X. albilineans. 

5.1.l. Método.de isolamento da bactêria X. albilineans 

em cultura pura. 

os· resultados obtidos no ensaio de ti�s mêtodos 

de isolamento da bactêria X. albilineans constam da tabela 2. 

O método pipeta foi o único com que se .conseguiu 

. isolar em cultura pura a bactéria. 

Este mêtodo assemelha-se ao descrito por DEAN 

(1974); entretanto, este ultimo não foi nem tes·tado devido a nao 

ter sido enc@•ntrado o material vedante. 

Nem o m�todo de ARRUDA nem o de  PERSLEY deram re 

sultados positivos. No primeiro houve desenvolvimento �remat� 

ro e total de drganismos contaminantes. No ultimo, que foi pr! 

viamente bastante testado, ·"lambem não houve isolamento positivo 

algum e em· muitas placas nem os contaminantes se desenvolveram. 
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Ta b e l a 2 . C o 111 p a r a ç ão d e 111 e to d o s d e i s o l a me n to de X . a l b i l i n e a n s 

[<esultados 

Mêtodos Positivos Negativos 

ARRUDA (1944) 

PERSLEY (1971) 

Método pipeta 

Tubos 

o 

Placas 

o 

. 5 

Tubos Placas 

50 

l O

5 

5.1.2. Meio de cultura mai_s apropriado ao desenvolvimen 

to da bactéria X. albilineans. 

·o meio de cultura de W1LBRINK modificado 2 (W-2�,

que foi elaborado e utilizado neste e�tudo; tinha a 

composição: 

seguinte 

· Component.es

Neopeptone (DIFC0), 

K2HP04•

MgS04,

Sacarose, 

Ag°ar-ãgar, 

Agua , 

Quantidades 

5,0 g;. 

O, 5 g; 

0,25 g;· 

10,0 g; 

15,0 g; 

1 , O 1 i t ro . 

Para a el.aboração desse meio tod9s.os nutrientes 
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foram l eva do's ã fusão em fogo brando, e apos, o pH foi ajusta do 

com NaOH para 6,8 - 7,o; A esterilização foi feita em autocla 

ve a l ,O atmosfera durante 20 mi nu tos. 

Em todos os meios de cultura testa dos os resulta 

dos foràm p ositivos; no entanto� 6 meio W-2 possibilitou maior 

n�mero de placas de cultura com isolados da bacteria ·x. albili 

neans, como se observa na Tabela 3, e multiplicação ma is rãpida 

da me�ma, diminuirid o·consi.dera�elmentij o tempo .de inctibação. 

Tabela 3. Efici-�·niia de diferentes meios de· cultura .. no isóla 

mento e desenvolvime nto da bacteria X. albilineans. 

Meios de cultura 
NQ de placas de 

cultura-

WILBRINK (W) ... -
'

WILBRINK modificado l(W-l) 

WILBRINK modificado 2(W-2) 

10 

l O

l O

NQ de placas_ de cultura 

positivas a/·.

·4

. 9 

�/ Avaliações feitas 6 dias apos o isolamento. 

5.1.3. Caracterização da bacteria como X. albilineans 

e isolados originais obtidos. 

Apôs 3 a 5 dia s  do isolamento em placas de cultu 
,. 

ra com meio de WILBRINK modificado (W-2), distinguem-se ao mi 
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croscópio estereoscópico pequeníssimas colônias brilhantes. Apôs 

10 dias estas co.lônias chegam a 0,3 mm de di�metro; inicialmen 

te de cor amarelo-pãli�a, gradativament� mudam de coloração Pª! 

sando a amarelo, chegando algumas delas a se apresentarem casta 

nho-escuras aos 20 dias de idade. 

A s b a c te r i a s a p r e s e n ta m i n te n s o mo v i me n to na ã g ua , 

um flagelo polar (Figura 4) e são Gram negativas. (Fi�}ura 5 ). 

As bacterias de colônias com cerca de 10 dias de 

idade, ou de exsudatos con densados, apresentam-se acopladas for 

mando pequenas cadeias de 5 a 10 bacterias, dando a impresião 

visual de serem fil amP.ntcisas. (Figura 5) 

Os resultados.dos testes culturais bioquímicos 

que possibilitaram afirmar como sen do de Xanthomonas albilineans 

(Ashby) Dowson, causadora da Escaldadura das folhas da .cana-de

ª ç u c a r , o s i s o l a 'd o s o b t i d o s , s ã o a p r e s e n ta d o s n a Ta b e l a 4 ·. · 

Na Tabela 5 são apresentados todos os isolados 

obtidos, com a denominação codigo;e a pro�ed�ncia de cada um. 

Todos estes isolados encont ram-se guardados· na 

Coleção de Bacterias da cana-de-açúcar, no Departamento de Fito 

patologia da ESALQ. 

5 . 2 . Me todo e escolha do local de inoculação de celulas bac 

terianas de cultura pura de X . albilineans. 

5. 2. l .. Campa ração de me todos de inoculação.

�/ 

Os dados do ensaio em que te s.ta ra m alguns se me 
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Tabela 5. Isolados obtidos de X. albilineans (Ashby) Dowson da 

cana-de-açúcar. 

Variedades Procedência !sol adas

CB 45-155 MG X 45 

Co 419 MG X 419 

Co 4 21 MG X 421 

CP50-l Assis, SP X 50 

CP 44-101 Piracicaba, SP X 44 

CP 44-101 Piracicaba, SP ·x . RSD a/ ..

Pr 980 Assis , SP X 980

CB 41-76 Porecatu, PR X 41

�/ Isolado de plahtas com sintomas atípicos da escalda dura p�

rem de· 11 vírgulas 11 dos feixes vasculares da região dos nôs. 

·•
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todos de inoculação da bacteria em pla ntas e tambêm os utiliza 

dos na inoculação especifica de X� albilineans em cana-de-aç� 

car, constam da Tabela 6. 

Ta nto no milho doce como em cana-de-açijcar , V! 

riedade Co 419, os resultados positivos de reprodução dos sin 

tomas foram obtidos nos mêtodos de  inoculação da capa de alurni 

nio e injeção sob pressão. 
-- ·

As testemunhas in oculadas com agua 

estéril não acusaram presença de contaminantes no ma terial em 

pregado. 

Tabela 6._ Testes compa rativos de métodos de inoculação d e  cul 

turii pura ª1 de. X. albilineans (X 419) em sus�e tíve is 

sadios. 

Mi lho Doce Can a-de-açúcar, varie 

Métodos dade Co 419. 

Pla ntas P la n t a·s Pla ntas Plantas 
inoculadas e/sintomas. inoculadas e/sintomas 

Corte de folhas l O o l O o 

Palito de madeira 10 o l O o 

Capa de alumínio l O l lo .3 

Injeção l O 8 l O 6 

Testemunha: l O o 10 o 

9/ A suspensao ba cteriana foi a de  8 .10 8 cêlulas/ml e a te ste 

munha foi inocu lada com agua estéril. A avaliação dos sin. 

tomas em milho doce foi efetuada 10 dias apos a inotulação e na cana-de 
açucar, 20 dias apos. 
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5.2.2. Escolha do local de inoculação .de X. albilineans, 

por injeção no palmito foliar. 

Os dados deste ensaio constam da Tabela 7 onde 

se pode verificar tanto maior eficiência quanto mais perto do me 

ristema apical da planta ê feita a ��oculação da ��ct�ria,tant6 

no milho doce como. na cana-de-aç�car suscet1vel � 

O exper�mento transcorreu normálmente não se ob 

servando anormalidade alguma e as testemunhas inoculadas com a 

ãgua estêril não a cusaram presença de contaminantes. 

5 . 3 . · A v a l i a ç ã o d e r e s i s t ê nç i a v a ri e t:a l p e l a i n o c u i a ç ão · d e c e 

l u l a s b a c te r i a n a s â e c u l t u r a p u r a d e X . a l b_ i l i n e a n s p �

l o m ê to d o d e i n j e ç ão n o p a l m i to f o l i a r ( 5 cm a c i ma do me

ri s te ma a pi cal ) . 

5.3.l. Inoculação de X. albilineans na conc.E:ntração 8. 
8 - -

·10 cel ulas/ml em 11· variedades de cana-de-_açucar.

Na Tabela 8 pode-se observar que pelos sintomas 

externos houve diferenças graduais e que houve possibilidade de 

separar em grupos as variedades mais, ou menos, suscetTveis; no 

entanto, estas di-ferenças foram obtidas atravês da visualizatão -

destes sintomas e muitas vezes eram difTceis de se estabelecer 

os limites en�re um grau e outro. Ainda as variações dos sint� 

mas de planta a planta dentro da mesma variedade ê muito nTtida. 

Os sintomas internos tambêm foram uniformemente 
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Ta bel a 8-. Reações- d e l l v a r  i e d a d e s d e cana - d e - a ç u c ar 

lação de 8.10 8 cel.ulas/�l de!· al b ilineans, 

inocu 

avalia 

_das 20 di as ap6s a inocula ção no primeiro n5 ren te 

ao solo. 

Varie 
dades 

Reações 
em con 
dições-
de camp oª/ 

CB 40-69 S e I

CB 45-155 S e I 
CB 49-260 S e I 
CB 56-126 s 

CB 56- 1 71 I 
Co 331 R e I 
Co 419 s e I 
Co 775 S e I 
CP 29-116 I 
H 50-7209 R e I 

. POJ 28-78 R e I 

Sintomas nas 
plantas inocu 

ladas (media 
de 3 plantas. 

Externosb1 Internosc / 

2 + 
1 + 
3 + 
1 + 
3 + 
2 ·+
3 + 
2 + 
2 -�-

l +
3 +

Presença de 
b acteri as no s 
colmos das plan-1tas inocula dasc 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Sintomas nas 
plantas ino 
culadas com 
ãgua esteri 1 

Externosb / Internosc/ 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o .;. 

o 

o 

o·

o 

a/ R = resiste nte, S = suscetlvel, I = intermediãria.

b/ As notas variar am de O a 3, conforme escala ad otada. 

c/ + = p resença, = aus�ncia de feixes vasculares descolori�� 
ou c élulas bacteria nas. 
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positivados em t�das as variedades, assi� como a presença da 

bactéria nas plantas inoculadas. 

As varien.,3des CB 49-2ó0, CB 56-17-1, Co 419 e POJ 

2878 mostraram sintomas externos mais �vançados da do ença enqua� 

to as variedades CB 45-155, CB 56-126 e H50-7209 os mostraram 

mais incipientes. 

Nas v a ri e d a d e s C B 4 O - 6 9 , C o 331 , C à 7 7 5 e CP 2 9 -

116 os sintomas externos também foram.baitante pronunciados mas 

ocupando uma posição intermediãria em relação aos outros dois 

grupos. 

A testemunha inoculada com ãgua estéril não apr� 

sentou sintomas externos·ou -internos, indicando aus�ncia de  con 

tam inantes que pudessem interferir nos resultados. 

5.3.2. 1noculação d e.!, albil.ineans na concen tração 8. 

104 cêlulas/ml em 22 variedades de cana -de:..açucar 

Os resultados deste teste constam da Tabela 9. 

Os sintomas externos pel a expressao de estrias 

nas folhas das plantas inoculadas foram observados em nove varie 

dades: Bo 14, CB 49-260, CB 56-126, Co 331, CoK 30, CP 44-150, 

F-140, Q 73 e TROJAN.

Pela �êdia do n�mero de  feiies vasculares desco 

loridos, as variedades puderam ser separadas em· dois grupos: 

19 grupo: CB 40�69, CB 40-77, CO 313, Co 331 e H 50-7209·, com 

a 2 fe ixes vasculares descoloridos; 

29 .grupo: 80-14, CB 49-260, CB 56-126, CoK 30, CP 44-150, EROS, 
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Tabela 9. Reações ae 22 variedades de cana-d e-açijcar a ino c ula 

ç ão d e . 8 . l O 4 e ê l u l as/ m l d
.
e �. a l b i l i n e a n s , aval i a d as

20 dias apôs ·a i nocu lação no primeiro nõ rente ao solo O 

Va ri eda 
des 

Reações 
em con 
dições- a/d2 campo· 

Sintomas nas 
plantas inocu 
la das ( m2 dia -
de 3 plantas. 

Externos b1 rnternosc/ 

AKBAR S 
Bo 14 R 
CB 40-69 S e I 
CB 40- 77 S 
CB 45-155 Se I 
CB 49-260 Se I 
CB 56-126 S 
CB 56-171 I 
Co 313 R 
co 331 
co 419 
co 421 

R e I 
S e I . 

R 
Co 775 S e I 
Cok 30 
CP 29-116 I 
CP 44-150 
EROS R 
F 140 I 
H 50-7209 R e I 
POJ 28-78 R e I 
Q 73 S 

TROJAN · T e S

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

. .

+ 

+ 

+ 

+ 

2 
3 
l 
l 
2 
3 
3 
2 
l 
l 
2 
2 
2 
3 
2 
4 
3 
3 
l 
3 
3 
3 

Presença de 
bactêrias nos 
colmo s das pl an /t as inoculadas-e 

Sintomas nas 
plantas ino 
culadas com 
ãgua es·teri l 

Externosb/Internos c/. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ · 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o·

o 

o 

O. 
o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

i/R = resistente, S = suscetível, I = intermediaria, T = tolerante. 

E_/+ = presença, - = ausência de sintomas nas folhas ou cêlulas bacterianas. 
!::_I As notas variaram de O a 4, conforme escala adotada. 
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F 1 4 0, POJ 2878, Q 73 e TROJAN com mais de 6 feixes 

vasculares descoloridos. 

As variedades q-ue apres�ntaram quantidade alta 

de feixes vasculares descoloridos a�resentaram tamb�m em sua 

maioria, sintomas externos. 

A variedade Co 331 apresentou poucos feixes vas 

culares descoloridos, mas deixou manifestar sintomas nitidos de 

estrias nas folhas. 

Na variedade H 50-7209, ainda que alguns feixes 

vasculares estivessem descoloridos, não houve possibil_idade de 

observar presença de c�lulas bacterianas em movimento nos fei 

xes vasculares. 

5.3.3. Inoculação de X. albilineans nas concentrações 

8 .10 8 , 8.10 6 e 8.10 4 c�lulas/ml na varie�ade Co

41 9. 

Todas as plantas inoculadas com concentração 

8.10 8 cels/ml apresentaram sintomas externos;· das que receberam

in6culo de 8 .10 6 cels/ml, apen�s duas os apresentaram; nao se

observaram esses sintomas nas plantas em que foi aplicado in� 

culó de 8.10 4 cels/ml. Os demais resultados do ensaio constam 

das Tabelas 10 e 11. 

Este ensaio nao foi analisado estatisticamente 

devido a certas disparidades que poderiam confundir os result� 

dos_; no entanto, pode-se .verificar que a co_ncentração a 8.10 4

cels/ml foi a que menos variações apresentou tanto nas avalia 
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Tabela 10. Resultados da contagem, a duas altur as acima do so 

lo, dos feixes vasculares d escoloridos do colmo de 

cana-de-açijcar, var. Co 419, em plantas ino culadas 

com X. albilineans (X 419) em diferentes concentn, 

·ções ª1 .

Plantas Altura dos Nijme ro de feixes vasculares descolori dos 
pontos exçi 

i nocu.l adas mi na dos do 
colmo (c·m) 

8. 10
4 

8. 10
6 

8. 10
8 

cels/ml cel s/ml cels/ml 

1 a. 3 l 4 6 

10 o 4 2 

2a. 3 3 3 5 

1 O 3 o 2

3a. 3 l 2 4 

10 o 1 l 

4 a. 3 l 6 3 

l O ,. 3 o 

5a. 3 l _b /.
5 

l O o -- l O

Testemunhas 3 o o o
-

10 o o o 

a/ A avaliação foi efetuada 90 dias apos a inoculação; as teste

munhas (5 plantas) foram inoculadas com agua esteril. 

b/ Planta perdida 
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Ta b ela 11. Tamanho das planta s de cana-de-açúc.ar, va:r. Co 419, 90 

·dias apôs a inoculação de!• albilineans (X 419) em

diferentes .concentrações e n� mêdio de feixes vascu

l a r e s d e s c o l o ri d os o b s e r v a d os no c o l mo a d u a s a l tu ra s .

Inõculos Altura das plantas 
(cêlulas/ml) ( Clll) 

19 29 39 49 59 
pl. pl. pl. pl. pl. 

8. l o 4 45 57 6 8 70 66 

8. l 0 6 57 61 69 45 a/ 

8. 10 8 46 50 55 53 25 

Testemunhas b / 70 75 72 73 . 70 

a/ Planta perdida
b/ 

As testemunhas foram inoculadas com

Números medi os de 
feixes vasculares 

descolori dos 

Medias A 3 cm A 10 cm 
do solo do solo 

61 l , 4 0,8 

58 3,7 2,0 

46 4,6 3,0 

72 o o 

----.. ·-· --------

agua e·steril·. 
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çoes do n9 de plantas com sintomas externos como no n9 de 

feixes vasculares descoloridos entre uma altura e outra. 

Observou-se, ainda, relacionamento direto entre 

n9 de feixes vasculares descoloridos no colmo e o tamanho do 

colmo eni altura (Tabela 11).-

Houve, também, rel <1çã_o d·i reta entre· a concentra 

ção do inõculo e os sintomas externos nas folhas e n9 _de 

feixes vasculares descoloridos. 

5.3.4. Avaliação de resist�ncia varietal pelp n9 de 

feixes vasculares descoloridos com a 

çao de cultura pura de x.·albilineans. 

5. 3.4. l. Experimento l

inocula 

Os dados originais do n9 de feixes vasculares 

descoloridbs encontrados estão reunidos na Tabela 12. A varie 

dade Co 331 apres�ntou o menor n9 de feixes vasculares descolo 

ridos e a variedade CB 45-155, o maior. 

de l _5, 5 3%. 

O coeficiente de variação deste experimento foi 

O valor F foi significativo tanto ao nível de 

5% como a 1%. Pelo teste de Tukey a 5% ( t, = 0,333), O X Co _. 

331 não diferiu estatisticamente do X Co 421, porem, houve di 

ferença significativa entre o primeiro e os outros dois, X H 

50-7209 e X CB 45-155.·
·• 

Não houve diferença siginificativa entre X Co 
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Tabela 12. Re sultados da contagem dos fe ixes vasculares d e scolo 

Variedade s  

CB 45-155 

Co 331 

Co 421 

H 50 7209 

ridos 4 5 dias apos a inoculação com 8.10 5 celulas/ml 

d e X • a l b i l i n e a n s e m q u a t r o v a ri e d a d e s d e c a n a -de-as_ u

cRr (Experimento l) 

Repetições 

la. 
2a. 
3a. 
4a. 
5a. b/Testemunha 
la. 
2a. 
3a. 
4a. 
5a. 

Testemunha 
la. 
2a. 
3a. 
4a. 
5a. 

Testemunha 
ia. 
2a. 
3a. 
4a. 
5a. 

Testemunha 

N�mero de feixes vasculares descoloridos a/ 

Por planta d_a p arcela 

l� 2� 3� 4� 5� 6�
pl. pl. pl. pl. pl. pl.

l 4 2
l l O
o o o

l 2 2
4 5 2 
o o o

o o o 

O l O
o o o

1 O O

l O O
o o o

O l l 
o o o

3 l 2
4 O 2 

O O l 

o o o

l 7 l

O 4 l
O l l 

2 l 3
2 1 2 

·O O O

6 l O
8 2 l
l 2 l
3 l 2

O 2 l
o .. o o 

l O O
2 O º· 

2 O O 
O O l
5 O O 
o o o

O l ·3
1 l l 

o o o

O 2. O

O 2 l
o o o

7 O 2 
l O O
O 2 l
O l l 
O l l 
o o o

Totais 

14 
13 
4 

l l 
14 

l 
3 
2 
2 
6 

6 
3 
6 
8 
5 

18 
6 
5 

8 
6 

Medi as 

2.333 
2. 166
0.666
l. 833
2.333

O. l 66 
0.500 
·O .333
o. 333
l .000

l .000
0.500
1.000
l. 333
0.833

3.000 
l .000
0.833 
l . 333
1.000 

ª / A c o n ta g e m f o i f e i ta n o n o ma i s p r ô x i mo , a 5 c m d o s o l o , n a re .. 
gião da cicatriz da bainha foliar. 

Q/ As testemunh as foram inoculadas com agua esteril. 

·•
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·421, X H 50-7209 � � CB 45-155.

Ao nível de 1% pelo teste de Tukey ( 6 =0,427) 

não houve diferença significativa entre X Co 331 e X Co 421 e 

X H50-7209 nem entre X Co 421, X H50-7209 e X CB 45-155. 

O e s t u d o e s ta ti s t i c o d e s te s d a d o s e n c o n t r a - se no 

Apêndice 1. 

5.3 .. 4.2. Experimento 2 

Os dados originais do numero de feixes· vascula 

res descoloridos encontrados estão registrados na Tabela 13. A 

variedade Co 331 apresentou o menor numero de feixes vascula 

res descoloridos e a variedade CB 41-76, o maior. 

O coeficiente de variação deste experimento foi 

de 16,52%: O valor F foi significativo ao nivel d e  5%. 

Pelo teste de Tukey a 5% (6 = 0,449) não houve 

d i f e r e n ç as e n t r e X e o 3 3 1 ;- X e B 40.� 7 7 e X e B 4 O ..: 6 9 , n em 

X CB 40 .:.17, X CB 40-69, X CB 40-13 e X cs· 41-76. 

en tr-e 

O estudo estatísti·co destes dados encontra-se no 

Apêndice 2. 

5.4. Estudo de sobrevivência de X. albilineans in vitro e 

in vivo. 

5.4.1. Sobrevivência de X. albilineans em suspensoes 

em ãgua est�ril conservadas a temperatura de 

- 15,0QC.
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Tabe la 13. Resul t ados da contagem dos f eixes vascular es descolo 

ridos 45 dia s apos a inoculação com 8.io 5 cêlulas/ml 

de X. alb ilinean s em cinco variedades de cana-de-açQ 

car (Experimento 2). 

Numero de feixes vasculares descoloridos a/ 

Va riedades Repetições Por planta da parcela Totais Médias 

a 
h 

a 2,,. a3,,. 4� 5� 6� 
pl. pl. pl. pl. p l. pl. 

CB 40-13 la. 3 3 5 2 3 o 16 2.666 
2a. l 3 3 2 l 8 18- 3.000
3a o 2 2 l o 2 7 l . 166
4a. 4 9 4 o 3 o 20 3.333
5a. b/ l o o 2 2 4- 9 l. 500

Testemunha o o o o o o -

CB 40-69 la. o 2 o 8 3 3 16 2;666 
2a. 2 3 o o l l 7 l . 166
3a. 3 4 o 2 o l 10 l. 666
4a. 6 o 5 l o 3 1 5 2.500 
5a. 2 2 4 l 4 . l 14 2.333 

Testemunha o o o o o· o 
CB 40-77 la. l 3 O· 2 6 o 12 2.000 

2a. 3 o o 2 2 o 7 1 .166 
3a. l 3 2 . 3 2 l 12 2.000 
4a. l 2 o 2 o o 5 0.833 
5a. l 2 2 o 5 2 12 2.000 

Testemunha o o o o o o 

CB 41-76- la. 10 4 5 l 2 o 22 3.666 
2 a. 8 4 o l 2 l 16 2.666 
3a. o 3 2 8 l 3 17 2.833 
4a. 2 o o o 3 1 6 . l .000 
sa. 4 o 6 3 3 8 24 4.000 

Testemunha o o o o o o 

co 331 l a. o l l o 3 o 5 0.833 
2a. 3 l o l " 

o 8 l. 333..) 

3a. l l ·o o o o 2 0.333
4a. l o 2 l o l 5 0.833
5 a. o o 2 l 3 l 7 l . 166

Testemunha o o o o o o 

i/ A

·•

contagem foi feita no no mais p rõximo, a 5 cm do solo, na regi ão da ci ca 
-

triz da bainha fol iar. 
b/ As testemunhas foram inocu ladas cor, agua es têril.
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os'resultados do ensaio de sobrevivência da X., 

albilineans em suspensoes aquosas estêreis ã temperatura de 

-15,0QCsão apresentados na Tabela 14. Nela estão.os dados obti

dos atê 193 dias de armazenamento, quando as bactêrias nao fo 

ram mais viãveis e o ensaio foi suspenso .. 

São tamb�m apresentados os dados dos testes de 

patogenicidade em milho doce que tinham por objetivo ve�ificar 

a perda de viabilidade e patogenicidade dá bactêtia em estudo. 

5.4.2. Sobrevivência de X. albilineans em folhas de ca 

na-de-açúcar com sintomas típicos de doença,co� 

s e r va d as à tem p e r a tu r a d e - 1 5 , O Q C .. 

Os dados deste ensaio, coletados atê 390 dias, 

estão contidos Da Tabela 15. A coleta dos dados de sobr�vivên 

eia e patogenicidade foram encerrados quando o isolamento da 

bactêria e os testes de:patogenicidade em milho doce passaram 

a ser_ negativas, indicando morte das bact�rias armazenadas no 

tecido doente. 

5.4.3. Sobrevivência de x.· albilineans em folhas secas 

de cana-de-açúcar com sintomas típico� da doen 

ça, conservadas ao ambiente no laboratório. 

Os resultados· deste ensaio estão contidos na Ta 

bela 16. Aos 25 dias deu-se por encerrado o ensaio, pois nao 

foi mais possível constatar a presença de exsudato, isolar ou 

'. 
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T abela 14. Resultados do ens a io de sob�evivência e patogenici 

dade da X. albilineans (X 419) conservada em agua_ 

estêril � temperatur a de - 15,0QC a / 

Oi as de 
sobrevivência

o 

21 

38 

70 

l O 5

l 4 l .

182 

193 

Crescimento em 
. me i o d e c u l t•u r a 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

a/+ = bactêria� viv as e p atogênicas;

sem patogenicidade. 

Patogenicidade em 
milho doce 

+ 

+ 

+ 

. + 

+ 

+ 

+. 

= bactêrias mortas e 



58 

Tabela 15. Resultados do  ensaio de sobrevivên�ia de X. albili 

neans em folhas frescas de cana-de-açficar com sinto 

mas tipicos da Escaldadura das folhas â temp�ratura 

de - l5,09C ª /. 

Dias de 
sobrevivência 

o 

27 

63 

81 

109 

l 5 l

l 71

186

220

255

291

332

365

390

Presença de 
Es xuda·to 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Crescimento em 
meio'de cultura 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Patogeni cidade 
em milho doce 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

a/+ = bactérias vivas e patogênicas,

sem patogenicidade. 

= bactérias mortas e 
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testar a patogenicidade do extrato macerado da folha. 

Tabela 16. Resultados do ensaio de sobrevivência de X. albili 

neans em folhas secas de cana-de-aç�car com sinto 

mas tlpic6s de Escaldadura das folhas, conservadas 

ao ambiente ·no laborat6iioª1
. 

·bi ii"s · de
sobrevivência

P r e s e_ n ç a · d e 
esxudato 

Crescimento 
em meio de 

cultura 
Patogenicidade 
em milho doce 

o + + + 

5 + + + 

10 + + + 

l 5 + + + 

20. + + -+ 

25 + 

a/+ = bactêrias vivas e patogênicas,

sem patogenicidade. 

= bact�rias mortas e 

5.4.4. Sobrevivênci� de X. albilineans em terra seca ã .. 

sombra e esterilizada, conservada ã temperatura· 

de 28,09C. 

-

O ensaio foi dado como encerrado apos o 259 dia 

da data do inicio, quando, pela segunda vez, o desenvolvimento 
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de col6nias em meio de cultura se tornou negativo (Tabela 17). 

Aos 15 dias jâ houve certa dificuldade para se 

conseguirem algumas col6nias da bact�ria. Todas as col6nias 

de bact�ria obtidas em meio de cultura foram inoculadas em mi 

lho doce para os testes de patogenicidade e identificação dos 

isolados. 

Tabela 17. Resultados do ensaio de sobrevivência de X. albili. 

neans (X 419) em terra estêril seca ã sombra,conser 

vada ã temperatura da 28,09c ª1 . 

Dias de 
sobrevivência 

o 

5 

1.0 

1 5 

20 

25 

Crescimento em 
meio de cultura 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

Pa togeni ci dadé 
em milho d_oce 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

a/+ = bactêrias vivas e patogênicas,

sem patogenicidade .. 

= bactêrias morta� e 

5.4.5. Sobrevi�ência de X. albilineans em cilindros de 
-

aço conservados a temperatura de 28,0QC . 
.. 

O ensaio foi dado como terminado apos 156 ho 
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ras, quando as bici�rias dos cilindros nao deram mais colônias 

desenvolvfdas no meio da cultura. Este resultado corresponde 

â sobrevivência da b�ct�ria X. albilineans ( X 419) em cilin 

dros de aço por 6 dias. 

Os dados originais deste ensaio constam da Tabe 

l a 1 8.

Tabela 18. Resultados do ensaio de sobrevivência de X. albili 

n e a n s · ( X 4 l 9 ) e 111 c i l .i n d r o s d e aço c o n s e r v a d o s â tem 

peratura de 28,0QC. 

Horas de 
sobrevivência 

o 

24 

48 

72 

9G 

108 

l 20

132

J44

l 56

Oi as de 
sobrevivência 

o 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

Crescimento de colônias 
em meio de cultura a/

. + 

+.-

+ 

+ 

+ .- . 

+ 

+ 

+ 

+ 

a/ Ap6s 156 horas nao houve mais desenvolvimento de bact�rias. 

dos cilindros contaminados. 
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5.4.6. Sobr evivência de cinco isolados de X. albilineans 

em suspens oes em agua estêril, submetidas a di 

ferentes tem�eraturas de in ativação. 

Os dados originais deste ensaio estão expostos 

na Tabela 19, onde se pode verificar que X 45, X 421, X 980 e 

X 419 tiveram c omportamento semelhant e a50,09C no entanto, X 

419 e X 980 apresentiram uma grande q ueda no numero de col6 

nia s que desenvolveram em cultura, indicando uma parcial inati 

vação das celulas bacterianas. 

A �2,09C estes mesmos isolados foram t o  ta 1 mente 

inativados, não tendo desenvolvido nenhum a col6nia em meio de 

cultura. 

O isolad o X RSD que, diferindo de todos os outros 

isolados, apre sentou desenvolvimento anormal em meio de cultu 

ra, tambem reàgiu de maneir a difer_ente ao tratamento .têrmic o; 

a inativação parcial, com grande queda n o  número de col6nias de 

senvolvidas em cultura, s6 otorreu a 549C, e somente a 54,0QC 

a inativação se t orno u total . 

.. 
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Tabela 19. Resultados do ensaio de sobrevivência de isolados de 

�. albilineans em suspensões aquosas.submetidas a di 

ferentes temperaturas de inativaçâo durante 15 · minu 

tos. 

Efeitos das temperaturas de inativa 

Isolados Sem tratamento çao sobre os -isoladosª1 .·

terniico 48,09C 50,09C 52,09C 54,09C 56,09C 
. .-

X 419 + + + 

X 45 + + + 

X 980 + + + 

X RS D .+ + + + +· 

X 421 + + + 

a/ 
+ = crescimento normal de bactêrias, = .inati�ação · tot-a l

das bactérias. 



6. DISCÜSSAO

6.1. Mêtodos de -isolamento da bactêria X. albilineans em cul 

tura pura. 

O mêtodo de isolamento com pipeta de Pasteur foi 

superior .ao �êtodo original de DEAN (1974) por permitir o isa 

lamento direto do ponto de esxudação da bactêria. No mêtodo de 
. . ' . ' 

. 

DEAN, apõs a localização da esxudação da bactêria os feixes vas 

culares são vedadoi, a ·seguir as folhas são superficialmente es 

terilizadas e o isolamento ê feito por têcniéa usual. 

Os mais variados mêtodos pre.conizados pela lite 

• ratura consultada foram experimentados, desde o da simples ma�e

ração de tecido afetado em âgúa esterilizada e semeio em meio

de cultura
i 

muito comumente utilizado na fitobacteriologia, atê

aos mais sofisticados, como o de PERSLEY (1972), que emprega

meio de cultura seletivo (com penicilina G e ciclo hexamide) p�

ra a X. albilineans.
·•

ARRUDA (1944), no Brasil, desenvolveu um mêtodo 
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original dE isolamento indireto desta bactéria, método esse que 

fqi também experimentado vãrias veze�; no entanto, em nenhuma 

oportunidade obteve-se sucesso. 

A maior dificuldade é a localização-da exsudação 

de ·bactérias pelos feixes vasculares, ao microsc6pio. A retira 

da desta exsudação pela pipeta de Pasteur faz-se por capilarid! 

de e com isto uma densa e segura quantidade de células bacteria 

nas é facilmente coJetada e depo�itada em meio de cultura e sua 

rãpida mult�plicação ocorre em poucos dias. 

6.2. Meio de cultura mais apropriado ao desenvolvimento da 

bactêria X. albilineans. 

Com o intuito de minimizar ó tempo de adaptação 

através do enriquecimento do meib com um suprimento adequa�o de 

aminoâcidos, ,principalmente metionina e ãcido glut�mico, subst! 

t�iu�se no meio de Wilbrink a pep_tona por uma fonte mais rica 

em aminoãcidos, a Neopeptone (DIFCO). Isto produziu efeitos sur 

preendentes no crescimento da baciéria. A este meio de·cultura 

modif�cado denominou-se W-2. 

Estas dificuld�des são observadas principalmente 

quando do isolamento da bact�ria de material doente para o meio 

de cultura, onde o tempo de incubação se prolonga muitas vezes 

por ate mais de 10 dias. A fase de adaptação ao meio artifi. 

cial parece bastante demorada, dificultando a rãpida prolifer! 

ção da bactéria. 
·•

A X. albilineans e uma espécie atlpica de Xantho
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monas (DYE, 1966) e tem seu desenvolvimento bastante lento em 

meio de cultura. 

WILBRINK (1920) jâ havia deparado com esta difi 

culdade e o desenvolvimento do meio de Wilbrink foi uma grande 

descoberta. DELL e CONTREL-DORMER (1932) modificaram o meio 

d e �Ji l b r i n k i n c l u i n d o o N a S O 4 , t a l v e z n a t e n t a t ·i v a d e c o n s e r

v a r r o r ma i s tem p o o r H ct o me i o . NO R T 1: ( l 9 2 5 ) -e AR R U D A : ( 1 9 4 4 ) 

�tilizaram meio de Gultura com caldo de cana-de-aç�car para iso 

lamentos indiretos da bactêri�. PANACOPOULOS (1969) cita a X. 

albilineans como bacteria deficiente em metionina e DYE e LELLIOT 

( l974), em ãci do gl utâmi co. 

Outros meios ·com acresci mo de Vitaminas, .tampon� 

dos com fosfatos foram experimentados, mas em nenh�m se canse 

guiu uma meihoria do meio de Wilbrink. 

Pode-se verificar no ensaio de meios de cultura 

modificados de Vilbrink, usados para isolamento de bactéria, que_ 

que a mistura de aminoâ�idos mais putificada p�oduziu bom efei 

to tanto na qualidade como na quantidade de culturas puras obti 

das (Tabela 3). 

Este ensaio de meios de cultura foi realizado na 

fas·e de isolamento, devido p.O fato de ·ser crucial esta etapa na 

obtenção da bactéria. 

6.3. Mêtodo e local de inoculação de cêlulas bacterianas de 

culturv. pura de X. albilineans. 

Com o intuito de testar ou descobrir uma forma 
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eficiente de ino�ulação em milho doce e em cana-de-açúcar, pr� 

cedeu-se ã experimentação dos diferentes metadas encontrados na 

li teraturà. 

O sucesso na inoculaçcto de X. albilineans, carac 

terizado pela pronta reação da planta mostrando os sintomas tt 

picos da doença, depend:� diretamente do mêtodó de inoculação uti 

lizado (WILBRINK, 1920; NORTH, 1925; ARRUDA, 1944). 

O n um e r o d e rn e to d o s d e i no c u l a ç ão d a b a c t e r i a ca u 

sadora da Escaldadura das folhas da cana-de�açucar tem-se avolu 

·mado com o correr dos anos (KOIKE, 1971), mas inoculações no to

lete por injeção, antes do .. plantio, ou injeção de bactérias na

região do palmito foliar são os preferidos para os testes de P!

togenicidade (WILBRINK, 1920; NORTH, 1925; ARRUDA; 1944). A in

jeção da bactéria em toletes antes do plantio produz sintomas 

nas folhas _ap6i 90 dias. A injeção da bactéria no palmito fo 

liar propicia avaliações ap6s 10 a 20 dias (MARTIN e ROBINSON , 

l 9 6 l ) . No e_ n ta n to , m u í-t as p l a n tas , f r e q _íl entemente , d e i x a m de re

produzir os sintomas e conduzem a interpret�ções err6neas. 

· PERSLEY (1972), inoculando milho doce com isola

dos de X. al bili neans, conseguiu provar a patogeni cidade da bac 

teria e reproduzir sintomas id�nticos aos da doença da cana-de

açucar, com redução do tempo de observação de sintomas externos. 

O corte de folhas com tesoura infestada, utiliz! 

do por ROBBS (1962) na inoculação de Pseudomonas solanacearum,e 

o método de introdução de palito com bactéria ·no interior da 

planta, usado por WINSTEAD e KELMAN (1952), aplicados na inocu 
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lação de X. albil1n�ans nao deram res�ltado positivo, talvez p� 

la rapidez do crescimento das folhas associada ã lentidão da mul 

tiplicação das células bacterianas. O método da capa de aluml 

nio de KOIKE (1965), que é uma modificação do método de ANTOINE 

e RICAUD (1961 ), não deu resultado satisfatôrio, pois poucas fo 

ram as plantas que mosti·aram sintomas. Dentre os métodos de ino 

culação experimentados, o método da injeção da bactéria no pa! 

mito foi o melhor e o mais eficiente, como mostra a Tabela 6:

O milho doce�. sempre mais eficiente na reprod� 

çao dos sintomas da.bactéria, .sendo um suscetlvel bom indicador 

da presença �a bactéria X. albilineans 

6.4. Local de inoculação de X. albilineans, por injeção no. 

palmito foliar. 

Quanto mais pr6ximo do meristema. apical a bacte 

ria e injetada, mais precisos são os resultados, qualitativa e 

. quantitativamente. No entanto, a inoculação não deve ser feita 

junto do meristema apical, ou no prõprio meristema, pois o tra� 

ma meiânico pode causar serias danos ã planta e os sintomas PQ 

, dem aparecer de modo atlpico, 6correndo a podridão do meristema 

apica·1 e levando a planta ã morte (Tabela 7)� A posição ideal 

para a inoculação no palmito foliar foi a de 5 cm acima do me 

ristema apical (90% das plantas de cana-de-açijcar e 100% das de· 

milho doce mostra.ram sintomas quando inoculadas nesse local).· 

Da mesma maneira que EIRA (1972) testou o local. 

do palmito de maior efici�ncia na reprodução dos. sintomas de Fu 
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sarium monilifórmes_, procurou-se fazer com a bactêria da Escadal:

dura das folhas a determinação do local exato que desse resulta

dos mais uniformes e positivos. Os experimentos .mostram que

quanto mais prõximo ã região de crescimento a bactêria foi colo

cada, melhàres foram os resultados obtidos,, ·concordando com

NORTH (1925), que jã afirmava que o melhor local de inoculação

seria nas areas e plahtas em ativo estado de crescimento, embo

· r a s e 111 d e te r mi na r no. p a l 111 i to f o l i a r o 111 e l h o r p o n to par a e s ta i no

culação.

6.5. Avaliação da resist�ncia varietal pela inoculação de ce 

lulas bacterianas· de- cultura pura de X. albilineans P!. 

lo mêtodo da injeç.ão no palmito foliar (5 cm acima do me 

ris.tema apical). 

Ap6s a determinação do melhor m�todo de .inocula 
-

çao e da area d9 palmito. mais adequada para o teste, iniciou-se 

a avaliação da resist�ncia varietal, usanao-se variedades su�c! 

tlveis e resistentes como padrões para a perfeita avaliação do 

mêtodo de inoculação na seleção de variedades de can a-de�açucar 

resistentes a esta bacteriose. Desta forma, variedades resis 

tentes, ·suscetlveis e in�ermediãrias, assim como algumas consi 

deradas canas nobres, foram selecionadas para os ensaios de ve 

rificação da viabilidade do mêtodo na qualificação destas varie 

des. 

No primeiro ensaio, com 11 variedades de cana 
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de-açficar, experimentou-se a padronização de in6culo e da ida 

d e d a p l a n ta , na te n ta t i v a d e , _ c o 111 o s p a d r õ e s i n te r n a c i o na i s de 

avaliação de sintomas, averiguar a viabilidade do metodo na se 

leção de variedades resistentes (Tabela 8). Algumas varied.i 

des tidas como altamente resistentes, como a Co 331 e a POJ 

2878, reproduziram os sintomas tfp�cos, mostrando alto grau d� 

suscetibilidade� concentração do in6culo utilizado. Outras, 

como a CB 45-155.• � a 'CB _56-126, classificadas como suscetfveis, 

rea�iram como resistentes, mostrando sintomas nTtidos mas em 

quantidades mTnimas. 

RICAUD e PAULO (1970) utilizaram in6culo com 40 

e 60% de absorção a 800 JJ sê'm conseguirem distinguir diferen· 

ças nas p1antas inoculadas. NORSE (1973), com metodo original 

de inoculação por meio do aparelho Panjet, utilizou uma suspe� 

são bacteriana com 50% de .absorção a 800 µ. Num es:tudo de p� 

togenicid�de de diferentes isolados em va�iedades de-_ c��a-de

açficar, PERSLEY (1973a) utilizou uma concentração de suspensao 

bacteriana de-6.10 8 celulas por mililitro. 

WINSTEAD e KELMAN (1952) concluira� que quant! 

dade de in6culo e resist�ncia de tomateiro a Pseudomonas sola 

nacearum estavam diretamente correlacionados. 

Neste estudo, a inoculação de grande qu�ntidade 

de celulas bacterianas· (8.10 8 celulas/ml) deve ter influencia'

do de modo uniforme a suscetibilidade das variedades testadas, 

não possibilitando uma real qualificação destas variedades, de 

vida ao excesso de bacterias. 
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Este resultado contraditõrio, ·obtido pela ava 

li ação dos sintomas externos, levou-nos ã procura de outras for 

mas de avaliação que dessem resultados mais seguros, como a ava 

liação da colonização do sistema vascular das plantas inocula 

das pelo n�mero de feixes vasculares descoloridos. As plantas 

inocula�as mostratam reações gradativas·muit6 mai_s nTtidas que 

os sintomas exte_/nos. No HavaT, KOIKE (1971) cita que, nas Vi 

ried�des que não mdstram sintomas externos apõs a inoculação,. 

são tambêm examinados os sintomas internos de descoloração dos 

feixes vasculares. 

No ensaio seguinte testaram-se 22 variedades de 

cana-de-aç�cir, incluindo as 11 jã experimentadas, todas inocü 

das com uma concentração de 8.10 4 têlulas/ml :,-,- O objetivo vj__

sado era o de, reduzindo-se a quantidade de cêlulas bacteria 

nas, di-minuir a manifesta9ão dos sintomas-externos que possj__ 

velmente tinham sido causados pelo excesso oe inõç1Jlo·. 

RI C A U D ( 1 9 6 8 ) a f i r ma que a c o n c e n tração d e b a c 

teria no inõculo natural, comparada ã de qualquer inoculação 
-

artificial, e baixa. 

Usando o critêrio de descoloração vascular foi 

possTvel avaliar a resistência varietal 20 dias apõs a inocula 

çao das plantas com 8.10 4 cêlulas/ml. A avaliação de resist��

eia varietal pelos sintomas externos não foi realizada pela a�. 

sência dess�s sintomas em muitas plantas inoculadas, indicando 

claramente_a superioridade dos sintomas internos sobre os ex

ternos, desde que não haja interferência de outros fatores. 
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O n9 de feixes vasc ulares descoloridos e a prese_!! 

ça assegurada da bacteria nos fe_i xes vasculares colonizados em ca 

da planta inoculada deu margem a uma anâlise mais concreta para uma 

classificação quantitativa da reação de resistência a 1· albilineans. 

Este sintoma no colmo das plantas infestadas p� 

l a X . a l b i 1 i n e a n s ê b as ta n te c o n h e ti d o . �H L 13 RI N K ( 19 20) , NO R T H

(1925), ARRUDA (1_944), MARTIN e ROBINSON (1961), WISMER (1968) 

� RICAUD e PAULO (1970) citam que estes sintomas estão sempre 
. 

. 

presentes nas p lantas inriculadas, mesmo que estas não produzam 

sintomas externos que s6 se manifestam quando as condições am 

bientes são muito favorâveis. 

RICAUD e PAUbO (1970), estudando a viabilidade 

da bactêria no colmo, encontraram-na em maior quantidade nos 

feixes vasculares da parte mais basal das plantas inoculadas 

e afirmam que isto facilita a disseminação da doença pelo fa 

cão de corte. 

NORSE (1973), no entanto, admite qúe os sinto 

mas de descoloração dos feixes vasculares podem ier confundi 

dos com outras enfermidades e não devem ser utilizados na de 

terminação de resistência varietal. 

Os sintomas externos sao realmente indicações. 

fortes de que uma variedade ê suscetlvel e quanto mais inten 

SOS sejam eles, tanto mais suscetlvel serã a variedade, porem, 

os sintomas de necrose e obstrução dos feixes vasculares indi 

cam facilidade de multiplicação da bactêria e são, aparenteme� 

te, mais precisos, pois permitem separar variedades tolerantes 

â b�ciêria em questã�. 
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A descoloração vascular p6de estar muito mais 

correlacionada com a baixa produção da lavoura do que um sinto 

ma externo e sua infiuência estara sempre pr�sente, mesmo que 

a planta não manifeste sintomas externamente. 

Os in6culos utilizados nestes dois ensaios eram 

misturas de varias isolados (3 no primeiro � 5 no segundo ) que 

poderiam ter influenciado particularmente a reaçao de alguma 

variedade devido ã .ocorrência de estirpes diferentes, fato re 

ferido por varias autores (ANON, 1964; BISESSAR, 1965, KOIKE e 

ROGERS, 1967; :PERSLEY, 1973a). Procurando sanar uma possivel 

causa de erro experimental e confirmar a utilização deste sirr 

to ma i n te r n o n a q u a l i f i e a ç ão d e v a r i e d a d e s , te s ta r a m -s e d i f e 

rentes niveis de in6culo do isolado X 419 na variedade Co 419. 

A Tabela ll enseja a comparação -do tamanho das 

plantas inoculádas com o das testemunhas; todas as plantas ino 

culadas apresentaram menor crescimento, demonstrando mais uma 

vez que, mesmo não se �anifestando os sintomas externos,os dis 

turbi"os fisioÍ6gicos internos são capazes de influenciar a pr� 

dução. 

E s te e n s a i o , c u j o s r e s u l ta d-o s f o r a m o b t i d o s 9 O 

dias apos a inoculação, mostrou que somente uma alta concentra 
- .-

- . .  - . 8 -
çao de inoculo (8.10 celulas/ml)pode induzir uniformemente 

sintomas externos, enquanto que concentrações menores ( 8.10 4

c�lulas/ml) somente induzem sintomas internos. 

A quantidade de feixes vasculares descoloridos 

cresce com o aumento da concentração d� in6culo, diferença es 
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-

ta nao observada por RICAUD e PAULO (_1970), quando testaram 

concentrações diferentes de in6culo e utilizaram os sintomas 

externos na avaliação do ensaio, 

O ponto do colmo a cuja altura os feixes sao 

mais descoloridos e numerosos, devido ã colonização da bactê 

ria, locali_za-se na parte mais.baixa do colmo; e:;;_tes dados es 

tão de acordo com. as observações de RICAUD e ·PAULO (1970). 

Uma yez determinados os fatorés que mais 

feriam no mêtodo de avaliação de resistência varietal 

inter 
-

pelo nu 

mero de feixes vasculares descoloridos, realizaram-se dois ex 

perimentos (Tabelas 12 e 13), cujos resultados indicaram haver 

correlação entre os dados d� avaliação da resistência varietal • 

pelas sintomatologias externa e interna. As avaliações pela 

sintomatologia externa foram _obtidas. em condições de campo e 

inoculações artificiais em casa de vegetação, enquanto as ava 
' 

liações pe,la descoloração vascular� que permitem a separaç_ao 

de plantas resistentes, tolerantes e suscetiveis, foram obti 

das em condições de casa de vegetação. Os dados obtidos permi 

tem a suposição de que este ultimo mêtodo de avaliação ê mais 

preciso e eficiente pela sua rapidez e diminui a possibilidade 

de ipterferência de outras ·doenças ou fatores do ambiente que 

interferem na manifestação dos sintomas externos . 

. A v a ri e ·d a d e C o 3 31 , ta n to no e x p e ri me n to 1 com o 

no ixperimento 2, foi a variedade que apresentou numero menor 

de feixes vasculares descoloridos e na anãlise do seu histõri 

co constatamos que ela sempre ê tida como uma das variedades 
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As variedades nacionais CB 40-13 e CB 41-76, am 

bas muito cultivadas em todo o Brasil, apresentaram grande nu 

mero de feixes vasculares descoloridos em relação 

são vari�dades tidas como mais suscetlveis. 

Co 331 e 

A utilização de cultura pura da bactêria possl 

bilitou a padronização da concentração do inõculo com 8.105 cê 

1·u1as/mlefoi posslvei avaliar-se a resistênc·ia varietal pela 

descoloração vascular na metade do tempo normalmente usado P! 

ra avaliações pelos sintomas das folhas. A altura do ponto do 

colmo em que a contagem do nGmero de feixes vasculares descolo 

ri dos foi realizada mostrou que as diferenças entre uma e ou 

tra planta não interferiu significativamente, pois o coeficien 

te de variação tanto no experimento 1 como·no 2, foi mêdio. 

A anãlise global dos resultados de ava·1iação de 

resistência varietal pela descolo�ação vascular ainda.não nos 

autoriza a dizer que o mêtodo ora proposto permita sua utiliz! 

ção em larga escala. Ela p�rmite, no entanto, di�er que o me 

todo retrata com maior veracidade a extensão da colonização da 

planta pela X. albilineans e possibilita maior precisãq de se 

leção sobre as plantas t6lerantes ao agente patogênico .e atê 

mesmo a sua eliminação. A eliminação de plantas tolerantes ja 

não ê posslvel se utilizarmos sõ a sintomatologia das folhas. 

E conveniente ressaltar que no mêtodo de avalia 

çao �m estudo a precisão experimental tende a ser maior devido 

ã s · s e g u i n te s v a ri ã v e i s c o'n t r o l a d as to ta l o u p a r c i a 1 me n te : 



a . colmos-sementes tratados termicamente e possivelmente 

vres de outras bactérias; 

b. idade e tamanho das plantás padronizadas;
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c. ambiente da casa de _vegetação com temperatura é umidade do

solo parcialmente controladas;

d. inoculação com culturas puras da bactêria;

e. concentração de bact�ria controlada;

f. estirpe de bactêria constante;

g. local de inoc�lação prê-determin�do;

h. epoca de avaliação constante.

Acredita-se que, com o controle das vari'âveis 

enumeradas, se evitou a interferêricia de outros agentes patog� 

nicas que podem tamb�m causar descoloração vascular,tais como: 

a) agente do 'Raquitismo das Soquei_ras; b) agente do 11 Ch1oroti:c

Streak 11

; c) Fusarium moniliformes; d) Colletotrichum falcatum; 

e) bactêrias da microflora .vascular, habitantes·. normais· das

plantas (TOKESHI et alii, 1974). 

Cabe, no entanto, lembrar que o método de ava 

liação de resistência varietal pela descoloração vascular, ap� 

sar de ser mais eficiente que a avaliação pelos sintomas extei 

nos, e mais difícil de ser aplicado na atual fase de desenvol 

vimento de todas as instituições encarregadas de efetuarem pe! 

quisas em canà-de-aç�car rio pais .. 

A persistência .da avaliação. de resistência va 

rietal pelos sintomas externos e um dos fatores mais importa_!! 



77 

tes para a disseminação da bactéria a novas areas do país atra 

ves dos colmos tolerantes â bactê0ia. 

6.6. Estudos de sobrevivência da Y. albilineans 

i n vi v o·. 

in vitro e 

Estes ensaios foram realizados para elucidar um 

fato observado quando do isolamento da bactéria de partes afe 

tadas. 
-

O fato e que, quando colmos ou folhas com sintomas de 

Escaldadura eram cdnservados em congelador, mesmo que por va 

�ios dias, a operaçao do isolamento da bactéria tornava-se mais 

fã c i l 

Submetendo-se, então, folhas frescas com sinto 

mas caracterlsticos da doença, assim como suspensoes aquosas 

de bactêri as, ·ã temperatura de congela dor de· -l5,09C, chegou.�se 

aos resultados mostrados nas Tabelas 14 e 15: em folhas frescas 

congeladas a - l5.,09C a bactêri a permaneceu viãvel e patogênica 

permitindo isolamentos atê 365 dias de afmazenamento, e em sus 

pensao aquosa_, as células bacterianas permaneceram viãveis atê 

182 dias. 

Na literatura consultada sobre X. albilineans 

não fo� ehcontrado nenhum trabalho referente ao assunto, para 

comparaçao. Acreditamos serem estes os primeiros dados sob re 

armazenamento da bactéria em material fresco ou cultura congel! 

da, 

TOKESHI et alii (1974) consideraram estes fatos 

muito concordantes com os da sobrevivência do agente causador 
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do Raquitismo das Soqueiras na cana-de-açijcar e comparãveis aos 

resultados obtidos por MATSUOKA (1972). 

Em cana-de-aç�car com sintomas tTpicos de Escal 

dadura das folhas ocorre a necrose prematura da folha seguida 

de seu secamento. Os restos de cultura, que -são muitas vezes 

reincorpor�dos ao solo, ou simplesmente nele abandonados, cons 

tituern uma das vias mais conhecidas de disseminação e sobrevi 

vência de agente� pa�ogênicos. 

O ensaio foi realizado com o objetivo de deter 

minar por quanto tempo ap6s o sccamcnto das folhas as bact� 

rias permaneceriam viãveis. 

O resultado de laborat6ri� não pode ser direta 

mente extrapolado para as condições de campo, por�m i�dicam 

uma fonte de disseminação de� albilineans, pois esta pode 

permanecer viva at� 20 dias e� folhas secas. 

GOTO (1972) conseg1,1iu sobrevivência X. citri 

atê 3 anos apos a inóculação em tecido corticoso de troncos de 

ãrvores de citrus de vinte anos de idade. R033S e DESLANDES 

(1972), no Brasil, conseguiram sobrevivênci.1 tar..bêm da X. citri 

dura n te 8 me s e s em l e s õ e s .- · é- f o l h a s s e e a s .d e e i t r u s , ç o n s e r v a 

das em ambiente de laborat6rio. 

O ensaio de sobrevivência em solo estêril. foi 

realizado com um �nico isolado X 419, que permaneceu viãvel por 

15 dias. Este resultado não pode ser comparado com sobrevivê� 

eia em condições de campo ou mesmo em solos conservados em ca 

sa- de vegetação, pois de·•acordo com os resultados que GOTO 

(1970) ü"bteve, Xanthomonas citri foi capaz de sobreviver em so 
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lo conservado cm casu de vegetação durante 3 meses e, neste mesmo 

solo, quando conservado fora da casa de vegetn�io, sua sobrevi 

vência duplicou. O mesmo pode ocorrer tambem com esta bactê 

ria. GOTO julga que, provavelmente, o tempo rigoroso (frio do 

inverno) fora da casa de vegetação, eliminando os microrgani! 

mos concorrentes existentes no solo, a deva ter auxiliado nes 

se desempenho. 

As tetnicàs de cons·tatação da X. albilineans em 

�olos contaminados ainda ê uma incõgnita, ou pela ineficiência 

dos processos utilizados na bacteriologia, ou devido ao desco 

nhecimento de cerios fatores intrTnsecos da bacteria. 

GOTO (1971) fez um levantamento de vârias outras 

bactérias patogênicas em plantas cultivadas, comprovando ·sobre 

vivência bastante prolongada destas em solo natural. PERSLEY 

(1973c) assegura que .!G_ albilineans tem capacidade de sobrevi 

ver por poucos dtas no solo. Em outro trabalho (PERSLEY, 1971) 

cita a capacidade desta de sobreviver por aµenas dois dias,co� 

cordando com as observaç5es de HUCHINSON e ROBERTSON (1953). 

Este res_ultado de laboratório pode explicar a 

capacidade de disseminação da bacteria pelo sOlo. HUGHES (1969) 

cita que a âgua de lixiviação pode deslocar,no solo, inócuJos 

de plantas doentes atê plantas sadias. 

A utilização dos roletes de aço deu ótimo resul 

tado, pois procuramos substituir a lâmina de facão por um pr_Q 

duto basicamente semelhante ao utilizado na confecção de fa 

coes. Os rch etes infestados, conservados ã temperatura de 289C 
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em c�mara de incubação, revelaram a sobrevivência da bact�ria 

ate o 69 dia, comprovando a real· eficiência do facão na trans 

missão de planta a planta, momentaneamente, como e apontada 

por todos os estudiosos da X. albil-·neans; o facão utilizado 

na colheita e, pois, o grande transmissor de planta a planta. 

ANTOINE � RICAUD (1961) e RICAUD e PAULO (1970) 

apontam a base do colmb como sendo a região de maior concen 

tração da bacteria, facilitando assim a aderência das c�lulas 

b a e te ri a na s a .o f a e ão . 

WILBRINK (1920) e NORTH (1925) comprovaram a fã 

cil transmissão· da bacteria de colmo a colmo pelo facão infe� 

tado. ARRUDA (1944) observou que, no campo, quando uma tou 

ceira doente estã presente e comum as subsequentes da· mesma 

linha tambem adquirirem a doença ap6s o corte pelo facão, na  

colheita. 

No entanto , em nenhum destes trabalhos encontra 

mos referê.ncias sobre a so.brevivência da bacteria no facão,on 

de ela pode permanecer perfeitamente vi;vel por mais de :séis 

dias, possibilitando a disseminação tambem a longa distância. 

Com a obtenção de vãrios isolados da bacteria 

X. albilineans e, princip�lmente de um denominado X RSD foi

possT�el determinar a temperatura de inativação destes isola 

dos. Da anãlise destes resultados (Tabela 19) p6de-se sep! 

rar os isolados testados em três grupos: a) X 419 e X 980, ina 

ti vação parei a 1 a 50,.0QC b) X 45 e X 421, i na ti vação t.otal · a 

52,0QC; e) X RSD inativação parcial a 54,0QC. 

Experimentando com suspensão e� caldo de cana-
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de-açúcar, MUNGOMERY e HUGHES (1960), con.cluTram que esta bac 

teria pode ser inativada completamente a -temperatu·ra de 50,09C, 

quando e�posta durant� 20 a 30 minutos. 

STEINDL ( 1971) testou o tratan1cnto, tambêm a tem 

peratura de 50,09C, de suspensões de cultura pura e caldo de 

colmos doentes e concluiu que nenhuma bactéria cresceu em cul 
-

tura apos o tratamento durante 40 minutos. 

Os isolados do grupo ij, parecem ter comportame� 

to semelhante ao que MUNGOMERY e HUGHES (1960) testaram e os 

do grupo b, t�m ligação com a temperatura de inativação de STE 
..,... 

INDL ( 1971). 

No entanto, o isolado X.RSD, que suportou a te� 

peratura de 54,09C durante 15 minutos, s6 sendo inativado to 

talmente a 56,O9C, indica a presença de uma estirpe extremamen 

te termorresistente. 

O colmo da cana-de-açúcar afetada -ê o principa.l 

age n te d e d i s s em i n ação · d a b a c tê ri a X • a l b i 1. i n e a n s e m t0Jdo·1 o m u n 

do. 

No Brasil, esta doença, segundo ARRUDA (1944), 

deve ter chegado em colmos doentes de �ariedades australianas. 

A v�riedade Badila, segundo NORTH (1925), foi uma grande diss� 

minadora da bactêria por ser altamente tolerante, fazendo pa� 

sar despercebida a doença, sendo o veTculo de introdução da bac 

teriose em todas as regiões australianas. 

ARRUDA (1944), tratando colmos sefuentes �ortadQ · 

res de X. albilineans pela imersão em ãgua quente a 52,09C por 
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20 minutos, como'o·utilizado por MARTIN et alii (1932), con 

cluiu pela ineficiência do tratamento para a erradicação da bac 

te ri a. 

Outros tratamentos se111el hantes, com variações 

da temperatura, foram jâ experimentados (MUNGOMERY e HUGHES, 

1960; STEINDL, 1967; HüGHES et alii, 1967; SHEFFIELD , 1969 

STEINDL, 1971), usando temperaturas acima de 50,0QC e tempo de 

imersão variando de 20 �inutos a 3 horas; 

MUNGOMERY e HUGHES (1960) observaram, no entan 

to., �ue o tratamenio dos colmos ã temperatura de 50,09C durah 

te 3 horas não era suficiente para eliminar a bactéria. 

STE.INDL (197.l) preconiza um bom tratamento em 

q u e o s c o l mo s s e 111 e n te s a f e t a d o s s ã o s u b me t i d o s a um a i me rs ão p r� 

via em ãgua fria durante 24 horas e em seguida a um tratamento 

em agua quente ·a 50,0QC durante 3 horas. 

No Brasil, a termoterapia efetuada com agua aqu� 

cida a 50,59C durante :2 horas dâ 6timos resultados no contra 

le do Raquitismo das Soqueiras (RSD) da cana-de-açijcar. 

Estes tratamentos, com variações da t�mperatura 

e do tempo de exposição, são hoje ainda utilizados de·modos .di 

versos nos pai ses onde se cultiva a cana-de-açijcar. Em cada pais, 

a utilização de uma ou outra variante e recomendada, 

STEINDL (1971) observa que o tratamento térmico 

realmente nao e capaz de inativar totalmente a bact�ria no col 

mo e que hã uma sobra de células bacterianas atenuadas que müi 

tas �ezes não pode nem. ser isolada em cultura pura, indicando 
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que pode haver a real possibilidade de seleções de estirpes mais· 

ou menos resistentes ao fator temperatura. 

Corno esta pratica de tratamento t�rmico de col-

mos sementes e de uso rotineiro, hâ fortes indicações de ter e� 

te proiesso· selecionad; e ainda estar selecionando estirpes ter 

morresi stentes. 

A patogeni cidade das culturas obtidas apos o tra 

tamento t�rmico não foi comprovada em inocul�ção em suscetlvel 

sadio; no entanto, STEINDL (1971) observa que a volta desta for 

ma atenuada a uma forma virulenta depende ainda de estudos futu 

ros. 



7. CONCLUSÕES

Dos res ultados dos testes e c.xperimentos efetua 

dos foram obtidas as seguintes conclusões: 

1. A inoculação de cultura pura de X. albili

neans, em concentração determinada, a 5 cm acima do· meristerna 

apical e a avaliação dos �internas internos pela quantificação 

dos feixe� vasculares descoloridos permite a separaçao de .va 

riedades resistentes, tolerantes e suscetlveis. 

2. A concentração de cêl ulas bacterianas no ino ·

culo de X. albilineans interfere na av aliação da· resist�ncia 

varietal. 

3. A injeção �e X. albilineans a 5 cm acima do

meristema apical das plantas, em concentração de 8.108 c�l�las/ 

�l induz sintomas externos mesmo em variedades tidas como alta

mente resistentes. 

r:; 

4. Na concentração de inoculo de 8.10� c�lulas/

ml de X. albilineans, nas condições do experimento, a coloniza 
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çao dos. feixes vasculares sao observâveis uniformemente· em to 

das as variedades suscetíveis e possibilita aval·iação quantiti 

tiva da resist�ncia da varieda�e a níveis comparâveis aos obti 

dos em condi�ões de campo. (_ 

5. A avaliação dos feixes vasculares descolori 

dos ê mais fâcil na base do colmo independente da 

de cêlulas bacterianas inoculadas. 

quantidade 

6. A variedade de cana-de-açuc·ar. Co 331 foi a

variedade rnais resistente a X. alb1lineans, quando avaliada p� 

los sintomas externos e internos. 

7 . O II M ê to d o p i p e ta ii d e i s o l ame n to d i r e to d a 

bactêria X. albilineans proporciona isolamento com grande. faci 

lidade. Proporciona tambêm obtenção de culturas puras tanto 

de materiais doentes de folhas com pequenas estrias como das 

grandes necro$es, assim como dos feixes vasculares de colmos 

infectados. 

8. O desenvolvimento do meio de cultura W - 2 

proporcionou isolamentos da bactêria X. albilineans com melhor 

crescimento e com menor tempo de incubação. 

9. E possivel armazenar inõculo de X. albi·li

neans em agua e nas folhas por longos períodos a - 15,0QC. 

10. O facão de corte utilizado na colheita da 

cana-de-açúcar não sõ transmite a bactêr�a de planta a planta 

como tambêm possibilita com sua prolongada viabilidade (6 dias) 

disseminar a bactêria i longa dist�ncia. 6s restos de cultura 
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pod·ern tambêm contribuir para isto. 

11. A X. albilineans apresenta estirpes com 

diferentes pontos de inativação térmica. 

·•



8. SUMMARY

The agent of sugarcane leaf scald disease Xan 

_!_b_ornonas albilineans (Ashby) Dowson, was isolated in pure 

culture and inoculated in 24 varieties that were susceptible, 

tolerant, intermediate and resistant to the disease. Three 

culture media �nd different methods of isolation were 

evaluated to determine those most suitable for the isolation 

and growth of the bacterium. 

ln tests for pathogenicity, injection of the 

bacteria into the spindle of the sugarcane plant gave the best 

results of the inoculation methods tested. This procedure was 

improved by determining the best pont of spindle inoculation 

and the concentration of the bacteria necessary to produce 

external syrnptoms and vascular discoloration. It was shown 

that the vascular discoloration was the most constant syrnptóm 

and gives more accuracy in the selection of resistant 

varieties. 



·ln vitro and in vivo studies on bacterial

survival showed that bacteria frozen in water at - 15,0QC 

88 

can survive for 182 days and in frozen diseased leaves for 365 

days. Survival in dry leaves for 20 days, sterile soil for lS 

days and blades of harvesting knives during 6 days was. 

determined. The implications of this in epiphytotics is 

discussed. 

T�sts ·were carried out to determine the thermal 

inactivation of 5 isolates of the bacteria, in hot water. A 

variation between 52,0 and 56,0QC was demonstrated. The 

results indicate the possibil.ity_ of the bacteria surviving 

the extended hot water treatment used generally for the 

control of RSD. 
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Apêndice l. Dados da Tabela 12, transformados em V x + 0,5 para fins de 

anãlise estatística. 

Nfimero de feixes vasculares descoloridos 
Rep� Por plahta dá:parcela· Variedades ti- Totais Medias 
çoes l�pL a 2.Pl. a 3. p l. a 4. pl. a 5. pl. a 6. p l.

CB 45 155 l� l, 225 2, 121 l , 581 2,550 l. 225 O, 707 9,409 l ,568
2� l, 225 l, 225 · O, 707 2,915 l , 581 l ,225 8,878 l ,480
3� o 1707 o, 707 0,707 l , 225 l, 581 . 1 , 225 6,152 l ,025
4� 1,225 1 , 581 l , 581 l , 871 l • 225 l , 581 9,064 l , 511
.5ª 2, 121 2,345 l • 581 O, 707 l , 581 l ,_225 9,560 l, 59 3

Cb 331 l� 0,707 O, 707 0,707 l, 225 O, 707 O, 707 4,760 O, 793 
2� 0,707 l , 225 0,707 l , 581 0,707 O, 707 5,634 0,939
. a3. 0,707 0,707 O, 707 . l , 581 O, 707 0,707 5,116 0,853 
4� l, 225 0,707 O, 707 O, 707 O, 707 1,225 5,278 o·,880
5� l, 225 O, 707 O, 707 2,345 O, 707 .0,707 6,398 l ,066

Co 421 l� · O, 707 l ,225 l ,225 O, 707 .· l, 225 l , 871 6,960 l , 160
2� 0,707 . O, 707 0,707 · l , 225 1,225 l , 225 5,796 O ,966
3� l, 871 l, 225 l , 581 0,707 O, 707 O, 707 6,798 l , l 33
4� 2, 121 O, 707 l, 581 0,707 . l , 581 O, 707 7,404 l, 234 
5� O, 707 · O, 707 l ,,225 0,707 l, 581 · l , 581 6,508 l ,085

H 50 7209 l� l , 225 2,739 l , 225 2,739 O, 707 l , 581 10,216 1,703
2� 0,707 2;121 l, 225 1,225 O, 707 O, 707 6,692 l, 115 
3� 0,707 1,225 l ,225 0,707 l , 581 l , 225 6,670 l, 112
4� l : 581 l ,225 l , 871 , 0,707 l , 225 l ,225 7,834 l, 306
5� l , 581 O, 707 l , 581 · O, 7_07 l , 225 l, 225 7,026 l , 171



Anâlise de- Variância 

FV GL SQ 

To ta 1 24 2,033 
•·

Tratamento 4 ·o,917

Residuo: 20 

e = 51,492 

CV = 16,52% 

Tukey a 5%=( 6 = 0,449) 

Medias 

5% 
CB 41-76 = 1 . 6 6 7 

x CB 40-1 3 = 1 . 5 61 

x CB 4069 = l. 481 

x CB 4077 = 1 . 356 

x Co 3 31 = l . 111 

1 , 11 6

• ) ,J , 

QM F 

0,229 4,089* 

0.056 



Apêndice 2. Dados da Tabela 13,  transf ormados em V x + 0,5 

par a fins de an�ris e estatlstica. 

Variedades Rep�
ti 

çoes a l . p l

(C8 40 l 3; l� l, 871
2� l ,225
3� 0,707 
4� 2, l 21 
5� l, 225 

CB 40 69 a 
. l. 0,707 
2� l, 581 
. a3. 1 � 871 
4� 2,550 
5� · l , 581

Cf? 40 77 . a 
l. 1,225
2� 1,871 
3� 1,225 
4� l, 225 
5� l,225 

CB 41 76 1� 3,240 
2� 2,915 
3� o, 707 
4� 1 , 581 
5� 2, 121 

Co 331 l� O, 707
2� l , 871

. a 3 .. l , 225
4� l ,225
a . 5. O, 707

Numero de . fe ixes vasculares descoloridos 

Por planta da parcela 

a 2. pl a 3. pl a 4. pl. a 5 .pl.

l , 871 2,345 l , 581 l, 871
l, 871 l, 871 l , 581 l, 225
l , 581 l , 581 1,225 1,707
3,082 2, l 21 O, 707 l ,871 
O, 707 0,707 l , 581 l , 581

l , 581 0,707 2,915 l, 871
· 1,871 O, 707 O, 707 l ,225
2, 121 0,707 l , 581 O, 707
0,707 2,345 1;225 0,707 
l , 581 2, 121 1,225 2,121

l ,871 . O, 707 l , 581 2,55Q
O, 707 O, 707 1 , 581 l , 581 
l , 871 l , 581 1 ,871 l , 581
l , 581 0,707 1 , 581 0,707
l , 581 · l , 581 -0,707 2,345

2, l 21 2,345 l �225 1,581
2, 121 O, 707 1,225 1,581 
l , 871 1 , 581 2 , 91 5 ·1 , 2 2 5
O, 707 O, 707 0,707 1,871 
O, 707 2,550 l ,871 1 , 871

l, 225 l, 225 O, 707 1 ,871 
l; 225 0,707 1,225 l ,871 
l , 225 O, 707 O, 707 O, 707
O, 707 l , 581 1,225 0,707
O, 707 l , 581 1,225 1,871

a 6. pl.

O ,707 
2,915 
l , 581
O, 707
2, 121

l , 871
1 , 225
l , 225
l ,871
1 , 225

O, 707 
O, 707 
1 , 225 
O, 707 
l , 581

O, 707 
1,225 
1 , 871 

. l , 225 
2,915 

0,707 
0,707 
0,707 
1 , 225 
l , 225

Totais 

· lO, 246
10,688

7, 3,82 
10,609 
7,922 

9,652 
7,316 
8,212 
9,405 
9,854 

8,641 
7,154 
9,354 
6,508 
9,020 

11 , 219 
9,774 

l O, l 70
6,798

12, O 35 

.6,442 
7,606 
5,278 
6,670 
7,316 

Médias 

l, 708 
l , 781
l , 230
l , 768
l , 320

l ,609
1 , 219
1,369
1,568
l ,642

1 ,440 
1 , 192 
l , 559
l ,085
l, 503

l ,870
l ,629
l ,695
l , l 33
2,006

1,074 
l ,268
0,880
1 , 112
l , 219



Anãlise de variância. 

FV 

Total 

Tratamento 

--Residuo 

GL 

19 

3 

16 

•·

SQ 

l , 32 2

·o, 7 7 3

0,549

e = · .2 8 , o 6 8 ; e v = l 5 , 5 3 % · - Tu k e y a 5 % =

Tukey a 7% = 

Medi as·: x CB 45.155 

x H 50.7209 

x Co ·4 21 

x Co 3 31 

= 

= 

= 

= 

5% . l % 
l . 4 35

l . 2 81

l . l l 6

0,906 

QM 

0,258 

O, 0.34 

= 0,333 

= 0,427 

F 

7,588* 


