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CARACTERIZACAO DE PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. SYRINGAE EM
TOMATEIRO NO BRASIL E REACAO DE CULTIVARES/GENOTIPOS
DE TOMATEIRO A ESSE PATOVAR E AO PATOVAR TOMATO
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RESUMO

Plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) cultivar Zenith foram coletadas em julho
de 1993 em plantios localizados no Municipio de Patos de Minas, MG. Folhas dessas plantas
apresentavam lesdes escuras, grosseiramente circulares com didmetro de até 1 cm, sem a presenga
de halo cloroético. Essas lesdes podiam coalescer, atingindo grandes extensdes do limbo foliar.
Isolamentos realizados resultaram em bactérias do género Pseudomonas, fluorescentes sob luz
ultra violeta em meio B de King e patogénicas ao tomateiro em inoculagdes artificiais. Testes
bioguimicos, culturais, fisiolégicos e de patogenicidade foram realizados utilizando-se também
doisisolados de P. syringae pv. tomato. Os resultados dos testes para caracterizagdo do agente causal
mostraram que os isolados em estudo pertenciam ao Grupo la (LOPAT + - - - +) e que produziam
acido a partir de eritritol, utilizavam DL-lactato mas ndo utilizavam D(-) tartarato. Esses resultados
permitiram caracterizar a bactéria como Pseudomonas syringae pv. syringae. Em inoculac¢des
artificiais realizadas em casa de vegetacao, as cultivares/gendétipos Angela, Santa Clara, XPH 5978,
XPH 5979, XPH 12068 e Brigade apresentaram resisténcia ao patégeno. Isolado bacteriano
encontra-se depositado na Cole¢éo de Culturas IBSBF, sob niimero de acesso 1012.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. SYRINGAE ON TOMATO
(LYCOPERSICON ESCULENTUM MILL.) IN BRAZIL AND REACTION OF CULTIVARS AND
GENOTYPES OF TOMATO TO THISBACTERIUM AND TO P.S. PV. TOMATO. Plants of tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.) showing leaf spots were observed in a crop located in the county of
Patos de Minas, State of Minas Gerais, Brazil. These spots were usually dark brown, rounded, with
adiameter which could extend to about 1 cm and did not have chorotic, yellow haloes. The lesions
very often coalesced and formed large, irregular, necrotic areas. A fluorescent pseudomonad which
belongs to group la (LOPAT + - - - +) was isolated from the infected areas. Biochemical, cultural,
fisiological and pathogenicity tests were also developed utilizing two P. syringae pv. tomato strains
for comparison. The bacterium isolates produced acid from erythritol, utilized DL-lactate but not
D(-) tartrate and were characterizated as Pseudomonas syringae pv. syringae. In artificial inoculations
under greenhouse conditions the cultivars/genotypes Angela, Santa Clara, XPH 5978, XPH 5979,
XPH 12068 and Brigade exhibited resistance to the pathogen. Bacterial strain was deposited in IBSBF
Culture Collection under accession number 1012.

KEY WORDS: Tomato, Pseudomonas syringae pv. syringae, Lycopersicon esculentum.

INTRODUCAO a producdo. Em nosso pais, ja foram registradas,
infectando naturalmente o tomateiro, as bactérias
Diversos fatores bidticos e abioticos sdo responsa- Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia

veis por perdas quali-quantitativas na exploragéo carotovorasubsps. atroseptica e carotovora, E. chrysanthemi,
comercial deculturasdeinteresse econdmico. Bactérias Pseudomonas corrugata, P. marginalis pv. marginalis, P.
fitopatogénicas assumem especial importancia na syringae pv.tomato, Ralstoniasolanacearum e Xanthomonas
culturadotomateiro, naqual podemsetornar limitantes campestris pv. vesicatoria (MarqQueset al., 1994).
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Em julho de 1993, foram coletadas plantas de
tomateiro cv. Zenith, em plantios localizados no
Municipio de Patos de Minas, Estado de Minas
Gerais, mostrando sintomas foliares caracterizados
como lesBes escuras, grosseiramente circulares, ndo
rodeadas por halo clorético. Essas lesdes apresenta-
vam tamanho varidvel, de puntiformesaaté 1 cmde
diametro e, quando coalesciam, atingiam grandes
extensdesdo limbofoliar (Fig. 1). Exameslaboratoriais
através de observacdes ao microscépio éptico,
mostraram associacdo de bactérias a essas les@es.
Por esses sintomas diferirem dos causados por
patdgenos bacterianos ja assinalados no Brasil, foi
realizado o presente trabalho, que teve como objetivo
principal a caracterizacio do agente causal.

MATERIALEMETODOS

Isolamento do patdgeno: porg¢des de tecido foliar
(aproximadamente 3x4 mm) apresentando sintomas
foram maceradas em dgua destilada esterilizada e a
suspensdo resultante riscadaem placas de Petri con-
tendo meio Nutriente Agar (LevINE, 1954). Ap0s 48
horasdeincubacdoa28°C,ascolénias predominantes
foram selecionadas e repicadas para meio B de King
(Kingetal., 1954) ou meio Nutriente Agar.

Testes de patogenicidade: foram realizados
através de inoculagdes artificiais, empregando-se
trésisoladose, para finscomparativos, dois isolados
de Pseudomonassyringae pv.tomato. Essasinoculagdes
foram feitas através de pulverizacdo de suspensao
bacterianacom concentracdoaproximadade 108 UFC/
mL, aplicada por meio de pulverizador manual, sem
pressdo, até o ponto de escorrimento, em folhas de
plantulas de tomateiro mantidas em casa de vegeta-
¢do. Aposinoculagéo, as plantas foram mantidas sob
cadmara Umida por 72 horas.

Caracterizacao dos isolados: foram utilizados 3
isolados bacterianos. Esses isolados foram caracteri-
zados através de testes bioquimicos, culturaise fisio-
I6gicosrelacionados por BRAbBURY (1986) e por LELLIOTT
& SteAD (1987), incluindo os testes LOPAT (LELLioTT
et al., 1966), producdo de &cido de carbohidratos e
utilizacdo de sais sbédicos. Os testes de
hipersensibilidade foram realizados por meio de in-
filtragdoemfolhas de fumocv. White Burley,conforme
metodologia descrita por KLemenT et al. (1964).

Avaliacao de resisténciavarietal: paraostestesde
resisténciavarietal foramempregadas 21 cultivares/
genotipos de tomateiro constantes na Tabela 2. Plan-
tascom 30diasde idade, mantidas em vasos plasticos
(4 plantas/vaso) em condicdes de casa de vegetacao,
foram inoculadas separadamente com cada isolado
bacteriano, empregando-se trés vasos paracadacul-
tivar/gen6tipo. Como inéculo foram empregadas

Fig. 1 - Sintomas causados por Pseudomonas syringae pv.
syringae em tomateiro. Inoculacéo artificial.

suspensdes bacterianas de um isolado em estudo e
também dosisolados IBSBF 836 (estirpetipodeP.s. pv.
tomato) e IBSBF 524 (P.s. pv. tomato), com concentracao
aproximadade 108 UFC/mL.Ométodode inoculacdo
foi o de pulverizacdo foliar com pressdo (atomizacéo)
até o pontode escorrimento. A aplica¢do foi realizada
por meiode umatomizador “H Airbrush”, com pres-
sdode 1,0 kgf/cm?, fornecida por compressor Primar,
sementretanto produziranasarcanostecidosfoliares.
A avalia¢do da reacdo das plantas foi realizada 15
diasapdsainoculacéo, utilizando-se umaescalacom
valores de 0 a 5, onde 0= auséncia de sintomas; 1=
lesGes puntiformes, esparsas e em pequeno nimero;
2=lesBes puntiformes, em grande nimero; 3= lesbes
maiores e esparsas; 4=les6es maiores, atingindogran-
de parte do limbo foliar, mas sem coalescéncia e 5=
lesBes grandes, coalescentes, comprometendo mais
de 50% do limbo foliar.

Eletroforese de proteinas: aliquotas do complexo
protéico da membrana (THAVEECHAI & ScHAAD, 1986)
de todos os isolados empregados no presente traba-
lho foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamidacom dodecil sulfato de sodio (PAGE/
SDS) (HamEs, 1982; BLum et al., 1987), apds dosagem
proteica (HARTREE, 1972).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Osisolamentosrealizados mostraram, ap0s 48-72
horas, predominéncia de colénias convexas, de colo-
racdo creme, Gram negativas, oxidativas, que, em
meio BK, apresentavam fluorescéncia sob luz ultra
violeta. Os resultados dos testes LOPAT (+ - - - +)
permitiram caracterizar osisoladosem estudo como
pertencentes a espécie P. syringae, diferenciando-os
deoutras Pseudomonas fluorescentes (P. viridiflava, P.
cichorii, P.marginalis) ja relacionadas como patogénicas
ao tomateiro (Brabsury, 1986). Outros testes
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Caracterizacdo de Pseudomonas syringae pv. em tomateiro no Brasil e reacdo de
cultivares/genétipos de tomateiro a esse patovar e ao patovar tomato.

Tabela 1 - Caracteristicas bioquimicas dos isolados de
tomate, de Pseudomonassyringae pv. tomato e de Pseudomonas
syringae pv. syringae.

Tabela 2 - Reagdo de cultivares/gen6tipos de tomateiro
(Lycopersicon esculentum) a Pseudomonas syringae pv. tomato
(PST) e Pseudomonas syringae pv. syringae (PSS), em
inoculagdesartificiais.

Caracteristicas Isolados Pseudomonas  Pseudomonas - - - -
de tomate syringae pv.  syringae pv. Cultivar/Genotipo Isolado bacteriano nimero*
syringae* tomato* 836 (PST) 524 (PST)  1012(PSS)
Produgcéo de Angela Hiper 3 4 2
acido a partir de: IPA 6 5 5 2
adonitol x* - - AF26317 2 3 2
D(-)arabinose - - - Santa Clara 4 5 0
celobiose - - - Angela 5 4 0
eritritol + + - Colorado 5 5 4
m- inositol + + + Bardo Vermelho 5 3 2
inulina - - - Kada 2 2 2
XPH 5976 1 0 2
maltose ) ; ) XPH 5978 1 1 0
sacarose * * * XPH 5979 1 0 0
D-salicina - - - Brigade 4 5 0
D(-)sorbitol + + + AF 26318 3 4 2
D(+)trehalose - - - XPH 12044 0 0 2
Utilizacao de: XPH 12045 1 1 2
benzoato - - - Botu 13 0 0 3
gluconato + + XPH 12066 0 0 2
DL-lactato + v+ - XPH 12067 0 0 3
malonato + + + XPH 12068 0 0 0
succinato + + + XP'__' 12070 1 0 2
D(-)tartarato - V- + Zenith 1 0 2
L(+)tartarato - - - * nmero de registro na Colegéo de Culturas IBSBF.
betaine + + + **(0=ausénciadesintomas; 1=lesbes puntiformes, esparsas

(*) Dados obtidos em BrapsuRY (1986); MisaGHI & GROGAN
(1969); Younc & TriGGs (1994).

(**) + positivo; - negativo; v+ variavel com maioria
positiva. v - variavel com maioria negativa

bioguimicos, culturaisefisiolégicosempregados para
caracterizacdo dos isolados estédo relacionados na
Tabela 1 e permitiram caracterizar o agente causal
como sendo Pseudomonas syringae pv. syringae, dife-
renciando-a de P.s. pv. tomato pela ndo utilizacdo de
D(-) tartarato e utilizacao de eritritol e DL-lactato,
além da patogenicidade apresentada a cultivares de
tomateiro resistentes a P.s. pv. tomato (Gitamis et al.,
1985; Jonesetal., 1986). Os perfis protéicosem PAGE/
SDSdosisoladosbacterianosem estudo foram seme-
Ihantes aquele obtido para o isolado de P. s. pv.
syringae, confirmando a classificagdo da bactéria.
Como patogénicas ao tomateiro, ja& foram
registradas em diversos paises as seguintes
pseudomonadas fluorescentes: P. cichorii, P.
viridiflava, P. marginalis pv. marginalise P. syringae pv.
tomato, sendo que as duas Ultimas ja haviam sido
relacionadas noBrasil (MALAVOLTA JUNIOR & RODRIGUES

e em pequeno numero; 2= lesdes puntiformes, em grande
namero; 3= lesGes maiores e esparsas; 4= lesGes maiores,
atingindo grande parte do limbo foliar, mas sem
coalescéncia e 5= lesbes grandes, coalescentes, compro-
metendo mais de 50% do limbo foliar.

NET0, 1991; MARQuUEs et al., 1994). Desta maneira, P.s.
pv. syringae passa a ser considerada também
patogénica ao tomateiro em nosso pais, sendo que
resultados preliminares deste trabalho jaforam apre-
sentados (ALMEIDA et al., 1994). Ressalta-se também
gue em trabalho paralelo realizado com material
procedente da mesma regido de Patos de Minas,
MarinGoni et al. (1994) também descreveram P. s. pv.
syringaecomo agente causal deanomalias semelhantes
as descritas no presente trabalho.
Osresultadosdostestes de avaliagdo deresisténcia
varietal encontram-se na Tabela 2. Por essa tabela,
observa-se que as cultivares/geno6tipos mais resis-
tentes a P. s. pv. tomato foram Botu 13, Zenith, XPH
5976, XPH 5978, XPH 5979, XPH 12044, XPH 12045,
XPH 12066, XPH 12067, XPH 12068, XPH 12070,
enguanto que as maissuscetiveis foram Angela Hiper,
IPA6,SantaClara, Angela, Colorado, Bardo Vermelho,
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Brigade e AF 26318. Asdemaiscultivares/gendétipos
testados (AF 26317 e Kada) se mostraram mediana-
mente resistentes. ComrelacdoaosisoladosdeP.s. pv.
syringaeemestudo, foram resistentes: Angela, Brigade,
Santa Clara, XPH 5978, XPH 5979 e XPH 12068. As
demais cultivares/gendtipos testados se comporta-
ram como medianamente resistentes, com exce¢do da
cultivar Colorado que foi suscetivel.

Alguns genotipos portadores do gene Pto exibem
também resisténcia a P. s. pv. syringae, enquanto
outros néo. Isso indica que seguramente outro(s)
gene(s) € (sdo) responsavel(eis) pelaresisténciaaP.s.
pv.syringae.

Isolado bacteriano encontra-se depositado na
Colecéo de Culturas IBSBF sob n° 1012.
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