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1. INTRODUGAQ

Desde o primeiro trabalho de COONS e KOTILA (1925), com bacteritofagos
de uma espécie Fitopatog%nica, até as mais recentes pesquisas sobre contro-
le de doengas (CIVEROLO, 1973), sobre ecolegia (DOWLER e WEAVER, 1975) e sg
bre patologia de sementes (KAUFFMAN e REDDY, 1975), todas eﬁvolvendo bacﬁév
rias fitopatogénicas e seus fagos, muito se fez dentro desse ramo da Patolo
gia Vegetal. No Brasil, no entanto, nao ha trabalho algum que trate espe-
cificamente de fagos de bactérias fitopatogenicas. Apenas NAMEKATA (1971),

. . . . . -,
num trabalho com Xanthomonas citri, utilizou bactericfagos mas, mesmo neste

caso, 0Ss bacteriéfagos foram importados do Japao e agui se procedeu somente

a testes de sensibilidade com varios isolados da bacteria.

Em vista disso, € de muito interesse gue pesguisas envolvendo bacterio-
fagos sejam feitas entre nos pois as perspectivas, conforme se depreende
da vasta literatura existente sobre o assunto, sao encorajadoras. Dentre
0os varios campos da Fitopatologia nos quais os fagos podem ser empregados
com sucesso destacam-se, pela grande atualidade, a patologia de sementes e

o controle de doengas bacterianas.

Os métodos tradicionais de detecgao de bactérias em sementes (TEMPE,
1970), alem de consumirem tempo e trabalho excessivos, nem sempre dao resul
tados concretos. A técnica desenvolvida por KATZNELSON (1950) e KATZNEL-
SON e SUTTON (1951), com o emprego de fagos, representou um grande avango
na patologia de sementes, ja gue resultados altamente confiaveis podem ser
obtidos em cercé de 24 a 48 horas (WALLEN e SUTTON, 1965). Um dos objeti-
vos do presente trabalho & adaptar essa tecnica a Podridao Negra das Cruci-

feras pois, coma se sabe, o agente causal da doenga, Xanthomonas campestris,

e disseminado de regiaoc para regiac, principalmente, atraves de sementes in

fectadas (WALKER, 1969).

Talvez mais importante que a tecnica de deteccao de bacterias em semen-
tes seja o controle de daengas atraves de fagos, gue se constitui no outro

objetivo principal desta pesqguisa. € reconhecido por todos ser a polui=-
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géog hoje, um dqs maiores problemas da humanidade, Das varias formas exis
tentes de poluigéo cada vez ganha maior importancia aquela representada pe-
lo uso intensivd de defensivos agricolas tais como inseticidas, fungicidas
e bactericidas. Dentre os muitos danos gue estes produtos causam a nature
za esta o sempre prejudicial desequilibrio biolégico pols tais produtos &a0
inesgecificos combatendo, além do agente Datogénico, 0s microrganismos bené
ficos que compartilham do mesmo "“habitat®. 0 emprego de bacteriéfagos no
controle de doengas vegetails nao apresenta esse grave inconveniente eis que
eles s0 eliminam o Datégeno em virtude de sua, quase sempre, alta especifi-
cidade. Assim, e de se esperar gue, por este e por outros motivos, como a
nao toxidez do fago ao homem, animais e plantas, o uso de bacteriéfagos no
controle de doengas merecera dos pesguisadores, em futuro nao muito distan-
te, uma atengao maior da que lhe & dada atualmente. Concorde com essas i
deias esta COSTA (1975) o qual, textualmente, afirma que "esse metodo de
controle nao vem sendo investigado como o devia ser, pois oferece bastante

possibilidade de exito", Mais adiante, discutindo a conveniencia do empre
go de fagos no controle, o mesmo autor apresenta uma interessante vantagem

de seu uso, gque vem Jjuntar-se as jé alistadas anteriormente, gual seja a
de que "formas resistentes (da bactéria] gue se desenvolvessem por pressga
de selegao seriam também contrabalangadas pelo desenvolvimento de mutantes
do virus mais agressivos a essas novas formas, pois (D v{rus) € também ca-

paz de ser modificado por selegéoa"

. . .
Ao lado de ensaios sobre esses 2 temas envolvendo bacteriofagos, sanida

de de sementes e controle, objetivos principais desta pesquisa, procedeu=se

tambég a caracterizagéo do fago isolado de Xamthomonas campestris, conforme
preconizado por KLEMENT e LOVAS {1959) os quais enfatizam a necessidade de
se dar uma descrigao exata dos novos fagos descobertos a fim de se evitar

confusao no futuro.



ou nao de fagos especificos para uma determinada espécie

A existen

I - . 7
owe tem provocads inlmeros debates {OKABE e GOTO,1963),

bacteriana e
As opiniges7 nen sempre baseadas em pesquisas realmente cuidadosas, vardiam
desde a negagao completa de tal especificidade (STOLP, 1951: STOLP e STARR,

1964) ate a afir o veemente de que ela existe (EISENSTARK e BERNSTEIN

HAYWARD, 1964: TAYLOR, 1””O\ passando por aqueles gue

1955; KLEMENT,

& . 4
spenas para as especies do genero Xanthomonas, e

P

garantem sua

i

gando-a as espé género Pseudomoneas (KLEMENT & LOVREKOVICH, 1961; Kl

RALY, KLEMENT, SOLYMOSY & VOROS, 1974).

abalhos publicados a respeito’ da especificisade

.
0 grande numers

« . i " < " ~ . ¢ .
de fawos a espeac srianas e decorrenscia da grande importancia pratie-

o . il . . i o I3
ca que esse T Assim e que, para a maioria aas tecnicas 1B

- » . 13 s i - n
envolven fagos no campo da Fitopatologia, a especificidade e um regsisito

1963), A identificacao repida de especiges bace

fundamental (OKABE e

13 e

requer uma alta especificidade (THOMAS, 19¢

V"aﬂaS; por

-

19475 THORNBERRY , 1949; TAYLOR, 1970}, o mesmo acorrendo com

2M0s, por intermedis de fagos, no interior de

ZNELGON e SUTTON, 1981; TEMPE, 1970) =, e
3 It P s

de doencgas bacterianas atraves de bacteriofa-

1970 e 1973},

Pldads

aue percebeu a Do

Um dos primsiros

. © I3 I3 3
bacteriofagos, como um substituto das complicadas, damoradas e incertas rea

e . ¢ . . .
coes bioguimice a ic euulxlca@ao de especies bacterianas foi  THOMAS
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(1943 e 1947), se bem gque uma prova cabal da especificidade dos fagos sO te
nha sido conseguida pouco mais tarde pelo grupo de H.H. THORNBERRY (THORN—
BERRY, EISENSTARK e ANDERSON, 1948; THORNBERRY, BRAUN e ELROD, 1949). Nes-
te Gltimo trabalho, os autores testaram 62 linhagens de 22 espécies diferen

tes de Xanthomonas frente a um fago isolado de Xanthomonas pruni. Apenas

as 6 linhagens de Xanthomonas pruni, dentre as 62 testadas, foram lisadas

pelo bacteriéfago.

Esses resultados provocaram uma corrida dos pesguisadores em direagao a
trabalhos semelhantes, jé gue as perspectivas, conforme frisaram THORNBERRY,
BRAUN e ELROD (1949), eram bastante promissoras. E, jé no ano seguinte
KATZNELSON (1950) publicou uma nova tecnica de detecgao de patogenos no in-
terior de sementes cujo reguisito essencial e a especificidade. Essa 1li-
nha de pesguisa fol levada adiante atraves dos anos e continua atual ate

hoje, como sera visto no item 2.2.

Outro trabalho, do mesmo porte daguele de THORNBERRY, BRAUN e ELROD
(1949), porém mais completo, ja que maior nimero de linhagens e espécies
bacterianas foram testadas, foi realizado por EISENSTARK e BERNSTEIN (1955).
Das 212 linhagens de 53 espécies bacterianas testadas por essas autores Frgn

te a 8 fagos isolados de Xanthomonas pruni, so foram lisadas as 12 linha-

gens pertencentes a essa especie, mostrando o alto grau de especificidade

dos fagos empregados.,

A resultados semelhantes chegaram CONN, BOTTCHER e RANDALL (1945)  com

fagos de Agrobacterium radiobacter e de outras bacterias do solo, SUTTON e

KATZNELSON (1953) com fagos de Pseudomonas pisi, Pseudomonas atrofaciens,

Pseudomonas coronafaciens e Xanthomonas translucens, JAMES e ROSL.YCKY

(1956) com fagos de Xanthomonas trifolii, KLEMENT (1957) com fago de Xan=
thomonas phaseoli f, fuscang, CROSSE, BENNETT e GARRETT (1958) com fagos

de Erwinia amylovora, KLEMENT (1959) com fagos de Xanthomonas carotae e
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flaccumfaciens, COOK e KATZNELSON {1969) com fago de Corynebacterium insi -

digsum, PERLASCA (1960} com fago de Pseudomonas syringae, CROSSE e GARRETT

(1961) com fagos de Fseudomonas morsprunorum e Pseudomonas syringae, MAGIE

e WILSON (1962) com fago de Erwinia nigrifluens, WILSON e MAGIE (1962) com

fago de Pseudomonas savastanoi, BALDWIN JR. e GOODMAN (1963) com fago + de

Erwinia amylovora, BILLING (1963) com fagos de Pseudomonas spp, CROSSE e

GARRETT (1963) com fagos de Pseudomonas morsprunorum e Pseudomonas syringae,

HAYWARD (1964} com fagos de Xanthomonas malvacearum, NEAL JR., ENNS e GOOD-

MAN (1964) com fagos de Erwinia amylovora, LOVREKOVICH e KLEMENT (1965) com

fagos de Xanthomonas vesicatoria, CROSSE e GARRETT (1966) com fago de Pseu~

domonas morsarunorum e SUTTON (1966) com fago de Pseudomonas atrofaciens,

Essa linha de pesguisa tem continuado e resultados recentes confirmam a

. ~ . 2 . . ~ € o~ .
existencia de varias assoclagoes altamente especificas entre um determinado
fago e uma determinada especie bacteriana, como bem o demonstram os resulta

dos de BILLING (1970} com fagos de Pseudomonas syringae e Pseudomonas pha -

seolicola, CROSSE e GARRETT (1970) com fagos de Pseudomonas morsprunorum,

SINGH, RAD e VERMA (1970) com fago de Xanthomonas malvacearum, STANIEWSKT,

(1970) com fagos de véarias espécies de Rhizabium, TAYLOR (1970) com  fagos

de Pseudomonas phaseolicola, TAYLOR (1972) cam fagos de Pseudomonas pisi,

ECHANDI e SUN (1973) com fago de Corynebacterium michiganense e GARRETT,

CROSSE e SLETTEN (1974) com fagos de Pssudomonas morsprunorum.

Um fato de grande significado, e gue deve ser realgado agqui, € gque, em
todos esses casos citados anteriormente, o bacteriéfago foi sempre disolado
de locais onde a bactéria, & qual ele se mostrou virulento, estava presen—
te, como plantas infectadas, solo sob a planta hospedeira da bactéeria ou

sementes ocontaminadas internamente.



2.1.2. 0s fagos nao sao especificos

Nao obstante o nimerc de trabalhos mostrando a polivaléncia dos bacte-
ri6fagos ser reduzido, estao entre eles o mais antigo (COONS e KOTILA,1925)

e os mais detalhados e exaustivos (STOLP, 1961; STOLP e STARR, 1964).

No trabalho de COONS e KOTILA (1925) o fago foi isolado de cenouras em

decomposigao, solo e agua de rio mostrando-se ativo frente a Bacillus caro-

tovorus (Erwinia carotovora), Bacillus atrosepticus (Erwinia atroseptica) e

Bacterium tumefaciens (Agrobacterium tumefaciens). A nao especificidade

dos bacteriofagos tambem ficou evidenciada em trabalho de SUTTON, KATZNEL -
SON e QUADLING (1958) no qual um fago, isolado de adubo orgénico, mostrou—
-se ativo contra 40 linhagens de 13 especies de Xanthomonas de um total de

52 linhagens de 25 espéecies testadas.

As controversias sobre a especificidade ou nao dos bacteriéfagos leva-
ram 2 pesguisadores de renome, H. STOLP e M.P. STARR, a fazerem as mais e-
xaustivas pesquisas jé feitas sobre o assunto. Assim, STOLP (1961) testou

200 linhagens de Pseudomonas fluorescens e 150 especies de Pseudomonas fito

patogénicas frente a 65 diferentes fagos, todos eles isolados do solo. Con
cluiu, categoricamente, que os fagos empregados eram polivalentes. Pouco
mals tarde, trabalho semelhante foi feito, usando-se agora especies do géng
ro Xanthomonas (STOLP e STARR, 1964). Foram testadas 500 linhagens de 80
espécies diferentes frente a 12 fagos que, a exemplo do trabalho anterieor ,
foram isolados do solao. Tambem aqui, os resultados mostraram serem os fa-
gos nao especificos. E, tao convencidos da polivaléncia dos bacteriéfagos
ficaram esses autores gue, em revisao publicada no ano seguinte no "Annual
Review of Phytopathology" (STOLP, STARR e BAIGENT, 1965), ignorando  todos
os trabalhos anteriores que mostravam o contrério, concluiram ser impossi -

vel identificar bactéries com o uso de bacteriofagos.

A resultados semelhantes, guanto a polivaléncia dos bacteriéfagos, che~



garam BRUCH e ALLEN (1957) e PARKER e ALLEN (1957) com fagos de  Rhizobium

meliloti, ROSLYCKY, ALLEN e McCOY (1962) com fagos de Agrobacterium radio-

bacter, HENDRY, CARPENTER e GARRARD (1967) com fagos de Erwinia amylovora,

SUTTON e WALLEN (1967) com fagos de Xanthomonas phaseoli, tendo sido os fa

gos, em todos os tramealhos, isolados do solo.

2.2. DETECGAD DE PATOGENOS EM SEMENTES

A patologia de sementes, de enorme importéncia pratica (TEMPE e CROSIER,
1959), tem-se desenvolvido aceleradamente nos (ltimos anos (LIMONARD, 1967;
LANDAETA, 1968; THOMSON, 1969; TEMPE, 1970; NEERGAARD, 1972). Mesmo as—
sim, a detecgéo de bacterias fitopatog%nicas gue se encontram no interior
de sementes, atraves das técnicas tradicionais (LANDAETA, 1968; TEMPE.
1970), e uma tarefa trabalhosa, demorada e que nem sempre apresenta resulta

dos conclusivos (KATZNELSON, 1950; GOTO, 1972a).

A técnica descrita por KATZMELSON (1950) e KATZNELSON e SUTTON (1951),
a respeito da répida detecgéo de patégenos no interigr de sementes por in-
termedio de bacteridfagos, veio facilitar sensivelmente o trabalho dos patg
logistas de sementes, jé gue resultados conclusivos podem ser canseguidos
em poucas horas. A técnica & simples, como podera ser constatado no item
4.4, e tem como principio a alta capacidade de replicagéo dos fagos quando
em presenga de sua hospedeira especifica. Aliés, a especificidade do bac-
teriéfagog como jé discutido anteriormente, e de capital import%ncia para
gque o método possa ser aplicado (DKABE e GOTO, 1963; TEMPE, 1970; KIRALY ,

KLEMENT, SOLYMOSY e VOR0OS, 1974).

Além das espécias Psaydomonas. phaseolicola e Xanthomonas = phaseoli, que

foram empregadas nos. trabalhos iniclais de detecgao de patdgenos em  semen-—

tes pelo uso de fagos (KATZNELSON, 1950; KATZNELSON e SUTTON, 1951; KATZNEL
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SON, SUTTON e BAYLEY, 1954), também Xanthomonas translucens .f. gndulosa

(KATZNELSON e SUTTON, 1953), Pseudomonas pisi (SUTTON e KATZNELSON, 1953)

Corynebacterium flaccumfaciens (KLEMENT, 1957; KLEMENT e LOVAS, 1959), Xan-

thomonas phaseoli f. fuscans (KLEMENT, 1957; WALLEN e SUTTON, 1965), Coryne

bacterium insidiosum (CDDK e KATZNELSON, 1960),‘Corynebacterium michiganen—

se (ECHANDI e SUN, 1973) e Xanthomonas oryzae (KAUFFMAN e REDDY, 1975) fo-

L4 . ~ <
ram passiveis de detecgao por esse metodo.

2.3. CONTROLE DE DOENGAS ATRAVES DE FAGOS

Desde que os bacteriofagos foram descobertos por TWORT e D'HERELLE, na
década de 1910, pensou-se em empregé—los no controle de doengas causadas
por bacterias. Essa tentativa deu-se primeiro na Patologia Animal para,
logo em seguida, também estender-se a Patologia Vegetal. Mas as grandes
esperangas que foram depositadas nesses novos agentes de cura logo se desva
neceram, eis que resultados pouco animadores foram conseguidos pelos primei

ros pesguisadores (SALLE, 1961).

Esse insucesso inicial, no entanto, nao impediu gue pesguisas nesse cam
po continuassem sendo feitas. Especificamente em Fitopatologia, além do
grande nimero de trabalhos e revisoes publicados no passado (STOLP, 1956 ;
CIVEROLO, 1972), hé, atualmente, como que um ressurgimento de pesguisas nes

L4
Sa arede.

Trabalhos antigos que tratam do assunto, jé revisados exaustivamente
por outros autores (OKABE e 6070, 1963; CIVEROLO, 1972), incluem um ndmero
praticamente identico de resultados positivos e negativos conseguidos no
controle de moléstias bacterianas por meio de bacteriofagos. Entre os pri
meiros estao os de COONS e KOTILA (1925) gue trabalharam com espécies do gé

nero Erwinia, MUNCIE e PATEL (1930) com Agrobacterium tumefaciens e THOMAS




(1935) com Xanthomonas stewartii. No grupo gue nao conseguiu  resultados

positivos estao BROWN e QUIRK (1929) e KENT (1937) que trabalharam com Agro

bacterium tumefaciens.

Pertencem ainda a esse periodo inicial os trabalhos gue tentaram eluci-
dar o papel, na natureza, dos fagos gue atacam espécies de Rhizobium. So~
bre esse assunto ha agueles gue acreditam estar a baixa produtividade de le
guminosas, em determinados solos, relacionada com um maior nimero de fagos
gue causam lise em especies de Rhizobium'(DEMOLDN e DUNEZ, 1932 e 1935; VAN
DECAVEYE e KATZNELSON, 1936; KATZNELSON e WILSON, 1941) no que sao frontal-
mente combatidos por KLECZKOWSKA (1945b e 1957) gue nao encontrou nenhuma

~
evidencia gue comprove tal afirmativa.

0 inicio de uma nova fase, mais guantitativa, no controle de doengas
por meio de fagos deu-se com a pesquisa de FULTON (1950) gque trabalhou com

a gueima bacteriana do fumo, causada por Pseudomonas tabaci, e com 2 fagos

isolados dessa bacteria. Esse autor conseguiu, em casa de vegetagao, ino-
culando "seedlings" de fumo com os fagos, uma hora antes da inoculaqéo da
bactéria, redugges da ordem de 8% para o fago 1, 49% para o fago 2 e 83%

guando ambos os fagos foram inoculados Jjuntos.

Esse trabalho de FULTON (1950) abriu caminho para uma série de outros
semelhantes, todos eles com bases guantitativas, envolvendo Xanthomonas pru
ni (KEIL e WILSON, 1963; CIVEROLO e KEIL, 1969; CIVEROLO, 1970 e 1973), A-

grobacterium tumefaciens (BOYD, HILDEBRANDT e ALLEN, 1971) e Xanthomonas o-

ryzae (KUO, CHANG, YANG e YANG, 1971).

Com relagéo a Xanthomonas pruni, os trabalhos mais recentes de CIVEROLO

e KEIL (1969) e CIVEROLO (1970 e 1973) vieram confirmar os resultados ini-
ciais obtidos por KEIL e WILSON (1963). As maiores redugaes na porcenta-
gem de doenga conseguidas nessa série de pesquisas foram da ordem de 97%

guando o fago e a bactéria foram inoculados, em "seedlings" de pessego, ao
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mesmo tempo e de 71% quando o fago foi inoculado uma hora antes da bactéria.
Outro fato interessante gue esses trabalhos mostram e gue o fago, guando a-
plicado apds a planta ter sido inoculada com a bactéria, apresenta pouco ou

~ ~ A
nenhum efeito, isso indicando nao ter ele agao terapeutica.

Resultados também positivos conseguiram BOYD, HILDEBRANDT e ALLEN (1971)

trabalhando com Agrobacterium tumefaciens. Esses autores mediram a redu

950 em peso e em diametro de galhas causada pela bactéria em tomateiro quan
do um fago especifico para o patégeno era inoculado. As porcentagens de
redugéo encontradas foram de 72 e 57, respectivamente, para peso e diame-

tro de galhas.

A resultados ainda mais animadores chegaram KUO, CHANG, YANG e YANG

(1971) gue conduziram suas pesquisas, em arroz, com Xanthomgnas oryzae e um

fago isolado dessa bactéria. Tomando-se como referencia a inocula@go do
patégeno, foram feitos 5 tratamentos, guanto a épnca de inocula@éo, com a]
fago: 1 dia antes, 3 dias antes, 7 dias antes, ao mesmo tempo e 1 dia de-
pois. As porcentagens de redugéo da doenga foram, respectivamente, 100,
96, 86, 13 e 24. Também aqui ficou mostrado, claramente, o modo de agED

do fago: muito mais protetor que curativo.

Além desses trabalhos todos nos guais resultados positivos guanto ao
controle de fitobacterioses por fagos foram conseguidos, a literatura regis
tra tambem experi%ncias das quais nao se puderam tirar conclusoes definiti-
vas. Entre estas estao as de GOODMAN (1965), HENDRY, CARPENTER e GARRARD

(1967) e ZEITOUN e WILSON (1969) todas realizadas com espécies do genero Er

winia.
winid.

Finalmente, analisando o papel dos fagos na natureza destacam~se os tra
balhos, bastante especulativos, de MASSEY (1934), VIDAVER e SCHUSTER (1969)
e ERSKINE (1973). 0 primeiro, constatando o fato de ser menor a inciden-

cia de Xanthomonas malvacearum em algodao nos locais inundados periodicamen
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te pelo Rio Nilo, concluiu serem os fagos os responséveis pois, do rio,
eles foram isolados em grande nimero. VIDAVER e SCHUSTER (1969), estudan—

do a causa de as doengas causadas em feijao por Pseudomonas phaseolicola e

Pseudomonas syringae serem mais prevalentes abaixo de 222C, tambem conclui-
ram gue os fagos estavam envolvidos no fato. Esses autores descobriram

gue diversos fagos de Xanthomonas phaseoli, muito comuns em plantagaes de

feijao, sao ativos contra Pseudomonas phaseolicola e Pseudomonas syringae

em temperaturas acima de 24°2C, o que impediria que os 2 patégenos se tornas
sem problema grave sob altas temperaturas. Ja ERSKINE (1973) postula, em

seu trabalho com pereira e Erwinia amylovora, visando conseguir um melhor

controle, a veiculagao do fago junto com uma bacteria que nao cause danos a
. ’” . 4 . ~ . ~ .
planta hospedeira. Isso e conseguido atraves de uma associagao lisogenica
o .
fago-bacteria e tem a vantagem,segundo o autor, de conferir aoc fago caracte

[ . . ~ .
risticas sistemicas.



3. MATERIAL

3.1. ESPECIES E LINHAGENS BACTERIANAS

12

As espécies e linhagens utilizadas neste trabalho encontram-se na Tabe-

la 1.

Tabela 1 - Caracterizaggo das linhagens bacterianas

Especies Linhagem Origem da Cultura #* Hospedeiro
Xanthomonas albili
neans XAl ESALQ Saccharum sp
Xanthomonas campes Brassica oleracea
tris XC1 ENA (827) var, acephala
XC2 ENA (2110) Brassica oleracea
var. acephala
XC3 ESALQ Brassica oleracea
var. acephala
XC4 ESALQ Brassica oleracea
var. capitata
XC5 ESALQ Brassica oleracea
var. capitata
XC6 ESALQ Brassica oleracea
var. capitata
Xanthomonas citri XCil 1B (6802) Citrus sp
XCi2 1B (6804) Citrus sp
XCi3 1B (6911) Citrus sp
XCid 18 (6924) Citrus sp
XCi5 18 (7006) Citrus sp
Xanthomonas malva XM11 ESALQ Gossypium sp
cearum XM12 ESALQ Gossypium sp

(continua)
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Especies Linhagem Origem da Cultura Hospedeiro
Xanthomonas maniho XM1 ENA (300) Manihot utilissima
ti '
° XM2 ENA (693) Manihot utilissima
Xanthemonas phaseg XP1 ESALQ Phaseolus vulgaris
1i
xXP2 ESALQ Phaseolus vulgaris
XP3 IAC Phaseolus vulgaris
Xanthemonas phaseo XPf1l IAC Phaseolus vulgaris
1i f. fuscans
Xanthomonas phasgg
1li f. sojensi XPsl IAC Glicyne sojae
Xanthemonas pruni XPrl ENA (628) Prunus amygdalus
Xanthomonas rubri-
lineans XR1 ESALQ Saccharum sp
Xanthomonas vesica xXv1 ENA (78) Lycopersicon escu-
toria ** lentum
Xv2 ENA (804) Capsicum annuum
XV3 ENA (734) Capsicum annuum
Xva ENA (818) Capsicum annuum
Xv5 ENA (833) Capsicum annuum
XV6 ENA (985) Capsicum annuum
xV7 ESALQ Lycopersicum escu-—
lentum
xva ESALQ Lycopersicum escu-
lentum
Pseudomonas cicho
rii PC1 ESALQ Lactuca sativa
Pseudomonas glyci
nea PGl ESALQ Glycine sojae
Pseudomonas mori PM1 ESALQ Morus sp

(continua)
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Especies Linhagem Origem da Cultura * Hospedeiro
Pseudomonas solana
cearum PS1 ESALQ Solanum tuberosum
pS2 ESALQ Solanum tuberosum
PS3 ESALA Solanum tuberosum
PS4 1z (109 D) Solanum tuberosum
PSS 1z (49 B) Solanum tuberosum
Pseudomonas syrin
gae PSyl ESALQ Citrus sp
Corynebacterium mi
chiganense CM1 ESALQ Lycopersicum escu-
lentum
cM2 ESALQ Lycopersicum escu-—
lentum
CM3 ESALQ Lycopersicum escu-
lentum
Erwinia carotovora EC1 ENA (2069) Daucus carota
EC2 ESALQ Daucus carota
# ENA - Escola Nacional de Agreonomia. O nGmero entre parenteses € o codigo

B -~

ESALR
IAC -~
1Z -

usado naguela instituicgao.

Instituto Bioldgico de Sao Paulo. 0 nimero entre parenteses & o

codigo usado naguela instituicao.
~ Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz".
Instituto Agronamico de Campinas.

Instituto Zimotécnico (ESALQ). 0O nimero e letra entre parenteses
san o codigo usado naquela instituigao.

#% Os isolados XV1, XV7 e XV8 sao especificos de tomateiro (Lycopersicum es

Os isolados XV2, XV4, XV5, XV6 sao especificos de pi =
0 isolado XV3 & patog%nico tanto ao to-

pulentum[.

e tum
mentao (Capsicum annuum).
mateiro quanteo ao pimentao.




3.2. VARIEDADES DE REPOLHO E PIMENTAO

As variedades de repolhoc (Brassica oleracea var. CaEitata[ e
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pimentao

. . ~ .
(Capsicum annuum) usadas neste trabalho, assim como a procedencia das mes

mas, encontram—-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Variedades de repolho e pimentéo

Espécie

Variedade

Procedencia

Brassica oleracea
capitata

Brassica oleracea
capitata

Brassica oleracea
capitata

Brassica oleracea
capitata

Capsicum annuum

var.

var.

var.

var.

Louco de Verao R-1=73
Chato de Quintal
Chato de Quintal
Sucessao

Chato

Tkeda

Instituto de Genética
ESALQ

Importadora Top Seed
Oswaldo Felipe & Filho

Sementes Corradini

Sementes Horticeres

3.3. MEIOS DE CULTURA

Dependendo do tipo de ensaio foram utilizados os seguintes meios de cul

tura:

- Agar nutriente. Composigéo: peptona

extrato de carne

dextrose
agar

égua destilada

Sg
3g
10 g
15 g

1000 ml

. .~ . b
— Caldo nutriente. Composigao: a mesma do agar nutriente, exceto o agar.

- Agar semi-solido: Composi@éo:

g de agar.

.
a mesma do agar nutriente, mas com 7,5
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4, METODOS
4,1. TISOLAMENTO DE DETECGAO DO FAGO
4.1.1. Isolamento
Bacteriofagos ativos contra bactérias Fitopatogénicas tem sido isolados
de sole (NEWBOULD, 1952), sementes (SUTTON e KATZNELSON, 1953) e tecido ve-

getal doente (KLEMENT, 1959). Neste trabalho foi tentado o isolamento de

um fago ativo contra Xanthomonas campestris, agente causal da Podridao Ne-

3 ~ . .
gra das Cruciferas, das tres fontes citadas acima.

4,1.1.1. Solo

Uma amostra de cerca de 150 g de solo, consistindo de diversas subamos-
tras coletadas proximas de plantas de repolho infectadas com Xanthomgnas

campestris, foi misturada em caldo nutriente e homogeneizada em liquidifica
dor. 0 homogeneizado foi enriguecido com uma suspensao de celulas da li-

nhagem XC5 de Xanthomonas campestris, com 24 horas de idade, e incubado por

48 horas a 289C., ApOs esse tempo procedeu-se a centrifuga@éo do homogenei
zado a 5000 gravidades por 10 minutos. 0 sobrenadante sofreu, a  seguir,
um dos dois. processos de purificagao seguintes: filtragem em filtro Milli—
pore SSWP 02500 ou adigéo de 2%, volume a volume, de cloroformio (CRDSSE e
HINGORANI, 1958). O teste para presenga ou ausencia de fago foi feito ,

usando-se como bactéria indicadora a linhagem XCS de Xanthomonas  campes -

tris, conforme tecnica descrita no item 4.1.2.2.
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4,1.1.2. Semente

Uma amostra de cerca de 10.000 sementes comerciais de repolho foi colo-
cada em caldo nutriente e homogeneizada em liguidificador. 0 homogeneiza-

tdo foi enriquecido com uma suspenséo de celulas da linhagem XCS de Xanthomq

nas campestris, com 24 horas de idade, e incubado por 48 horas a 28¢@C. A-

pos esse tempo procedeu-se a centrifuga@éo do homogeneizado a 5000 gravida-—
des por 10 minutos. 0 sobrenadante sofreu, a seguir, um dos dois proces -
sos de purificagéa descritos em 4.1.1.1. 0 teste para presenga ou ausen—
cia de fago, descrito em 4,1.2.2, foi feito usando-se como bactéria indica-

dora a linhagem XC5 de Xanthomonas campestris.

4,1.1.3. Tecldo vegetal doente

Uma amostra de cerca de 150 g de tecido doente, consistindo de diversas

subamostras coletadas em varias plantas de repolho infectadas com Xanthomo-

nas campestris, foi colocada em caldo nutriente e homogeneizada em liquidi-
ficador. 0 homogeneizado fol enriguecido com uma suspensao de células

da linhagem XCS de Xanthomonas campestris, com 24 horas de idade, e incuba

do por 48 horas a 282C. Apés esse tempo procedeu-se a Gentrifugagao do hg
mogeneizado a 5000 gravidades por 10 minutos. 0 sobrenadante sofreu, a se
guir, um dos dois processos de purificagao descritos no item anterior, 0
teste para presenga ou ausencia de fago, descrito em 4.1.2.2, foi feito u=

sando~se como bactéria indicadora a linhagem XC5 de Xanthomonas campestris.
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4,1.2. ‘Detecgaq

As técnicas descritas agui foram utilizadas nao sd na detecgéo do bacte
riofago (testes guantitativo e qualitativo) como também em todos os experi-
mentos nos guais a contagem de placas de lise foi necessaria (teste guanti-
tativo). A certeza de se estar trabalhando com uma Unica linhagem do bac-
teriéfago, e nao com uma mistura, fol conseguida fazendo-se 8 repicagens su

cessivas a partir de uma mesma placa de lise original.

4.1.2.1. Teste guantitativo

Em tubo de ensaio contendo 3 ml de agar semi-solido, mantidos em estado
1iguido a 46°C em banho-maria, sao colocados 0,1 ml de uma diluigao apro -~
priada de bacteriéfagos e 0,1 ml de uma diluiggo apropriada da bactéria in-
dicadora. ApOs suave agitagao, 0 contelido do tubo & vertido sobre uma pla
ca de Petri, previamente preparada, com 15 ml de égar nutriente. Incuba—~
-se a 289C e, apés cerca de 18 horas, faz—-se a contagem das placas de 1lise
[modificado de ADAMS, 1959). A suspenséo da bactéria indicadora, necessa—
ria para a realizagéo do teste, e conseguida através da ressuspensao, em 5
ml de caldo nutriente, de uma cultura com 24 horas da bactéria semeada em
égar nutriente inclinado. A suspensao de bacteriofagos & mantida a 4°C em

caldo nutriente e as diluigoes sao feitas no mesmo meio (EISENSTARK e THORN

BERRY, 1950; ADAMS, 1959).

4,1.2.2. Teste gualitativo

Em tubo de ensaio contendo 3 ml de agar semi—sélido, mantidos em estado
1iguido a 46eC em banho-maria, coloca-se 0,1 ml de uma diluigao apropriada
da bactéria indicadora. ApOs suave agita@éo, o conteldo do tubo & vertido

sobre uma placa de Petri, previamente preparada, com 15 ml de égar nutrien-—
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te. Apds 0 endurecimento do agar semi-solido, com uma alga de platina,cg
locam~se gotas de uma suspenséo suspeita de ter bacteriéfagos sobre a super
ficie da placa. A presenca de bacteriéfagos & detectada pela ausencia de
crescimento bacteriano nos locais onde foram colocadas as gotas (sTOLP e

STARR, 1964).

4.2, PREPARAGAO DE ESTOQUE DE FAGO COM ALTO TITULO

Foram testados 2 métodos para a Dbtengéo de estogue de bacteriéfago com
alto titulo: o primeiro, o meétodo tradicional, consiste em inocular Um ex-
cesso de particulas Fégicas numa cultura de bactérias, em meio 1iquido, gue
esteja em fase logaritmica de crescimento. ApOs 12 horas procede-se a fil
tragao do lisado. O segundo método, idealizado por BERNSTEIN e EISENSTARK
(1955), consiste em se conseguir, pelo meétodo descrito em 4.1.2.1, placas
de Petri apresentando placas de lise confluentes (aproximadamente 105 Darti
culas viaveis por placa). A cada uma dessas placas adicionam-se 3 ml de
uma Suspensao antiga de fagos e, com uma espatula, procede-se a remoggo da
camada de égar semi~s0lido da placa de Petri. 0 material coletado & entao
triturado em ligquidificador por 15 segundos e incubado por 12 horas., A
seguir procede~se a uma nova trituragao, pelo mesmo tempo, e a uma baixa
centrifugagéo (5000 gravidades) para remover as particulas sdlidas e bacte-~
rias. Finalmente a mistura e filtrada ém filtro Millipore SSWP 02500, Em

ambos os metodos foi usada, como bactéria hospedeira, a linhagem- XC5 de Xan

thomaonas campestris.
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4,3, CARACTERISTICAS GERAIS DO FAGOD

4,3.1. Morfologia da placa de lise

Para a caracterizagao da morfologia da placa de lise, resultante da in-
teragéo bacteriéfago—célula hospedeira, empregou-se a técnica deécrita em
4.1.2.1, procurando-se colocar, por placa de Petri, aproximadamente 50 par;
ticulas viaveis do virus. Foi observado, alem da forma, o diametro médio
da placa de lise, tendo-se feito cerca de 200 medigaes. Como hospedeira ,

nesses ensaios, foram usadas as linhagens XC5 de Xanthomonas campestris e

XV2 de Xanthqmonas vesicatoria.

4,3.2. Especificidade

Para a determinagao do grau de especificidade do bacteriéfago usou-se
tanto o teste guantitativo (descrito em 4.1.2.1) como o qualitativo (des -
crito em 4.1.2.2). Todas as espécies e linhagens bacterianas alistadas na
Tabela 1 foram utilizadas como hospedeiras. Considerou-se positivo o tes-
te guantitativo, seguindo o critério de WENTWORTH (1963) e STOLP e  STARR
(1964), gquando a "efficiency of plating” (EOP) variou entre 50 e 100%, to-
mando—se como referencia o resultado conseguido com a linhagem XC5 de Xan -

thomonas campestris a 282C.

4.3.3. Inativa@éo termica

A resistencia do bacteriéfago a altas temperaturas foi medida pelo métg
do recomendado por KLEMENT e LOVAS (1959) gue consiste em submeter 5 ml de
uma suspensao do bacteriéfago, com aproximadamente 105 particulas viaveis
por ml, a diferentes temperaturas, em banho-maria. Em seguida, com inter-

. s . ~ . <
valos de tempo determinados, procede-se a determinagaoc do numeroc de partilcuy
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las que ainda permanecem viéveis, conforme descrito em 4.1.2.1. As tempe-
raturas nas quais se fez o experimento foram 50, 55, 60, 65 e 70 graus cen=
tigrados e o intervalo de tempo entre uma medigao e outra foi de 30 minutaos,

. . £ . s .
a partir do inicioc ate 240 minutos.

4.3.4, Inativacao com ultravioleta e Fotorreativaqao

0 efeito da luz ultravioleta sobre o bacteriofago bem como o efeito da
luz visivel em reativar a particula do virus foram determinados segundo téec

nica descrita por DULBECCO (1950).

A fonte de ultravioleta usada fol uma lampara germicida General Eletric,

, a
cujo comprimento de onda predominante e de 2537 A. Tomou-se o cuidado, em
todos os experimentos, de ligé—la pelo menos 20 minutos antes do inicio da

irradiagao- das particulas do fago.

Para ser irradiado, o bacteridfago foi diluido em caldo nutriente ate
a concentragao de 105 particulas viaveis por ml, Uma aliquota de 3 ml foi
tomada e colocada em placa de Petri, sem tampa, submetida a agitagao cons -
tante. A distancia da placa a 1ampada'Foi de 30 cm e os tempos de irradia-
géo empregados variaram de 5 a 80 segundos, com intervalos de 5 segundos en

tre um tratamento e outro.

Apos a irradiagéo, o nimero de particulas fagicas viaveis era determina
do atraves da tecnica descrita em 4.1.2.1. A fotorreativagao foi medida
colocando~se metade das placas de cada tratamento no escuro e a outra meta-
de a 30 cm de distancia de 2 l%mpadas fluorescentes Philips TL54RS de 40 W

cada. A contagem das placas de lise foi feita 18 horas apos.

Os hospedeiros usados nesta séerie de ensaios foram as linhagens XG5 de

Xanthqmonas campestris e XV2 de Xanthomonas vesicatoria.
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4.3.5. ‘Adsorgaq

A cinética da adsorgao do bacteridfago a celula hospedeira foi determi-

nada nas linhagens XC5 de Xanthomonas campestris e XV2 de Xanthomonas vesi-

catoria. Para tal misturou-se um excesso de ceélulas bacterianas com parti
culas do fago de tal modo que o titulo final da suspenséo, com relagéo aos
fagos, foi de 106 part{culas viaveis por ml. Apos 5 minutos e ate 30 miny
tos, com 5 minutos de intervalo entre uma detenninagéo e outra, o ndmero de
bacteriéfagos livres na suspensao foi medido da seguinte maneira: uma ali-
guota da suspensao original era diluida 10 vezes e centrifugada a 3000 gra-
vidades por 5 minutos (ADAMS, 1959) de tal modo que guase todas as células
bacterianas, com os eventuais fagos adsorvidos, eram precipitados. 0 so-
bfenadante, gue continha os fagos ainda nao adsorvidos, era em seguida sub-
metido a técnica da determinagao gquantitativa do nimero de particulas de vi
rus, conforme descrito em 4.1.2.1. A leitura do nimero de placas de 1liss,
para cada tratamento, era feito apés 18 horas. A temperatura na gual se

fez o ensaio foi de 28¢C.

4,3.6. Curvas de crescimento

A curva de crescimento do bacteriéfago foi determinada nas linhagens

XC5 de Xanthomonas campestris e XV2 de Xanthomonas vesicatoria, segundo tég

nica de ELLIS e DELBRUCK (1939). Para tal, ‘um excesso de células bacteria
nas foi misturado com particulas do bacteridfago de maneira gque a relagéo
bactéria-virus resultasse em aproximadamente 10:1. Apos 25 minutos, quan-
do a maioria das particulas do fago provavelmente ja se adsorveu as células
bacterianas, a mistura foi diluida 10.000 vezes a fim de reduzir drastica —
mente as chances de encontro entre células bacterianas e particulasvde fago.
A seguir, o nimero de fagos livres na suspensao foi determinado através da
centrifugagéo de uma aliguota da mesma por 5 minutos a 3000 gravidades (A—

DAMS, 1959) e posterior contagem do nimero de particulas viaveis de virus
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existente no sobrenadante, conforme descrito em 4.3.5.

Quando a bactéria hospedeira empregada foi Xanthomonas campestris os

tempos de amostragem para a determinagao do nimero de particulas Fégicas na
Suspensao foram 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 minutos. -No

caso da bacteria hospedeira ser Xanthomonas vesicatoria os tempos foram

30, 90, 420, 450, 480, 510, 540, 570, 600 e 630 minutos. 0 nimerc de bac-
teriéfagos vidveis existente em cada tempo fol determinado pela técnica des

crita em 4.1.2.1.

0 calculo do "burst size" do bacteriéfago, tanto no caso da hospedeira

ser Xanthomgonas campestris quanto no caso dela ser Xanthomonas vesicatoria,

foi feito segundo LURIA & DARNELL JR. (1967) através da formula:

BS = F-U  onde
I -U
BS = "burst size";
F = nimero final de Darticulas viaveis de virus;
U = nimero de particulas vidveis de virus nao adsorvidas e
I = nimero de particulas viadveis de virus durante o periodo latente,ou

. < . ~ .
seja, particulas adsorvidas e nao adsorvidas.

4.3.7. Lisogenia

Durante os testes de especificidade do bacteriofago, descritos em 4.3,2

constatou~se gue a linhagem XC4 de Xanthomonas campestris, guando diante

do fago, podia apresentar placas de lise turvas. = largamente conhecido
gue placas de lise desse tipo indicam, na maioria das vezes, que a bacteria

tornou-se lisog%nica (JACOB e WOLLMAN, 1959a; OKABE e GOTO, 1963).

Para comprovar esse fato, isolou-se uma colonia bacteriana proveniente
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do centro de uma placa turva e, com a finalidade de se evitar possiveis par
ticulas do virus adsorvidas as celulas bacterianas, procedeu-se a 12 repica
gens sucessivas (SUTTON e QUADLING, 1963) antes de dois testes para li-
sogenia serem feitos. 0 primeirc teste, baseado em trabalho de SUTTON e
QUADLING (1963), consistiu em se cultivar, em caldo nutriente por 24 horas
a 28ec, células bacterianas provenientes da 122 repicagem. Em seguida, a
suspensao fol centrifugada a 3.000 gravidades por 5 minutos e o sobrenadan-
te passado atraves de um filtro Millipore SSWP 02500. 0 filtrado foi tes-—
tado para presenga do fago, segundo técnica descrita em 4.1.2.1, usando—se

como bactéria indicadora a linhagem XC5 de Xanthomonas campestris. 0 se-

gundo teste, baseado na caracteristica de fagos temperados tornarem—se liti
cos guando submetidos a irradiagao com ultravioleta (LWOFF, SIMINOVICH e
KJELDGAARD, 1950; LWOFF, 1953), consistiu em se submeter 3 ml de uma suspen
sao de células bacterianas, provenientes da 122 repicagem, a 15 segundos de
irradiagao com ultravioleta. A distancia da placa, mantida aberta durante
os 15 segundos de irradiagao e em agitagao constante, a fonte de ultravio-
leta foi de 30 cm. Esta consistiu de uma l%mpada germicida General Ele-
tric cujo comprimento de onda predominante & de 2537 ﬂ, Tomou-se o cuida-
do, em todos os experimentos, de ligé-la pelo menos 20 minutos antes do iqi
cio da irradia@éo das particulas do fago. Em seguida a irradiagao, as ce-
lulas bacterianas foram cultivadas em caldo nutriente por 24 horas a 289C .
ApOs esse tempo, a suspenséo resultante foi centrifugada a 3000 gravidades

por 5 minutos e o sobrenadante passado atraves de um filtro Millipore SSWP
02500. 0 filtrado foi testado para presenga de fago, segundo técnica des-

crita‘em 4.1.2.1, usando-se como bactéria indicadora a linhagem XC5 de Xan-

thomonas campestris.
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4.3.8. Morfologia da particula

Para o exame do fago ao microscopio eletronico partiu-se de uma suspen-
sao de fagos com alto titulo conseguida pelo metodo de BERNSTEIN e EISEN-
STARK (1955), conforme descrito em 4.2. Essa suspensao foi submetida - a
uma baixa centrifugagao (cerca de 3000 gravidades por 30 minutos) e o SO~
brenadante, em seguida, foi submetido a uma alta centrifugagao (cerca de
26000 gravidades por 60 minutos). 0 precipitado resultante foi dissolvido
em solugao fisioldgica (pH = 7,4) e examinado ao microscopio eletronico (EL
MISKOP SIEMENS IA) pelo método da coloragao negativa com acido fosfotungsti
co (pH = 7,0). 0 exame foi realizado utilizando-se uma diferenga de poten
cial de 100 KV e as fotos foram focalizadas atraves de 3 etapas do controle
da objetiva mais fino. Diversas fotografias foram obtidas com abertura

da objetiva de 5 nm e com diversos aumentos.

4.4, DETEGQED DE XANTHOMONAS CAMPESTRIS EM SEMENTES DE REPOLHO ATRAVES DE
FAGQOS

0 método de detecg%o de bacterias Fitopatog%nicas em sementes, usado
neste experimento, deriva, com algumas deiFicagaes, do trabalho de KATZNEL
SON (1950), como se vera a seguir: uma guantidade determinada de sementes
de repolho e colocada em 50 ml de caldo nutriente e triturada por 5 minutos
num "omni-mixer". A suspensao resultante & incubada por algumas horas, a-
pés as quais uma aliquota de 9 ml & retirada. A essa aliguota adiciona-se
1 ml de uma suspenséo de bacteriéfago com titulo de, aproximadamente, 5.103

particulas viaveis por ml. Pelo método descrito em 4.1.2.1, usando-se a

linhagem XC5 de Xanthomenas campestris como indicadora, faz-se a determina-

cao do numero de particulas viaveis de fago existente na suspensao logo a—
pos a adigao do bacteriofago e apos cerca de 12 horas dele ter sido adicio-
nado. Antes disso, em ambos os casos, procede-se a centrifugagao da sus -

penséo (3.DDD gravidades) por 10 minutos. Um aumento do nimero de placas



26

de lise entre a primeira determinagcaco e a segunda indica a presenga de Xan-
SR

thomonas campestris no lote de sementes examinado.

KATZNELSON (1950), em seu trabalho com sementes de Feijao infectadas

com Xanthomonas phasenli e Pseudomonas phaseolicola, usou 50 sementes e dei
xou, pelo menos, 12 horas a Suspenséo de sementes trituradas incubando an-
tes de proceder a adigao das part{culas do fago. Essas, o numero de semen
tes e o nimero de horas gue o triturado de sementes deve ficar incubando ;
sao as Unicas duas varidveis gue precisam ser determinadas para cada combi-
nagao Semente—bactéria, ja gue as demais permanecem inalteradas seja qual

for a combinagao. Em vista disso, foram idealizados os ensaios descritos
a seguir para a determinagao do nimero minimo de sementes de repolho e do
tempo minimo de incubaggo do triturado de sementes para que bons resulta -

dos sejam conseguidos na combinagao sementes de repolho - Xanthomonas campes

tris. Para tal foram realizados 3 ensaios nos quais foram usados 7
lotes de sementes, identificados por L1, L2, L3, L4, L5, L6 e L7, gue es—

tao caracterizados na Tabela 3.

4.,4.1, Determinaqao do tamanho da amostra

Seguindo o método descrito em 4.4, para a detecgéo de Xanthomonas cam-

pestris no interior de sementes de repolho, foram testadas amostras de 500,
1000, 1500, 2000, 2500 e 5000 sementes de cada um dos 7 lotes caracteriza-—
dos na Tabela 3. 0 tempo de incubagéo da suspensao de sementes trituradas,

em caldo nutriente, foli sempre de 12 horas.
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Tabela 3 - Caracterizagao dos 7 lotes de sementes de repolho usados nos
testes de detecgao de Xanthomonas campestris atraves de bacte-
ricfagos

Lote Variedade Procedencia Observagéo
Ll Louco de Verao Instituto de Genéti Sementes obtidas de plan
ca da ESALQ tas fortemente atacadas
por Xanthomonas campes—
tris
L2 Louco de Verao Instituto de Genéti Sementes obtidas de plan
ca da ESALQ tas sadias
L3 Chato Sucessao Sementes Corradini Semente comercial
L4 Chato de Quintal Oswaldo Felipe & Fi Semente comercial
lho
L5 Chato de Quintal Importadora Top Semente comercial
Seed
L6 Louco de Verao Instituto de Genéti Mistura de 50% L1 e 50%
ca da ESALQ L2
L7 Louco de Verao Instituto de Genéti Mistura de 10% L1 e 90%
ca da ESALR L2

4.4.2, Determinaqao do tempo de incubacao

Seguindo o método descrito em 4.4, para a detecggo de Xanthomonas cam-

estris no interior de sementes de repolho, foram testados os tempos de in-
cubagao de 6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas para a suspenséo de sementes tritu-
radas em caldo nutriente. 0 tamanho da amostra foi sempre de 2000 semen -
tes e foram utilizadas sementes de todos os 7 lotes caracterizados na Tabe-

la 3.
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4.4.3. Detenninagao do efeito de uma peguena amostra associada a um
longo periodo de incubagao

Seguindo o metodo descrito em 4.4, para a detecgéo de Xanthomonas: cam-

pestris no interior de sementes de repolho, foram testadas amostras de 500,
1000 e 1500 sementes de cada um dos 7 lotes caracterizados na Tabela 3. 0
tempo de incuﬁagao da suspenséo de sementes trituradas, em caldo nutriente

foi sempre de 36 horas.

4,5. CONTROLE DAS DOENGAS CAUSADAS POR XANTHOMONAS CAMPESTRIS EM  REPOLHO
E XANTHOMONAS VESICATORIA EM PIMENTAO ATRAVES DO FAGO

. . -A . -'
Para se avaliar a eficiencia do bacteriofago no controle das doengas cau

sadas em repolho e pimentao por Xanthomonas campestris e Xanthomonas vesica

toria, respectivamente, foram usadas as linhagens XCS e XV2 dos patégenos e

as variedades Louco de Verao R-1-73 e Ikeda dos hospedeiros.

Os ensalos, em ambos os casos, constituiram-se de 15 tratamentos (T?,
6, 15, T4, T3, T2, T1, TO, T+1, T+2, T+3, T+4, 1B, TF e TT) gue se encon-—
tram caracterizados na Tabela 4. Cada tratamento comst—se de 3 vasos com
duas a seis plantas cada um. As inoculagaes, tanto do bactericfago como
da bactéria, foram feitas por pulverizagao de 10 ml de suspensao com titulo
de 106 part{culas e 105 células por ml, respectivamente de virus e bacté -
rias, em cada tratamento. A avaliagao da doenga foi realizada logo apos o
aparecimento dos sintomas por contagem do nimero das lesoes necrdticas por

planta.
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Tabela 4 - Caracterizagéo dos tratamentos dos ensaios de controle de Xanthg
— iR

. . . . - !
monas campestris e Xanthomonas vesicatoria pelo bacteriofago

Tratamentos Caracterizaggo
17, 16, T5, T4, Os ndmeros gue aparecem em seguida ao T (tratamento)
T3, T2 e T1 indicam o nimero de dias gue o fago foi inoculado so-

bre a planta antes da bacteria

TO Fago e bactéria foram inoculados ao mesmo tempo
T+1l, T+2, T+3 Os nGmeros gue aparecem em seguida ao sinal + indicam
e T+4 o nimero de dias que o fago foi inoculado sobre a plan

ta depois da bactéria.
T8 S6 bacteria foi inoculada
TF S6 fago foi inoculado

TT Testemunha




5. RESULTADOS
5.1. ISOLAMENTO E DETECGAQ DO FAGO

Os resultados obtidos na tentativa de isolamento de um bacteriéfago ati

vao contra Xanthomonas campestris com amostras de solo, tecido doente e se-

mentes de repolho, conforme descritoc em 4.1, encontram-se na Tabela S.

Tabela 5 - Resultados dos ensaios para detecgao de um bacteriofago ativo
contra Xanthomonas campestris em amostras de solo, tecido doente

e sementes de repolho

Material usada’ Método de purificacan Resultado
Filtragem -

Solo Cloroformio -
Filtragem +

Tecido doente Cloroférmio .
Filtragem -

Sements Clorofdrmio .

+ = presencga de placa de lise -~ = ausencia de placa de lise

5.2. PREPARAGAO DE ESTOGUE DE FAGO COM ALTO TETULO

Pelo metodo tradicional, descrito em 4.2, conseguiu-se uma suspsnsao de
bacteriéfagos com um titulo maximo de 6,0.108 particulas viaveis por ml ao
passo que, usando-se o método de BERNSTEIN e EISENSTARK (1955), também des-
crito em 4.2, conseguiu-se um titulo maximo de 8,5.1010 particulas viaveis

por ml.
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5.3. CARACTERESTICAS GERAIS DO FAGO

5.,3.1. Morfologia da placa de lise

Tanto no caso da bactéria hospedeira ser a linhagem XCS de Xanthomonas

campestris como no caso de ser XV2 de Xanthomonas vesicatoria as placas de

lise produzidas pelo bacteriéfago apresentam a forma circular, com bordos
bem nitidos e tem seu interior absolutamente livre de crescimento bacteria-
no (Figura 1). 0 diametro médio da placa foi de 1-1,5 mm e 3 mm para Xan—

thomonas campestris e Xanthomonas vesicatoria, respectivamente.

Figura 1 - Morfologia da placa de lise causada pelo bacteriéfago sobre Xan-
thomonas campestris (esguerda) e Xanthomonas vesicatoria (direi-

ta).
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5.3.2. Especificidade

Os resultados do teste de especificidade do bacteriéfago, efetuado con-

forme descrito em 4.3.2, encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados do teste, guantitativo e qualitativo, de especificida
de do bacteriéfago frente a diversas especies e linhagens bacte-

rianas.-
Espécie Linhagem Teste Teste
pect S Qualitativo Quantitativo
Xanthomonas albilineans XAl - -
Xanthomonas campestris XC1 + -
XC2 + -
XC3 + +
XC4 + -
XCS + +
XC6 + +
Xanthomonas citri XCil - -
XCi2 - -
XCi3 - -
XCid - -
XCis + -
Xanthomonas malvacearum XM1 - -
XmM2 — -
Xanthomonas manihotis XM1 — -
XmM2 — -
Xanthomonas phaseoli XP1 - -
xXP2 - -
XP3 - -
Xanthomonas phaseoli f.
fuscans XPf1 - -
Xanthomonas phaseoli f. XPsl - -
sojensi
Xanthomonas pruni XPrl - -

(continua)
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(Continuagao)
Eepbei Linhag em Teste Teste
specie J Qualitativo Quantitativo
Xanthomonas rubrilineans XR1 - -
Xanthomonas vesicatoria XV1 - —
XV2 + +
XV3 — -
xva + +
XV5 + +
XV6 + +
xXV7 - -
Xv8 - -
Pseudomonas cichorii PC1 - -
Pseudomonas glycinea PG1 - -
Pseudomonas mori PM1 - -
Pseudomonas solanacearum PS1 — -
pS2 - -
PS3 - -
PS4 - s
PS5 - -
Pseudomonas syringae PSyl — -
Corynebacterium michiganense CM1 - -
Cm2 - -
CM3 - -
Erwinia carotovora ECL - -
EC2 - -
+ = presenga de placa de lise - = ausencia de placa de lise

5.3.3. Inativa@éo térmica

Os resultados dos testes de inativagéo térmica do bacteriéfago, descri-—-
tos em 4.3.3, estao representados graficamente na Figura 2. Os dados ori-

~
ginais encontram—-se no Apendice 1.
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5.3.4. Inativaqéo com ultravioleta e Fotorreativagao

Os resultados dos testes de inativagao do bacteriofago com luz ultravig
leta e posterior reativagéo sob a ag%o da luz visivel, descritos em 4.3.4 ,

encontram-se no Ap%ndice 2 e Figura 3 guando Xanthomonas campestris foi usa

da como hospedeira e no Apéndice 3 e Figura 4 quando a hospedeira foi Xan-

thomonas vesicatoria.

5.3.5. ‘Adsorgao

‘. ~ « Z -
Os resultados dos ensaios sobre cinetica da adsorgac do bacteriofage a

célula hospedeira, descritos em 4.3.5, encontram~se no Apendice 4 para o ca

so0 de Xanthomonas campestris e no Ap%ndice 5 para o caso de Xanthomonas ve-

sicatoria. A Figura 57 representa graficamente ambos os ensaios.

5.3.6. Curvas de crescimento

. . 0 i
Os resultados dos ensaios sobre o crescimento do bacteriofago, conferme

descrito em 4.3.6, tendo como hospedeira Xanthomgnas campestris, encontram-—

-SEe .no Ap%ndice 6 e Figura 6. Para o caso da hospedeira ser Xanthompnas

3 ~ ~ . .
vesicatoria os resultados estao no Apendice 7 e Figura 7.
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5.3.7. Lisogenia

0Os resultados dos testes para lisogenia com a combinagao bacteriofago

e linhagem XC4 de Xanthomonas campestris, descritos em 4.3.7, encontrame--se

na Tabela 6.

Tabela 6 — Nimero de particulas viaveis de virus formadas a partir de célu~
las de xanthomonas campestris com & sem indugao com- ultravioleta

. Sem ultravioleta Com ultravioleta
t. 4 d
Repetigao Numero -de part{culas por ml Numerso  de particulas por ml
1
1 5,50.10 8,70.10
1 1
2 3,20.10 9,90.10
S 2
3 2,80.10 1,16.10
1 2
4 6,10.10 1,03.10
1 1
5 1,70.10 5,30.10
1 2
6 2,10.10 1,32.10
1 1
7 1,30.10 3,80.10
Média 3,24.10% Média 8,97.101

5.3.8. Morfologia da particula

. . ~ . 3 < .
As fotomicrografias eletronicas da particula do virus, ceonseguidas usan
[ . i ¢ .
do~se as tecnicas descritas em 4.3.8, e esguemas da particula com bainha

£ . . .
contraida e distendida encontram-se na Figura 8.
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Figura 8 — Fotomicrografias eletronicas e esquemas da particula do Virus.

A. Diversas particulas do fago (aumento de 354.000 vezes). B. Di-

versas particulas do fago (aumento de 177.000 vezes). C. Particula
com bainha contraida (aumento de 177.000 vezes). D. Particula com
bainha distendida (aumente de 177.000 vezes). E. Esguema da parti-
cula com bainha contraida. F. Esquema da particula com bainha dis—
tendida. (fotomicrografias eletronicas feitas no Setor de Microscg
pia Eletronica do CENA — Centro de Energia Nuclear na Agricultura).



43

5.4. DETEGQAD DE XANTHOMONAS CAMPESTRIS EM SEMENTES DE REPOLHO ATRAVES
DE FAGOS

Os resultados dos 3 ensaios feitos para o estudo da viabilidade do uso

de bacteridfagos na detecgao de Xanthomonas campestris em sementes de repg

lho, descritos em 4.4, estao apresentados nos 3 itens seguintes:

5.4.1. Determinaqao do tamanho da amostra

As variagoes nos resultados do teste de detecggo do patdgeno em semen-
tes de repolho, descrito em 4.4.1, devidas a 6 diferentes tamanhos de amos—

tra, aparecem guantitativamente na Tabela 7.

Tabela 7 - Efeito do tamanho da amostra na detecgao de Xanthomonas campes —
tris por fagos em diferentes lotes de sementes de repolho.

Tamanho da Variagao do numeroc de placas de lise em cada lote *

amostra L1 L2 L3 Ld L5 L6 L7
(N2 de sementes) “gwxlowsx 0 12 0 12 0 12 0 12 0 12 0O 12
500 53. .330 49 51 4836 55 46-49 26 49 25 62 38
1000 41 347 5 32 47 51 51 54 60 42 47 26 49 49
1500 45 690 80 25 52 50 48 37 49 50 50 54 56 50
2000 a7 c 47 60 39 26 50 705 51 38 45 c 39 25
2500 as o} 38 12 35 28 53 c 45 .25 42 c 49 48
5000 39 c 39 17 . -32 15 43 c. 42 20 46 c 37 28
* média de 2 placas desprezadas % apﬁs 12 horas de incubaggo
as Fragaes menores que 1 c = placas de lise confluentes

*¥% no tempo O de incubagao
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5.4.2. Determinagam do tempo de incubacao

As variagaes nos resultados do teste de detecgao do patdgeno em semen—
tes de repolho, descrito em 4.4.2, devidas a 6 diferentes tempos de incuba-

géo do triturado de sementes, aparecem quantitativamente na Tabela 8.

Tabela 8 - Efeito do periodo de incubagao do triturado de sementes na detec
gao de Xanthomonas campestris por fagos en diferentes lotes de
sementes de repolho (tamanho da amostra de 2000 sementes)

Tempo de ' Variag%o do nimero de plabas de lise em cada lote #*

incubagao L1 Lo L3 La L5 L6 L7
(horas) G Tiewr 0 1T ©0 11 © T © T 0 1T 8 W

6 56 350 a5 43 60 49 45 37 51 26 55 27 47 26
12 52 591 55 35 55 56 50 c 47 40 61 C 61 50
18 a8 C 61 20 43 31 51 c 44 38 47 c Bl a5
24 53 C a7 38 62 33 55 c 38 30 44 C 37 az
36 60 C 51 40 - 50 50 53 c 41 50 53 c 52 470
48 51 C 49 48 52 43 47 c 45 50 60 C a4 817
* media dg 2 placaé desprezadas #3%¢ no tempo de incubagao indicadn
as fragoes menores que 1 na linha correspondente

#*% no tempo O de incubagéo c = placas de lise confluentes
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5.4,3. Determinaqao do efeito de uma peguena amostra associada a um
longo periodo de incubacao

As variagaes nos resultados do teste de detecgéo do patogeno em semen—
tes de repolho, descrito em 4.,4.3, devidas a 3 diferentes tamanhos de amos—

. < . ~ . .
tra associados a um longo periodo de incubagao, aparecem guantitativamente

na Tabela 9.

Tabela 9 - Efeito de pequena amostra associada a longo periodo de incubagao
na detecgéo de Xanthomonas campestris por fagos em diferentes lg

tes de sementes de repolho

Tamanho  da Variagao do nimero de placas de lise em cada lote
amastra
(Ne de sementes) L1 L2 L3 L4 L5 L6 .7
O 3Ge* 0 36 0 36 0 36 0 36 0 36 036
500 50 481 62 31 47 20 45 301 61 60 43 690 51 310
1000 a8 C 5 51 70 61 47 510 59 61 52 c 49 627
1500 61 C 39 27 59 35 53 c 45 32 35 c 63 731
¥ média de 2 placas desprezadas ##% apos 36 heras de incubagao
as Fragaes menores gue 1 c = placas de lise confluentes

#%* no tempo 0 de incubagao

5.5. CONTROLE DAS DOENGCAS CAUSADAS POR XANTHOMONAS CAMPESTRIS EM REPOLH:
E XANTHOMONAS VESICATORIA EM PIMENTAO ATRAVES DO FAGO

Os resultados dos testes de controle dos patdogenos pelo bacteriéfago s

conforme descrito em 4.5, encontram—-se na Tabela 10, Figura 9 e Ap%ndices 8

e 9.



45

Tabela 10 - Média do nimero de lesoes das plantas de repolho e pimentém ino
culadas com Xanthomonas campestris e Xanthomonas vesicatoria e

submetidas a diversos tratamentos com o bacteriofago

. . ~
Medias do numero de lesoges 1

Tratamento

X. campestris-repolho X. vesicatoria-pimentao

9 352,58 43,68

T6 336,58 39,18

T5 291,67 46,93

T4 227,08 47,28

T3 91,03 #*x* 32,70 *

To 21,51 20,33 #x

1 23,86 ** 10,78 **

T0 0,56 ** 2,57 x
T+ 1 81,82 ** 35,20
T4+ 2 249,72 52,05
T+ 3 310,00 46,08
T+ 4 296,56 -

T8 328,19 51,65

1. As diferencas minimas significativas no teste de Tukey para o sistems X
campestris-repolho séo, respectivamente, ao nivel de 5% e 1%, 144,72 e
172,17. 0O coeficiente de variagao (CV) foi de 21,52k. Para o sistema
X vesicatoriaapimentao as diferengas minimas significativas 550, respec
tivamente, ao nivel de 5% e 1%, 18,11 e 21,87. 0 coeficiente de varia-
950 (Cv) foi de 16,89%. A meédia seguida por um asterisco (*) ou 2 aste
riscos (#*) difere da media do tratamento TB ao nivel de 5 e 1%, respec-
tivamente.
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6. DISCUSSAQ

6.1. ISOLAMENTO E DETEC@EO D0 FAGO

6.1.1. 0Os métodos de purificagéo e a tecnica do enriguecimento

0 uso do clorofdrmio, aléem do tradicional metodo de Filtragao em fil-
tro bacteriolégico, com o objetivo de purificar o material incubado para
posterior detecgéo de possiveis particulas Fégicas (ver item 4.1) mostrou~
-se eficiente, como se pode perceber pelos dados apresentados na Tabela 5.
Esse resultado, alias, ja era esperado pois, além do trabalho de CROSSE e
HINGORANI (1958), no qual a técnica do clorofdrmio esté descrita, muitos ou
tros autores a vem usando com sucesso (TAKAHASHI e QUADLING, 1961; HAYWARD,
1964; ECHANDI e SUN, 1973) se bem gue exista sempre a ressalva da poss{vel
agao inativadora do cloroformio contra determinados bacteridfagos (ADAMS,
1959; ROvV0ZZO e BURKE, 1973). Sua maior vantagem, em relagao ao filtro
bacteriologico, como bem frisaram CROSSE e HINGORANI (1958), & a grande sim
plificagao do método com consequente possibilidade de grande nGmero de amos
tras serem manipuladas concomitantemente. Como, porém, neste trabalho,
nac foi necesséario manejar muitas amostras ao mesmo tempo preferiu-se, para
os ensaios subseguentes, o emprego do filtro bacteriolégico qgue elimina as

~ . . ~ [ .
esporadicas contaminagoes que ocorrem quando do uso do cloroformio.

Outro aspecto que deve ser sempre levado em consideragéo, guando do isg
lamento de fagos, e o enriquecimento (CROSSE e HINGORANI, 1958). As pri -
meiras tentativas eFetuadas neste trabalho de se isolar o fago, nas quais
nao se conseguiu resultado positivo, foram realizadas sem o enriguecimen
to, que se revelou fundamental devido, provavelmente, ao fato dos bacterio-
fagos ocorrerem, naturalmente, nas plantas, em numero muito pegueno. Dai
a necessidade de, com o enriquecimento, aumentar-se a possibilidade de con~
tato entre as poucas particulas do virus existentes na suspensgo e as célg

las da bacteria hospedeira. A conclusoes identicas chegaram CROSSE e HIN-
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GORANI (1958), COOK e QUADLING (1959) e SUTTON e WALLEN (1967). 0Os primei
ros, partindo de 12 amostras de solo, so conseguiram sucesso no isolamento

de fagos de Pseudomonas morsprunorum apos o enriquecimento quando, das 12,

9 amostras deram resultado positivo. COOK e QUADLING (1959), tambem par-
tindo de 12 amostras de solo, conseguiram sucesso em 3 delas, isoclando fa-

. < . . -
gos de Xanthomonas phaseolil, somente apos o enriguecimento com celulas da

bactéria hospedeira e, finalmente, SUTTON e WALLEN (1967) conseguiram, de

13 amostras de solo, 17 fagos ativos contra Xanthomonas phaseoli e Xantho-

. .
monas phaseoli f. fuscans apenas apos terem introduzido a tecnica do enri-

guecimento em seu metodo de isoclamento.

Contrastando com essa exigéncia obrigatéria, 0 enriquecimento, a neces-
sidade de se proceder a duas, tres ou mais passagens do filtrado pela bacté
ria hospedeira (duplo enriquecimento, triplo enriguecimento, etc.), antes
de ser possivel a detecgéo do fago, parece sO ser necessaria em casos muito
particulares (KATZNELSON e SUTTON, 1951; SUTTON, KATZNELSON e QUADLING,
1958; KLEMENT e LOVAS, 1959; KIRALY, KLEMENT, SOLYMOSY e VOROS, 1974) nos
guais, entre outras Caracteristicas, o fago exiba taxa de adsorgao baixa,

Deriodo latente exageradamente longa, "burst size" muito pequeno, etc.

6.1.2. Plantas perenes, plantas anuais e o isolamento de fagos

0 fato de, neste trabalho, o bacteriéfago ter sido isolado somente de

plantas fortemente afetadas por Xanthomonas campestris, e nao de solo ou se

mentes, depolis de um exame acurado das circunstancias do experimento aliado
a uma cuidadosa revisao de literatura, nao deve causar surpresa. 0 insue
cesso do isclamento do fago a partir de solo pode ser compreendido conside-
rando~-se gue 0 repolho e uma planta de ciclo muito curto. Assim, a possi-
bilidade de queda de folhas atacadas, com conseqguente incorporagao da bacté
ria e de:seu fago ao solo, e bastante remota. Remota também & a possibi-

lidade de se encontrar fagos nas sementes de repolho ja que, segundo GALLI,
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TOKESHI, CARVALHO, BALMER, KIMATI, CARDOSO e SALGADO (1968), a porcentagem

de sementes comerciais infectadas com Xanthomonas campestris e de apenas 6

L4 . ~ . LT}
a 8. Dai concluir-se que a porcentagem de ocorrencia da bacteria e do fa-

. [ .
go, Jjuntos, nas sementes, e ainda menor.

Essas provaveis explicagoes dos motivos pelos quais so se  encontraram

bacteriéfagos nas amostras de tecido de repolho com Xanthomonas campestris

sao corroboradas, de maneira implicita, por numerosos trabalhos (Tabela lZL

Tabela 12 -~ Local de isolamento, plantas e bactérias hospedeiras de diver-—
sos bacteriéfagos

Local de Bacteria Planta

) ] . Referencia
isolamento hospedeira hospedeira
Solo # Perene
Agraobacterium radiobacter alfafa ROSLYCKY, .ALLEN e
McCOY (1962)
Erwinia amylovora pereira CROSSE, BENNETT e
GARRETT (1958)
Erwinia amylovora macieira BALDWIN JR. e
GOODMAN (1963)
Erwinia amylovora pereira e HENDRY, CARPENTER
macieira GARRARD (1967)
Erwinia amylovora pereira ERSKINE (1973)
Erwinia nigrifluens nogueira MAGIE e WILSON
(1962)
Erwinia nigrifluens nogueira ZEITOUN e WILSON
(1969)
Pseudomonas morsprunorum cerejeira, CROSSE e HINGORANI

damasqueira (1958)
e ameixeira

(continua)
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Planta

Local de Bacteria AL
. Referencia
isolamento hospedeira hospedeira
Solo Perene
Pseudomonas morsprunorum - cerejeira e CROSSE e GARRETT
ameixeira (1961)
Pseudomonas morsprunorum cerejeira e CROSSE e GARRETT
ameixeira (1970)
Pseudomonas savastanoi oliveira WILSON e MAGIE
(1962)
Pseudomonas savastanoi oliveira BILLING (1970)
Pseudomonas syringae pessegueiro PERLASCA (1960)
Pseudomonas syringae cerejeira GARRETT, CROSSE e
SLETTEN (1974)
Pseudomonas syringae pessegueiro DOWLER e WEAVER
(1975)
Pseudomonas tonelliana oleandro WILSON e MAGIE
(1962)
Rhizobium meliloti alfafa PARKER e ALLEN
(1957)
Xanthomonas pruni pessegueiro ANDERSON (1928)
Xanthomonas pruni pessegueiro CIVEROLO (1970)
Anual
Pseudomonas marginalis alface BILLING (1970)
Xanthomonas phaseoli feijoeiro KATZNELSON (1950)
Xanthomonas phaseoli feijoeiro COOK e QUADLING
(1959)
Planta
Doente Perene
Pseudomonas syringae pereira BILLING (1970)
Pseudomonas syringae lilas BILLING (1970)

(continua)
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(continua)

Local Bacteria Planta A
] Referencia
hospedeira hospedeira
Planta
Doente Anual
Corynebacterium flaccumfa- feijoeiro KLEMENT (1957)
ciens
Corynebacterium flaccumfa- feijoeiro KLEMENT e LOVAS
ciens (1959)
Corynebacterium michiganen tomateiro ECHANDI e SUN
se (1973)
Pseudomonas angulatum fumo FULTON (1950)
Pseudomonas atrofaciens trigo SUTTON e KATZNEL =~
SON (1953)
Pseudomonas coronafaciens aveia SUTTON e KATZNEL -
SON (1953)
Pseudomonas glycinea soja BILLING (1970)
Pseudomonas phaseolicola feijoeiro BILLING (1970)
Pseudomonas pisi ervilha SUTTON e KATZNEL -
SON (1953)
Pseudomonas tabaci fumo FULTON (1950)
Pseudomonas tabaci fumo BILLING (1970)
Xanthomonas carotae cenoura KLEMENT (1959)
Xanthomonas malvacearum algodoeiro ROSBERG e PARRACK
(19s5)
Xanthomonas malvacearum algodoeiro  HAYWARD (1964)
Xanthomonas malvacearum algodoeiro SINGH, RAO e VERMA
