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MÉTODOS PARA DETECÇÃO EM SEMENTES DE 
TOMATE E CONTROLE BIOLÓGICO DE 

Pseudomonas syringae pv. tomato 

RESUMO 

Autor:FERNANDO MAURO PEREIRA SOARES 

Orientador: JOSÉ OTÁVIO MACHADO MENTEN 

Pseudomonas s,1Jngae pv. tomato (PST) é o agente causal da mancha bacteriana 

pequena do tomateiro. Procurou-se determinar o método mais adequado para detecção de 

PST em sementes de tomate, através da comparação do uso de plantas Indicadoras e um 

meio semi-seletivo. 

Como resultado, determinou-se que o melo semi-seletivo foi mais vantajoso que 

plantas Indicadoras, principalmente quanto a redução do tempo para detecção de PST, 

sendo de 7-10 dias em plantas Indicadoras, contra 36-48 horas em meio semi-seletivo. Este 

método demonstrou também ser de alta sensibilidade, detectando 102 ufc/ml em todas as 

repetiçGes, uma vez que as cultivares de tom ate testadas como plantas indicadoras (Agrodca 

33, Aneela, IPA 5, Petomec, Sta. Cruz e Sta Clara), apresentaram sensibilidade de tOZ 

ufc/ml, porém não em todas as repetiçles. 

Este meio semi-seletivo foi idealizado a partir do meio bãsico (Kin2 B), reduzindo-se 
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a quantidade de proteose peptona para 10a/l e adidonando-se OS antibióticos (clindamidna 

100111 /ml; cefadroxil 5011&'ml e cefale.xina 5011&'ml), um aaente antifiín&ico (clorotalonil 

20011glml) e um agente haloftlico (cloreto de sódio a 1,5%). 

Para o controle biológico foram selecionados 13 antagonistas à PSI, testados ln 

,11,0 por 02 mttodos (pulverização em placa e teste com clorof6rmlo), dos •uals os 05 

melhores foram testados em sementes Inoculadas artJDdalmente com o Isolado PST3; estas 

sementes foram submetidas ao processo de quanttflcação para compararar o efeito dos 

antagonistas com um tratamento antJbl6tico. Os dados Indicaram um grande potendal para 

a utilização de Bacl/Ju spp. como controle do agente causal da mancha bacteriana pequena 

em sementes de tomate. 



METHODS FOR DETECTION 1N TOMA TO SEEDS 
AND BIOLOGICAL CONTROL OF Pseudomonas 

syringae pv. tomato 

Author:FERNANDOMAUROPEREIRASOARES 

Advlser: JOSÉ OTÁVIO MACHADO MENTEN 

SUMMARY 

Pseudomonas sy rlngae pv. tomato (PST) is the casual agent of bacterial speck of 

tom ato. The more adequate method for detectJ.on of PST ln tom ato seeds was searched by 

comparison of plant indlcators and by developmmt of seml-selective medlum. 

The results lndicated that the seml-selecttve medlum was more advantageous than 

plants indicator, essentialy in time reduction for ldentification thet was 7-10 days ln plant 

indicators agalnst 36-48 hours ln the semi-selectlve medlum. Thls m ethod also demonstrated 

a hight sensibility since the cultivars tested as plants indicator (Agrocica 33, Angela, IPA 

5, Petomec, Sta. Cru and Sta. Clara) showed sensibility at 1@2 cfu/ml, but only ln some 

lnoculated leaves, while the semi-selective medium showed it at 1@2 cfu/ml in all replicates. 

This semi-selective medium was idealized with the utilization of a basic medium 

(King B) by reduction of the proteose peptone quantity to 10&11 and by addition of three 
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antibiotics (clyndamidne 100p.&fml, cefadroxyl SOp.pl and cefalmn 50p&fml), a antifimaal 

qent (chlorothalonll 200p.pl) anda halofilic qent ( sodium chloride at 1,5%). 

For the biological centro), 13 PST antagonlstlcs were selected and ln 11 ltro tested by 

two methods (dlsh spray and chloroform test) and ftve of them were fw1her lnoculated ln 

seeds artlflclally lnoculated wlth PST3 lsolate. These seeds were su.bmltted to a 

41uantlftcatJon process to comparate the antagonlstlc effects wlth a antlblotlc treatment. The 

resalts lndlcated a blgh potentlal for utlllzatJon of Bacl/Ju spp. for control of the causal 

agmt of bacterlal speck of tomato seeds. 
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1- INTRODUÇÃO

O tomateiro (L1cope11ncum ac11lentum MUI.), culdvado na forma estaqueada e 

rasteira, para o conSIIDlo ln nat11ra e utmzaçAo na lndllstrl-, respectfvamente, é uma das 

culturas mais exigentes em cuidados fttossanltárlos, nlo só pelo grande nÕDlere de doenças 

que a afetam, mas tamhl:m pela alta capacidade destrutiva e dlftcll controle destes 

patógenos. Dentre.as doenças de lmportlncla econGmlca para a cultura, destacam-se as 

hacterloses, entre as quais esti a mancha bacteriana pequena, cujo agente causal é 

Paeudomonaa BJ 1lngae pv. tom ato (PST). 

Nos últlmos anos, notou-se um aumento na lncldlncla e severidade da mancha 

pequena em várias regiles produtoras de tomate em diversos palses, sendo que no Brasil, 

especificam ente no Estado de São Paulo, tem-se tomado uma doença de elevada importftncia 

para a cultura em áreas irriaadas quanto aos prejaizos ocasionados, devido à queima de 

folhas, ao desfolhamento da planta, depreciação do fruto para consumo e processamento 

industrial. 

Este aumento da ocorrlnda da mancha pequena tem sido atribuido a diversos 

fatores, entre os quais incluem-se as condiçGes ambientais favoráveis, utilização de sementes 

portadoras de PST, mudas contaminadas, além da ineficilncia do controle quimico e baixa 
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reslstencia aenética das eultivares comerciais. 

Baseado na importlncia econ6mica crescente que a mancha pequena vem assumindo 

para a cultura do tomateiro e sendo o pat6geno transmitido por sementes, o presente 

trabalho teve o objetivo comparar metodologias de detecção de PSI em sementes de tomate, 

através de Isolamento em melo semi-seletivo e Inoculação em plantas indicadoras, 

analisando-as sob vários aspectos, a saber, represdvldade, supresdvldade, especlftcldade e 

rapidez, estabelecendo qual a técnica mais vlével para ser utlllzada em laborat6rlos de 

rottna e, posdvelmente, em programas de certUlcaçlo de sementes. Procurou-se, tam.bmi, 

buscar medidas alternativas de· controle deste pat6geno, através da seleção e teste de 

antagonistas, visando um futuro programa de controle biológico e/ou Integrado. 
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2- REVISÃO DE LITERATURA

A mancha bacteriana pequena do tomateiro, causada por Pae11domonaa BJ 1ingae pv. 

tom ato (Okabe) Young et ai., tem sido considerada uma doença economicamente Importante 

nessa cultura, em várias reglles produtoras de tomate, em diversos patses (CHAMBERS & 

MERRIMAN, uns; BASHAN et ai., 1978; OKON et ai., 1979; GOODE & SASSER, 1980; 

LEITE & MOHAN, 1985). No Brasil, esta doença bacteriana foi observada pela 1ª vez 

ocorrendo em plantios de tomateiros DO Estado de Slo Paulo (ROBBS, 1962), sendo que Dos 

últimos anos tem-se tornado uma doença de elevada lmportlnda para a cultura nesse 

Estado. A mancha pequena causa queima de folhas e desfolhamento precoce, surgindo em

plantas que aparentemente estio sem sintomas DO transplantio, quando as condlçles 

climáticas se tornam favoráveis (SRISINK & SIV ASITHAMP ARAM, 1987). Em canteiros 

a doença pode ser drástica, causando severo desfolhamento, e pode continuar, embora 

frequentemente com reduzida severidade, em plantas transplantadas no campo (SRISINK 

& SIV ASITHAMP ARAM, 1987). Mesmo uma baixa porcentagem de plantas infectadas 

pode causar severas perdas na cultura, por causa do alto potencial de disseminação de PST 

sob condiçães de alta umidade relativa e temperatura entre 20-25'C (SMITLEY & Me 

CARTER, 1982). Em muitos casos, esta doença pode ter passado desapercebida 011 sido 
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confundida com outras doenças do tomateiro, principalmente com a mancha bacteriana 

causada por Xanthomonll8 campestrls pv. -,estcat6ria, visto que os sintomas podem ser 

semelhantes em folhas e frutos adultos (BRYAN, 1933·; POHRONEZNY et ai., 1979; 

GOODE & SASSER, 1980; BLANCARD, 1990). 

Paeudomonaa BJ ,,ngae pv. tomato (PST) pode sobreviver nas sementes, em restos 

culturais, plantas voluntérlas e solo. Esses m elos de sobrevlv&lda tem sido considerados 

como fontes de ln6culo no campo (CHAMBERS & MERRIMAN, 197S; BONN et ai., 198S; 

JARDINE et ai., 1988). MARIANO (1986) observou que PST sobreviveu epllltlcamelite por 

vários periodos sobre ratzes e folhagens de tomate e ervas daninhas, sob condlçGes de casa 

de vegetação e campo. 

O aumento da ocorr&lcla do pat6geno tem sido atrlbutdo a diversos fatores, entre 

os quais se Incluem as condlçles climétlcas favora\vels, aumento de disseminação, 

substituição de cultivares resistentes por suscetiveis e a troca de fungicidas cúprlcos por 

dltiocarbamatos para o controle de doenças do tomateiro (DEV ASH et ai., 1980; BONN, 

1980; GOODE & SASSER, 1980). 

No Brasil, estudos de avaliações feitas sob condiçGes controladas, apontaram como 

suscetiveis as cultivares Sakse, Grupo Ângela, Kado, Y okota, Sandra F-5, Ozawa 2 (LEITE 

& MOHAM, 1985). 

Foi determinado que plantas emereindo de sementes externamente portadoras de 

PSI podem desenvolver sintomas da doença e iniciar epidemias no campo, sob condiçBes 

ambientais favoràveis (BASHAN et ai., 1978; DEV ASH et ai., 1980; YUNIS et ai., 1980). 

Sepndo SCHAAD & WHITE (1974), a detecção de baixa inddlnda da fitobactéria 
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nas sementes tem sido diftdl, devido ao armde nãm•o de bactérias saprófitas, 

taxonomicamente reladonadas às patoalnicas, qae as acompanham e interf•em com sea 

cresdmento em meios semi-seletivos. Poucos proceclimentos foram desenvolvidos para 

detectar a presença de PST em sementes de tomate. Estes procedimentos baseiam-se no uso 

de meios mriquecldos com folhas do hospeclelre, uso de bacterl6fagos (CUPPELS, 1984), 

meios seletivos (SAETTLER et ai., 1989) e técnicas sorol6glcas (CASANO, 198�. 

PráUcas culturais, tais como modlftcaçles de sistemas de Irrigação para limitar 

perdas decorrentes da doença (ROTEM & PARTI, 1969), ou o uso de compostos qulmlcos 

à base de cobre sozinho ou em combinação com outros fungicidas, em tratamento prevenUvo 

(CONLIN & Me CARTER, 1983) não slo efetivos para o controle de PST em tomateiro 

(COLIN & CHALAFIC, 1969). 

A expressão controle blol6gico foi cunhada por H. S. Smith, em 1919, citado por 

BACH (1964). Está baseada no uso espontlneo, ou dirigido pelo homem, de organismos 

vivos para o controle de outros organismos parasitas. A primeira noticia do emprego do 

controle blol6gico com sucesso foi relatado por Doutt et ai., citado por BACH (1964). Mas 

o conceito de controle bioló&ico pode ter uma interpretação mais ampla, qumdo se aplica

à simples modificação biolópca do meio ambiente por processos outros que nlo a 

introdução de antaaonistas do pató&eno (BAKER & COOK, 1974)._ 

As bactérias fitopatoglnicas constituem importantes or1anismos capazes de reduir 

a produção, podendo atin&ir em certos casos até 100% de perdas (ROMEIRO, 1988). Assim, 

o controle eficiente para tais bactérias tem sido amplamente pesquisado. Devido ao aumento

rápido do potencial de inóculo e fácil disseminação, o controle de fitobactéria, em muitos 
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casos, nlo é eficiente. Por isso, o controle de fitobacterloses pode se constituir em preblema 

sério e de difldl solação. Nos últimos anos, muitas pesquisas tem sido direcionadas para o 

controle biol6gico, o qual, em muitos casos, tem apresentado resultados altammte 

promissores em condlçles ln , ltro. 

Para o controle de fltobacterloses, bactérias antag8nicas slo microrganismos multo 

Importantes (ROBBS, 1991). Elas podem altrapassar em número e peso a qualquer outro 

grupo de microrganismos em solo e na rapidez de crescimento e habllldade de utilizar. 

diferentes formas de nutrientes, alán de produzirem substlnclas antimicrobianas, fazem 

com que elas nlo sejam comparadas a nenhum outro grupo (BAKER & COOK; 1974). 

Espécies de Pae'lldomonas produzflll mbitlnclas antimicrobianas efetivas contra 

outras bactérias (ANURATHA et ai, 1987; XU & GROSS, 1986) e certas espkles de 

Bacllla, especialmente BacJJ/a nbtllla, produzem antlbl6tlcos efetivos contra vários 

patógenos (CUBETA et ai., 1985; RYTTER et ai., 1989; UTKHEDE & RAHE, 1983; 

V ALARINI, 1992). 
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> MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nas dependfndas dos laborat6rlos e casas de 

·vegetação do Dep811amento de ntopatologla da Escola Superior de Agricultura "Luiz de

Queiroz" ESALQ/USP- Plradcaba-SP e :J,Alhorat6rlo de Fitopatologla do Cmtro Nacional

de Pesquisa e Monitoramento de Impacto Ambiental (CNPMA/ EMBRAPA)� em

Jaguariúna-SP.

3.1- ORIGEM DOS ISOLADOS 

3.1.1- Isolados recebidos 

Quatro Isolados foram obtidos mediante sollcltaçles a InstitulçGes de Pesquisa e 

Ensino, detentoras de hacterioteca no pais. Um Isolado proveniente de Botucatu-SP (PST3), 

enviado pelo Prof. Dr. Ant6nio Carlos Maringoni (UNESP-Botucatu-SP), outros dois 

isolados (PST2 e PST4), provenientes de Brasilia, enviados pelo pesquisador Dr. Carlos 

Alberto Lopes (CNPH-EMBRAP A-Brasilia-DF) e um isolado (PSTS) proveniente de 

Campinas, do Instituto Bioló&ico-Seção de Bacteriolo&iaFitopatoló&ica, coordenadapelo Dr. 

Júlio Rodripes Neto. 
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S.1.2- Obtenção de um isolado

Plantas de tomate, orl&l,nmas da re&l,lo de Gaaira-SP, exibindo sintomas tipices 

de Pselldomonas- 8J rlngae pv. tom ato (PST), foram levadas ao laboratório para Isolamento 

e ldentHlcaçlo da bacUrla, através do método padrão (DHIN'GRA & SINCLAIR, 1,15; 

ROMEIRO, 1988; SCHAAD, 1988), onde fragmentos do tecido vegetal com sintomas da 

mancha bacteriana pequena foram colocados sobre uma llmlna de microscópio, junto com 

uma gota de égua destilada, e coberta com lamtnula. Na observação, feita sob microscópio 

ético com aumento de 100X, foi observada uma euudaçlo bacteriana, que Indicou a 

posslbffldade de ser ama bacUrla patogentca. 

Outros fragmentos de tecido vegetal, medindo cerca de 1cm de comprimento, 

também mblndo sintomas, foram colocados em um Becker com álcool a 50% por 30 

segundos e, a seguir, transferidos para outro Becke:r contendo NaCIO a 0,5% por 3 minutos. 

Lavaram-se então as partes em uma placa de Petrl com égua esUrll; os fragmentos foram, 

então, macerados em égua estéril e deixados por 15 minutos para a passagem das bacUrlas 

dos tecidos foliares para a água. Decorrido este periodo, com auúl.lo de uma alça de pladna, 

foi feita a transfer@nda do macerado para placas de Petri contendo meio Kina B (KING et

ai., 1954), através do método de estrias por esaotamento. As placas permaneceram 

incubadas por um periodo de 48-72 horas a 25-ZS'C (SAETTLER et ai., 1989). Col6nias 

bactaianas fluorescentes, desenvol'Yidas nessas condiç6es, foram submetidas a identificação 

através de testes morfolópcos, bioquimicos e de patoaeniddade (FAHY & PERSLEY, 1983; 

KRIEG & HOLT, 1984; LELLIOTT & STEAD, 1987; SCHAAD, 1988), objetivando ser 

PST. 
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O isolado obtido foi preservado em óleo mineral e transferlnrias periódicas em 

tubo contendo meio Kin& B inclinado (TUITE, 1969; KADO, 1977; FAHY & PERSLEY, 

1983; DHINGRA & SINCLAIR, 1985; LELLIOTT & STEAD, 1987; ROMEIRO, 1989b). 

O uso de cinco isolados, provenientes de regU5es diferentes do Brasll, durante o 

experimento, fez-se necessário porciue cada região produtora de tomate possui suas 

caracterlsticas pecullares, podendo ocorrer dlfermças lntrinsecas mtre os Isolados. 

3.2- IDENTIFICAÇÃO DO ISOLADO 

3.2.1- Testes de Patogenlcldade 

O isolado bacteriano obtido foi inoculado em folhas de tomate na fase inicial de 

crescimento, através de Incisão por tesoura previamente mergulhada na suspensão 

(ROMEIRO, 1976) e as pllntulas foram mantidas em clmara úmida por 24 horas em casa 

de vegetação e, posterlormmte permaneceram na mesma por um periodo variando de 15-20 

dias a 261C, até a manisfestação dos sintomas do pat6geno. 

3.2.2- Testes para determinação da espécie 

Confirmado o einero Pse11domonas pelo teste de patoeenicidade, foi realizada uma 

série de testes bioquimicos, com o intuito de se determinar a espécie do ginero Pse11domonas 

que foi isolada, esperando confirmação para Pse11domonas SJ rlngae. Estes testes baseiam-se 

no LOPAT (LELLIOTT et ai., 1966): 

L- Levan: Levan é um polimt,,ro sintetizado a partir da frutose, através da divisão
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da molécula de sacarose, e é utilizado como fonte de crescimento por alpmas espécies dos 

alneros Pse11domonas e Erwlnla (LELLIOTT & STEAD, 1987). 

Assim, calturas de bactérias em estudo, com 24 horas de idade, foram transferidas 

para melo Agar nutriente, onde foi adldonado S% de sacarose e Incubadas a lrC. A 

avaliação foi feita pela observação 2-3 dias depois. Resultados positivos, Indicando produção 

de Levan, slo obtidos mediante surgimento de collnlas transltaddas, brilhantes, muc61des 

e elevadas (l,FJ,T,TOTT & STEAD, 1987). 

O- Oxldase: Este teste foi usado para se detectar a presença do cltocromo o:ddase

C. Tiras de papel Whatman nº 1 foram embebidas numa solação a 1% de tetrametllfenlleno

diamlno dlhldrocloreto. Em seguida, usando um bastão de vidro, espalhou-se a cultura 

bacteriana com 24 horas de idade sobre as tiras de papel de ftltro. A reação positiva ocorre 

entre 10-30 segundos, surgindo no papel um tom avermelhado (KOVACS, 1956; LET,T,TOTT 

& STEAD, 1987). 

P- Podridão de Batata: Algumas espécies do g&lero PseMdomonas podem ou não

causar podridão em batata. Para Isso, culturas do Isolado em estudo, com 24 horas de Idade, 

foram Inoculados, através de picada com auxilio de estilete, em discos de batata previamente 

lavados e Dambados e, posteriormente, colocados em placas de Petri esterelizadas com o 

fundo coberto com papel de filtro umedecido e levados à incubação a zstc por 24 horas 

(LELLTOTT et ai., 1966) onde, após decorrido este periodo, fez-se abertura das placas para 

avaliação. 

A- Arainina desldrolase: Este teste Indica que alpmas espécies dos &ineros

Pseudomonas e Enterobacter podem, em condiçGes de anaerobiose, transformar o substrato 
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arfP)llna, contida no meio de Thomey (THORNEY, 1960), em dtrulina, que posteriormente, 

através de uma sepnda reação, forma omitina, am8nia e dióxido de carbono, permitindo 

seu ereseimento. Para realização do teste, tubos contendo melo de Thorney nlo lncllnado, 

tendo pH ajustado para 7,18 antes da autoclavagem, foram Inoculados com o Isolado, com 

24 horas de Idade, por melo de uma alça de replcagem reta, mergulhada longitudinalmente 

no tubo. Após a transferlncla, é feita a selagem do tubo em óleo mineral, garantindo assim 

a condição de anaerobiose (J,EJ.J.JOTT & STEAD, 1987); tubos sem a selagem serio para 

o controle. Após 48 horas de Incubação a 28'C é observado o resultado que mostra alteração

de cor de amarelo para avermelhado, se positJvo, ou Inalterado (amarelo) para negativo.· 

T- IDpersendbilldade em folha de filmo (Nlcotlana tabacum L): Dos Isolamentos

que apresentaram Ouoresclncla, foram obtidas suspensles em solução salina 0,85% e 

ajustadas para uma concentração de o» ... • 0,3, conform� J.EJ.T.JOTT & STEAD (1987). 

De posse das suspensles, foram feitas lnoculaçles, por melo de Injeção, mi folhas de fumo 

(Nlcotlana tabac11m L). Passadas 24 horas, observou-se o surgimento ou nlo de uma érea 

necrótica no local da lnoculaçlo, Indicando ser a reação positiva ou négativa, 

respectivamente (KLEMENT et ai., 1990). 

3.2.3- Provas bioqubnicas para determinação do patovar 

Para identificação do patovar da bactéria em estudo, fez-se necessário lançar mio 

do meio de Ayers, Rupp & Johnson, citado por LELUOIT & STEAD (1987), que é 

composto de NH)IJ>O,., 1,0a; KCI, 0�21; MgSO,..7H2O; ÃEar, 12,0g; Água destilada, 1.000ml 

e púrpura de bromocresol a uma concentração de 0,0016% (peso/volume). Este meio não 
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apresmta nenhum componmte oralnico em sua constituição, por isso os compostos 

oralnicos podem ser adicionados posteriorm.mte. Os açúcares foram esterelbados por meio 

de filtragem com filtro Millipore (dilmetro do poro de 0,24nm) e adicionados, 

posteriormente a autoclavagem, quando o melo atingiu uma temperatura de , 

aprosimadamente 4S'C. Os açúcares testados foram: manltol, adonltol, lnosltol, sorhltol, 

erltrltol, L-tartarato, D-tartarato, L-lactato. A avallaçlo foi feita pela vlsuallzaçlo do 

crescimento e alteração da coloração do melo, de azul para amarelo, resultante da alteraçlo 

do pH neutro para ácido • 

. 3.3- OBTENÇÃO DE SEMENTES DE DIFERENTES CULTIVARES 

Foram utilizadas amostras de sementes de tomate da cultivar IPA5, das regi.Ses 

produtoras de Guaira-SP, Piedade-SP, Monte-Mor-SP e Presidente Pnulente-SP, onde tem 

sido constatada a presença de PST. Deu-se prioridade à esta cultivar, pois é 

tradicionalmente cultivada nas regiles citadas, procurando assim, estar mais próximo do 

prohlema existente. Isso posto, as amostras de sementes de tomate da cultivar IP A5, que tem 

mostrado maior incidência de bactéria, foram utilizadas para todos os experimmtos. 

Também foram recebidas sementes de outras cultivares de tomate, através da 

CATI-Campinas-SP, sendo que cada cultivar correspondia a 01 lote. As cultivares foram: 

Santa Cruz, Santa Clara, Petomec, Angela Giaante e Agrocica 33. Concentraram-se os 

estudos nessas cultivares com o objetivo de instalar experimentos visando confirmar qual 

era suscetivel e a possibilidade da utilização destas como plantas indicadoras para 

determinação da bacteriose em amostras de sementes supostamente contaminacfas. 
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3.4- DESENVOLVIMENTO DE UM MEIO SEMI-SELETIVO 

O primeiro passo é a esçolha de um meio bãsit:o, onde pode haver o crescimento do 

pat6geno sem afetar sua prindpal "marca" bioléglca, que é a Duorescfnda. Neste caso, o 

melo escolhido foi King B (KING et ai., 19S4), que apresenta como prlndpal caracterlstJca 

a detecção de pigmentos fluorescentes presentes no microrganismo, se observados sob lm 

ultra-violeta. Sua composlçlo é: Proteose peptona nº 3, 10,0g; "2JIPO
.., 

1,Sg; MgS0
,.
.'711:tO, 

1,Sg; Glicerol, 15,0ml; Ágar, 1!5,0g; Agua destilada, 1.000ml. 

3.4.1- Teste do melo com reduçlo da quantidade de proteose peptona. 

A proteose peptona n• 3 é de suma lmportlncla pera a produçlo de substlnclas 

Ouorescentes pela bactéria (KING et ai., 1954), mas seu custo atualmente é extremamente 

elevado. Em razio disso, a redução da quantidade de proteose peptona foi um dos objetivos, 

tomando sempre o cuidado de manter a caracteristlca da bactéria de produzir pigmento 

Ouorescente com a mesma Intensidade da quantidade Inicial. Para Isso, foi feita uma 

suspensão com os Isolados obtidos, a uma concentração aproximada de lo' UFC/ml, de 

onde, através de sucessivas diluiçéJes 1:10 fez-se a transferlncia de 0,1ml das diluiçles para 

placas contendo meio Kin& B com O, 5 e tOg/1 de proteose peptona, comparado com a 

quantidade ori&inal (20&11) como testemunha. Utilizou-se também o meio 523 de Kado & 

Heskett (KADO & HESKETT, 1970) como outro controle. Contagens das unidades 

formadoras de col8nias foram feitas após 24-36 horas de incubação a zstc. Os dados, foram 

submetidos a análise de variincia e as médias comparadas pelo teste de Tukey. 
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3.4.2- Adiçlo de 11111 aeente haloftlico à composiçlo do meio 

Cloreto de sódio (NaCI) pode ser considerado um qente inibidor de crescimento 

bacteriano quando em quantidades mais elevadas, fazendo com que haja desequllibrlo no 

balanço osm6tico da cilula. Por esta razio, testaram-se dlff.l"entes concentraçles de NaCI 

em melo King B com a f1D8Dt1dade Ideal de proteose peptona. As concen.traçles testadas 

foram: 1 % ; 1tS%; 2%; 4% e 6% · de NaCI. A avallaçlo foi feita pela Duorescênda e 

crescimento bacteriano em melo de cultura s61ldo. 

3.4.3- Teste de ant1bl6t1cos em melo de cultura 

Procurando aumentar ainda mais o grau de seletividade do melo, foram realizados 

antibiogramas com a finalidade de selecionar antibióticos que, adicionados ao melo, não 

interfeririam com o crescimento de PST e agiriam sobre outros microrganismos, 

possivelmente contaminantes. Este experimento foi dividido em duas partes: antlblograma 

qualltatJvo e antJbiograma quantitativo. 

Antibiograma qualitativo: 

Consiste em seledonar previamente qual(is) antibiótico(s) são incapazes de afetar 

o crescimento de PST em meio de cultura. Para isso, foram utilizados "kits" de antibióticos

(Marca Laborclin), contendo 27 antibióticos a uma determinada concentração (í,l.,vml), 

vinda como padrão da indústria: Amicacina (30), amoxacilina (30), ampicilina (10), ácido 

pipemidico (20), canamicina (10), cefadroxil (30), cefalexina (30), cefotaxima (30), cefoxitina 

(30), clindamicina (30), cloranfenicol (30), eritromicina (15), estreptomicina (10), fosfomicina 

(30), aentamicina (10), lincomicina (10), neomicina (30), nitrofurantoina (10), norfoxacin 
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(10), novobiodna (30), oxacilina (10), penicilina (10), polimbina B (300), rifampicina (30), 

tetradclina (30), tobramicina (10) e vancomicina (30). 

Em placas de Petri, foi colocada uma camada básica de égar-áglla, onde 

posteriormente foi vertido aproximadamente 10ml de melo King B semi-sólido fundente e 

resfriado a cerca de 48'C, ao flUal Jé havia sido, previamente, adicionado lOOpl de 

suspenslo bacteriana desenvolvida em melo KB liquido por 24 horas. Posteriormente, discos 

de ant1bl6t1cos foram depositados equidistantes am dos outros e as placas Incubadas por 24-

36 horas a 28'C. A avaliação consistiu em se determinar o aparecimento ou nlo de halos 

de Inibição. 

Antlblogramas quantitativos: 

Os antlblogramas quantitativos Um por ftnalldade mostrar até que ponto os 

antibióticos selecionados no antlblograma qualitativo são Inócuos p_ara Pse1,1domonas 

BJ ,,ngae pv. tom ato. Neste caso, o procedimento foi semelhante ao realizado no 

antlblograma qualitativo; entretanto, ao Invés de se colocar discos contendo os antlbl6tlcos, 

o meio foi perfurado com o auxilio de um furador de rolhas estéril, de 4mm de dllmetro,

onde foi adicionado 10,P-I de soluçles de compostos antimicrobianos, que ·se mostraram 

inefetivos a PST, a diferentes concentraçles (39, 78, 156, 312 e 625 J.1.&fml). 

3.4.4- Introdução de um qente antifünaico ao meio 

Procurando inibir o aparecimento de funaos ao meio nas placas de Petri, quando 

do isolamento de PST em sementes, adicionou-se ao meio 200,P-&fml de clorotalonil, 

quantidade esta normalmente utilizada, visto que este funaicida éinefetivo contra bactérias 
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fitopatoalnicas, em quaisquer concmtraçGes já estudadas (MARINGONI & KUROZA W A, 

1988). 

3.4.S- Teste do meio semi-seletivo quanto a sua supresslvidade e repressividade 

Supresslvidade: 

Entende-se por supresslvidade a capacidade que um melo possui de Inibir o 

crescimento da Oora mlcrobiota, que não o organismo que se deseja Isolar. Para este 

nperlmento, em placas de Petrl com o melo Idealizado, foram transferidas, pelo mitodo de 

estrias, culturas de diferentes microrganismos dispontveis, relacionadas à mlcroOora 

presente no solo, sementes e plantas de tomate. Foram utmzados os l'llngos T1Jchode1ma 

han:lanllm, Aspe1gJJ/u sp., Penlcllllllm sp., e as bactérias Xanthomonas campeat,la pv. 

,es1cat61Ja, Erwlnla ca,otmo,a, PseMdomonas margJnaJJs e BacJJ/u sp. 

Em um tratamento, foram. feitas suspensles em solução salina esUrU com cada um 

destes microrganismos e adicionou-se uma suspensão de PST para posterior transferí!ncla 

para meio KB original e melo semi-seletivo. O outro tratamento consistiu na não · 

incorporação de PST às suspensGes, que foram semeadas também em meio KB ori&inal e 

meio semi-seletivo. As placas foram então incubadas a 28'C por 24-36 horas para o 

surpento das co18nias. 

A avaliação consistiu em determinar o crescimento de PST e os micror1anismos no 

meio semi-seletivo e meio KB oricinal, de modo a ficar caracterizada a seletividade do meio 

desenvolvido. 
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Repressividade: 

Todos os meios seletivos e semi-seletivos apresentam alpma repressividade para 

o organismo que se deseja isolar (FAHY & PERSLEY, 1983; SOARES et ai., 1990).

Procurou-se v&riflcar esta ocorrlncla com o melo desenvolvido neste trabalho e determinar 

quanto de repressão ocorre, através da determlnaçlo de um lndlce, dividindo-se o n6.mero 

de UFC no melo semi-seletivo pelo Dlllllero de UFC surgidas nos meios King B e King B 

m odlftcado. 

• Culturas puras dos quatro Isolados de PST, foram repicadas para quatro tubos com

melo King B (KING et ai., 1954) Inclinado e Incubada por 24 horas a :zstc. Posteriormente, 

foram feitas suspmsaes em solução salina 0,8�% estéril e a partir dai fizeram-se dllulçaes 

seriadas 1:10 para cada Isolado; foram transferidos 100p.l da suspensão de cada Isolado 

para melo semi-seletivo e para os outros dois meios básicos. Procedeu-se a contagem de 

UFC e, a partir dos dados obddos, calculou-se o fator de repressividade e, por consequlncla 

o indice de repressão.

3.5- INOCULAÇÃO ARTIFICIAL DE PST EM SEMENTES DE TOMATE 

Amostras de sementes de tom.ate da cultivar IPA5 foram inicialmente submetidas 

a uma desinfestação superficial com 0,5% de NaCIO por 3 minutos e posterior inoculação 

artificial com uma suspensão de 1ft UFC/ml de Pseudomonas 6J ,,ngae pv. tomato. 

A témica de inoculação por inffltração à vácuo consistiu em imer&ir a amostra de 

sementes na suspensão do patóaeno e colocá-la dentro de uma cuba, onde foi retirado o ar 

por intermédio de uma bomba de vácuo, a 520mmHa, por 15 minutos. A sepir procedeu-se 
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a entrada de ar no Interior da cuba, permitindo a entrada do patóaeno na semmte. 

De posse de amostras Inoculadas artificialmente, foram feitos experimmtos visando 

determinar qual, dentre as soluçles extratoras sugeridas, seria a mais eficiente. 

3.• TESTE DE DIFERENTES SOLUÇÕES EXTRATORAS PARA A 

QUANTIFICAÇÃO DE'PST EM SEMENTES DE TOMATE 

Amostras de aproximadamente 4.000 sementes (10 gramas) da cultivar IPA5, 

Inoculadas artiftclalmente com 104 UFC/m.l e nlo Inoculadas, foram divididas em duas suh

amostras; duas delas foram submetidas à trituração através de um equipamento da marca 

Sorvei Omnl-Mlxer 17150, por 5 minutos. Outras duas sub-amostras nlo foram tritaradas. 

Foram constltuldas amostras de sementes lnuiras Inoculadas, sementes lnuiras nlo 

Inoculadas, sementes trituradas Inoculadas e sementes tritaradas nlo inoculadas. 

Todas as sub-amostras de sementes ficaram sob agl.taçlo em soluçães extratoras, 

a saber: �Oml de égua destilada estéril, 50ml de solução salina (Naa -0,85%) contendo 

0,02% de Tween 20 e 50ml de solução salina tamponada (pH 7,2) a 0,02M. O perlodo de 

a,ptaçlo foi de 10-15 minutos para sementes trituradas e 24 horas para sementes inteiras, 

sendo a lª sub-amostra mantida à temperatura de laborat6rio e a '1: mantida à temperatura 

de S-C.

Em sepida procedeu-se a filtraaem das amostras em duas camadas de caze e depois 

centrifuaaçlo a 1.000G por 5 minutos para a separação de particulas maiores. O precipitado 

foi desprezado e o sobrenadante centrifugado a 12.000G por 15 mina.tos (SAETTLER, 

1989). O sobrenadante obtido foi desprezado e os "pellets" ressuspensos em solução salina 
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tamponada (pH 7,2), 0,02M e quantificados através do isolamento lllll meio semi-seletivo e 

inoeulaçlo em plAntulas indicadoras nas condiçles de casa de veaetaçlo; a avaliação 

consistiu em determinar a severidade nas pl•tas e contagem do número de colGnlas de 

hacUrlas DO melo semi-seletivo, visando dellnlr a melhor.soluçlo eúratora. Os dados, em 

UFC/g de sem.ente, foram submetidos a anéllse de varllnda, e as médias comparadas pelo 

teste de Tukey. 

3.7- DETERMINAÇÃO DO MELHOR TEMPO PARA EXTRAÇÃO DE PST EM 

SEMENTES DE TOMATE. 

Ap6s a realização do ensaio visando determinar a melhor solução enratora, houve 

a necessidade de escolher um tempo Ideal no processo de extraçlo para que houvesse 

passagem da hacUrla, •ue supostamente estivesse na semente, para a solução extrators. 

Utilizaram-se amostras de 4000 sementes (10,0g) Inoculadas artificialmente com 10• 

UFC/ml do Isolado PST3, sendo cada amostra uma repetJçlo, com tr& tempos diferentes 

de extração (1� minutos, uma hora e duas horas). O processo de extraçlo foi semelhante ao 

citado DO item 3.6, utilizando-se a solução extratora escolhida e o melhor método de 

preparar a amostra. 

A avaliação foi feita através da conta1em. de UFC/a de semente em. placas de Petri 

contendo meio semi-seletivo, após 36-48 horas de incuhaçlo a 28°C. Os dados foram 

submetidos à análise de variAncia e suas médias comparadas pelo teste de Tukey. 
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Plantas indicadoras tem sido recomendadas como alternativa para detecção de 

bactérias, fungos e viras, pois, alán de apresmtarem um baixo custo, mostram também uma 

sintomatologia Uplca, podmdo esta ser facllmmte reconhecida (VALARINI, 1990). 

Neste msalo, foram utilizadas 06 cultivares comerciais de plantas de tomate, cujas 

semmtes foram semeadas em 03 vasos (OS plantas por vaso), e as pllntu.las Inoculadas com 

25 dias de Idade por 02 métodos: (l)agulhas m61Uplas, aplicadas na porção central da 

primeira folha deftnltJva, e (l)lnoculaçlo por lndslo com tesoura, onde em cada folha foram 

f eltos 04 cortes, da borda para o centro. 

Suspensão de um Isolado de PST, ajustado para OD
,..

nm • 0,3 (LELLIOTT & 

STEAD, 1987), foi dlluido a 1:10, chegando a se obter suspensftes de 104 e 1�UFC/ml, para 

proceder a lnoculaçlo. A avallaclo deu-se ap6s 10 dias de Inoculação, com as plantas 

mantidas nos 03 primeiros dias em clmara úm-ida, a temperatura de 25°C e umidade 

relativa em torno de 90%, sendo atribuldas notas de O a 4 tanto na inoculação por agulhas 

múltiplas como com tesoura, conforme mencionado a seguir: 

Escala para a&U)has múltiplas: O- nenhum sintoma; 1- aparecimento de um pequeno 

halo necrótico em torno das perfuraçles; 2- pro&resslo deste halo necrótico; 3- halos estio 

quase que juntos; 4- coalescinda dos halos e possivel morte da folha. 

Escala para incisão com tesoura: O- nenhum sintoma; 1- surpento de um h-alo 

necrótico em torno do corte; 2- pro&resslo deste halo, mas nlo hi ainda coalescinda; 3-

quase coalesc@ncia; 4- união das re&iles afetadas, provocando morte da folha. 
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Os dados obtidos, em notas, foram mbmetidos à análise de varilnda e mas médias 

comparadas pelo teste de Tllkey. 

3.9- CONTROLE BIOI..ÔGICO 

3.9.1- Obtenção de Isolados antagonistas. 

Uma relação de 13 Isolados de BacUlo sp., com potencial antagGnlco, foi utlllzada. 

para teste contra Pseudomonas SJ ,lngae pv. tomato. Estes Isolados, obtidos de ralzes de 

plantas sadias de tomateiro, foram repicados em melo BDA, culturas estas cedidas pelo 

pesquisador Dr. Pedro José Valarlnl, do Centro Nacional de Pesquisa e Monitoramento de 

Impacto Ambiental (CNPMA-EMBRAPA), com resultados prévios Já contlrmados de 

atividade antagonistJca contra PST (V ALARINI, 1992). Os Isolados obtidos foram: G3fiB; 

Gt-6; 5G; Gt-6; G11-5A; G36C; G8-7; 18G; 20G; OG; 5PEP; G11-6 e G9-6. 

J.9.2- Seleção de antagonistas.

Primeiramente, foram cultivados os isolados, cuja capaddade de antqonismo àPST 

desejou-se testar, em meio batata dextrose liquido por 24 horas a 25°C. Procedeu-se, então, 

a transfer&lda desses isolados para placas de Petri contendo meio BDA, depositando uma 

iota de cada cultura no centro de cada placa. 

Dois métodos diferentes foram comparados, com a finalidade de selecionar qual 

deles é o melhor para a seleção prma de ant,a:onistas que serão testados no tratamento 

de sementes. O primeiro método consistiu na pulverização das placas, que já continham os 
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antqonistas, com suspensles dos quatro isolados de PST (concentração de 10' UFC/ml), 

seguida de incubação em temperatura de 28°C por 24-36 horas (ROMEIRO, 1989a). 

Transcorrido este periodo, a avaliação foi realizada pela medição do halo de Inibição 

formado nas placas. No segundo método, as placas, contendo os antagonistas, foram 

colocadas em cintara de fluxo laminar e invertidas; na tampa foi depositado 1,� mi de 

clorofórmio P A, com o Intuito de Inibir o antagonista, através de seus vapores tóxicos. 

Decorridos 30 minutos, as placas foram abertas dentro da cintara, para permitir que 

vapores ainda existentes na placa pudessem ser eliminados. Em seguida, suspensies dos 

quatro isolados de PST foram adicionadas às placas por meio de pulverização, nlo havendo, 

portanto, o crescimento do antagonista quando da sua incubação para o crescimento. Os 

dados foram obtidos por uma média aritimética das medidas de maior e menor diflmetro 

do halo de inibição, suhtraidas do maior e menor dilmetro da col6nia, fazendo com que não 

houvesse interfer&tcia no resultado em razio do crescimento maior ou menor da col6nia do 

antagonista. 

Assim, os dados obtidos, foram submetidos à anélise de variAncia e suas médias 

comparadas pelo teste de Tukey. 

3.9.3- Tratamento de sementes visando controle biológico. 

Suspensles bacterianas dos isolados antagônicos selecionados foram cultivados em 

meio batata dextrose liquido (BD), por 48 horas, para uso no tratamento de sementes. 

Em seguida, amostras de 5& de sementes (aprox. 2000) da cultivar IPA5, foram 

inoculadas artificialmente pelo isolado PSD, pela témica da infiltração à vácuo, a uma 
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concentraçlo ajustada para 104 UFC/ml e deixadas secar no laborat6rlo à tempa-atara 

ambiente. Posteriormente, estas mesmas amostras foram. submetidas ao tratam.mt• com os 

antagonistas selecionados, através de lm.erslo das sementes em suspensles dos antagonistas 

por 1� minutos e deixadas para secar por 24 horas, tambán em lahorat6rlo, à temperatura 

ambiente. Foram utlllzadas uma amostra sem tratamento com PSTJ, outra inoculada sem 

tratamento com antagonista e outra, como padrão de controle, com antfbi6tlco tetracicllna, 

selecionado em antlblogramas. 

As sementes dos diversos tratamentos foram submetidas ao processo de extração 

com a solução atratora selecionada e o tempo de extração tam.bán selecionado. Reallzando 

estes processos, fez-se dllulçlo das amostras e seu plaqueamento em melo semi-seletivo para 

verificar se existe controle de Baclllu sp. somente pela produção de antlbiótlcos em meio 

de cultura. 

Os dados obtidos, em UFC/g de semente, foram submetidos à anéllse de varllncla 

e suas médias comparadas pelo teste de Duncan. 
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4- RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1- IDEN1D'ICAÇÃO DO ISOLADO 

4.1.1- Testes de patogenlcldade. 

A cultura obtida pelo processo de Isolamento foi caracterizada como patog&alca; 

decorridos 15 dias após Inoculação, surgiram, ao longo das lnclsles por tesoura, lesles 

necróticas, Indicando ser o teste podtfvo para patogenicldade. 

4.1.1� Test.es para determinação da espécie 

Na Tabela 1 são mostrados os resultados obtidos pelo teste de LOPAT(l ,FJ ,T ,TOTT 

et ai., 1966); estes resultados indicaram ser a bactéria isolada pertencente ao ainero 

Pse11domonas e espécie P. SJ rlngae. 

4.1.3- Provas hioquimicas para determinação do patovar. 

A Tabela 2 apresenta os resultados da utilização de carboidratos (SCHAAD, 1988), 

comparando patovar tomato com o oraanismo em estudo. A cultura isolada foi identificada 

como P. s, rlngae pv. tomato e nomeada PSTl, somada aos outros quatro isolados. 



25 

Tabela 1. Testes para detenninaçlo de espécie (LOPAT) da bactéria Isolada de planta de 

tomate com sintomatolo&ia Upica de mancha bactaiana pequena. 
======================-==-------------------

ESPÉCIE Levm ODdase 

TESTES BIOQUÍMICOS 

Podridão 
batata 

Arglnlna Blpa-sm 
slb. 

----------------------------------------

P. 8J1lngae

P. a. stnastanol e

P. a. delphlnl

P. ma,glnalls

P. fluo,eacena

P. tolaasll e algumas

saprófitas

Bactéria em estudo

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-------------=============================== 

Tabela 2. Testes bioquimicos para patovar (sepndo SCHAAD, 1988) da bactéria isolada 

de planta de tomate com sintomatolo&ia Upica de mancha bacteriana pequena. 

======== 

Utilização de: 

Manltol 

Adonltol 

Inosltol 

Sorbltol 

Eritrltol 

L-tartarato 

D-tartarato 

L-lactato 

Bactéria em estudo 

+ 

+ 

+ 

+ 

pv. tomato 

+ 

+ 

+ 

+ 

----------------------------------------



4.2- DESENVOLVIMENTO DE UM MEIO SEMI-SELETIVO. 

4.2.1- Teste do melo com redução da quantidade de proteose peptona. 

A Tabela 3 apresenta a contagem de coliinias em. placas, ap6s terem sido Incubadas 

por 24 horas a 28°C, em 03 repetlçles, comparado-se o melo King B original, o melo King 

B 10g,'I e 5,0g,'I e o melo 523 de Kad.o & Heskett. 

Tabela 3. Crescimento d.e PseMdomonaa sy,lngae pv. toma:to em. melo d.e cultura King B, 

contendo tres nlvels de proteose peptona e em melo 523. 
-------------------------------------------------------

MEIO DE CULTURA UFC/ml 
diluição 10·• 

•==••--=--------=--------------------------------------

KB 20&'1 183,000* a•• 

523 180,666 a 

KB 10&11 177,666 a 

KB 5&11 000,000 b 
======================================================= 

CV= 6,21/a 
*Médias dos 05 Isolados testados, COO\ 03 repetlçlleS em cada trat.arrunto.
••Mécllu 1.ic1u pela mesma letra nlo diferiram pelo teste de Tukey ao nível de 11/a

Com base nos resultados da Tabela 3, foi determinado queproteosepeptona a 10&11 

satisfez as exi:lncias do meio semi-seletivo em desenvolvimento, uma vez que não houve 

diferenças sipificativas com a concentração de proteose peptona a 20w1, mas foi superior 

a 5&11, onde não houve crescimento, por estar abaixo do nivel critico denutrientes requerido 

pela bactéria. 
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4.2.2- Adlçlo de 111D qente haloftlico à composição do meio. 

Pelos dados apresentados na Tabela 4, as concentraçlles de 4% e 6% de NaCI 

inibiram completamente o crescimento e a Ouoresc&ada de P8e11domonas BJringae pv. 

tomato, enquanto que a concentraçlo 2% ocorreu reduçlo conslderével de PST; Já as 

concmtraçles 1% e 1,S% de NaCI nlo afetaram os cinco Isolados, no que se refere a 

cresclmmto e Ouoresc&tcla, se comparados • testemunha (0% ). Elegeu-se 1,S% de 

concentração de NaCI por ser a concentração mais alta em que a bactéria teve seu 

crescimento e Ouorescfncla normais. 

Tabela 4. Efeito de diferentes concentraçles de NaCI, em melo KB com lOg/1 de proteose 

peptona, no crescimento de Pae11domonaa BJ ringae pv. tomato. 

•••••m•••••••111maaa•- •---=--•-••-=-�-•-•----- •••E•--•--•-------• -•• 

CARACTEIÚSTICAS DE PST NAS REPETIÇÕES• 
CONCENTRAÇÃO 

NaCI 
======= 

0% (test) 

1% 

1,5% 

2% 

4% 

6% 

1 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

2 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

3 

+++ 

+++ 

+++ 

++ 

========================================= 

*Médiu dos clnco llolados testados
+++ = Cresclrruoto e nuorescincla normais 
++ = CrNclmento e f'luoresdbcla pouco afetados 
+ = Crescimento e nuonscincla bastanu afetados 
- - SNn Cl"Nclmmto



4.2.3- Teste de antibióticos 1111 meio de caltura (KB 10wl) 

Antibioarama qualitativo 
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Na Tabela S é apresentado a sensibilidade dos cinco Isolados de Pse11domonas 

BJ 1lngae pv. tomato à 27 dlfermtes andbl6tJcos. Os quatro antJbl6tlcos em destaque slo os 

que, nos testes, Indicaram ser lnefldentes à PST nas concmtraçles originais dos discos. 

Antlblograma quantJtatJvo 

De posse dos resultados obtJdos na Tabela 5, pode-se recomendar tris andbl6tlcos 

(Cllndamldna, Cefadro:dl e Cefalesina), selecionados no antJblograma qualltatJvo para o 

teste em antlblograma quantJtatlvo. A oxaclllna, também selecionada, nllo pode ser lnclutda 

nos testes do melo semi-seletivo por nlo ter sido encontrada dlsponlvel no mercado 

farmaclutJco. Os resultados do antJblograma quantitativo estio apresentados na Tabela 6, 

Indicando que 81 concentraçles finais dos ant1bl6ticos slo 81 seguintes: Cllndamlclna, 

100f1-g/ml; Cefadro:xll, 50pg/ml eCefalmna, 50Jlg/ml, sem que lnterferlssem no crescimento 

da PseMdomonas 9J rlngae pv. tomato. 

4.2.4- Constituição final do meio semi-seletivo idealizado 

Com base nos resultados obtidos, o meio semi-seletivo deve ter a sepinte 

constituição: proteose peptona N. 3, 10&,'l; KH2P04, 1,5&,4; MGS04. 7H20, 1,5&11; NaCI, 

15&,4; dorotalonil, :200p.e,'ml; á&ar, 15&,'1; àpa destilada, 1000ml; acrescido dos antibióticos 

cefadroxil, 50p.e,'ml; cefalexina, 50p&fml e clindamicina, 100p&fml. 
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Tabela 5- Sensibilidade dos lsolammtos de Pseadomonas syrinpe pv. tomato a .Ufcrmtes 

antihi6ticos. 

•=====•====•• 

ANTIBIÓTICOS PST1 PST2 PST3 PST4 PST� 

•===='===•==--

A:mlcaclna s s s s s 

A:mouclllna s s s s s 

A:mplclllna R R s s s 

Áddo Plpemldlco s s s s s 

Canamlclna s s s s s 

Cefadro:ól R R R R R 

Cefalalna R R R R R 

Cefotuima s R s R s 

Cefo:dtJna s s s s s 

Cllndamlclna R R R R R 

Cloranfmlcol s s s s s 

Eritromlclna s s s s s 

Estreptomicina R s s s s 

Fosfomicina s s R s R 

Gentamicina s s s R s 

Lincomicina R s s R s 

Neomicina s s s s s 

Nitrofarantoina s s s s s 

Norfoxacin s s s s s 

Novohiocina R s s s s 

Oxacilina R R R R R 

Penicilina s s R s R 

Polimixina B s s s s s 

Rifampicina s s s s s 

Tetradclina s s s s s 

Tohraniicina s s s ·S s 

Vancomicina R R s s s 
===========--

PST1 = Isolado de Guaíra; PST2 = Isolado de Botucatu; PST3 = Isolado de

Bruflta; PST4 = Isolado de Bruflta; PST5= bolado de Campinas
S = Semfvel; R = Resistente 
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Tabela 6. Antibioarama 41uantitativo indicando a mscetibilidade de P. 8J7lngae pv. tomato 

a diferentes 41.uantidades de cefadroxil, clindamicina e cefalexina isoladamente ou 

conjugados entre si. 

-------==--===============-=====-=========:a===-=-=-=-=-=:•-==•-----

TRATAMENTOS• 

Cone. ug,'ml 1 1 3 4 6 7 8 
------------------------

6� 3,66·· - 1,06 3,13 3,4 

311 1,46 1,13 1,73 

1�6 1,93 1,0 1,33 

78 

39 

=======-

*1- Celadroxil + PST; 2- CUndamlclna + PST; 3- Cel'alex:lna + PST
4-Cefadroxil+ Cllndamlclna + PST; S- Cefadroxll + Cefalmdna + PST

0,33 1,4 

0,66 

6- Clndamlclna + Cel'alex:lna + PST ; 7- Celadroxil + CUndamlclna + Celaltxlna + PST
8- Testemunha (BlO dest. + PST)
**Médias de 03 repetições, para OI 05 Isolados, medindo-se o halo de

lnlbiçflo em cm. 

4.2.5- Teste do meio semi-seletivo quanto a sua supressividade e repressividade. 

Supressividade 

A Tabela 7 mostra que o meio semi-seletivo, à excessão de Bacll/us sp. e 

Pse11domonas SJ rlngae pv. tomato, inibiu o crescimento de todos os micror2anismos 

testados, demonstrando ter ·.,-ande ação supressora (Fipra 1), sendo recomendado também 

para isolamentos de PSI a partir de frutos e folhas de tomateiro. 
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Tabela 7.Crescimento de micror1anismos em meio semi-seletivo desenvolvido, em meio 

básico (KING B.) 

-

--

-

-

-

CULTURAS 

Suspensão sem PST 

MEIO SEMI 
SELETIVO 

MEIO 
BÁSICO 

Suspensão com PST 

MEIO SEMI 
SELETIVO 

MEIO 
BÁSICO 

----------------------------------------------

T,lchode'l"ma hardan"m 

Aaperglllu sp. 

Penlcllll"m sp. 

Xanthomonaa campeauls 

pv. Yeslcatorla 

Erwlnla carotovora 

Pseudomonas marglna/'8 

Pselldomonas SJ rlngae 

pv. toma/o 

Baclllu sp. 

( - ) = ausência de crescimento
( ++ ) = cn1clmento mediano

Repressividade 

+ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

( + ) = crescimento mmtmo
( +++ ) = cnsclrnent.o abundante

+++ 

+ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

A Tabela 8 indica que o meio semi-seletivo tem um fator de repressividade próximo 

. a 1,3 (divide-se maior valor obtido� meio KlngB com 10 g,1 pelo valor obtido no meio 

semi-seletivo), o que representa um lndice em tomo de 30%, sendo portanto um tndlce 

aceitável, se comparado a outros .meios, como 90% para isolamento de PseMdomonas 

margina/Is (SOARES et ai., 1990). 

Obsevou-se também que a análise estatistica realizada pelo teste de Tukey não 
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mostra diferença sipificativa a nlvel de 1% entre os meios, 1111erindo entlo sua 

recomendação. 

É importante salientar que, de posse desse indlce, é possível determinar UFC 

crescidas em melo semi-seletivo, comparado à outros meios de cultura utilizados atualmente. 

Tabela 8. Comparação da repressividade de Pse'lldomonas SJ ,lngae pv. tomato entre os 

meios béslco e semi-seletivo (dados em UFC/ml). 

-------------------------------------------------------

MEIO DE CULTURA MÉDIAS•
(UFC/ml) 

-------------------------------------------------------

KING B 20g,'1 

KINGB 10&11 

MEIO SEMI SEL. 

157,666 

140,666 

120,000 

a•• 

a 

a 

======================================================= 

CV= 11�% 
• MMlu de 03 rep&tlç681 dos cinco Isolados para a dllulçlo 10'
** MMlu 1'9,Udu pela mesma letra nAo diferiram pelo tesu de Tukey
ao nível de 1 %

4.3- TESTE DE DIFERENTES SOLUÇÕES EXTRATORAS PARA QUANTIFICA

ÇÃO DE PST EM SEMENTES DE TOMATE. 

A eftcl&lcla de três soluçles extratoras de PST de sementes de tomate pode ser 

observada na Tabela 9. Verificou-se que a melhor foi tampão fosfato, visto maior 

recuperação de PST por grama de semente. 

Observou-se também que não houve diferença estatistica entre as soluç6es 

extratoras Ápa Destilada e Salina+Tween20, que ficaram com valores muito abaixo que 

a solução extratora Tampão Fosfato. 



Fiem-a 1- Meio semi-seletivo entre Kin& B e 523 de KADO & 

HESKETT, mostrando sua supressividade e repressividade. 
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Tabela 9. Comparaçlo da eficilncia de diferentes soluçles extratoras para sementes 

contaminadas com Pse11domonas 8J rlngae pv. tomato.

=================•==•=--=------------------------------

SOLUÇÃO 
EXTRATORA 

UFC/g 
SEMENTE• 

=•====•------=-•==-------------------------------------

TAMPÃO FOSFATO 

ÁGUA DESTILADA 

SALINA+TWEEN20 

cv- 18,ffi

2,4 X 1@2 

2,0 X 18 

1,9 X 10 

*Médias de quatro npetlçõet e cinco Isolados llll UFC

••• 

b 

b 

**Médias 1equldu pela mesma letra nlo diferiram pelo teste de Tukey
ao nivel de 1 %

Na Tabela 10 é mostrado, em UFC/g de �emente, o desempenho dos diferentes 

métodos a que a semente foi submetida antes do processo de extração propriamente dito. 

Observou-se que, em maceradas e inoculadas, as unidades formadoras de col6nia (UFC) de 

PST estio em número bem mais reduzido que nas sementes inteiras. O que deveria se 

esperar é justamente o contrário. A hipótese para este resultado é que durante o processo 

de extração por 12 horas das sementes maceradas, iniciou-se uma fermentação, provocando 

produção de subst.Andas tóxicas às bactérias, ocasionando sua morte. Este arpmento torna

se mais sólido pela verificação do odor da amostra de sementes, que tomou-se semelhante 

ao do vinaue, indicando ocorrOncia de fermentação. 
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Tabela 10. Efici8ncia de quatro processos de extração e detecção de Pse'lldomonas BJ rlngae 

pv. tomato e saprófitas em sementes de tomate. 

UFC/g DE SEMENTE 

MEIO DE CULTURA 
TRATAMENTOS 

KlngB 
PST Sapr6fltas 

Semi-seletivo 
PST Sapr.__ 

--------------------------------------------------------------------

Sementes Inteiras nlo Inoculadas l,J.xte2 .. l,Sx.104 1,7xlo2 

Sementes Inteiras Inoculadas• 2,3x103 1,sx.10" 3,hl03 l,4xl02 

Sementes maceradas nlo Inoculadas l,4xl02 

Sementes maceradas Inoculadas• 9,Sx.102 9,Sx.102 8,0xltr 

==================================================================== 

• bolado de PST utlll'lado foi o de número 1
**Cmtapm de mlcrorgmlmtos 11n UFC/g de 1Knente

4.4- DETERMINAÇÃO DO MELHOR TEMPO PARA EXTRAÇÃO DE PST EM

SEMENTES DE TOMATE 

Neste ensaio foi utilizada a solução tampão fosfato salina pH 7,2 a 0,02M como 

extratora e o método utilizado foi a de trituração das sementes, mesmo este não ter tido 

resultados satisfatórios nos ensaios do item 4.3. Acredita-se que com sementes trituradas, 

há um maior contato entre a solução extratora e a semente, obtendo uma maior quantidade 

de bactérias extraidas. Como o tempo de exposição à solução é bem menor (de 12 horas no 

ensaio do item 4.3), há a possibilidade de não iniciar o processo de fermentação, facilitando 

pois, a extração. 

Os resultados, apresentados na Tabela 11 indicam que tanto o periodo d.e 15 
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minutos como o de uma hora nlo diferiram estatisticamente, mas ji que o objetivo é um 

periodo onde ocorre mais extração, foi selecionado o periodo de uma hora, visto sua média 

ser maior. Em duas horas de extração, há uma redução do número de UFC, talvez pela 

lnlclaçlo do processo fermentattvo. 

Tabela IL Efeito de três periodos de tempo para a extração de Pse11domonas a, ,lngae pv. 

tomato em sementes de tomate. 

-------------------------------------------------------

PEIÚODOS 

-------------------------------------------------------

1� minutos 

Uma hora 

Duas horas 

3,0 

3,6 

2,6 

a•• 

a 

b 

======================================================= 

CV= 10,8% 

•MMJu de quatro repetlÇÕeS para o Isolado PST3
• *MMtu •f91ldu pela �ma letra nlo dtf erem pelo teste de Tukey ao

nfvel de 1%

4.5- USO DE PLANTAS INDICADORAS COMO ALTERNATIVA PARA 

DETECÇÃO DE PST EM SEMENTES 

Nas Tabelas 12, 13, 14 e 15, são mostrados os resultados obtidos com a avaliação 

no ensaio com plantas indicadoras, indicando a concentração mais adequada, a cultivar mais 

suscetivel e o método de inoculação mais indicado. 
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Tabela 12. lnoculaçlo pelo mttodo de aplhas múltiplas, na concentração de 1@3 UFC/ml 

para seis cultivares de tomate. 

--------=----=-----==•====--=--=-----------------------

CULTIVAR MÉDIAS DE NOTAS• 

=============•===�===•================================= 

IPAS 0,09415 ••• 

SANTA CLARA 0.04654 a 

SANTA CRUZ 0.00000 a 

ANGELA GIGANTE 0.00000 a 

AGROCICA33 0,00000 a 

PETOMEC 0,00000 a 

======================================================= 

CV= 12,ffi 

*MMlu de 18 npetlçfJel para o Isolado PST 3

**M6dlu 19Idu pela mesma letra nlo dtreran pelo teste de Tukey
ao nível de 1%

Tabela 13. Inoculação pelo método de aeu)has múltiplas, na concentração 104UFC/ml, para 

seis cultivares de tomate. 

======================================================= 

CULTIVAR MÉDIAS DE NOTAS• 

======================================================= 

IPA5 0.14285 a•• 

ANGELA GIGANTE 0.09415 a 

SANTA CLARA 0.04654 a 

AGROCICA33 0,00000 a 

SANTA CRUZ 0,00000 a 

PETOMEC 0,00000 a 

-------------------------------------------------------

CV- U.7%
*Médias de 18 repetições para o Isolado PST 3

**Média• 119,ddu da mesma letra nlo dlfttnm pttlo teste de Tukey
ao nfv•l de 1 %
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Tabela 14. Inocalaçlo pelo mttodo de tesoura, na concentração 1oz UFC/ml, para as 06 

cultivares de tomate. 

CULTIVAR MÉDIAS DE NOTAS• 

======•====•===================•===•===--=-==•--•===••-

AGROCICA 33 0.0!1415 a••

IPA5 0.09415 8 

ANGELA GIGANTE 0.0!1415 a 

SANTA CRUZ 0.04654 a 

SANTA CLARA 0,00000 • 

PETOMEC 0,00000 a 

======================================================= 

CV= 12,7% 
•MMtu de 18 repetlç685 para o isolado PST 3

uMMtu 1.,.tdu da meuna letra nlo cUfenrn pelo teste de Tukey
ao nível de 1 %

Tabela 15. Inoculação pelo método de tesoura, na concentração Ut UFC/ml, para as 06 

cultivares de tomate. 

======================================================= 

CULTIVAR MÉDIAS DE NOTAS• 

======================================================= 

SANTA CLARA 

AGROCICA 33 

PETOMEC 

IPA5 

ANGELA GIGANTE 

SANTA CRUZ 

0.52695 

0.38942 

0.34536 

0.24333 

0.14285 

0.14285 

..... 

ab 

ab 

ab 

b 

b 

•===••=••-=•=••----·--·----------==••··········--•=••·-

CV-12,7%
*Médias de 18 repetições p11n1. o isolado PST 3

,..Médias seguidas da mesma letra nlo diferem pelo teste de Tukey
ao nível de 1 %
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Na Tabela 12 pod•se observar 41ue o método de aplhas múltiplas, utilizando a 

concentração de u)2 UFC/m.l, proporcionou a detecção de PST nas cultivares IP A S e Santa 

Clara, não obtendo-se sintomas nas demais cultivares. Mesmo assim, todas as cultivares não 

diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Takey. 

Na Tabela 13, onde é aumentada a concentração para 104 UFC/ml, permanecendo 

o mesmo método de lnoculaçlo, notá-se que as cultivares IPA 5, Ãngela Gigante e Santa

Clara mostraram sintomas, mas também nlo diferiram estatisticamente das demais 

cultivares, que nlo exibiram nenhuma sintomatologia ap6s a 1n.,cu1açlo. 

Quando efetuou-se a mudança no método de Inoculação para a lnclslo com tesoura, 

com a concentração ajustada para ur UFC/ml (Tabela 14), foi observado que as variedades 

A 

IPA 5, Angela Gigante, Agrocica 33 e Santa Cruz obtiveram notas maiores que zero, mas 

mesmo assim nlo diferiram estatisticamente das outras cultivares. Aumentando-se a 

concentração para 104 UFC/ml, foram obtidos valores de notas mais altas, sendo que todas 

as cultivares exibiram sintomas e a cultivar Santa Clara diferiu estatisticamente das 

cultivares Ângela Gigante e Santa Cruz, enquanto que Agrocica 33, Petomec e IPA 5 

obtiveram valores de notas intermediários. 

Por isso, eleaeu-se a inoculação por tesoura e a concentração 104 UFC/ml como 

minima detectável com seprança para testes com plantas indicadoras, podendo esta ser da 

cultivar Santa Clara, visto ma maior média de notas e estar, na maioria dos testes, exibindo 

sintomas nas inoculaçles, mesmo com valores de notas baixos. 

Estes valores baixos dev•se, além da sintomatolo&ia propriamente dita, também a 

perda de alpmas repetiçles, resultando numa distribuição de notas às outras repetiçles. 
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A caltivar IPA S, escolhida para os experimentos, apresentou valores de notas 

abaixo do esperado, supondo tambán que alteraçles de temperatura e umidade em casa-de

vegetaçlo ocorreram que poderiam determinar alteraçles em sua sucetlbllidade. 

4.6- ESCOLHA DO MÉTODO PARA A DETECÇÃO DO PATÔGENO EM 

SEMENTES. 

Comparando-se os dados apresentados, o melo semi-seletivo se apresenta como o 

método mais eficiente na detecção de Pae•domonaa BJ rlngae p-,. tomato, por apresentar 

maior senslbffldade (detecção de 1D2 UFC/ml),  alta supresslvldade, apesar de não possuir 

especificidade de 100%, tempo menor na detecção (36-48horas) se comparado a plantas 

Indicadoras (10 dias), promovendo um 0uxo de amostras de sementes muit.o mais répldo, 

além de seu manuseio ser fécil, visto que o meio básico é comum aos laborat:6rlos e os 

antlbl6Ucos nele adicionados podem ser encontrados em qualquer farmácia. Outra vantagem 

é que em plantas indicadoras há a necessidade de se dispor de um funcionário que 

mantenha os t.omat.eiros durante qualquer época do ano, Inclusive em perlodos de variação 

de temperatura, dificultando inclusive o processo de inoculação, e expressão de sintomas.

4.7- CONTROLE BIOLóGICO 

4.7.1- Seleção de antqonistas. 

As Tabelas 16 e 17 mostram, respectivammte, os métodos de avaliação de 

antagonismo de ruobactérias a PST ou seja, utilizando-se o método de pulverização sobre 
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as collnias dos Isolados de Baci/1118 spp. em fase de crescimento, e o método utilizando-se 

clorofórmio como· maneira de matar as células de Baci//118 spp. 

Tabela 16. Avaliação da efici&lcia de rizobactérias na inibição de Pse11domonas SJ 1'lngae pv. 

tom ato através do método depulverlzaçlo do patégeno sobre collnlas vivas derlzobacHrlas. 
-------------------------------------------------------

RIZOBACTÉRIAS DIÃMETRO DO BALO 
DE INIBIÇÃ_O(cm) 

-------------------------------------------------------

G3-6B 1,soo• 

Gt-6 1,166 

SG o,,,, 

G4-6 0,966 

G11-5A 0,950 

G3-6C 0,800 

GS-7 0,800 

18G 0,666 

20G 0,600 

SPEP 0,566 

Gll-6 0,533 

OG 0,333 

G9-6 0,000 

CV-26,9%
•Médias para trls npetlçõel dos cinco Isolados
ºMédhu 1f.911du pela mesma letra nlo dtreran pelo � de Tukey
ao nini de 1%

a•• 

ah 

ahc 

ahc 

ahc 

ahc 

ahc 

bc 

bc 

bc 

bc 

e 

e 
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Tabela 17. Avaliação da efidlncia de rizobactérias na inibição de Pse11domonas 8J rlngae pv. 

tomato pelo método do uso de dorof6rmio. 
----=------=--=--===•==•-------------------------------

RIZOBACTÉRIAS DIÂMETRO DO HALO 
DE INIBIÇÃO(cm) 

•==----------------------------------------------------

G4-6 2,366· ••• 

G3-6c 2,266 a 

G9-6 2,100 a 

Gll-6 2,066 a 

0G 2,000 a 

SO 1,900 ab 

180 1,850 ab 

08-7 1,850 ab 

03-0 1,766 ab 

200 1,700 ab 

O11-SA 1,666 ab 

01-6 -t,533 ab 

SPEP 0,700 b 

-------------------------------------------------------

CV= 19,6 
*Médlu para tris lllfUÜf cinco Isolados
**MMlal 1eaJ.lldas pela mesma letra nlo dH'erem pelo teste de Tuk.e)r
ao nfvel de 1 %

Os resultados mostrados nas Tabelas 16 e 17 apontam diferenças de antagonismo 

entre mesmas rizobacUrlas, com relação ao tamanho do halo de Inibição, nos dois métodos 

testados. Uma hlp6tese para Isto é que, ao observar o método utilizando clorof6rmlo, o 

dllmetro dos halos de Inibição é bem maior · que o método de pulverlzaçlo sobre o 

antagonista vivo; Isto pode sei- explicado pela presença de vapores produzidos pelo 
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clorofórmio, quetransloeariam as substancias antaa8nieas no meio de eultura, fazendo eom 

que difundi,n;em mai1t napiôMmaate nu meio • .Eau-cúmto, a 01·denaçlo das rizobactérias está 

alterada, indicando efeito do método na seleção dos antagonistas mais eficientes. Como cada 

Isolado pode produzir diferentes suhstlnclas antaglnlcas, e estas podem possuir pesos 

moleculares diferentes, é provável que se deslocaram pelo melo a diferentes velocidades, e 

por consequência, formando halos de lnlhlçlo de diferentes dllmetros. 

Assim, como este teste ln 11lt10 é somente um Indicativo de qual ou quais 

microrganismos devem ser selecionados, a metodologia de pulverização de PST sobre 

col6nlas vivas de Isolados antagonistas pode ser mais Indicada, conforme relatado por 

MARIANO (1993), que cita a rejeição dos testes de seleção ln 11 lt,o, mas, apesar disso, a 

grande maioria dos trabalhos publicados até o momento, em controle biológico de doenças 

de plantas, abrange uma seleção Inicial em laboratório, e a metodologia de pulverização do 

patógeno sobre col6nlas vivas do antagonista promove a não ln0uincla de fatores externos, 

como a translocaçlo de compostos antimicrobianos Do meio de cultura pelo uso de 

clorofórmio, metodologia esta citada por ROMEIRO (1989). 

Desta forma, foram selecionados 05 rizobactérias com provável potencial de 

produzir compostos capazes de controlar PST em sementes de tomate. Os isolados são: G3-

6B, G1�6, 5G, G4-6 e G11-5A. Como critério de seleção, utilizaram-se dos dados obtidos na 

Tabela 16, que apresentam as rizobactérias utilizadas DO teste de pulverização sobre 

col6nias vivas, e que apresentam médias das repetições superiores a 0,9cm de dilmetro do 

halo de inibição. 
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4.7.2- Tratamento de sementes visando controle biol6apco. 

� dnco rizobactérias pré-selecionadas (G3-6B; Gt-6; SG; G4-6 e GU-SA) foram 

comparadas, estando os resultados expressos na Tabela 18. Pode-se concluir que o 

tratamento de semente sadia, diferiu estatisticamente, a nivel de 5% no teste de Duncan, dos 

tratamentos de semente Infectada e das rlzobacUrlas G 1-6 e 5G. Isto posto, constatou-se que 

o tratamento de sementes, visando diminuição de PST é vlilvel, através dos Isolados G4-6,

G3-6B e G11-5A, embora não houvesse diferença estatlstJca, a ntvel de 5% no teste de 

Duncan, das testemunhas sadia e tratada com tetraclcllna, necessitando pois, de mais 

estudos visando otimizar os mecanismos de produção de compostos antimicrobianos. 

Tabela 18. EficU!ncla do tratamento de sementes de tomate, portadoras de Pae11domonas 

SJ rlngae pv. tomato, com agentes de controle biológico. 

-------------------------------------------------------

TRATAMENTOS UFC/1 SEMENTE• 

=========================================-============= 

Sem tratamento 1,33x10' a••

Gt-6 2,12x107
a 

5G 1,09x107
a 

G4-6 4,52.xtO' ab 

G3-6B 1,49x10' ab 

G11-5A 2,44xlô2 ab 

T etraciclina 1,34x10Z ah 

Sem entes sadias 0,00 b 

CT-66,14% 

*Média de quatro repetições para o isolado PST 3

**Médias seguidas pela mesma letra nlo dtrerem pelo teste de Duncan ao nivel de 5%
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5 - CONCLUSÕES 

O presente trabalho possibllita as seguintes conclusles: 

a- Desenvolveu-se um meio seml-seletl.vo com caracteristlcas desejáveis para a

detecção de PST em sementes de tomate a um custo reduzido, rapidez na detecçlo, alta 

supressividade, baixa repressividade e fácil manuseio. 

b- No processo de extração de PST em sementes de tomate, deve-se utilizar sementes

maceradas e solução tampão fosfato salina pH 7,1; 0,01M como extrator, pelo periodo de 

uma hora, sob agitação conUnua a temperatura de toºc. 

e- A seleção de rizobactérias ln ,ltro, pelo processo do uso de clorofórmio não é

recomendado, pois apresenta erandes diferenças nos resultados, em provável decorrinda 

de vapores de clorofórmio interferirem na translocaçlo de compostos antimicrobianos. 

d- Algumas rizobactérias selecionadas, proporcionaram controle semelhante à

tetradclina, para a redução de PST em sementes de tomate, podendo estas espécies serem 

melhor estudadas para um possivel proerama de controle biolóeico de Pse11domonas 

SJ ringae pv. tomato em sementes de tomate. 
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