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RESUMO

Recentemente, em dois campos comerciais de tomateiro dos tipos Salada eItaliano, localizados
em Braganca Paulista e Mogi Guagt, SP, foram observados sintomas de queima generalizada nas
folhas. Em observagdes, ao microscépio 6ptico, de tecidos infectados, foi constatada a presenga de
exsudacdo bacteriana. Desses tecidos, foram isoladas bactérias em formato bastonete, Gram-
negativas, com coldnias de coloracdo branca e produtoras de pigmento fluorescente em meio B
de King. Isolados bacterianos foram submetidos aos testes LOPAT, sendo enquadrados no grupo
III (- + - - +) e, portanto, identificados como sendo Pseudomonas cichorii. Esses resultados foram
corroborados por testes serolégicos de imunofluorescéncia indireta, com antissoros produzidos
para linhagem tipo de P. cichorii. Esta bactéria causa doenca em varias culturas de importancia
econdmica e ainda ndo havia sido constatada no Brasil na cultura de tomateiro. Os isolados
bacterianos foram depositados na Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biol6gico, sob
os nameros de acesso IBSBF 2309 e IBSBF 2323.
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ABSTRACT

OCCURRENCE OF PSEUDOMONAS CICHORII ON TOMATOES IN SAO PAULO STATE,
BRAZIL. Recently, generalized blight symptoms were observed in tomato leaves of the types Salad
and Italian, at two commercial fields located in Braganga Paulista and Mogi Guaca, SP, Brazil. The
presence of bacterial exudation was verified in observations of infected tissues under an optical
microscope. Isolation attempts allowed the recovery of rod-shaped, Gram-negative bacteria, in
white colonies that produced fluorescent pigment in King’s B medium. Bacterial isolates were
submitted to LOPAT tests and classified into group III (- + - - +); consequently, they were identified
as Pseudomonas cichorii. These results were corroborated by indirect immunofluorescence tests,
using antisera produced for the type strain of P. cichorii. This bacterium causes diseases in several
crops of economic importance, and had not yet been observed on tomatoes in Brazil. Bacterial
isolates have been deposited with the Phytobacteria Culture Collection of the Instituto Biolégico,
under accession numbers IBSBF 2309 and IBSBF 2323.

KEY WORDS: Lycopersicon esculentum, leaf blight, LOPAT tests.

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.) estd sujeita a varias doengas que podem limitar
sua produgao. Dentre as principais doengas da cul-
tura, estdo as de etiologia bacteriana causadas pelo
género Pseudomonas. De acordo comKurozawa;P Avan
(2005), a principal bacteriose que ataca a parte aérea
do tomateiro, cujo patégeno pertence a este género,
éapinta bacteriana ou mancha bacteriana pequena,
sendo o agente causal Pseudomonas syringae pv.tomato
(Okabe) Young, Dye & Paula Wilkie 1978. J4 a quei-
ma bacteriana, causada por Pseudomonas syringae

pv. syringae van Hall 1902, é uma doenca pouco
conhecida e de ocorréncia esporadica. Sua ocorrén-
cia foi constatada na regido de Pato de Minas, MG,
em 1993, no inicio do inverno (ALMEIDA et al., 1994;
MarinGoNt ef al., 1994). Harelatos na da ocorréncia de
Pseudomonas cichorii em tomateiro,Australia e em
Cuba, porém até a presente data ndo tenha sido
constatada no pais.

No Brasil, P. cichorii é um patégeno de grande
importancia econdmica, sua ocorréncia foi descrita
em culturas de diferentes espécies botanicas, tais

Ynstituto Biolégico, Centro Experimental Central, Campinas, SP, Brasil.

’Sakata Seed Sudamerica, Braganca Paulista, SP, Brasil.
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como almeirao, acafrao, berinjela, beterraba, brécolis,
caléndula, cebola, cenoura, couve, corda de viola,
crisantemo, dahlia, escarola, eucalipto, falsa-serralha,
feijao, fumo, gérbera, inhame, mamona, manjericao,
pimentdo, quiabo, rabanete, salsa, salsdo e violeta.
(MaLavoLTA JUNIOR et al., 2008).

Em tomateiro, WiLkig; DYE (1973) relataram a ocor-
réncia de P. cichorii colonizando caules de plantas,
tanto em campo, como em cultivo protegido, em algu-
mas regides da Nova Zeldndia e PErez, 1984 relatou
pela primeira vez a ocorréncia deP. cichoriiemplantas
detomateiro em Cuba. Os sintomas da doencga consis-
tiam em manchas pequenas, escuras, quase negras,
comformatoirregular, que se encontravamem grande
ndmero sobre as folhas mais velhas, em plantas de
aproximadamente um més de idade.

P. cichorii se diferencia da espécieP. syringae por se
tratar de uma bactéria fluorescente do GrupoITRNA;
é Gram-negativa, de formato bastonete, com um tufo
deflagelos polares; ndo ocorre aformagdodelevanem
meiodeculturaNSA eahidroélise deargininaereacao
em discos de batata sdo negativos; a oxidase e reacao
de hipersensibilidade em folhas de fumo sao positi-
vos, colocando este organismo no Grupo Ill de Lelliot
(BRADBURY, 1986).

ScHaaDpet al. (2001) relataram os testes bioquimicos
e nutricionais para identificacdo das espécies
fitopatogénicas do género Pseudomonas. A identifica-
¢do das espécies é principalmente baseada nos testes
LOPAT, que incluem producao de "levan" em meio
com sacarose, reagdo de oxidase, atividade
pectinoliticaem discos debatata, atividade dearginina
dihidrolase, ereacdo de hipersensibilidade emfolhas
de fumo. O isolado tipo de P. cichorii caracteriza-se
pela producdo de pigmento fluorescente difusivel e
nao produgdo de pigmento nao difusivel. Nos testes
LOPAT, abactéria é “levan” negativa, reage positiva-
mente no teste de oxidase e de hipersensibilidade em
folhas de fumo e negativamente para arginina
dihidrolase e atividade pectinolitica. P. cichorii ndao
cresce a37° C,ndoreduz nitrato a nitrito e nao utiliza
gelatina. Utiliza 2-ketogluconato, manitol, meso-
tartarato, D(-)-aspartato e nado utiliza geraniol,
benzoato, cellobiose, sorbitol, trehalose, sacarose, D(-)-
tartarato, D-arabinose e L-rhamnose. E negativa para
nucleagdo de gelo e produgdo de IAA.

Recentemente, foi observada em dois campos co-
merciais de tomateiro dos tipos Salada e Italiano, em
Braganca Paulista e Mogi Guacu, SP, respectivamen-
te, a ocorréncia de uma doenca que causava queima
generalizada nas folhas, que ndo se enquadrava nos
sintomas de doengas bacterianas tipicos causados
por Pseudomonas syringae pv. tomato e Pseudomonas
syringae pv. syringae. Em observagdes microscopicas
de tecidos infectados foi constatada a presenga con-
sistente de exsudagdo de células bacterianas que,

ap6s coloracdo diferencial de Gram, revelaram ser
bastonetes Gram-negativos. Nos isolamentos
efetuados obteve-se bactérias de formato bastonete,
Gram-negativos, com colonias de coloragdo branca e
producdo de pigmento fluorescente em meio B de
King.

A constatagdo desta bactéria como patogénica as
plantas de tomateiro motivou o presente trabalho que
tevecomo objetivo caracterizar osisolados bacterianos
origindrios do tomateiro por meio de testes morfolo-
gicos, fisiolégicos, bioquimicos e sorolégicos.

Dois isolados bacterianos (IBSBF 2309 e IBSBF
2323) foram obtidos a partir de folhas de tomate com
sintomas de queima bacteriana das folhas oriundas
de dois campos comerciais de tomateiro dos tipos
Saladae]ltaliano,em Braganca Paulistae MogiGuacu,
SP, respectivamente. Os tecidos infectados foram sub-
metidos a observagdes microscopicas e constatou-se
a presenca consistente de exsudacdo de células
bacterianas. Emseguida, as folhas foram cortadasem
pequenos pedagos, desinfestadas superficialmente
em alcool 70%, por 30 segundos, e, depois, em
hipoclorito de sédio 2%, por 1 minuto. Estes foram
lavados em agua destiladaesterilizada e transferidos
para um fundo de placa de Petri, onde foram tritura-
dos com o auxilio de um bastado de vidro previamente
flambado e 5 mL de 4dgua destilada esterilizada. A
suspensao foi repicada em placas de Petri contendo
meio de cultura B de King (proteose peptona - 20 g,
K,HPO, - 1,5 g, MgSO,.7H,0 - 1,5 g, glicerol - 10 g,
agar - 15 g, dgua destilada - 1.000 mL). As placas
foram incubadas em estufa a temperatura de 28° C
durante 48h. Apds esse periodo, foi possivel obter
colonias de coloragdo branca e produtoras de pig-
mento fluorescente em meio B de King, Gram-negati-
vos e em formato de bastonetes.

Os doisisolados foram preservados em frascos de
penicilina contendo dgua destilada esterilizada e em
tubos de ensaio contendo meio de cultura B de King
inclinado com 6leo mineral esterilizado eliofilizados
(Turtg, 1969).

Para o teste de patogenicidade, os isolados
bacterianos foram inoculados em plantas de tomatei-
ro da cultivar Santa Clara, mantidas em casa de
vegetagdo. As plantas de tomateiro foram submetidas
a cadmara imida 24h antes e apds a inoculacéo, para
favorecer a penetracao da bactéria no tecido da plan-
ta. O in6culo foi obtido pelo cultivo dos isolados em
meio de culturanutriente-liquido (NL)a28° C, durante
48h, e posteriormente diluido em dgua destilada para
se obter a concentracgdo de 107 UFC.mL"!, empregan-
do-se a escala turbidimétrica de Macfarland (Lima et
al., 1997). A inoculacao foi feita por pulverizacao da
suspensdo bacteriana nas faces abaxial eadaxial das
folhas até o inicio de escorrimento em plantas de
tomateironoestidgio de dois pares defolhas verdadei-
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ras. O tratamento testemunha foi representado pela
pulverizacdo das plantas com agua destilada e a
avaliagdo realizada trés dias apés a inoculagdo.

Os isolados bacterianos obtidos foram submeti-
dos a uma série de testes para a caracterizagdo. As
metodologias foram baseadas em MaRrINGONI (1995) e
ScHaaD et al. (2001). Os seguintes testes morfoldgicos,
fisiolégicose/oubioquimicosforamempregadospara
caracterizacao dos isolados: teste de coloragao dife-
rencial de Gram; teste de solubilidade em hidréxido
de potassio; testes de LOPAT (levan, oxidase, podri-
daodediscosdebatata, argininadihidrolaseereacao
de hipersensibilidade em folhas de fumo) (LELLIOTT et
al., 1966); teste de hidrélise de gelatina, redugdo de
nitrato a nitrito, aerobiose, caracterizagao das cultu-
rasemmeiodeculturaYDC, produgdo defluoresceina
em meio de cultura B de King. Para se verificar a
producdo de dcidos de carbohidratos, foi utilizado o
meio de culturaliquido de sais minerais de Ayers efal.
(1919) e as fontes de carbohidrato foram citrato, D-
arabinose, D-celobiose, D-tartarato, D+trealose,
glicerol, gluconato, L-tartarato, manitol, oxalato,
rafinose, ramnose, sacarose, salicina e succinato.

Tambémfoirealizadooteste deimunofluorescéncia
indireta, empregando-se ametodologia utilizada por
Dezorp! (2006). Foram utilizados dois antissoros
policlonais obtidos a partir do isolado tipo de P.
cichorii IBSBF 1784 de chicéria (titulo 1:16) e do isola-
do IBSBF 2309 obtido de plantas de tomateiro (titulo
1:16). Os antigenos utilizados nas reagdes foram pre-
paradosa partir dosisoladosIBSBF 2309 e IBSBF 2323
provenientes de tomateiro e os isolados tipo de P.
cichorii, IBSBF 1784, de chicéria, e GIR-1, de girassol.
Presenca de células bacterianas que emitiam
fluorescéncia intensa de cor verde sob luz UV, em
microscépio de epifluorescéncia, munido de lampa-
da de vapor de mercirio de 100 W, indicou reacao

positiva. Como controle negativo foram utilizadas
dguadestiladaesterilizada e soro-normal (titulo 1:16)
ao invés dos antissoros obtidos para P. cichorii.

No teste de patogenicidade, foi possivel observar
os sintomas da doenca nas folhas inoculadas. Os
sintomasiniciais foram lesdes irregulares encharcadas
que evoluiram para necrose irregular do limbo foliar,
com auséncia de halo clorético ao redor das lesdes

(Fig. 1). Os sintomas observados assemelham-se em
parte com os descritos por WiLkIE; Dy (1973) e por
PEREZ (1984), em tomateiro, e com aqueles provenien-
tes das folhas coletadas em campo provenientes de
Bragancga Paulista e Mogi Guagt. As bactérias foram
re-isoladas dos tecidos das plantas de tomateiro uti-
lizadas neste teste.

Fig.1-Sintomasdequeimabacterianaemtomateirocv.Santa
Clara trés dias apés inoculagao com o isolado IBSBF 2323.

Fig. 2 - Reagdes dos isolados IBSBF 2309 (A) e IBSBF 2323 (B) de tomateiro com o antissoro policlonal do isolado tipo

de Pseudomonas cichorii de chicéria (IBSBF 1784).
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Fig.3-Reacdes dosisolados IBSBF 1784 (A) e GIR-1 (B) com o antissoro policlonal do isolado tipo de Pseudomonas cichorii

de chicéria (IBSBF 1784).

Os resultados dos testes morfolégicos, fisiol6-
gicos e bioquimicos encontram-se descritos nas
Tabelas1 e 2, erevelaram consisténcia no resulta-
dos quando comparados com os descritos por
WILKIE; DYE (1973) e ScHaAD et al. (2001), para P.
cichorii. Os isolados foram Gram-negativos, com
células em formato de bastonete; estritamente
aerébias, com colonias de coloragdo branca e pro-
duziu pigmento fluorescente em meio B de King.
Houveaproducado de dcido, em 14 dias, a partir de
citrato, D tartarato, glicerol, gluconato, L tartarato,
manitol, ramnose e succinato. Ndo foi produzido
acido, em 14 dias, a partir de D-arabinose, D-
celobiose, D+trealose, oxalato, rafinose, sacarose

esalicina. Nenhumisoladoreduziunitratoanitrito
ouhidrolisou gelatina. No testes LOPAT, as cultu-
ras apresentaram resultados positivos para
oxidase e hipersensibilidade em folhas de fumo,
sendonegativos paraa producdo delevan, arginina
dihidrolase e podriddo em discos de batata.

Nos testes sorolégicos de imunofluorescéncia in-
direta, foram obtidas reacdes positivas para os
antigenos dos isolados IBSBF 2309, IBSBF 2323, AS
1784 e GIR-1 frente aos dois antissoros policlonais
utilizados (Figs. 2 e 3). Os controles negativos foram
caracterizados pela ndo emissao de fluorescéncia
pelas células bacterianas tratadas com antissoro nor-
mal e com o conjugado.

Tabela 1 - Caracterizagdo morfolégica, cultural, bioquimica e fisiol6gica dos isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de

Pseudomonas cichorii obtidos de tomateiro.

Testes IBSBF 2309 IBSBF 2323 P. cichorii®
Morfologia Bastonete Bastonete Bastonete
Coloragdo de Gram Gram-negativo Gram-negativo Gram-negativo
Solubilidade em KOH + + +
Coloragao de colonia em meio B de King (BK) Branca Branca Branca

+ + +

Pigmento fluorescente em BK
Aerobiose

Hidroélise de gelatina
Colonias mucéide em meio YDC a 30° C
Testes LOPAT

Levan

Oxidase

Podridao em discos de batata
Arginina dihidrolase

HR em folhas de fumo
Podridao em discos de batata
Redugdo de nitrato

Aerobica restrita

Aerobica restrita Aerdbica restrita

Dados obtidos em ScHaAD et al. (2001).
+ reacgao positiva; - reagao negativa.
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Tabela 2 - Avaliacdo da produgdo de 4cidos de varias
fontes de carbohidratos para os isolados IBSBF 2309 e
IBSBF 2323 de Pseudomonas cichoriiisolados de tomateiro.

Producao de IBSBF 2309 IBSBF 2323 P. cichorii*

acidos a partir de

Citrato + + +
D-arabinose - - -
D-celobiose - - -
D tartarato + + +
D+trealose - - -
Glicerol

Gluconato
L tartarato
Manitol

Oxalato - - -
Rafinose - - -
Ramnose + + +
Sacarose - - -
Salicina - - -
Succinato + + +

Dados obtidos em ScHaAD et al. (2001).
+ reacdo positiva; - reacdo negativa.

De acordo com os resultados obtidos, os isolados
IBSBF 2309 e IBSBF 2323 foram identificados como
Pseudomonas cichorii, sendo este o primeiro relato des-
ta bactéria em tomateiro no Estado de Sdo Paulo e
possivelmente no pais.

Nao se conhece a origem do inéculo deste patégeno
para a cultura do tomateiro. Entretanto, pode-se aferir a
provavel disseminacdo destabactéria porsementes, uma
vez que esta é uma das principais formas de dissemina-
¢ao em Cuba (AMAR; Garcia, 1997), ou pela adaptagao
patogénica de P. cichorii ao tomateiro, visto que esta
bactéria ocorre em intimeras hospedeiras no Brasil
(MALAvOLTA JUNIOR ef al., 2008). Dependendo do grau de
suscetibilidade da cultivar e das condicdes climaticas
predominantesnacultura, este patbgeno poderase tornar
importantejuntamente com outros patégenos bacterianos
que causam doenca na parte aérea, uma vez que as
medidasrotineiras de controle na cultura, principalmen-
te o quimico, com pulverizagoes de fungicidas ctipricos
ou misturas cupro-carbamatos ou antibi6ticos, nao tém
apresentado resultados satisfatérios (MaManus et al.,
2002; QUEZADO-DURVAL et al., 2003).
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