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Detecção de bactérias em sementes



Temas abordados

• Como as bactérias são transmitidas por sementes?;

• Exemplos de bactérias transmitidas por sementes e 

mudas;

• Tratamentos de sementes;

• Principais métodos de isolamento e diagnose de 

bactérias.



Qual a importância da 
diagnose correta 



Importância quarentenária

• Pantoea stewartii subsp. stewartii

(Embrapa, 2018)



Epidemiologia da doença:
Princípio da Exclusão

• Uso de sementes e 

mudas certificadas;

• 3 sementes infectadas 

em um lote de 10 mil 

(0,03%) pode resultar 

numa epidemia de 

podridão negra

(APS,2023)



Como as bactérias 
são transmitidas 

por sementes



Infecção bacteriana

Aberturas 
naturais-> 
estômatos, 
hidatódios

(Ministry of Agriculture/Ontario, 2022)

Ferimentos,
injúria 

mecânica

Xanthomonas
campestris pv.

campestris



Infecção bacteriana: sementes e 
mudas

• ‘Seedborne bacteria’;

• Transmitidas sob ou dentro das sementes;

• Podem permanecer em repouso até o plantio;

• Penetram através das paredes do ovário, pericarpo,

tegumentos, feixes vasculares e pedúnculo até a

vagem: Xanthomonas, Pseudomonas

• Encontradas no embrião: Clavibacter michiganensis

(Maya et al., 2014)



Nível intra-
embrionário

Nível 
sistêmico até 

a semente

Infecção bacteriana: sementes e 
mudas

(Cabi, 2023)

Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli em vagem de 

feijão



(APS, 2020)

Acidovorax subsp. citrulli - melão

1. A bactéria penetra

através dos estômatos

do fruto, ou por

ferimentos

7. Mudas infectadas

introduzem o inóculo

no campo de

produção

5. Plantio de sementes

infestadas pode levar a mudas

infectadas

4. Sobrevivência em

restos de frutos,

daninhas e sementes

3. Sintomas da mancha

aquosa no fruto se

desenvolve rapidamente

antes da colheita

2. Ciclos de infecção

secundária no campo,

dispersão pela água de

chuva e irrigação

6. No transplante, a

dispersão de respingos

pela irrigação aérea leva

a múltiplos ciclos de

infecção



Tratamento de sementes

• Pantoea stewartii subsp. stewartii x milho: sulfato de

cobre ou soluções comerciais por 15 minutos, soluções

contendo antibióticos a 40°C a 47 ºC por 1 h.

• Xanthomonas campestris pv. campestris x crucíferas:

água quente a 50°C por 25 a 30 min, é o tratamento

mais eficaz para o controle da bactéria; couve-flor (50°C/

15 min).

• Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli x feijão: água

quente a 52°C por 20 min, ou 23 a 32 h a 60°C; uso do

antibiótico estreptomicina para descontaminação externa

(Embrapa,2018;  Cabi, 2023)



Produtos registrados

(AgroFit)

Acidovorax subsp. citrulli em melão



Não elimina a 
bactéria em 

100% dos 
casos

(Embrapa, 2018)

Pode afetar a 
germinação e 

o vigor da 
semente

Plantio de 
cultivares 

resistentes e 
manejo da 
irrigação

Tratamento de sementes



Métodos de 
isolamento de 

bactérias



Etapas para diagnose de 
bactérias

Escolha do 
método(s) de 

diagnose: 
acurácia, 
rapidez

Isolamento a 
partir de 

sementes ou 
mudas em meio 

de cultura

Plaqueamento
de sementes 

em meios 
específicos

Interpretação 
de resultados 

associando 
métodos



Plaqueamento em meio seletivo e 
semi-seletivo

• Número de sementes a ser analisada: depende da

cultura ;

(Manual de análise de sementes, 2009)

• Plaquear as sementes ou o extrato obtido pela sua

imersão (água ou solução salina) em meios seletivos

ou semi-seletivos ;

• Observar o crescimento de colônias bacterianas

(típicas para meios seletivos) ;

• Confirmação dos resultados: testes bioquímicos,

sorológicos (ELISA), moleculares (PCR) .



Plaqueamento em meio seletivo e 
semi-seletivo

Plaqueamento de sementes em 
meio de cultura Nutriente-ágar (NA) 



Plaqueamento em meio seletivo e 
semi-seletivo

Isolamento de

bactérias a partir

de mudas in vitro



Plantio da sementes em substrato
esterilizado

• Semear as sementes em substrato esterilizado (areia,

solo, vermiculita) ;

(Manual de análise de sementes, 2009)

• Incubar em câmara de crescimento a 25-28ºC ;

• A avaliação é realizada a partir da emergência das

plântulas, observando a ocorrência ou não de

sintomas ;

• A taxa de infecção é calculada com base no número

de plântulas emergidas;

• Isolamento da bactéria e sua posterior identificação.



Detecção de bactérias em
substrato e solo 

10 g de substrato/ solo 
+ 90 mL de solução 

salina (agitação)

10-1 10-2

1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 0,1 mL

10-3 10-4 10-5 Incubação 
28°C / 7 dias;
UFC / g solo 



Suspender as 
sementes em 
solução salina 
sob agitação

Preparar uma 
diluição 

seriada (1:10)

Pipetar a 
diluição em 

placas de meios 
seletivos 

escolhidos

Métodos específicos

(Manual de análise de sementes)



(Manual de análise de sementes)

Métodos específicos



(Manual de análise de sementes)

Métodos específicos



Métodos de 
diagnose de 

bactérias



Métodos bioquímicos

Biolog®



Métodos sorológicos-ELISA

Ligação proteína: (antígeno-
anticorpo

Rapidez e sensibilidade

Disponibilidade de kits comerciais
para diversas bactérias



Macerar 
amostras

Ligação 
antígeno-
anticorpo

Leitura da 
absorbância

Métodos sorológicos-ELISA



Métodos sorológicos-ELISA

Detecção de Pantoea stewartii

(Agdia®)



Métodos sorológicos-ELISA

Detecção de Acidovorax avenae subsp. citrulli

(Agdia®)



Métodos sorológicos-ELISA

Detecção de Erwinia amylovora- ImmunoStrip®

(Agdia®)



Métodos moleculares

Extração de 
DNA das 
bactérias

Busca na 
literatura por 

primers
específicos

Análise de 
resultados em 

gel ou por 
sequenciamento



Extração de DNA

• Cultivo da bactéria em meio de cultura;

• Adição da cultura bacteriana em água livre de

nucleases.

Aquecimento a 95°C por 5 min Kits específicos de extração



Diagnose molecular : PCR

Reação em 
termociclador

Primers
específicos

para a 
bactéria Análise em 

gel de 
agarose



Reação em 
termociclador

Primers
universais

para a 
bactéria Envio para

sequenciamento

Diagnose molecular: 
Sequenciamento



Diagnose molecular: 
Sequenciamento- BLASTn



Estudo de caso: importância
quarentenária

Pantoea stewartii

subsp. stewartii

Pantoea stewartii

subsp. indologenes

(Pal et al., 2019)

x



Estudo de caso: importância
quarentenária

(Pal et al., 2019)

x



CONCLUSÕES

Bactérias 
sobrevivem nas 

sementes de 
forma latente

Sementes 
infectadas 

podem ou não 
apresentar 
sintomas

Importância 
quarentenária, 
epidemiológica 

e viveiro

O ideal é 
associar mais 

de um método 
de diagnose

Sorológicos, 
bioquímicos e 
moleculares

Escolha do 
método de 

detecção, meio 
de cultura e 

plantio



DÚVIDAS



Líllian Beatriz Januario Bibiano

Importância e Procedimentos de uma 
Estação Quarentenária



Quarentena Vegetal



Quarentena e Legislação Fitossanitária

• Quarentena vegetal: atividades destinadas para prevenir a
introdução e/ou disseminação de pragas agrícolas
quarentenárias ou para assegurar seu controle oficial

• O MAPA cadastra e credencia estações quarentenárias

• As instruções normativas do Ministério da Agricultura em
vigor regulamentam a lista de pragas quarentenárias
ausentes

• Estação quarentenária: local de alta segurança onde é
realizada a quarentena do tipo pós-entrada

EMBRAPA (2013) 



Quarentena e legislação fitossanitária

https://www.gov.br/pt-br/orgaos/ministerio-da-agricultura-pecuaria-e-abastecimento



Certificado de Qualidade em
Biossegurança- CQB

Constitui-se no credenciamento que a CTNBio concede às
instituições (Estações quarentenárias) para desenvolver
projetos e atividades com Organismos Geneticamente
Modificados (OGM) e seus derivados.

OGM regulado – Controlado pela CTNBio

OGM desregulado- Semelhante ao
convencional

CIBio - Comissão Interna de Biossegurança



Distribuição das estações quarentenárias

MAPA (2017) 



Especialidades exigidas pelo MAPA 
na estação quarentenária

Virologia Acarologia e 
Entomologia

Nematologia

Bacteriologia Micologia Plantas 
infestantes



Requisitos de importação

CF-
Certificado 

Fitossanitário

PI-
Permissão ou de 

Importação 
(MAPA)

PQ-
Prescrição de 
Quarentena

DAT-
Declaração 

Agropecuária de 
Trânsito internacional

LPCO-
Licença, Permissão, 
Certificado e Outros 

Documentos



Fluxograma após a entrada

Fosfina

Peneiramento 
da carga

Amostragem

EMBRAPA (2003) 



O que é uma praga?

Praga éConceito aplicável a qualquer espécie, raça ou
biótipo de planta, animal ou agente patogênico
que danifica plantas ou produtos vegetais

EMBRAPA (2003) 

Vírus Bactérias Fungos

Ácaros Insetos

Nematoides

Sementes infestantes



Análises fitossanitárias quarentenárias

Plantas infestantes

Peneiramento manual

Análise visual de
infestantes no lote

Separar torrões
de solo no lote



Análises fitossanitárias quarentenárias

Insetos e Ácaros

Fumigação com fosfina (Expurgo)

Análise visual de
presença de
insetos vivos



Análises fitossanitárias quarentenárias

Nematoides

Trituração 
das 

sementes

Método de 
Baerman 

modificado

Identificação 
de nematoides 

na amostra



Análises fitossanitárias quarentenárias

Fungos

“Blotter test” em 
gerbox

Identificação de fungos na 
amostra



Análises fitossanitárias quarentenárias

Bactérias

Plaqueamento de sementes em 
meio de cultura nutriente-ágar 

Identificação da 
bactéria por meio 

de sequenciamento 
de DNA



Análises fitossanitárias quarentenárias

Vírus

Coleta de folhas para 
extração de RNA do vírus

Identificação do vírus por 
meio de análises 

moleculares e sorológicas



Análises fitossanitárias quarentenárias

Vírus
Teste de ELISA

Macerar amostras 
vegetais

Ligação antígeno-
anticorpo

Análise de 
resultado positivo



Análises fitossanitárias quarentenárias

Vírus
Teste molecular-PCR

Primers específicos 
para o vírus de 

interesse

Reação de PCR em 
termociclador

Análise de 
resultado 
positivo



Envio para a 
empresa 

contratante 
no Brasil

Aprovação e 
liberação pelo 

MAPA

Elaboração de 
boletins 

fitossanitários

Quarentena livre de pragas



Destruição da 
carga na 
estação 

quarentenária

Comunicado
oficial ao 

MAPA

Elaboração de 
boletins 

fitossanitários

Detecção de pragas quarentenárias



CONCLUSÕES

Importação 
de material 

vegetal 

Acarretar 
introdução de 

pragas

Aumento do 
banco de 

germosplasma

Formação de 
pessoas 

capacitadas 
nesta área

Controle de 
pragas para a 

Agricultura

Importância 
das estações 

quarentenárias
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