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RESUMO

MOTA, L. C. B. M. Caracterizacio fenotipica e genotipica de isolados de Pseudomonas
spp. do tomateiro tutorado no Brasil. 2020. 148 f. Tese. (Doutorado em Agronomia /
Fitotecnia) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.'

A incidéncia de bacterioses ocasionadas pelas bactérias do género Pseudomonas causam
perdas consideraveis na produtividade no tomateiro. Esse género possui populagdes de
isolados com grande diversidade genética, o que pode influenciar diretamente no nivel de
agressividade do patdogeno. O objetivo deste trabalho foi caracterizar 43 isolados de
Pseudomonas spp. obtidos de amostras de hastes ou folhas de tomateiro com sintomas de
necrose da medula ou lesdes foliares, respectivamente, quanto a aspectos fenotipicps e
genotipicos. Os isolados bacterianos foram caracterizados morfologica e bioquimicamente
pelos testes de Gram, crescimento anaerobico, meio King B e testes LOPAT. A analise
molecular foi realizada por rep-PCR (iniciadores REP, ERIC e BOX), iniciadores especificos
e sequenciamento genético da regido 16S de parte dos isolados. Para avaliar a agressividade,
foram conduzidos dois experimentos, um com os isolados provenientes da haste e outro da
folha do tomateiro. Em ambos os experimentos as plantas sadias de tomate cv. Santa Clara
VF5600 foram inoculadas com suspensdo bacteriana na concentragio 1,0 x 10® UFC mL™,
sendo avaliada a severidade da doenca com escala diagramatica e calculada a Area Abaixo da
Curva de Progresso da Doenca. Quanto a morfologia, todas as colonias foram circulares e
brilhantes, a maioria transparente ¢ com bordas lisas. A elevacdo variou entre reta, levemente
elevada e convexa, e a coloragdo em nuances de cor palha. Bioquimicamente, os isolados
foram classificados nos grupos II, IVb, Va e Vb dos testes LOPAT, um isolado como P.
corrugata e dois isolados bioquimicamente ndo determinados. Molecularmente, apresentaram
grande diversidade genética por rep-PCR, ndo sendo possivel relacionar as caracteristicas
moleculares com o local de origem. Com os iniciadores especificos apenas o isolado UFU
B39 foi identificado como P. corrugata. No sequenciamento genético foi possivel confirmar a
identidade de varios isolados como sendo P. putida e P. fluorescens, bem como P. syringae
pv. tomato, 0s quais apresentaram variacdo bioquimica. Nos testes de agressividade na haste
os isolados UFU B39 e UFU H24 foram os mais agressivos, enquanto nos testes de folha nao
foi observada diferenca na agressividade dos isolados. Dessa forma, conclui-se que os
isolados apresentaram pouca variacdo morfoldgica, muita variacdo bioquimica e molecular e
diferentes niveis de agressividade na haste. Este ¢ o primeiro relato de P. putida e P.
fluorescens causando doenga no tomateiro tutorado no Brasil.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L. Diversidade genética. Necrose da medula. Pinta
bacteriana. Queima das folhas.

! Comité orientador: Dr. José Magno Queiroz Luz —UFU (Orientador) e Dr.* Nilvanira Donizete Tebaldi —-UFU



ABSTRACT

MOTA, L. C. B. M. Phenotypic and genotypic characterization of Pseudomonas spp.
isolates from staked tomato in Brazil. 2020. (Doctor’s Degree in Agronomy / Croop
Science)- Federal University of Uberlandia, Uberlandia.”

The bacterial incidence caused by the bacteria genus Pseudomonas cause considerable losses
in tomato yield. This genus has population the isolates with great genetic diversity, it can
directly influence the pathogen aggressiveness level. The objective of this work was to
characterize 43 isolates of Pseudomonas spp. obtained from samples of tomato stems or
leaves with symptoms of pith necrosis or leaf lesions, respectively, regarding phenotypic and
genotypic aspects. Bacterial isolates were morphological and biochemically characterized by
Gram tests, anaerobic growth, King B medium and LOPAT tests. Molecular analysis was
performed by rep-PCR (REP, ERIC and BOX primers), specific primers and genetic
sequencing of the 16S region of from isolates part. To evaluate aggressiveness, two assays
were conducted, one using the isolates from the stem and the another from the tomato leaf. In
both experiments healthy tomato plants cv. Santa Clara VF5600 were inoculated with
bacterial suspension at a concentration 1.0 x 10° CFU mL", and the severity of the disease
was evaluated and the Area Under The Disease Progression Curve calculated. Morfologically,
all colonies were circular and bright, most then of transparent and with smooth edges. The
elevation varied between straight, slightly elevated and convex, and the coloration in shades
of straw color. Biochemically, the isolates were classified into groups II, IVb, Va and Vb the
LOPAT tests, one isolate as P. corrugata and two biochemically undetermined isolates.
Molecularly the isolates shoued high genetic diversity by rep-PCR, and it was not possible to
relate the molecular characteristics with the place of origin. With the specific primers only the
UFU B39 isolate was identified as P. corrugata. Genetic sequencing confirmed the identified
of several isolates such as P. putida and P. fluorescens, and also P. syringae pv. tomato that
presented biochemical variation. In the aggressiveness tests in the stem, the isolates UFU B39
and UFU H24 were the most aggressive, and in the leaf test there was no difference in the
isolates aggressiveness. It was concluded that the isolates showed low morfological variation,
high biochemical and molecular variation and different levels of stem aggressiveness. This is
the first report of P. putida and P. fluorescens causing disease in staked tomato plants in
Brazil.

Keywords: Solanum lycopersicum L. Bacterial speck. Genetical diversity. Leaf blight. Pith
Necrosis.

* Supervising Committee: Dr. Jos¢é Magno Queiroz Luz —UFU (Major Professor) e Dr.* Nilvanira Donizete
Tebaldi —UFU.
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1 INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) € a segunda olericola mais cultivada
no mundo, tendo grande valor socioecondmico no Brasil. Devido as variagdes climaticas das
regides onde ¢ produzida, as formas de condugdo da cultura, dentre outros fatores, mais de
200 doengas bidticas e abioticas ja foram relatadas em todo mundo, resultando em diminui¢ao
significativa da produtividade (KROSS et al., 2001; PARADELA et al., 2001).

Nesse contexto, as bactérias fitopatogénicas tém grande importancia na cultura do
tomate por limitarem a produgdo, dentre esses patdgenos esta o género Pseudomonas Migula
(SILVA JUNIOR et al., 2009). No Brasil ja foram relatadas no tomateiro a ocorréncia de
doengas foliares ocasionadas por Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye &
Wilkie; Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall; Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp
e Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens. Sdo relatadas também a ocorréncia de necrose
da medula causada por Pseudomonas corrugata Roberts & Scarlett, Pseudomonas viridiflava
(Burkholder) Dowson ¢ Pseudomonas mediterranea Catara et al. (BERIAM, 2007,
QUEZADO-DUVAL et al., 2007, RODRIGUES et al., 2010; MONTEIRO et al., 2019). Os
sintomas dessas bacterioses variam de acordo com a espécie ou patovar, sendo observados na
parte aérea das plantas, incluindo folhas, hastes e frutos.

A identidade do patdgeno ¢ feita principalmente com caracterizagdes morfologicas e
bioquimicas da bactéria (Lelliot; Stead, 1987; Schaad et al., 2001). No entanto, nem sempre
sdo suficientes para determinar qual espécie ou patovar de Pseudomonas esta ocasionando a
enfermidade no tomateiro. Isso ocorre devido a grande diversidade genética das espécies, bem
como a possibilidade do surgimento de novas espécies ou patovares antes nao associados com
a cultura. Visto isso, técnicas moleculares, baseadas na analise gendmica, podem ser
empregadas para avaliagdo da diversidade genética, relacionamento filogenético e
evolucionario do género, bem como para variabilidade em nivel intraespecifico.

Dentre os métodos moleculares, destaca-se a rep-PCR, técnica que corresponde
coletivamente aos protocolos de REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR, que pode ser utilizada
para determinar a diversidade genética entre as espécies de Pseudomonas spp. Cada um
desses protocolos refere-se a familias de sequéncias de DNA repetitivas e altamente
conservadas, e que estdo dispersas no genoma de diversas espécies bacterianas

(VERSALOVIC et al., 1991; VERSALOVIC et al., 1994; SOUZA et al., 2006).



15

Por apresentar grande diversidade genética, isolados de espécies do género
Pseudomonas possuem diferentes niveis de agressividade ao hospedeiro. A agressividade esta
associada a velocidade no aparecimento dos sintomas da doenca, ou seja, quanto mais
agressivo for determinado isolado, mais rapido sera o aparecimento dos sintomas. Isso ocorre
devido a diferenciacdo genética no nivel geografico das popula¢des que sao moldadas por
diferentes pressodes de selecdo, dependendo do ambiente que se encontram, com variagdes no
hospedeiro, habitat natural e praticas culturais (JAUNET; WANG, 1999; MICHEREFF,
2001; NAKATANTI et al., 2009).

Por isso, o conhecimento da diversidade genética, baseada em caracterizagoes
culturais, bioquimicas e moleculares permite identificar e agrupar isolados do género
Pseudomonas em espécies e/ou patovares, bem como entender os mecanismos de
patogenicidade. Isso ¢ de suma importancia nos programas de melhoramento genético do
tomateiro ¢ manejo integrado da doenca, visto que diferentes niveis de agressividade sao
observados, com perdas consideraveis na produtividade da cultura.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo caracterizar quanto a aspectos

fenotipicos e genotipicos, isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro tutorado no Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do tomate

O tomateiro (Solanum [lycopersicum L.) pertence a ordem Solanales, familia
Solanaceae e ao género Solanum (FILGUEIRA, 2013). E nativo da regiio andina que abrange
parte do Chile, Colombia, Equador, Bolivia e Peru, mas sua ampla domesticacdo ocorreu no
México, seu centro de origem secundario (SANTOS, 2009).

O tomate ¢ a segunda olericola mais cultivada no mundo, sendo superada apenas pela
batata, e junto com a cebola e o alho s3o os alimentos mais industrializados (FILGUEIRA,
2013). E uma das culturas mais importantes, nio apenas em produgdo, mas também em valor
socioecondmico (KROSS et al., 2001).

A safra mundial de tomate em 2017 totalizou 182,30 milhdes de toneladas, em uma
area cultivada de 4,84 milhdes de hectares com rendimento médio de 37,66 t ha'. O maior
produtor mundial de tomate é a China (32,64%), seguida pela India (11,35%), Turquia
(6,99%) e Estados Unidos (5,98%). O Brasil ¢ o décimo maior produtor mundial, sendo que
na safra de 2017 representou 2,30% dessa produ¢do, com area cultivada de 61,53 mil
hectares, alcangando o volume de 4,23 milhdes de toneladas, porém com rendimento médio
de 68,74 t ha'l, valor 82,52% superior a média mundial (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2019).

No Brasil o tomateiro ¢ cultivado praticamente em todo territdério nacional, mas sua
produgdo destaca-se nas regides Sudeste e Centro-Oeste, que representam 27,06% da
produgdo. Os Estados com maior participacdo na producdo nacional sdo Goids (26%), Sao
Paulo (20,15%) e Minas Gerais (18,79%) (IBGE, 2016). Desta produgdo, 70% sdo destinados
ao consumo in natura € o restante ¢ matéria prima para industria na producdo de diversos

produtos como molho, pastas, sucos e outros derivados (MAKISHIMA; MELO, 2005).

2.2 Fitobacterioses na cultura do tomate

Devido as variagdes climaticas das regides onde o tomate ¢ produzido, bem como as
diferentes formas de condugdo da cultura, entre outros fatores, ja foram relatadas em todo

mundo mais de 200 doengas provocadas por agentes bidticos e abioticos na cultura do tomate,
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contribuindo para uma representativa diminuicdo da produtividade (PARADELA et al.,
2001).

As bactérias fitopatogénicas assumem especial importancia na cultura do tomate,
podendo se tornar limitantes a producdo. Dentre as doengas bacterianas que afetam a cultura
no Brasil foram relatadas a ocorréncia de: Rhizobium radiobacter (Beijerinck e van Delden)
Young (sin. Agrobacterium radiobacter (Beijerinck e van Delden) Conn), Dickeya
chrysanthemi (Burkholder et al.) Samson et al., Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al., Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al., Pectobacterium spp.
(Jones) Waldee, Xanthomonas spp. (Bergey) Dowson e Pseudomonas spp. (PARADELA et
al., 2001; MALAVOLTA JUNIOR et al., 2002; BERIAM, 2007; MALAVOLTA JUNIOR et
al., 2008).

2.2.1 Espécies do género Pseudomonas spp. no tomateiro

Diversas espécies fluorescentes do género Pseudomonas spp. foram descritas no
tomateiro em todo mundo. Dentre as doengas foliares de maior importante para a cultura, esta
a pinta bacteriana ocasionada por P. syringae pv. tomato (OKABE, 1933 apud FACKRELL;
SINHA, 1983). Outra doenga encontrada no tomateiro ¢ a queima bacteriana nas folhas
causada por P. syringae pv. syringae, P. cichorri (PEREZ, 1984), P. marginalis pv.
marginalis (LELLIOTT; STEAD, 1987; KARATSU et al., 1995) e P. viridiflava
(LELLIOTT; STEAD, 1987).

No Brasil ja foram relatadas a ocorréncia da pinta bacteriana causada por P. syringae
pv. tomato nos estados do Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Parana,
Roraima e S3ao Paulo (BERIAM, 2007). A doenga também conhecida como mancha
bacteriana pequena ou pustula bacteriana nas folhas ocasiona sintomas de lesdes necroticas,
circulares ou irregulares, de coloracao pardo-escura a preta com halo amarelado nas folhas e
frutos. Com a evolugdo da doenca as lesdes coalescem, causando a seca dos foliolos. O caule
e os pedunculos também podem apresentar manchas escuras e provocar a queda de flores e
frutos (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Para a espécie P. syrinagae pv. tomato sdo relatadas a
ocorréncia de duas ragas, araga 0 e araca 1 (LAWTON; MACNEILL, 1986).

De ocorréncia mais esporadica que a pinta bacteriana, a queima bacterina ja foi
relatada no Brasil (BERIAM, 2007). A doenca apresenta como sintomas lesdes necroticas

circulares ou irregulares nos foliolos, maiores que a pinta bacteriana, sendo o halo amarelo
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pouco acentuado. E observada também intensa necrose nos bordos dos foliolos, sendo as
folhas mais velhas e intermedidrias as mais atacadas (KIMATI et al.,, 2005). A queima
bacteriana foi relatada pela primeira vez na regido de Patos de Minas - MG, em 1993,
ocasionada por P. syringae pv. syringae. (ALMEIDA et al., 1994; MARINGONI et al.,
1994). A espécie P. cichorii também foi relatada em 2007, em campos comerciais de
tomateiro, nas cidades de Braganca Paulista ¢ Mogi Guagu — SP. Essa descoberta aconteceu
apds constatarem que se tratava de uma doenga que causava queima generalizada nas folhas,
mas que nao se enquadrava nos sintomas de doengas bacterianas tipicas causadas por P.
syringae pv. tomato (SILVA JUNIOR, 2007; SILVA JUNIOR et al., 2009). Posteriormente, a
espécie também foi relatada nos estados do Ceard em tomate tutorado e em Goids em tomate
rasteiro (QUEZADO-DUVAL et al., 2013).

Virias espécies fluorescentes do género Pseudomonas spp. podem ocasionar a necrose
da medula em tomateiro, outra doenca de grande importancia para a cultura. A espécie P.
cichorii também foi relatada causando a doenca (WILKIE; DYE, 1974; TRANTAS et al.,
2013), bem como P. marginalis (BELLA; CATARA, 2010; KUDELA et al., 2010) e P.
viridiflava (ALIVIZATOS, 1986; MALATHRAKIS, GOUMAS, 1987; ALIPPI et al. 2003;
AYSAN; UYGUR, 2005). Outras espécies descritas sdo: Pseudomonas fluorescens Migula
(MALATHRAKIS; GOUMAS, 1987; LO CANTORE; IACOBELLIS, 2002; SAYGILI et al.,
2004; POLIZZI et al., 2007), Pseudomonas mediterranea (CATARA et al. 2002; PENTARI
et al., 2012; TRANTAS et al., 2015), Pseudomonas putida (Trevisan) Migula (POLIZZI et
al., 2007; DIMARTINO et al., 2011) e Pseudomonas citronellolis Seubert (AIELLO et al.,
2013) e Pseudomonas protegens Ramette (AIELLO et al., 2017).

Algumas espécies de Pseudomonas ndo fluorescentes também causam necrose da
medula em tomateiro, sendo relatas as espécies P. corrugata (SCARLETT et al., 1978;
CLARK; WATSON, 1986) e Pseudomonas straminea lizuka & Komagata (AIELLO et al.,
2013).

No Brasil foi relatada a ocorréncia de necrose da medula do tomateiro ocasionada por
P. corrugata em 1989, em Sao Paulo (RODRIGUES NETO et al., 1989); em 1990, no Rio
Grande do Sul (MARTINS et al., 1990) e em 2007, no estado de Goias (QUEZADO-DUVAL
et al., 2007). Também foi relatada a presenga de P. mediterranea no estado de Sao Paulo
(RODRIGUES et al., 2010) e P. viridiflava em Santa Catarina (MONTEIRO et al., 2019). A
necrose da medula no tomateiro apresenta sintomas de descoloracdao, necrose da medula e
tecidos vasculares, associadas ao amarelecimento das folhas, murcha e morte prematura das

plantas (TRANTAS et al., 2013).
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2.2.1.1 Condicdes favoraveis e controle de Pseudomonas spp. no tomateiro

A incidéncia de Pseudomonas spp. no tomateiro ¢ favorecida por condi¢des amenas
com temperaturas de 20 a 25°C e alta umidade relativa do ar. A sobrevivéncia de espécies de
Pseudomonas spp. como epifiticas em plantas de tomate assintomaticas, restos culturais,
plantas daninhas, outras culturas hospedeiras, solo ou agua de irrigacdo ¢ um fator que
dificulta o controle com métodos culturais (SILVA; LOPES, 1995; KIMATI, 2005; JI et al.,
2006).

Nesse sentido as estratégias para controle de doengas bacterianas ocasionadas por
espécies do género Pseudomonas spp. sdo limitadas. As praticas culturais ndo fornecem
controle satisfatério de doengas e geralmente ndo sdao adotadas pelos produtores comerciais.
Em relagdo a aplicagdo de produtos, poucos sdo registrados para o controle quimico de
bacterioses em tomate, sendo muito utilizados no campo compostos a base de cobre
(oxicloreto de cobre) (JI et al., 2006; CLEMENTE; BOITEUX, 2012).

Para controle da pinta bacteriana, cultivares resistentes podem ser empregadas por
possuirem o gene Pto que confere resisténcia a P. syringae pv. tomato raga 0, expressando o
gene avrPto (MARTIN et al., 1993). No entanto, a ocorréncia da raga 1 em isolados do
patdégeno sem o avrPto podem dificultar a liberacdo de Pto em cultivares comerciais. No
Brasil, a maioria das cultivares de tomate para processamento industrial apresentam

resisténcia a este patogeno conferida pelo gene Pto (JI et al., 2006).

2.3 Caracterizacao morfologica de isolados do género Pseudomonas spp.

Apos obtengdo da coldnia bacteriana individualizada, a caracterizagdo morfoldgica das
células bacterianas ¢ estudada por meio da observacao visual ou ao microscopio Optico, uso
de coloragdes, e as observacdes comumente feitas sdo: tamanho, forma, arranjo, flagelagao,
presenca de esporos, presenca de capsula, granulos de substancia de reserva e reagdo de Gram
(MARIANO; SILVEIRA, 2005).

Dessa forma, na caracterizacdo morfologica ¢ observada as colOnias bacterianas
individualizadas em tubos ou em placas de Petri, em meio de cultura. Nos tubos com coldnia
em estria podem ser observadas: quantidade de crescimento, margem ou bordos, consisténcia
e cromogénese. Em placas de Petri, mais rotineiramente utilizado, podem ser observados:
tamanho, cor, forma, bordos ou margem, elevagdo, textura ou consisténcia, pigmentacao ou

cromogénese ¢ detalhes opticos (MARIANO; SILVEIRA, 2005).



21

Morfologicamente o género Pseudomonas apresenta colOnias circulares, com bordas
lisas, levemente elevada, opacas, brilhantes e de coloracdo branco-palha, podendo ocorrer
variacoes dentro do género ou mesmo em espécies. A caracterizacao morfologica ¢ uma etapa
fundamental na confirmacao identidade da bactéria isolada em meio de cultura, pois cada
género de fitobactéria tem caracteristicas culturais especificas (SCHAAD et al., 2001;

MARIANO; SILVEIRA, 2005).

2.4 Caracterizacio fisiolégica, nutricional e bioquimica de isolados do género

Pseudomonas spp.

A caracterizagdo fisioldgica dos isolados bacterianos ¢ baseada na utilizagdo ou nao de
oxigénio, na temperatura € no pH necessdrio para o crescimento em meio de cultura. A
caracterizacdo nutricional € baseada no uso de compostos como CO,, aminoacidos, fontes de
carbono, de nitrogénio, entre outras. E as bioquimicas na liquefacao da gelatina, reducao de
nitratos, fermentagao de carboidratos, entre outras (MARIANO; SILVEIRA, 2005). Baseados
em todos esses testes, Schaad et al. (2001) apresentaram uma chave de identificacdo de
géneros de bactérias fitopatogénicas (Apéndice A). Diante disso, o género Pseudomonas €
caracterizado como Dbactérias Gram negativas, crescimento anaerobico negativo e
fluorescimento positivo em meio de cultura King B (KING et al., 1954 apud
MALATHRAKIS; GOUMAS, 1987) (Apéndice E), com excecdo de P. corrugata e P.
straminea (AIELLO et al., 2013).

Nesse contexto, Lelliott e Stead (1987) propuseram a classificagdo de espécies de
Pseudomonas fluorescentes, incluindo espécies saprofiticas, em oito grupos de acordo com o
Apéndice B. A identificacdo das espécies ¢ baseada principalmente nos testes LOPAT, que
incluem a produgdo de levana em meio com sacarose, reacao de oxidase, atividade pectolitica
em discos de batata, atividade de arginina dihidrolase e a reagdo de hipersensibilidade (HR)
em folhas de fumo (Apéndices E e F). Incluem-se também caracteristicas confirmatorias com
os testes de producdo de 2-ketoglucanato, reacdo da gema de ovo, redugdo do nitrato e
producao de acido a partir da sacarose.

Além da chave de identificacao de géneros de fitobactérias (Apéndice A), Schaad et
al. (2001) também relataram testes bioquimicos LOPAT, para identificagdo de espécies de

Pseudomonas fitopatogénicas, incluindo além das espécies descritas por Lelliott e Stead
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(1987), as espécies de Pseudomonas fuscovaginae (ex Tanii et al.) Miyajima et al. e P.
corrugata (Apéndice C).

Quando comparado os testes propostas por Lelliott e Stead (1987) (Apéndice B) e
Schaad et al. (2001) (Apéndice C), observa-se variagdo dos resultados de HR para P.
marginalis; teste de arginina dihidrolase para Pseudomonas tolaasii Paine e atividade
pectolitica para Pseudomonas savastanoi (Janse) Gardan et al. (sin. P. syringae subsp.
savastanoi). E importante ressaltar que existem variagdes dos isolados testados dentre as
espécies e que as reacdes positivas ou negativas para os testes bioquimicos supracitados
representam cerca de 80% dos resultados para os isolados testados, conforme mencionado por
Schaad et al. (2001).

Sendo assim, as espécies P. fluorescens e P. putida, anteriormente tidas apenas como
bactérias saprofitas habitantes do solo (LELLIOTT; STEAD, 1987), foram caracterizadas
como bactéria fitopatogénica causando necrose da medula na haste do tomateiro (POLIZZI et
al., 2007). Nesse sentido, Dimartino et al. (2011) descreveram varios testes bioquimicos para

identificacao das espécies e biovares de P. fluorescens e P. putida no tomateiro (Apéndice D).

2.5 Caracterizacdo molecular de fitobactérias

Para a caracterizagdo de bactérias fitopatogénicas, além de caracteristicas
morfolodgicas e bioquimicas, varias técnicas moleculares tém sido usadas, principalmente com
o avanco da biotecnologia, em procedimentos de deteccao e caracterizagdao do patdgeno.

As técnicas moleculares, baseadas na analise genomica, sao métodos rapidos, simples
e reprodutiveis que tém sido empregados para avaliacdo da diversidade genética de
fitobactérias. Dentre esses métodos destaca-se a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A
PCR ¢ uma técnica mais simples, de baixo custo e que proporciona resultados rapidos. A
metodologia com diferentes grupos de iniciadores, aleatorios e/ou degenerados, os chamados
primers, sdo empregados para amplificar regides do DNA, produzindo um padriao de
bandeamento. Polimorfismos no padrao de bandas possibilitam o agrupamento de amostras
idénticas ou similares e a diferenciacdo daquelas ndo relacionadas (BEDENDO;
PIGNATARI, 2002).

Para a amplificagdo ¢ necessario conhecimento prévio da sequéncia alvo ou, pelo
menos, parte dela, pois dois primers sdo utilizados para definir de forma especifica o

fragmento a ser amplificado. Os primers funcionam como os iniciadores da reacdo de
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polimerizagao, se anelando especificamente as suas sequéncias complementares na fita molde,
e delimitando o fragmento de DNA que se deseja amplificar em uma reagdo com repetitivos
ciclos de temperatura previamente definidos, na presenga de bases nitrogenadas e da enzima
Taq DNA polimerase (SILVA-PEREIRA, 2003; FERNANDES, 2005).

Existem recomendacdes especificas para constru¢do de primers, tais como: tamanho
entre 18 e 24 bases para minimizar anelamentos inespecificos; relacdo de 40 a 60% entre
purinas e pirimidinas para maximizar a especificidade da reacdo, evitando concentragoes
inferiores a 50% de Guanina/Citosina (G/C), para nao prejudicar o calculo da temperatura de
anelamento; sequéncia com maior concentragdo G/C na extremidade 5’ e menor concentracao
na por¢do 3’; evitar trincas de bases repetidas; evitar complementaridade inter e
intramolecular, principalmente na extremidade 3’, a fim de impedir formacdo de estruturas
secundarias, como a ocorréncia de dimeros; arranjo de bases que permita temperatura de

anclamento entre 52 °C e 65 °C (FERNANDES, 2005).

2.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase para estudos de diversidade genética

Viérias técnicas moleculares sdo utilizadas em estudos da diversidade genética de
isolados bacterianos, dentre elas a rep-PCR. Essa técnica corresponde coletivamente aos
protocolos das técnicas de REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR. Cada uma das técnicas
referem-se a familias de sequéncias de DNA repetitivas e altamente conservadas, que estao
dispersas no genoma de diversas espécies bacterianas (VERSALOVIC et al., 1991;
VERSALOVIC et al., 1994; SOUZA et al., 2006).

A familia de sequéncia de DNA REP (Repetitive Extragenic Palindromic) foi estudada
por Stern et al. em 1984, ao descreverem uma sequéncia de nucleotideos notavelmente
conservada de cerca de 1% dos genomas de Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers
e Salmonella typhimurium (Loeffler) Castellani & Chalmers. A sequéncia tem cerca de 35
nucleotideos de comprimento, inclui uma repeti¢ao invertida e pode ocorrer isoladamente ou
em multiplas copias adjacentes. Para isso, sdo usadas as sequéncias REPIR ¢ REP2R.

A técnica de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) foi
descrita por Hulton et al. em 1991. Os autores descreverem uma familia de sequéncias
altamente conservadas, das quais 14 foram identificadas em E. coli e S. typhimurium e outras
trés em outras espécies de enterobactérias (Yersinia pseudotuberculosis (Pfiffer) Smith &

Thal, Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan e Vibrio cholerae Pacini). As sequéncias



24

ERIC tém 126 pb de comprimento e estdo restritas as regides transcritas do genoma. As
sequéncias ERIC sdo altamente conservadas ao nivel da sequéncia de nucleotideos, mas as
suas localizacdes cromossOmicas diferem entre as espécies. Varias caracteristicas das
sequéncias ERIC assemelham-se as sequéncias REP (STERN et al., 1984), embora a
sequéncia nucleotidica seja inteiramente diferente. Sdo usados os primers: ERICIR e ERIC2.

O BOX-PCR (BOX element) foi descrito pela primeira vez em 1992 por Martin et al.
Os autores relataram a descoberta de um grupo de sequéncias de DNA altamente conservadas
localizadas, nos casos estudados, dentro de regides intergénicas do cromossomo da bactéria
Gram positiva Streptococcus pneumoniae (Klein) Chester. O genoma do S. pneumoniae
contém cerca de 25 destes elementos chamados BOX. De 5’ a 3°, os elementos BOX sao
compostos de trés subunidades (boxA, boxB e boxC) que t€ém 59, 45 e 50 nucleotideos de
comprimento, respectivamente. Esses elementos ndo estdo relacionados com as duas familias
de sequéncias de DNA REP e ERIC. As sequéncias de BOX tém o potencial de formar
estruturas de tronco-laco estaveis e uma delas, pelo menos, ¢ transcrita. Para essa analise ¢
usado o primer BOX A1R.

A utilizagdo da técnica rep-PCR com esses iniciadores ¢ um método reproduzivel e
confiavel para estudos de relacionamento filogenético entre fitobactérias. Os produtos de
amplificacdo podem mostrar um perfil de bandas especifico a nivel de espécie, sub-espécie,
patovar ou mesmo de isolados (SOUZA et al., 2006). Versalovic et al. (1991), ao utilizarem
esses iniciadores em varias espécies de bactérias, verificaram maior afinidade de hibridizagao
dos oligonucleotideos REP e ERIC para bactérias Gram negativas.

Essas técnicas tém sido utilizadas com sucesso em estudos de diversidade e
variabilidade genéticas, bem como para identificacdo e classificacdo de diversas bactérias
como R. solanacearum (SILVEIRA et al., 2005; COSTA et al., 2007), Curtobacterium
flaccumfaciens (Hedges) Collins & Jones (SOUZA et al., 2006), Pseudomonas syringae pv.
garcae (Amaral et al.) Young et al. (MACIEL et al., 2018). Os coeficientes de similaridade
gerados entre os grupos refletem um provavel relacionamento filogenético ou evolucionario,
sendo a origem geografica dos isolados a caracteristica mais fortemente correlacionada
(SILVEIRA et al., 2005).

A variabilidade genética de isolados de R. solanacearum, oriundos da cultura da batata
no Rio Grande do Sul, foi verificada pelas técnicas de rep-PCR (ERIC e BOX) e RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), sendo diferenciadas as biovares 1 e 2 pelo primeiro

método, porém sem variabilidade entre isolados. J& com RAPD foi possivel a separacao das
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biovares, que apresentam um perfil caracteristico dependente da regido da qual os isolados
foram obtidos (SILVEIRA et al., 2005).

A diversidade de isolados de R. solanacearum no tomateiro e de outros hospedeiros
foi avaliada por Costa et al. (2007), que encontraram cinco grupos distintos com alto grau de
polimorfismo entre os isolados, mas sem correlacdo entre hospedeiro de origem, biovar,
ecossistema ou local de coleta quando comparados por BOX-PCR. Os autores nao
observaram nenhuma banda com os primers REP e ERIC ou, quando houve amplificagdo, as
bandas foram de baixa intensidade.

Isolados de C. flaccumfaciens foram separados em quatro grupos distintos por rep-
PCR, sendo a unidade repetitiva REP efetiva para poucos isolados, enquanto com ERIC
obteve-se amplificacio do DNA para a maioria dos isolados. No entanto, o nimero de
padrdes de bandas foi significativamente pequeno quando comparado aos oligonucleotidos
BOX, demonstrando, assim, a importancia da utilizagdo conjunta dos iniciadores REP, ERIC
e BOX na avaliacdo da variabilidade genética de fitobactérias (SOUZA et al., 2006).

A variabilidade genética de isolados de P. syringae pv. garcae do café obtidos entre
1958 ¢ 2011 em Sao Paulo, Minas Gerais ¢ no Quénia foram avaliadas por rep-PCR. Os
primers ERIC e REP-PCR separaram os isolados quenianos dos brasileiros, sendo possivel
agrupar também os isolados mais antigos (1958 a 1978) dos mais recentes, correlacionando-os
com a regido de origem e a altitude de cultivo (MACIEL et al., 2018).

Para algumas espécies de Pseudomonas do tomateiro primers especificos ja foram
desenhados. Para P. corrugata sao utilizados os primers PC5/1 e PC5/2 (CATARA et al.,
2000). Para P. syringae pv. tomato, os primers 1 e 2 (BERESWILL et al., 1994). Para P.
syringae pv. syringae, primers PF e PR (HAMEDAN; HARIGHI, 2014). Para P. putida, os
primers XylR-F1 e XylR-R1 (KUSKE et al.,, 1998). E para P. fluorescens, os primers
16SPSEfluF e 16SPSER (SCARPELLINI et al., 2004).

2.5.2 Sequenciamento génico de fitobactérias

Os mecanismos genéticos pelos quais os agentes fitopatogénicos atacam seus
hospedeiros sdo fundamentais nos estudos da patologia das plantas, que poderd ser
compreendido pelo sequenciamento do genoma do patégeno. A medida que aumenta a
disponibilidade do numero de seqiiéncias completas do genoma de um patdgeno, sua

comparagdo com outros patdgenos torna-se uma abordagem poderosa para deduzir a
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relevancia e importadncia de genes e familias de genes envolvidos em processos de
patogenicidade (SLUYS et al., 2002).

Dessa forma, o alinhamento do genoma pode ser usado para identificar organismos
que filogeneticamente ndo foram descritos e fornecer pistas importantes sobre evolugao,
revelando a conservagdo de grandes ordens de genes. Ao passo que mais genomas se tornam
disponiveis, ¢ possivel associar genes especificos a bactérias que causam sintomas
semelhantes, que possuem o mesmo hospedeiro ou que habitam o mesmo nicho. Com o
sequenciamento genético completo € possivel verificar o tamanho do genoma (nimero total
de pares de bases- bp), tipo de cromossomo, presenca ou ndo de plasmideos, porcentagem de
guanina e citosina, além da elucidacdo dos papéis funcionais dos genes associados a
patogénese (SLUYS et al., 2002).

A primeira sequéncia completa do genoma de uma fitobactéria foi publicada em 2000
por Simpson et al., tratando-se da bactéria Xylella fastidiosa Wells et al. estirpe 9a5C, agente
causal da clorose variegada de citros. As proximas sequéncias descritas foram referentes a
simbiontes de plantas para fixacdo de nitrogénio, Mesorhizobium loti (Jarvis et al.) Jarvis et
al. da flor de 16tus (KANEKO et al., 2000) e Sinorhizobium meliloti (Dangeard) De Lajudie et
al. isolado 1021 da alfafa (GALIBERT et al., 2001); em seguida Agrobacterium tumefaciens
(Smith & Townsend) Conn estirpe C58, agente causal da galha da coroa do tabaco
(GOODNER et al., 2001); R. solanacearum estirpe GMI1000, agente causal da murcha
bacteriana no tomateiro (SALANOUBAT et al., 2002), Xanthomonas axonopodis pv. citri
(Starr & Garces) (Hasse) Dye, agente causal da Clorose Variegada do Citros e Xanthomonas
campestris pv. campestris (Pammel) Dowson, agente causal da podridao negra das cruciferas
(SILVA et al., 2002).

Atualmente muitas outras fitobactérias ja possuem seu genoma completo sequenciado
no GenBank. O GenBank ¢ um banco de dados onde sdo depositadas todas as seqiiéncias de
nucleotideos publicamente disponiveis, possuindo acesso aberto. Este banco de dados ¢
produzido e mantido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), localizado
no National Institutes of Health (NIH), nos Estados Unidos (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2019).

Os estudos evolutivos de sequenciamento de genes ribossomais consistem também na
amplificagdo parcial do gene ribossomal 16S (16S rRNA) utilizando iniciadores universais
para este gene, conforme sugerido pelo comité de sistematica bacteriana em 2002
(STACKEBRANDT et al., 2002). A comparagao das sequéncias de nucleotideos do DNA na

regido que codifica o gene 16S rRNA ¢ utilizada por ser considerada conservada entre as
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bactérias, mas, a0 mesmo tempo, com variabilidade e quantidade de informagdes suficientes
para revelar, claramente, as relagdes filogenéticas entre as espécies (WOESE; FOX, 1977
apud CARVALHO NETTO, 2007).

O sequenciamento genético pode identificar também a ocorréncia de novas espécies
e/ou patovares, ou infeccdo em novos hospedeiros. Para confirmar a identidade de P.
viridiflava e P. corrugata como agentes causais da necrose da medula do tomateiro, Alippi et
al. (2003), realizaram o sequenciamento genético, amplificando o gene 16S rRNA com os
primers Y1 e Y2 (YOUNG et al., 1991). Foi verificada similaridade de 100% entre o isolado
Pvir9 e o isolado de referéncia de P. viridiflava (Acesso GenBank PVZ76671), e similaridade
de 99,54% para os isolados Pc23 e 100% para Pc22 e Pc27 em relacdo ao isolado de
referéncia de P. corrugata (Acesso GenBank D84012).

Estudando a patogenicidade de Xanthomonas perforans Jones et al. isolado NCPPB
4321, agente causal da necrose da medula em tomateiro, na Itdlia, Aiello et al. (2013)
utilizaram para o sequenciamento genético os primers 10f e 534r (MUYZER et al., 1993) para
a amplifica¢ao do gene 16S rRNA, confirmando a identidade do patdgeno.

O sequenciamento de genes especificos também tem contribuido para elucidacao da
evolucdo e patogenicidade de certas espécies. Ha casos em que diferentes tipos de patovares
afetam as mesmas espécies de plantas com sintomas semelhantes, devido a presenca dos
mesmos genes relacionados a patogenicidade, resultado da transferéncia horizontal de genes
(SAWADA et al., 2002).

A andlise filogenética de quatro genes (gyrB, rpoD, hrpL e hrpS) de 56 isolados
pertencentes a 19 patovares de P. syringae feita por Sawada et al. (1999) mostrou que a
espécie divergiu em pelo menos trés grupos monofiléticos durante sua evolugdo. Os
resultados sugeriram que o grupo de genes envolve a sintese de faseolotoxina, que pode ter
sido transferida horizontalmente para os genomas dos patovares actinidiae e phaseolicola,
associados ao kiwi e ao feijdo, respectivamente, devido a faseolotoxina ser um fator de
viruléncia que causa clorose e inibe a atividade enzimatica nas plantas hospedeiras.

Sete genes de manutencao, dispersos no genoma de P. syringae, de diversos patovares
e diferentes hospedeiros, foram sequenciados por Sequéncia de multiplos locus (MLST),
sendo identificadas 40 sequéncias unicas e revelando alta congruéncia, indicando uma historia
evolutiva comum. Sendo assim, foi possivel inferir que a associagdo especifica em relacdo ao
hospedeiro dos patovares estudados ocorre por uma pequena variacao genética (SARKAR;

GUTTMAN, 2004).
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Liu et al. (2016) identificaram a espécie Pseudomonas syringae pv. actinidiae (van
Hall) Takikawa et al. em hospedeiros alternativos, encontrados nas proximidades de plantas
de kiwi afetadas pela bactéria. Para isso, além de testes bioquimicos e ensaios especificos de
PCR, foram feitas analise de sequéncia de genes efetores unicos e genes cts, gapA, gyrB, pfke
e rpoD por MLST.

A andlise de 124 isolados Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Janse) Gardan et
al. (Psav), agente causal da tuberculose na oliveira, de 15 paises por rep-PCR, resultou em
113 sequéncias distintas, agrupando-as em dois grupos e quatro subgrupos associados a
origem geografica dos isolados. Os genes gapA , gltA , gyrB e rpoD apresentaram variagao,
em que os isolados mais agressivos tiveram sequéncias com peso 10 vezes superior aos
gerados pelos menos agressivos, sugerindo que a populagao de Psav ¢ o resultado da expansao
clonal de um unico individuo e que as mudangas na viruléncia surgiram durante sua evolugao

(MORETTTI et al., 2017).

2.6 Agressividade de fitobactérias

As populagdes de fitopatogenos sao moldadas por diferentes pressdoes de selecdo
(direcional, estabilizadora ou disruptiva), dependendo do ambiente que se encontram, com
variagdes no hospedeiro, habitat natural e praticas culturais. A diversidade do ambiente pode
explicar a diferenciacdo genética no nivel geografico das populagdes, implicando de forma
direta na agressividade dos isolados (JAUNET; WANG, 1999).

A agressividade ¢ a resposta da interacdo do patdégeno com a planta hospedeira, sendo
normalmente avaliada de forma quantitativa. Nesse sentido, a agressividade estd associada ao
tempo no aparecimento dos sintomas da doenga, ou seja, quanto mais agressivo for
determinado isolado, mais rapido serd o aparecimento dos sintomas. Estudos que
correlacionem a variabilidade genética e a agressividade de isolados bacterianos sao
importantes na selecdo dos isolados para testes de resisténcia genética e desenvolvimento de
variedades resistentes (MICHEREFF, 2001; NAKATANI et al., 2009).

A avaliacdo da severidade da doenga reflete o grau de susceptibilidade do hospedeitro
e de agressividade do patdogeno. Pode ser realizada através da utilizacao de chaves descritivas,
de escalas diagramaticas e de analises de imagens com auxilio de programas computacionais
especificos. Em avaliacdo de doencas foliares ha predominio de escalas diagramaticas, que

sdo representacdes ilustradas de uma série de plantas ou partes de plantas com sintomas em
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diferentes niveis de severidade. Estas escalas sdo utilizadas como principal ferramente de
avaliacdo da severidade de muitas doencas (AMORIM, 1995).

ApoOs caracterizacdo bioquimica e molecular por rep-PCR, Alippi et al. (2003)
confirmaram a identidade de P. corrugata, P. viridiflava e Pseudomonas spp. causando
necrose da medula em plantas de tomate e pimenta na Argentina. A patogenicidade dos
isolados foi avaliada em tomateiro, pimenta, crisantemo e tabaco, sendo observados sintomas
tipicos de cavidades negras na medula em todos os hospedeiros, com excecao de P. corrugata
que nao produziu sintomas em crisantemo.

Natalini et al. (2006) encontraram variacdes na agressividade de P. syringae pv.
garcae obtidas a partir de um pomar de péra. Os isolados foram agrupados em quatro grupos
distintos por BOX-PCR e os que possuiam o gene syrB foram os mais agressivos em testes de
patogenicidade. Vicente e Roberts (2007) agruparam por rep-PCR a maioria dos isolados mais
agressivos de Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald) Young et al. raca 1
oriundos de cerejeiras. Mirik et al. (2011) observaram que isolados de P. cichorii, obtidas a
partir de alface, tomate e cheflera, eram mais agressivos aos hospedeiros dos quais haviam
sido isolados, embora fossem patogénicos para todos os hospedeiros testados.

Confrontando a variabilidade genética com uso de marcadores moleculares RAPD e
agressividade de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye em
maracujazeiro, Nakatani et al. (2009) agruparam os isolados em sete grupos distintos, nao
relacionados com o local de coleta. Nesse experimento, ocorreu maior variabilidade genética
dentro das populacdes, demonstrando grande fluxo génico entre isolados e diferengas na
agressividade.

Por meio de BOX e ERIC-PCR, Rodrigues (2010) observou grande diversidade
genética entre de isolados R. solanacearum provenientes de solanaceas, plantas ornamentais e
eucalipto, sendo possivel a distingdo de biovares. Os isolados foram muito agressivos em
plantas de batata e tomate, mas com baixa severidade da doenga em fumo.

Ap0s caracterizagcdo morfologica, fisiologica e bioquimica de isolados do tomateiro
como P. fluorescens e P. putida, Dimartino et al. (2011) avaliaram a patogenicidade e
constataram a capacidade dos isolados de induzir descoloragdo vascular de plantas de tomate,
porém sem clorose foliar e necrose. Trantas et al. (2013) caracterizaram bioquimica e
molecularmente por BOX-PCR isolados de P. cichorii do tomateiro e por MLST os genes
gyrB, rpoD e rpoB. Os autores verificaram a patogenicidade por inoculagdao foliar em
berinjela, crisantemo e alface, e inoculacdo na haste do tomateiro, sendo mensurada a

descoloracdo da medula a partir do ponto de inoculacdo. Em todos os isolados foram
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observados sintomas idénticos, independentemente da planta hospedeira que foram
inoculados.

Aiello et al. (2013) verificaram a patogenicidade de P. fluorescens, P. putida, P.
marginalis, P. citronellolis, P. straminea, Pantoea agglomerans (Beijerinck) Gavini et al. e X.
perforans em tomateiro na Italia, causando sintomas de necrose da medula. Foram avaliados o
comprimento da necrose da medula e a descoloracdo vascular, clorose e morte das folhas
basais. Os tipos de sintomas foram variaveis, dependendo da espécie bacteriana testada, sendo
os sintomas de X. perforans mais agressivos em relacao as espécies de Pseudomonas spp.

Testes bioquimicos confirmaram a identidade de P. syringae pv. syringae como agente
da necrose apical bacteriana em plantas de manga na Itdlia (AIELLO et al., 2015). A
variabilidade genética dos isolados, avaliada por rep-PCR, foi distinta em relagdo aos isolados
do mesmo patovar obtidos de outros hospedeiros, e os testes de patogenicidade realizados em
vagens de feijdo, frutos de limdes, haste de tomate e brotos de manga mostraram diferentes
tipos de sintomas, que variaram entre manchas escuras com margens avermelhadas, lesdes
necrdticas profundas, murcha e manchas necréticas em feijado, limao, tomate e manga,
respectivamente.

A associacdo de Pseudomonas spp. € X. perforans, causando necrose de medula de
tomate, foi estudada por Aiello et al. (2017), que confirmaram a patogenicidade de P.
fluorescens, P. putida, P. citronellolis e P. protegens. Os autores mensuraram a necrose da
medula e descoloragdo vascular, cujo comprimento foi varidvel dependendo do isolado
testado. Além disso, as espécies de Pseudomonas aumentaram significativamente os sintomas
de necrose e descoloragdo vascular quando co-inoculadas com X. perforans, sendo destacada
a necessidade de avaliagdo cuidadosa dos agentes de controle bioldgico em procedimentos de
triagem e antes da comercializagcdo, a fim de evitar riscos de introdugdo de isolados que
possam ser patogénicas em plantas de tomateiro.

A variabilidade de isolados de P. syringae pv. garcae do café foram avaliadas por
ERIC-PCR, REP-PCR e divididos em quatro classes de agressividade. Entretanto, o
agrupamento genético nao mostrou correlagdo com a agressividade dos isolados (MACIEL et

al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

O tomateiro ¢ uma cultura de grande importancia socioecondmica no Brasil. A
incidéncia de doengas na cultura representa perdas consideraveis de produtividade, sendo as
doencgas bacterianas cada vez mais incidentes e de dificil controle. Dentre essas bacterioses, as
ocasionadas por espécies do género Pseudomonas, seja com sintomas na haste, folhas ou
frutos, estdo sendo cada vez mais relatadas no campo.

Isolados de espécies do género Pseudomonas apresentam grande diversidade genética,
0o que pode influenciar no nivel de agressividade do patéogeno. O conhecimento dessa
diversidade, baseado em caracterizagcdes morfoldgicas, bioquimicas e moleculares, permite
identificar e agrupar essas bactérias em uma mesma espécie e/ou patovar e entender os
mecanismos de patogenicidade envolvidos na infecgdo. Esse tipo de estudo ¢ importante para
programas de melhoramento genético ¢ manejo integrado da doenca, evitando assim a

identificacdo erronea da etiologia e perdas na produgao.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Caracterizar aspectos fenotipicos e genotipicos de isolados de Pseudomonas spp. do

tomateiro tutorado no Brasil.

4.2 Objetivos especificos

Caracterizar morfologicamente os isolados de acordo com a cor, forma, bordos ou
margem, elevacao, textura ou consisténcia, além de detalhes oOticos da bactéria;
Caracterizar bioquimicamente os isolados com os testes especificos de LOPAT (levan,
oxidase, podridao em batata, arginina dihidrolase e hipersensibilidade em plantas de
fumo); liquefacdo da gelatina e producao de 4cidos a partir de fontes de carbono;
Caracterizar molecularmente os isolados com rep-PCR (REP, ERIC e BOX),
agrupando-os de acordo com similaridades genéticas com elaboragdo de
dendrogramas;

Apds agrupamento com similaridades genéticas, confirmar a identidade de P.
corrugata, P. putida, P. syringae pv. syringae € P. syringae pv. tomato com primers
especificos disponiveis para as espécies e/ou patovares.

Sequenciar geneticamente a regido 16S de isolados selecionados com primers 27F e
1492R.

Avaliar a agressividade dos isolados de Pseudomonas spp. em plantas de tomate, na

folha ou haste da planta, de acordo com sua origem.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DE ISOLADOS DE

Pseudomonas spp. DO TOMATEIRO TUTORADO NO BRASIL 3

3Artigo redigido de acordo com as normas do peridodico Tropical Plant Pathology (Anexo A)
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi caracterizar 43 isolados de Pseudomonas spp.
obtidos de amostras de hastes ou folhas de tomateiro com sintomas de necrose da medula ou
lesdes foliares, respectivamente, quanto a aspectos fenotipicps e genotipicos. Os isolados
bacterianos foram caracterizados morfologica e bioquimicamente pelos testes de Gram,
crescimento anaerdbico, meio King B e testes LOPAT. A analise molecular foi realizada por
rep-PCR (iniciadores REP, ERIC e BOX), iniciadores especificos e sequenciamento genético
da regido 16S de parte dos isolados. Para avaliar a agressividade, foram conduzidos dois
experimentos, um com os isolados provenientes da haste e outro da folha do tomateiro. Em
ambos os experimentos as plantas sadias de tomate cv. Santa Clara VF5600 foram inoculadas
com suspensao bacteriana na concentragao 1,0 x 10® UFC mL'l, sendo avaliada a severidade
da doenga com escala diagramatica e calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da
Doenga. Quanto a morfologia, todas as coldnias foram circulares e brilhantes, a maioria
transparente € com bordas lisas. A elevagdo variou entre reta, levemente elevada e convexa, e
a coloragdo em nuances de cor palha. Bioquimicamente, os isolados foram classificados nos
grupos II, IVb, Va e Vb dos testes LOPAT, um isolado como P. corrugata e dois isolados
bioquimicamente ndo determinados. Molecularmente, apresentaram grande diversidade
genética por rep-PCR, ndo sendo possivel relacionar as caracteristicas moleculares com o
local de origem. Com os iniciadores especificos apenas o isolado UFU B39 foi identificado
como P. corrugata. No sequenciamento genético foi possivel confirmar a identidade de varios
isolados como sendo P. putida e P. fluorescens, bem como P. syringae pv. tomato, 0s quais
apresentaram variacdo bioquimica. Nos testes de agressividade na haste os isolados UFU B39
e UFU H24 foram os mais agressivos, enquanto nos testes de folha ndo foi observada
diferenga na agressividade dos isolados. Dessa forma, conclui-se que os isolados

apresentaram pouca varia¢ao morfologica, muita variacdo bioquimica e molecular e diferentes
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36 niveis de agressividade na haste. Este ¢ o primeiro relato de P. putida e P. fluorescens

37  causando doenga no tomateiro tutorado no Brasil.
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Palavras-chave: Solanum lycopersicum L. Diversidade genética. Necrose da medula. Pinta

bacteriana. Queima das folhas.
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ABSTRACT: The objective of this work was to characterize 43 isolates of Pseudomonas spp.
obtained from samples of tomato stems or leaves with symptoms of pith necrosis or leaf
lesions, respectively, regarding phenotypic and genotypic aspects. Bacterial isolates were
morphological and biochemically characterized by Gram tests, anaerobic growth, King B
medium and LOPAT tests. Molecular analysis was performed by rep-PCR (REP, ERIC and
BOX primers), specific primers and genetic sequencing of the 16S region of from isolates
part. To evaluate aggressiveness, two assays were conducted, one using the isolates from the
stem and the another from the tomato leaf. In both experiments healthy tomato plants cv.
Santa Clara VF5600 were inoculated with bacterial suspension at a concentration 1.0 x 10°
CFU mL", and the severity of the disease was evaluated and the Area Under The Disease
Progression Curve calculated. Morfologically, all colonies were circular and bright, most then
of transparent and with smooth edges. The elevation varied between straight, slightly elevated
and convex, and the coloration in shades of straw color. Biochemically, the isolates were
classified into groups II, IVb, Va and Vb the LOPAT tests, one isolate as P. corrugata and
two biochemically undetermined isolates. Molecularly the isolates shoued high genetic
diversity by rep-PCR, and it was not possible to relate the molecular characteristics with the
place of origin. With the specific primers only the UFU B39 isolate was identified as P.
corrugata. Genetic sequencing confirmed the identified of several isolates such as P. putida
and P. fluorescens, and also P. syringae pv. tomato that presented biochemical variation. In
the aggressiveness tests in the stem, the isolates UFU B39 and UFU H24 were the most
aggressive, and in the leaf test there was no difference in the isolates aggressiveness. It was
concluded that the isolates showed low morfological variation, high biochemical and
molecular variation and different levels of stem aggressiveness. This is the first report of P.

putida and P. fluorescens causing disease in staked tomato plants in Brazil.
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INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L) é a segunda olericola mais cultivada no
mundo, tendo grande valor socioecondmico no Brasil. Devido as variagdes climaticas das
regidoes onde ¢ produzida, as formas de condugdo da cultura, dentre outros fatores, mais de
200 doengas bioticas e abidticas ja foram relatadas em todo mundo, resultando em diminuigao
significativa da produtividade (Kross et al., 2001; Paradela et al., 2001).

Diante desse cenario, as bactérias fitopatogénicas tém grande importancia no
tomateiro por limitarem a producdo, e dentre esses patdgenos, esta o género Pseudomonas
Migula (Silva Junior et al., 2009). No Brasil ja foram relatadas no tomateiro a ocorréncia de
doencas foliares ocasionadas por Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye &
Wilkie; Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall; Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp
e Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens. Sdo relatadas também a ocorréncia de necrose
da medula causada por Pseudomonas corrugata Roberts & Scarlett, Pseudomonas viridiflava
(Burkholder) Dowson e Pseudomonas mediterranea Catara et al. (Beriam, 2007; Quezado-
Duval et al.,, 2007; Rodrigues et al., 2010; Monteiro et al., 2019). Os sintomas dessas
bacterioses variam de acordo com a espécie ou patovar, sendo observados na parte aérea das
plantas, incluindo folhas, hastes e frutos (Kurozawa & Pavan, 2005).

A identificagdo do patogeno ¢ baseada principalmente em caracterizagdes
morfologicas, fisiologicas e bioquimicas da bactéria. Testes bioquimicos denominados
LOPAT sao recomendados para o género (Lelliott & Stead 1987; Schaad et al., 2001), no
entanto, nem sempre sao suficientes para determinar qual espécie ou patovar de Pseudomonas
esta ocasionando a enfermidade no tomateiro. Isso ocorre devido a grande diversidade
bioquimica e genética das espécies, bem como o possivel surgimento de novas espécies ou
patovares antes nao associados com a cultura. Visto isso, técnicas moleculares, baseadas na

analise gendmica, podem ser empregadas.
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Dentre os métodos moleculares destaca-se a rep-PCR, técnica que corresponde
coletivamente aos protocolos de REP-PCR, ERIC-PCR ¢ BOX-PCR. Cada uma das técnicas
se refere a familias de sequéncias de DNA repetitivas e altamente conservadas, € que estdo
dispersas no genoma de diversas espécies bacterianas (Versalovic et al., 1991; Versalovic et
al., 1994; Souza et al., 2006). Com esse método ¢ possivel avaliar a diversidade genética,
relacionamento filogenético e evolucionario do género, bem como a variabilidade em nivel
intraespecifico.

Além da técnica de rep-PCR, primers especificos para determinadas espécies como P.
corrugata, P. syringae pv. tomato, P. syringae pv. syringae ¢ Pseudomonas putida (Trevisan)
Migula j& foram desenhados e podem ser usados para identificagdo do patdégeno (Bereswill et
al., 1994; Kuske et al., 1998; Catara et al., 2000; Hamedan & Harighi, 2014). Quando essa
identificacdo ndo ¢ possivel, o sequenciamento genético da regido 16S (16S rRNA) com
primers universais, conforme sugerido pelo comité de sistematica bacteriana em 2002
(Stackebrandt et al., 2002), permite a identificacdo da bactéria, bem como as relagdes
filogenéticas entre as espécies. A comparacao das sequéncias de nucleotideos da regido que
codifica o gene 16S rRNA ¢ utilizada por ser considerada conservada entre as bactérias, mas,
ao mesmo tempo, com variabilidade genética (Woese & Fox, 1977 apud Carvalho Netto,
2007).

Devido a essa grande diversidade genética, isolados de espécies do género
Pseudomonas possui diferentes niveis de agressividade ao hospedeiro. Essa variagcdo esta
associada a velocidade no aparecimento dos sintomas da doenca, ou seja, quanto mais
agressivo for determinado isolado, mais rapido serd o aparecimento dos sintomas. Isso ocorre
devido a diferenciacdo genética no nivel geografico das populagdes que sdo moldadas por

diferentes pressdes de selecdo (direcional, estabilizadora ou disruptiva), dependendo do
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ambiente que se encontram, com variagdes no hospedeiro, habitat natural e praticas culturais
(Jaunet & Wang, 1999; Michereft, 2001; Nakatani et al., 2009).

Assim, o conhecimento da diversidade genética, com base em caracterizagdes
culturais, bioquimicas e moleculares, permite identificar e agrupar essas bactérias em uma
mesma espécie e/ou patovar, bem como compreender os mecanismos de patogenicidade
envolvidos na infecgdo. Isso € de suma importancia nos programas de melhoramento genético
do tomateiro e manejo integrado da doenca, pois permite a identificagdo correta do patogeno,
dado que diferentes niveis de agressividade sdo observados, com perdas consideraveis na
produtividade.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo caracterizar quanto a aspectos

fenotipicos e genotipicos, isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro tutorado no Brasil.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal (LABAC) e na casa
de vegetacdo, do Instituto de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Uberlandia,

campus Umuarama, Uberlandia-MG, no periodo de novembro de 2016 a dezembro de 2019.

Obtencao dos isolados de Pseudomonas spp.

Os 43 isolados de Pseudomonas ssp. deste trabalho fazem parte da colecdo de trabalho
do LABAC. Esses isolados foram obtidos de plantas de tomate com sintomas de necrose na
haste, que por vezes apresentavam formacao de raizes adventiceas (Figura 1) ou com lesdes
necroéticas na folha ou fruto, oriundos de plantios tutorados de varias regides do Brasil (Tabela
1).

Para obtencdo de cada isolado foi realizado isolamento indireto em meio de cultura

523 Kado & Heskett (Kado & Heskett, 1970) (Apéndice E). Para isso, o tecido da planta que
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apresentava sintoma da doenca foi lavado com 4gua e sabao neutro e seco em papel toalha.
Com bisturi, foram retirados fragmentos de aproximadamente 0,5 x 0,5 cm na borda da lesao,
colocados em alcool 50% por 20 a 30 segundos e, em seguida, desinfestados em solugdo de
hipoclorito de sddio (1%) por 3 minutos. O excesso de desinfetante foi removido lavando os
fragmentos com agua destilada esterilizada por trés vezes (Romeiro, 2001). Os fragmentos
foram depositados diretamente sobre o meio de cultura. As placas de Petri foram incubadas a
28°C por dois dias, sendo observado o crescimento da bactéria no meio de cultura. Os
isolados obtidos foram mantidos na colecdo do LABAC preservados em agua, glicerol e papel

de filtro, segundo metodologia descrita por Alfenas e Mafia (2007).

Caracterizacao morfologica dos isolados de Pseudomonas spp.

ApOs a recuperacao do isolado preservado, a coldnia bacteriana foi semeada com alga
de repicagem em meio de cultura 523 pelo método de estrias simples, possibilitando o
crescimento de colonias individualizadas para caracterizagdo morfologica da bactéria. Essa
caracterizacdo foi feita por meio da observagdo visual ou, quando necessario, com
microscopio estereoscopio. Foram observadas caracteristicas como: cor, forma, bordos ou

margem, elevacado, textura ou consisténcia e detalhes o6ticos (Mariano & Silveira, 2005).

Caracterizacao bioquimica dos isolados de Pseudomonas spp.

A identidade dos isolados como sendo do género Pseudomonas foi feita pela chave de
identificacdo proposta por Schaad et al. (2001) (Apéndice A), em que sdo classificadas como
Gram negativas, crescimento anaerdbico e fluorescimento em meio King B, com excegdo de
P. corrugata e Pseudomonas straminea lizuka & Komagata (Aiello et al., 2013). Para
identificacdo das espécies de Pseudomonas foram realizados os testes especificos de LOPAT:

levan, oxidase, podriddo em batata, arginina dihidrolase e hipersensibilidade em plantas de
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fumo (Apéndices E e F), conforme descritos por Lelliott e Stead (1987) e Schaad et al. (2001)

(Apéndices B e C).

Patogenicidade dos isolados de Pseudomonas spp.

Para o cumprimento dos Postulados de Koch, a patogenicidade dos isolados foi
confirmada inoculando a suspensdo bacteriana de cada isolado em plantas sadias de tomate
Santa Cruz cv. Kada Gigante (Topseed, 2019), quando apresentaram dois trifélios, mantidas
em casa de vegetagdo. A suspensdo bacteriana foi padronizada em espectrofotometro a 0,2 de
absorbancia (540 nm), resultando na concentragdo aproximada de 1,0 x 108 UFC mL’
(Andrade et al., 2013). As inocula¢des foram realizadas por meio de injecdo de 100 pL™' na
axila da planta ou por pulverizagdo foliar até o ponto de escorrimento, dependendo do local na
planta em que se encontrava o sintoma da doenga. Apos o aparecimento dos sintomas de
necrose da medula ou lesdes foliares, a bactéria foi reisolada, sendo a caracterizacao

confirmada pelos testes bioquimicos LOPAT supracitados.

Extraciao de DNA dos isolados de Pseudomonas spp.

Para extracdo de DNA gendmico, os isolados bacterianos foram cultivados em meio
de cultura 523, a 28°C por 48h. Apds o crescimento bacteriano, a colonia foi repicada para
tubos de ensaio contendo Nutriente Liquido (NL) (Apéndice E) para cultivo sob agitacdo a
150 rpm a 28°C por 24h. Apos o crescimento, 1,5 mL™" da suspensdo bacteriana foi transferida
para tubos tipo eppendorf e as células bacterianas foram centrifugadas a 13.000g durante 3
min. Para extracdo do DNA, foi utilizado o kit de extragdo e purificagdo de DNA genomico
Wizard (Promega Corporation, 2019), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O
DNA obtido de cada isolado foi quantificado em aparelho NanoDropTM Modelo 2000/2000¢

Spectrophotometers (Termofischer, 2019), no Laboratério de Nanobiotecnologia (NANOS),
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do Instituto de Biotecnologia, da Universidade Federal de Uberlandia, sendo a concentragao

ajustada para 25 ng pL™.

Reacio em Cadeia da Polimerase para diversidade genética dos isolados de
Pseudomonas spp.

A anélise molecular de rep-PCR com os primers correspondentes as trés sequéncias
repetitivas REP, ERIC e BOX foi realizada de acordo com metodologia de Louws et al.
(1994). Para cada uma das trés sequéncias de primers o protocolo de reagdo foi ajustado,
conforme necessidade.

Para os primers REPIR e REP2R a rea¢ao de PCR foi feita em um volume de 12,5
uL, na concentragio final de: tampdo 1X (500 mMKCI; 200 mM Tris—HCI, pH 8,4); 3 mM
de MgCl2; 0,2 mM de dNTP; 1 uM dos primers REP1R e REP2R; 1U de Taq polimerase e 25
ng de DNA. A amplifica¢do foi realizada em termociclador Omn-E Thermo Hybaid, com
programa de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 min, 40°C por 1
min, 65°C por 5 min, e extensdo final a 65°C por 15 min.

Para os primers ERICIR e ERIC2 a rea¢do de PCR foi feita em um volume de 12,5
uL'l, na concentragdo final de: tampao 1X (500 mMKCI; 200 mM Tris—HCI, pH 8,4); 3 mM
de MgCl12; 0,2 mM de dANTP; 1 uM dos primers ERICIR e ERIC2; 1U de Taq polimerase e
50 ng de DNA. A amplificacdo foi realizada no termociclador com desnaturacdo a 95°C por 5
minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 min, 40°C por 1 min, 65°C por 5 min, e extensdo final a
65°C por 15 min.

Para o primer BOX AIR a reagdo de PCR foi feita em um volume de 12,5 pL™, na
concentragdo final de: tampdo 1X (500 mMKCI; 200 mM Tris—HCI, pH 8,4); 3 mM de
MgCl2; 0,2 mM de dNTP; 1 uM do primer BOX A1R; 1U de Taq polimerase e 50 ng de

DNA. A amplificacdo foi realizada no termociclador com desnaturagdo a 95°C por 7 minutos;
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30 ciclos de 94°C por 1 min, 53°C por 1 min, 65°C por 5 min, e extensao final a 65°C por 15
min.

Os produtos finais das reacdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,0%, corado com Sybr® Safe. Apos a corrida das amostras em tampao Tris-Borato EDTA
0,5 X (Apéndice A) por 1 h a 100V e 100A, os fragmentos amplificados foram visualizados
em luz ultravioleta no aparelho transluminador Hoefer modelo Macro Vue UV-20 (Hoeferinc,
2019) e fotodocumentados.

As analises dos perfis de amplificagdo foram realizadas visualmente e transformadas
em dados bindrios, de acordo com a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas (Costa et al,
2007). Os dados gerados foram analisados com o programa Genes (Cruz, 2006). Os
relacionamentos genéticos entre os isolados foram determinados pelo coeficiente de
similaridade de Jaccard e a andlise de agrupamento foi realizada de acordo com o método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages) (Sneath & Sokal,

1973).

Reacdo em Cadeia da Polimerase com primers especificos para Pseudomonas spp.

Apo6s confirmagdo das caracteristicas bioquimicas e agrupamento com similaridades
genéticas, a fim de confirmar a identidade dos isolados que se caracterizem como P.
corrugata, P. syringae pv. tomato, P. syringae pv. syringae e P. putida, foi realizada analise
de PCR com primers especificos disponiveis para as espécies e/ou patovares.

Para P. corrugata foram utilizados os primers PC5/1 e PC5/2 (Catara et al., 2000). O
volume final de cada reacdo foi de 12,5 uL'l, na concentracdo final de: tampao 1X (500
mMKCI; 200 mM Tris—HCL, pH 8,4); 3 mM de MgCI2; 0,2 mM de dNTP; 0,4 uM dos

primers PC5/1 e PC5/2; 1,25U de Taq polimerase e 25 ng de DNA. A amplificacdo foi
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realizada em termociclador com desnaturacao a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por
30s, 62°C por 30s, 72°C por 1 min, sendo amplificacao do fragmento visualizada a 1100 pb.

Para P. syringae pv. tomato foram utilizados o Primer 1 e Primer 2 (Bereswill et al.,
1994). O volume final de cada reacdo foi de 12,5 uL™', na concentragdo final de: tampdo 1X
(500 mMKCI; 200 mM Tris—HCI, pH 8,4); 3 mM de MgCI2; 0,2 mM de dNTP; 2 uM dos
primers 1 e 2; 1 U de Taq polimerase e 50 ng de DNA. A amplificacdo foi realizada em
termociclador com 30 ciclos de 95°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 45s, e extensdo final a
72°C por 5 min, sendo amplificacdo do fragmento visualizada a 650 pb.

Para P. syringae pv. syringae foram utilizados os primers PF ¢ PR (Hamedan &
Harighi, 2014). O volume final de cada reacdo foi de 12,5 pL™', tampdo 1X (500 mMKCI; 200
mM Tris—HCI, pH 8,4); 3 mM de MgClI2; 0,2 mM de dNTP; 2 uM dos primers PR e PF; 1 U
de Taq polimerase e 50 ng de DNA. A amplificagdo foi realizada em termociclador com
desnaturagdo a 93°C por 3 min, 35 ciclos de 93°C por 1 min, 63°C por 1 min, 72°C por 1 min,
e extensao final a 72°C por 6 min, sendo amplificagdo do fragmento visualizada a 576 pb.

Para P. putida foram utilizados os primers XylR-F1 e XyIR-R1 (Kuske et al., 1998). O
volume final de cada reagao foi de 12,5 uL'l, tampao 1X (500 mMKCI; 200 mM Tris—HCI,
pH 8,4); 3 mM de MgCl2; 0,2 mM de dNTP; 1 uM dos primers XylR-F1 e XylR-R1; 1,25 U
de Taq polimerase e 50 ng de DNA. A amplificacdo foi realizada em termociclador com
desnaturag¢ao a 94°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 54°C por 1 min, 72°C por 30s, e
extensdo final a 72°C por 5 min, sendo amplificacdo do fragmento visualizada a 259 pb.

Os produtos finais das reagdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,0%, corado com Sybr® Safe. Apos a corrida das amostras em tampao Tris-Borato EDTA
0,5 X (Apéndice A) por 1 h a 100V e 100A, os fragmentos amplificados foram visualizados

em luz ultravioleta no aparelho transluminador e fotodocumentados.
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Sequenciamento génico da regiao 16S dos isolados de Pseudomonas spp.

ApoOs a caracterizagdo bioquimica, correlagdo com local de origem da amostra e
similaridades genéticas, os isolados que ndo foram agrupados pela rep-PCR e nao
identificados pelos primers especificos foram selecionados para sequenciamento da regidao
16S. Para isso foi realizada a PCR com os primers 27F e 1492R (Martin-Laurent et al., 2001;
Jones et al., 2006). O volume final de cada reacao foi de 50,0 uL'l, na concentragao final de:
tampao 1X (500 mMKCI; 200 mM Tris—HCI, pH 8,4), 3,0 mM de Mg+2, 0,2 mM de dNTP, 1
uM de cada primer 27F e 1492R, 1,25 U de Taq polimerase ¢ 50 ng de DNA. A amplificagdo
foi realizada em termociclador com desnaturagao a 94°C por 5 minutos; 40 ciclos de 94°C por
I min, 56°C por 1 min, 72°C por 2 min, e extensao final a 72°C por 15 min, sendo
amplificacdao do fragmento visualizada a 1492 pb.

Os produtos da PCR foram enviados para a empresa BPI Biotecnologia EPP, em
Botucatu-SP, para sequenciamento. As sequéncias obtidas foram submetidas a plataforma
Blast do National Center for Biotecnology Information (NCBI) e comparadas com sequéncias

genéticas disponiveis no banco de dados do GenBank (NCBI, 2019a).

Testes bioquimicos para determinac¢io de biovares dos isolados de Pseudomonas spp.
Posteriormente, para isolados confirmados como P. putida ou Pseudomonas
fluorescens Migula pelo sequenciamento genético, foi realizado, para determinagdo de
biovares, o teste de liquefacdo da gelatina e producao de acidos a partir da L-Arabinose, D-
Galactose, D-Manitol, D-Manose, m-Inositol, D-Sorbitol, Sacarose e Trealose (Apéndice E),

de acordo com Dimartino et al. (2011) (Apéndice D).
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Teste de agressividade dos isolados dos isolados de Pseudomonas spp.

Para determinar os niveis de agressividade dos isolados foram conduzidos
experimentos, um para inoculacao bacteriana na haste, realizado em casa de vegetagdo e outro
na folha, realizado no LABAC. Para os experimentos foram utilizados tomateiro Santa Clara
VF5600, sem resisténcia a Pseudomonas spp. (Sakata, 2011), quando apresentavam dois
pares de folhas verdadeiras. Em ambos os experimentos a suspensdo bacteriana foi
padronizada em espectrofotometro a 0,2 de absorbancia (540 nm), resultando na concentracao
de 1,0 x 108 UFC mL" (Andrade et al., 2013).

O experimento da necrose na haste foi realizado no periodo de junho a julho de 2017,
sendo aferidas diariamente, no mesmo horario, na casa de vegetagao, as temperaturas médias,
maximas ¢ minimas do ar. Os 32 isolados testados foram oriundos de plantas que
apresentavam sintomas de necrose na haste (Tabela 2), sendo as inoculagdes realizadas
segundo metodologia adaptada de Rodrigues (2010), por meio de injecdo de 50 uL"' da
suspensdo bacteriana na axila da terceira folha, com auxilio de uma seringa de 1 mL™. As
plantas foram mantidas em camara imida 24h antes e 24h depois da inoculagao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 33
tratamentos (32 isolados + testemunha inoculada com 4gua destilada autoclavada) e quatro
repeti¢des, em esquema de parcelas subdivididas em trés tempos de avaliagdo, sendo cada
parcela constituida por duas plantas. A severidade da doenca foi avaliada aos 10, 20 e 30 dias
apds a inoculagdo (DAI), sendo coletadas quatro parcelas por tempo de avaliagdo e
mensurado o comprimento da lesdo necrdtica causada pela infec¢do bacteriana, com auxilio
de régua milimetrada apds corte longitudinal.

No experimento com sintomas foliares, foram testados 11 isolados oriundos de folhas
ou fruto do tomateiro (Tabela 3). Para isso, as plantas foram mantidas em camara imida por

24h, sendo posteriormente coletados trifélios do tomateiro e colocados sobre suporte de
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ponteiras em papel filtro estéril umedecido com agua destilada autoclavada em caixas tipo
gerbox. A suspensao bacteriana foi inoculada por aspersao foliar nas partes adaxial e abaxial
da folha com borrifador até o ponto de escorrimento, sendo incubadas em BOD a 21°C, com
fotoperiodo de 12h.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 12 tratamentos (11
isolados + testemunha inoculada com agua destilada autoclavada) e cinco repetigdes, sendo
cada parcela constituida por dois trifélios. A agressividade dos isolados foi avaliada através
da severidade da doenca aos 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias apds a inoculagao, empregando-se a
escala diagramatica adaptada de Mello et al. (1997).

Em ambos os experimentos foi calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso de
Doenga (AACPD) (Campbell & Madden, 1990), pela férmula:

AACPD =Y {((Y1 +Y2)2)*(t2 —t1 )} + {(Y2 + Y3)/2)*(t3 —t2 )} +{...}

Onde: Y1 e Y2 sdo as duas avaliagdes consecutivas, realizadas nos tempos tl e t2,
respectivamente.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos (Teste de
Kolmogorov-Smirnova) e de homogeneidade das variancias (Teste de Levene), pelo programa
estatistico SPSS Statistics vs. 20 (Ibm Corp, 2011). As analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico Sisvar versdo 5.10 (Ferreira, 2010) e as comparagdes

entre os tratamentos foram realizadas pelo teste Tukey ou Scott-Knott a 0,05 de significancia.

RESULTADOS

Caracterizacao morfologica dos isolados de Pseudomonas spp.

Em relacdo as caracteristicas culturais em meio de cultura 523, foi observada pouca

variagdo entre os isolados (Figura 2), que apresentaram coldnias circulares e brilhantes. Em
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relacdo as bordas houve pouca variagdo, com a prevaléncia de bordas lisas, com exce¢ao do
isolado UFU B39, UFU C17 cujas bordas eram onduladas. A elevagao variou entre reta (11
isolados), levemente elevada (19 isolados) e convexa (13 isolados). Quanto a optica, a maioria
dos isolados foram transparentes (35 isolados) e os outros opacos (oito isolados). A coloragdo
variou com nuances de cor palha, sendo observada a coloragdo branca (cinco isolados),

branco-palha (16 isolados), palha (18 isolados) e amarelo-palha (quatro isolados) (Tabela 4).

Caracterizacao bioquimica dos isolados de Pseudomonas spp.

Considerando similaridade bioquimica de 100%, foi observada alta diversidade entre
os isolados, com a formagdo de sete grupos distintos (Figura 3). Todos os isolados foram
Gram negativos € com crescimento anaerobico. Todos os isolados foram fluorescentes em
meio King B, com excessao do isolado UFU B39, sendo classificado pelo teste LOPAT como
P. corrugata (- + - + +) (Tabela 5).

Os demais isolados apresentaram fluorescéncia em meio de cultura King B.
Considerando a classificacdo bioquimica de grupos, proposta por Lelliot & Stead (1987),
desses, a maioria (28 isolados) foram classificados no grupo Va como P. putida ou P.
fluorescens (LOPAT: - + - + -): UFU C17, UFU G3, UFU G5, UFU G6, UFU G8, UFU G9,
UFU GS53, UFU G82, UFU G90, UFU G120, UFU G121, UFU G122, UFU G143, UFU
G149, UFU H3, UFU H4, UFU HS5, UFU H6, UFU H18, UFU H21, UFU H22, UFU H25,
UFU H30, UFU H31, UFU H41, UFU H46, UFU H98 e UFU H104.

No grupo IVb, foram classificados como P. fluorescens (LOPAT: - + + + -) os
isolados UFU B38, UFU G125, UFU H99 e UFU I81. No grupo Vb, também foram
classificados como P. fluorescens (LOPAT: + + - + -) os isolados UFU G18, UFU G38, UFU

G81 e UFU H120. No grupo II, foram bioquimicamente classificados como Pseudomonas
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viridiflava (Burkholder) Dowson (LOPAT: - - + - +) os isolados UFU E36, UFU E37, UFU
H11 e UFU H175.

Mesmo com testes LOPAT nao foi possivel a classificagdo dos isolados UFU D18 (+ -
-++) e UFU H24 (- + + - +), de acordo com os testes proposto por Lelliott & Stead (1987) e

Schaad et al. (2001).

Patogenicidade dos isolados de Pseudomonas spp.

A patogenicidade de todos os isolados foi confirmada apds a inoculagdo em plantas
sadias de tomateiro. Foram observados sintomas de necrose da medula quando feito corte
longitudinal nas hastes das plantas inoculadas com isolados da haste, ou sintomas de necroses
foliares quando inoculados os isolados provenientes da folha do tomateiro. Os Postulados de
Koch foram cumpridos apds reisolamento e a comparagao dos testes bioquimicos LOPAT, de

todos os reisolados com os testes do isolado de origem.

Reacdo em Cadeia da Polimerase para diversidade genética dos isolados de
Pseudomonas spp.

Com as analises de rep-PCR (REP, ERIC e BOX) foi observada alta diversidade
genética entre os isolados. Com similaridade de apenas 20% entre os isolados, houve a
formagao de 15 grupos (Figura 4), com bandas distintas que variaram de 100 a 3000 pb.
Alguns isolados apresentaram 100% de similaridade genética, sendo eles UFU H11 e UFU
HI175 e também os isolados UFU G38 ¢ UFU G18, em ambos os casos bioquimicamente
iguais e de locais diferentes. Também foram 100% similares os isolados UFU G121 e UFU
G122; UFU G143 e UFU G149, e nos dois casos, por serem bioquimicamente iguais ¢ do

mesmo local de origem, inferiu-se que s3o da mesma espécie.
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Considerando isolados provenientes do mesmo local de origem das amostras foi
observada a formag¢do de subgrupos com similaridades de 90% entre os isolados UFU E36 e
UFU E37; 50% entre UFU G3 e UFU G5; 45% entre UFU G90 e UFU G81; 40% entre UFU
G6, UFU G8 e UFU G9. Em ambos os casos pode-se inferir tratar-se da mesma espécie
bacteriana. Também foi observado que o isolado UFU G125 nao apresentou nenhum nivel de
similaridade com outro isolado, quando avalidado por REP-PCR.

Alta diversidade também foi encontrada na analise de ERIC- PCR, com formacao de
12 grupos (Figura 5) a 20% de similaridade genética, e bandas variando de 300 a 2000 pb. Os
isolados que apresentaram 100% de similaridade genética foram: UFU G90 e UFU H120,
bioquimicamente diferentes e de locais diferentes; isolados UFU G121 e UFU G122; UFU
G143 e UFU G149, bioquimicamente iguais ¢ do mesmo local de origem, sendo esses dois
ultimos casos considerados da mesma espécie, como mencionado na analise por REP-PCR.
Nao houve formacgao de subgrupos relacionados ao local de origem das amostras,

Em BOX-PCR, 12 grupos foram formados com similaridade de 20% (Figura 6),
observando bandas de 200 a 2000 pb. Isolados com 100% de similaridade genética foram
UFU H11 e UFU H175, bioquimicamente iguais e de locais diferentes; isolados UFU H98 e
UFU H99, bioquimicamente diferentes e do mesmo local; isolados UFU G121 e UFU G122,
UFU E36 e UFU E37, bioquimicamente iguais e do mesmo local de origem.

Na formacdo de subgrupos, ponderando isolados procedentes do mesmo local de
origem das amostras, foi observada a formacao de subgrupos com similaridades de 80% entre
os isolados UFU G143 ¢ UFU G149; 35% entre UFU H18 e UFU H25; 30% entre UFU H4,
UFU H5 e UFU H6. Em ambos os casos pode-se deduzir ser a mesma espécie. Os isolados
UFU G125 e UFU G81 nao apresentaram nenhum nivel de similaridade com outro isolado,

quando avaliados por BOX-PCR.
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Quando avaliados os trés primers em conjunto (Figura 7), considerando uma
similaridade genética de apenas 20% entre os isolados, foi observada acentuada diversidade
genética, com formacao de 24 grupos distintos. Nao foi possivel relacionar os grupos
formados com a classificagao bioquimica ou de acordo com local de origem das amostras.
Apenas os isolados UFU G121 e UFU G122 foram 100% similares. A formacdo de
subgrupos, considerando isolados com a mesma origem, foi observada entre os isolados UFU
G143 e UFU G149 ¢ isolados UFU H18 ¢ UFU H25, com 80% e 35% de similaridades,
respectivamente.

Nenhum isolado amplificou com os primers PF e PR para P. syringae pv. syringae;
Primer 1 e Primer 2 para P. syringae pv. tomato ¢ Primers XylR-F1 e XylR-R1 para P.
putida, nao sendo confirmada a identidade dessas espécies e/ou patovares. O isolado UFU
B39, previamente caracterizado bioquimicamente como P. corrugata, foi analisado com os

primers especificos PC5/1 e PC5/2, sendo confirmada sua identidade.

Sequenciamento génico da regiao 16S dos isolados de Pseudomonas spp.

Foram consideradas similaridades superiores a 94% em relagdo as cepas depositadas
no GenBank. Em relagdo ao E-value, que corresponde a probabilidade de se obter com outra
sequéncia aleatdria de mesmo tamanho e composicao de nucleotideos, outro alinhamento com
score igual ou superior, foi considerando somente valores zero. Isso porque, segundo Souza &
Lifschitz (2007), quanto mais proximo de zero for o E-value, mais confidvel foi a consulta.
Quanto aos percentuais de cobertura da sequéncia, foram considerados valores superiores a
99%.

Os resultados do sequenciamento genético foram confrontados com a classificacio

bioquimica (Tabela 5) para que fosse concluida a identidade dos isolados. A maioria dos
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isolados foram classificados como P. putida (29 isolados) e P. fluorescens (nove isolados)
(Tabela 6).

Os isolados UFU E36, UFU E37, UFU H11 e UFU H175, previamente caracterizados
como P. viridiflava pelos testes bioquimicos (Tabela 5), foram classificados pelo
sequenciamento genético como P. syringae pv. tomato (Tabela 6), confirmando, assim, a

variacao bioquimica que pode ocorrer em determinadas espécies.

Testes bioquimicos para determinacio de biovares dos isolados de Pseudomonas spp.

Os testes bioquimicos de liquefagao da gelatina e produgdo de acidos a partir de fontes
de carbono (Apéndice E), propostos por Dimartino et al. (2001) (Apéndice D), permitiram a
diferenciagdo de alguns isolados de P. putida do grupo Va (Tabela 7). Os isolados UFU G3,
UFU G122, UFU H6, UFU H21, UFU H24, UFU H30, UFU H31 e UFU H41 foram
confirmados como P. putida bv. A.

Os demais isolados de P. putida tiveram resultados semelhantes a caracterizacdo da
biovar A, porém apresentaram algumas variacdes, incluindo a liquefag¢do da gelatina positiva:
UFU D18, UFU G5, UFU G6, UFU G8, UFU G9, UFU G120, UFU G143, UFU G149; UFU
H3, UFU H4, UFU HS, UFU H18, UFU H22, UFU H25, UFU H46 e UFU H98; liquefagao
da gelatina positiva e produgdo de acidos a partir da D-Galactose: UFU G53, UFU G121 e
UFU H104; liquefagdo da gelatina positiva e produgdo de acidos a partir da Trealose: UFU
G82 e UFU G90 (Tabela 7).

Em relacdo aos isolados de P. fluorescens, ndo foi possivel a caracterizagdo de
biovares com os testes realizados, conforme proposto por Dimartino et al. (2001) (Apéndice
D). Todos os nove isolados da espécie apresentaram muita variagdo na producdo dos acidos,

ndo se assemelhando a nenhuma biovar descrita (Tabela 7).
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Teste de agressividade dos isolados de Pseudomonas spp.

Durante a conducdo do experimento de agressividade na haste em casa de vegetacao
foram registradas temperaturas médias do ar de 23°C, com maximas de 25°C e minimas de
9°C. Essa condi¢ao foi favoravel ao desenvolvimento da doenca, visto que Pseudomonas spp.
sao favorecidas com temperaturas de 20 a 25°C e alta umidade relativa do ar (Silva & Lopes,
1995), sendo a umidade fornecida por regas periddicas.

No experimento ndo foram observados sintomas no tratamento controle inoculado com
agua destilada autoclavada. Nos demais tratamentos nao houve interacao significativa entre os
isolados e os dias de avaliagdo (Tabela 8). Observou-se, de modo geral, evolugdao do sintoma
da doenca em todos os isolados, que apresentaram o maior comprimento da necrose na haste
aos 30 dias apo6s a inoculagao (Figura 8). Os isolados UFU B39 (P. corrugata), UFU H24 (P.
putida) apresentaram maior comprimento de lesdo, seguidos dos isolados UFU G120 (P.
putida), UFU H25 (P. putida), UFU H120 (P. fluorescens) (Tabela §), como demonstrado nas
Figuras 9 e 10. O isolado UFU H24 (P. putida) mostrou-se muito agressivo, com capacidade
de causar sintomas externos de rachadura na haste, secamento da folha correspondente ao
ponto de inoculagdo e murcha da planta nas horas mais quentes do dia (Figura 11), porém
esses sintomas nao foram usados como padrdo de avaliagdo.

Em relagdo a AACPD, os isolados UFU B39 (P. corrugata) e UFU H24 (P. putida)
apresentaram maior valor, portanto, maior severidade da doenga, seguidos dos isolados UFU
G120 (P. putida), UFU H120 (P. fluorescens), UFU H25 (P. putida), UFU E37 (P. syringae
pv. tomato), UFU G9 (P. putida) e UFU 181 (P. fluorescens) (Tabela 9).

Com relacdo ao experimento com os isolados da folha do tomateiro, ndo foram
observados sintomas no tratamento controle inoculado com agua destilada autoclavada. Nos
demais tratamentos ndo houve diferenga na AACPD, sugerindo mesmo nivel de agressividade

dos isolados (Tabela 10). Os sintomas da doenca nao foram muito evidentes na face adaxial
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da folha, observados apenas clorose com algumas pequenas lesdes necréticas circulares com
bordas amarelas (Figura 12), sendo encontradas na face abaxial da folha pequenas lesdes

circulares e encharcadas, que por vezes eram observadas nos peciolos da folha (Figura 13).

DISCUSSAO

Bioquimicamente, os isolados caracterizados como P. viridiflava, foram confirmados
como P. syringae pv. tomato pelo sequenciamento genético. Esses isolados apresentaram
variacao bioquimica nos testes de producao de levana negativa e atividade pectolitica positiva
em discos de batata. Variagdes bioquimicas dos testes LOPAT sao relatadas entre isolados de
uma mesma espécie, pois segundo Schaad e et al. (2001), as reacdes positivas ou negativas
definidas representam cerca de 80% dos isolados.

Os isolados de syringae pv. tomato também nao amplificaram na PCR com os primers
especificos para a espécie. Os primers utilizados sdo especificos para o gene cfl, responsavel
sintese da toxina coronatina, envolvido na reabertura dos estomatos apos o fechamento em
resposta aos padrdes moleculares associados ao patdgeno, além de interferir nas respostas
mediadas pelo 4cido salicilico apds o inicio da infeccdo (Bereswill et al., 1994). Nesse
sentido, novas investigagdes podem ser realizadas com Sequéncia de multiplus locus (MLST),
para verificar a presenga do gene cfl nesses isolados, bem como outros genes envolvidos na
infec¢do do tomateiro.

Na MLST de 216 isolados de P. syringae, fitopatogé€nicos e saprofitas, bem como as
caracterizagdes bioquimicas, foram estudadas por Berge et al. (2014), sendo identificados 23
grupos e 13 subgrupos. Segundo os autores, caracteristicas fenotipicas raramente fornecem
um meio satisfatério para a classificacdo de isolados da espécie, mesmo que algumas

combinagdes sejam altamente provaveis em alguns filogrupos. Inferiram o sequenciamento do
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gene cts (citrato sintase) com MLST, fornece com precisdo a afiliagao filogenética de isolados
em 97%. E que caracteres fenotipicos, com excecdo da oxidase e arginina dihidrolase, podem
ser erroneos como um meio de classificar patovares de P. syringae, o que justifica o resultado
deste trabalho.

A identidade dos isolados bioquimicamente caracterizados como P. fluorescens ou P.
putida foi confirmada pelo sequenciamento genético, sendo este o primeiro relato das espécies
no tomateiro no Brasil. Essas bactérias, antes caracterizadas como saproéfitas de solo (Lelliot
& Stead, 1987), ja foram relatadas no tomateiro na Europa (Malathrakis & Goumas, 1987; Lo
Cantore & Iacobellis, 2002; Saygili et al., 2004; Polizzi et al., 2007; Dimartino et al., 2011),
ndo estando presentes na lista de Pragas Quarentendrias Ausentes (Al) do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Mapa, 2018). As espécies foram identificadas em
varias regides produtoras, sendo P. fluorescens encontrada nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul e Para e P. putida em Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Ceara,
Espirito Santo, Parana e Goias.

Essa nova ocorréncia ¢ de extrema importancia, visto que o Brasil esta entre os dez
maiores produtores mundias de tomate (Faostat, 2019) e a necrose da medula causada por P.
fluorescens ou P. putida ¢ uma enfermidade grave, que pode reduzir significativamente a
produtividade da cultura. Os sintomas incluem murcha das folhas inferiores que progridem
para cima, necrose extensa da medula, clorose foliar, lesdes marrom-escuras e fendas
longitudinais nas hastes, crescimento de raizes adventiceas e morte prematura da planta
(Aiello et al., 2013). A sintomatologia ¢ semelhante & necrose da medula causada por P.
corrugata e podendo ser confundidos em campo com os sintomas ocasionados por Fusarium
oxysporum Schlecht (Quezado-Duval et al., 2007; Dimartino et al., 2011).

Os isolados UFU D18 e UFU H24, nao classificados pelos testes bioquimicos, foram

confirmados pelo sequenciamento genético como P. putida. A mesma inferéncia supracitada,
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feita aos isolados de P. syringae pv. tomato, de que variacdes bioquimicas de testes LOPAT
podem ocorrer em cerca de 20% de isolados de fitobactérias do género Pseudomonas (Schaad
et al., 2001), justifica essa variagao.

A analise molecular por rep-PCR evidenciou alta diversidade genética entre os
isolados de Pseudomonas spp. O resultado deste trabalho corrobora o estudo realizado por
Achouak et al. (2000). Os autores avaliaram com ERIC-PCR a diversidade de 236 isolados de
P. corrugata provenientes de dois solos na Franca e encontraram alta diversidade genética,
com 55 padrdes gendmicos. As variagdes moleculares foram atribuidas aos diferentes
sistemas de manejo da cultura do tomate.

Isolados de P. putida, sapréfitas de solo com capacidade de biodegradacdo do
herbicida atrazina, coletados de solo com diferentes culturas anuais de varias regides do
Brasil, tiveram sua diversidade genética avaliada por ERIC-PCR (Fernandes, 2014). A autora
encontrou alta diversidade genética entre os 20 isolados testados, com similaridades abaixo de
60% e subgrupos com cerca de 50% de similaridade, mesmo quando provenientes do mesmo
local de origem. Esse resultado indicou que os isolados eram geneticamente distintos, o que
corrobora com este trabalho.

Com resultado divergente deste estudo, o trabalho realizado por Aiello et al (2013)
encontrou padrdes semelhantes de amplificagdo com os primers ERIC e BOX-PCR para
isolados de P. putida e P. fluorescens do tomateiro oriundos de plantios na Italia, inferindo
baixa diversidade genética entre isolados.

Alguns isolados provenientes de locais distintos foram molecularmente 100%
similares, como nos casos dos isolados de P. fluorescens UFU G38 e UFU G18 por REP-PCR
e isolados de P. syringae pv. tomato UFU HI11 e UFU H175 por REP ¢ BOX-PCR. Os
isolados de P. putida UFU G90 e P. fluorescens UFU H120 também apresentaram o mesmo

padrao de banda por ERIC-PCR. Essa conformidade ocorre por compartilharem as mesmas
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familias de sequéncias de DNA repetitivas e altamente conservadas no genoma, apesar da
distancia geografica de suas populagdes, ou mesmo, por apresentaram estreito relacionamento
filogenético, apesar de serem espécies diferentes.

Embora a distancia geografica influencie na variagdo e na estrutura genética das
populagdes de fitobactérias, devido a reducdo do fluxo génico, em poucos isolados foi
possivel correlacionar os subgrupos similares obtidos por rep-PCR com o local de origem das
amostras. Contudo, ¢ importante ressaltar que a capacidade natural de troca de material
genético por meio de transferéncia horizontal de genes durante os processos de infeccdo
contribui para alta diversidade genética (Albuquerque et al., 2013; Bertola et al., 1999).

Com rep-PCR, Alippi et al. (2003) também encontraram consideravel diversidade
genética entre isolados de P. corrugata e P. viridiflava, com formacao de 16 e 15 padroes de
bandas, respectivamente. Foram observadas as formagdes de subgrupos com similaridades
superiores a 55%, relacionados ao local de origem em ambos os casos, o que também foi
semelhante neste estudo.

As espécies P. putida e P. fluorescens demonstram a capacidade de ocasionar nio
somente necrose na haste, mas também lesdes nas folhas do tomateiro. P. putida pode ainda
ser relatada como causadora de sintomas no fruto, pois o isolado UFU G121 foi proveniente
de fruto com sintoma da doenga.

A PCR realizada com os primers XylR-F1 e XylR-R1, especificos para P. putida, ndo
confirmaram a identidade de nenhum dos isolados confirmados pelo sequenciamento
genético. Esses primers foram desenhados para isolados relatados como saprofitas de solo
(Kuske et al., 1998). Nesse contexto, pressupde-se que, em algum momento, as
recombinagdes genéticas, seja por interacdes com outros microrganismos ou adaptacdes ao
patossistema, fizeram com que essa espécie se tornasse fitopatogénica. Ou seja, as sequéncias

desenhadas nos primers XylR-F1 e XylR-R1 ndo s3o complementares com a sequéncia alvo
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de interesse da espécie fitopatogénica, justificando, assim, a ndo amplificacao de bandas na
PCR.

Geralmente, Pseudomonas spp. sao habitantes comuns das partes aéreas das plantas,
solo e rizosfera, e sdo capazes de atuar como bactérias antagonicas benéficas contra varios
fitopatdégenos, sendo frequentemente usadas nas estratégias de controle bioldgico
(Lugtemberg & Kamilova, 2009). Contudo, alguns isolados de P. fluorescens e P. putida
podem apresentar atividade patogénica, por razdes ainda desconhecidas, tornando-se
patogénicas ou interagindo sinergicamente com outros patdégenos, aumentando a gravidade da
doenga (Aiello et al., 2017).

O aumento da incidéncia das espécies relatadas na Itdlia em 2006 foi atribuido as
mudangas nas praticas culturais do tomateiro ap6s a elimina¢dao do uso de brometo de metila.
Apesar de benéficas do ponto de vista ambiental, as alteracdes favoreceram o
desenvolvimento de problemas fitopatoldgicos (Dimartino et al., 2011). Além disso,
condi¢des ambientais especificas de alta umidade, alta salinidade, mudancas de temperatura e
excesso de adubagdo nitrogenada sdo apontadas como benéficas para desenvolvimento de
espécies oportunistas (Lo Cantore & Iacobellis, 2002).

A severidade da necrose da medula em plantas de tomateiro inoculadas com P.
fluorescens ou P. putida foi significativamente maior quando submetido ao estresse salino
(Dimartino et al., 2011). Segundo os autores, a indugdo do estresse na planta aumenta os
sintomas da doenca com danos severos e consequéncias para a produgdo de tomate.

O fato ¢ que, ainda ndo foram desvendadas as razdes pelas quais essas espécies t€m se
comportado como fitopatogénicas. Sdo necessarios estudos mais aprofundados de filogenia,
comparando isolados de P. putida e P. fluorescens, tanto oportunistas de solo como
fitopatogénicos, para verificar alteragdes no DNA que as tornaram capazes de infectar plantas.

Isso seria possivel, visto que as sequéncias de nucleotideos do DNA na regido que codifica o
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gene 16S rRNA ¢ considerada conservada entre as bactérias, mas, a0 mesmo tempo, com
variabilidade e quantidade de informagdes suficientes para revelar, claramente, as relagdes
filogenéticas e evoluciondrias entre as espécies (Woese & Fox, 1977 apud Carvalho Netto,
2007).

No sequenciamento genético, os isolados classificados em P. fluorescens foram
comparadados ao genoma completo da cepa F113, acesso CP003150 (NC 016830.1) (NCBI,
2019b), depositado no GenBanK em 2012 por Redonho-Nieto et al. (2012). O isolado foi
obtido da rizosfera da beterraba em 1992 por Shanahan et al. Esse isolado ¢ considerado
modelo para estudos da colonizagdo de rizosferas de plantas (Villacieros et al., 2003;
Barahona et al., 2010). Foi relatada também sua atividade de biocontrole contra fitopatégenos,
como Pythium ultimum Trow, Phytophthora cactorum Lebert & Cohn e F. oxysporum em
culturas incluindo beterraba (Fenton et al., 1992), tomate e morango (Baharona et al., 2011),
sendo também antagdnica ao nematdide do cisto da batata Globodera rostochiensis
(Wellemweber) Mulvey & Ston (Cronin et al., 1997), com atividade de biocontrole ligada a
produgdo de metabolitos secundarios, incluindo diacetilfloroglucinol (DAPG) e cianeto de
hidrogénio. O genoma completo do isolado possui um tamanho de 6,8 Mb e genes que
codificam proteinas de promocao de crescimento de plantas e caracteristicas de biocontrole
(Redonho-Nieto et al., 2012).

Os isolados classificados como P. putida foram comparadados ao genoma completo da
cepa KT2440 de P. putida, acesso AE015451 (NC _002947.4) (NCBI, 2019¢), depositado no
GenBanK em 2001 por Nelson et al. (2002). O isolado caracterizado pelos autores ¢ saprofita
do solo proveniente do Japdo, obtido por Nakazawa (2002) como uma linhagem capaz de
degradar 4cido meta-toluico e com perpectivas de uso para biorremediacdo e produgdo de
bioplasticos. Possui um genoma de 6,18 Mb e alto grau de similaridade com cepas de P.

aeruginosa (85% das regides sdo compartilhadas). No entanto, fatores de viruléncia, como
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genes de exotoxina e sistemas de secrecao do tipo III, estdo ausentes, o que torna esse isolado
de natureza ndo patogénica (Nelson et al., 2002).

No banco de dados do National Center for Biotechnology Information nao ha
sequenciado nenhum isolado de P. fluorescens e P. putida com capacidade fitopatogénica,
apenas isolados saprofitas com capacidade de promog¢dao de crescimento em plantas,
biorremediacdo, biocontrole ou com uso na industria (NCBI, 2019b; 2019¢). O fato ¢ que
quando comparado os isolados deste trabalho aos depositados no GenBank, acessos
CP003150 e AE015451, ndao foram obtidas similaridades de 100%. Mesmo assim, pode-se
chegar a conclusdo que se tratam-se de P. putida ou P. fluorescens, confirmadas também
pelos testes bioquimicos (Tabela 5). Além disso, deve-se considerar que os isolados estudados
apresentaram alta variacdo molecular por rep-PCR (Figura 7).

Com a caracterizagdo de biovares dos isolados P. putida infere-se que nao houve
nenhum isolado que se assemelhasse a biovar B. E provavel que os isolados ndo determinados
sejam da biovar A, com pequenas variagdes bioquimicas ou novas biovares ainda ndo
descritas.

Em relagdo a agressividade na haste do tomateiro, o isolado de P. corrugata (UFU
B39) foi considerado como referéncia positiva para o experimento, pois a ocorréncia de
necrose da medula, ocasionada pela espécie no tomateiro, ja foi relatada no Brasil (Rodrigues
Neto et al., 1989; Martins et al., 1990; Quezado-Duval et al., 2007) e, juntamente com o
isolado UFU H24 de P. putida, mostraram-se os mais agressivos. E importante observar que o
isolado UFU H24 foi o tnico isolado de P. putida com HR positivo, sendo visivelmente mais
agressivo que os outros devido ao aparecimento de necrose no sentido ascendente ao ponto de
inoculacdo (Figura 09A) e de sintomas externos de rachaduras na haste e murcha nas horas

mais quentes do dia (Figura 11). Segundo Aiello et al. (2013), os sintomas ocasionados por P.
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putida podem progredir para fendas longitudinais nas hastes e crescimento de raizes
adventicias.

Diante disso, pressupde-se que o isolado UFU H24 apresenta os mesmos genes
efetores de viruléncia que outros isolados da espécie, porém com maior afinidade para
ocasionar enfermidade no tomateiro. Isso ocorre, provavelmente, devido ao polimorfismo de
genes efetores relatado em espécies fitopatogéncias, ocasionados por evolucdo natural ou
transferéncia de material genético (Castanho, 2017), o que justifica o isolado ocasionar HR
positivo em plantas de fumo e sem mais agressivo na haste do tomateiro.

Os isolados UFU G120 (P. putida), UFU H120 (P. fluorescens), UFU H25 (P. putida),
UFU E37 (P. syrinage pv. tomato), UFU G9 (P. putida) e UFU 181 (P. fluorescens) também
apresentaram consideravel nivel de agressividade, com descoloragao vascular (Figuras 9B e
10B), porém, diferente dos sintomas de extensa necrose da medula observado nos isolados
UFU B39 (P. corrugata) e UFU H24 (P. putida) (Figuras 9A e 10A). Os outros isolados
testados na haste apresentaram apenas pequeno escurecimento nos tecidos vasculares (Figura
9C).

Variacdo semelhante na agressividade de isolados de P. putida, Pseudomonas
citronellolis Seubert, P. marginalis e P. fluorescens, também foi observada por Aiello et al
(2013) em plantas de tomate na regido da Sicilia, na Italia. Os autores mantiveram as plantas
por 90 dias em estufa e observaram que o comprimento da lesdo variou de acordo com o
isolado. Os sintomas nos locais de inoculagdo foram observados para cima até o apice e para
baixo até as raizes, bem como extensa necrose da medula e descoloracdo vascular e,
ocasionalmente, clorose de folhas basais, murcha e morte das plantas.

Com os resultados obtidos ndo ¢ possivel afirmar qual espécie, P. putida ou P.
fluorescens, ou qual biovar ¢ mais agressivo, visto que os resultados de agressividade foram

variaveis e foi identificado apenas P. putida bv. A. Diamartino et al. (2011), demonstrou que,
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em condig¢oes de salinidade no solo, P. fluorescens bv. I ¢ mais agressivo que P. putida bv. A
por aumentar a severidade da necrose com extensa descoloracao vascular.

Quanto aos isolados testados em folha, ndo foi observada variagao da agressividade,
mesmo quando comparados os isolados de P. putida e P. fluorescens aos isolados de P.
syringae pv. tomato, patovar relatado como agente causal da pinta bacteriana. Pode-se afirmar
que todos os isolados testados foram pouco agressivos, pois com a evolugdo da pinta
bacterina ¢ relatado que as lesdes tornam-se necroéticas, circulares ou irregulares, de coloragao
pardo-escura a preta com halo amarelado, podendo coalescer, sendo que os pedunculos
também podem apresentam manchas escuras (Kurozawa & Pavan, 2005). Neste trabalho,
mesmo em condi¢des controladas e favoraveis a Pseudomonas spp., nao foram observados
sintomas tao evidentes nas folhas, visto que as lesdes se mantiveram encharcadas até 18 dias
apos a inoculacao e nao coalesceram ou secaram as folhas.

Outro fato observado, porém, ndo utilizado como critério de avaliagdo, foi que
algumas amostras de plantas de tomate com sintomas de lesdes foliares ou necrose da medula
foi possivel o isolamento de outro género de fitobactéria. Nas amostras foliares, dos isolados
de P. syringae pv. tomato, UFU H11 e UFU H175, foram observados sintomas de mancha
bacteriana, sendo detectada a presenca de Xanthomonas spp. (Bergey) Dowson. Na amostra
do isolado UFU G90, caracterizado como P. putida, também foi feito o isolamento de de
Xanthomonas sp.

Esse fato justifica, em parte, a baixa agressividade dos isolados de P. syringae pv.
tomato avaliados em folha (UFU E36, UFU H11 e UFU H175), visto que a mancha
bacteriana, ocasionada por Xanthomonas spp., ¢ mais comumente encontrada em regides de
clima tropical e causa perdas mais consideraveis em campo quando comparada a pinta
bacteriana ocasionada por Pseudomonas spp. Apesar da pinta bacteriana ser uma doenga

economicamente importante para o tomateiro, podendo causar perdas de at¢ 30% na
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producao, exige condicdes especificas, com temperaturas de 20 a 25°C e alta umidade relativa
do ar (Silva & Lopes, 1995).

Em amostras de tomateiro com necrose da medula causada por P. putida, dos isolados
UFU G8, UFU H21, UFU H22, UFU H30, UFU H31, UFU H41 e UFU H46, foi feito
também o isolamento de Pectobacterium sp. (Jones) Waldee. Na amostra onde foi
identificado o isolado UFU H24, foi isolada a espécie Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. Nas amostras dos isolados UFU H18 e¢ UFU H25, foram detectadas R.
solanacearum e Pectobacterium sp.

O isolado UFU 181 de P. fluorescens também apresentou efeito sinérgico com outra
fitobactéria, sendo confirmada a presenga de R. solanacearum. Além disso, foi verificada a
presenca de P. fluorescens e P. putida na mesma amostra, isolados UFU G18 e UFU G6,
respectivamente.

Sendo assim, as plantas podem ser infectadas ao mesmo tempo por mais de uma
espécie patogénica e, enquanto uma infec¢ao simples por microrganismo pode ndo resultar em
ocorréncia da doenga, a co-infeccdo com outra espécie pode levar ao desenvolvimento de
sintomas graves devido a interagdes sinérgicas (Aiello et al., 2015). Na necrose da medula do
tomate ja foram relatadas interagdes entre duas ou mais fitobactérias, aumentando a
severidade da doenga. Dentre essas interacdes, podem ser citadas co-infec¢des causada por P.
fluorescens e P. corrugata (Molan & Ibrahim, 2007), P. marginalis e P. corrugata (Kudela et
al.,, 2010), P. fluorescens, P. viridiflava e P. corrugata (Pekhtereva et al., 2009) e P.
corrugata e P. mediterranea Catara et al. (Moura et al., 2005).

Além de interagdes entre espécies do género Pseudomonas, ja foram relatadas
interagdes entre Xanthomonas perforans Jones et al. e Pseudomonas spp (Aiello et al., 2013).
As associacdes entre X. perforans com P. fluorescens ou P. putida ou P. marginalis ou P.

citronellolis ou P. straminea ou Pantoea agglomerans (Beijerinck) Gavini et al. ou
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Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (van Hall) Hauben et al. foram capazes de
induzir descoloracdo vascular no tomateiro. Em trabalho posterior, Aiello et al. (2017)
avaliaram a co-inoculagdo das espécies de Pseudomonas spp. supracitadas com X. perforans e
verificaram que o comprimento das lesdes de necrose medular foi significativamente
aumentado quando as espécies foram co-inoculadas, comprovando sinergismo entre as
espécies.

Ressalta-se que, durante a infecg¢do fitopatogénica a associagdo entre espécies
influencia o comportamento do patdégeno (Aiello et al., 2017), sendo essas interagdes pouco
investigadas, mas que precisam ser analisadas devido ao risco de surgimento de novas
fitobactérias que podem se tornar sérios problemas na cultura. Nesse sentido, novos estudos
avaliando as interacdes sinérgicas dos isolados de Pseudomonas com outros géneros de
fitobactérias na cultura do tomateiro precisam ser realizados.

Desse modo, conclui-se que os isolados de Pseudomonas spp. estudados apresentaram
pouca variacdo morfologica, muita variacdo bioquimica e molecular, bem como diferentes
niveis de agressividade na haste do tomateiro. Este ¢ o primeiro relato de P. putida e P.

fluorescens causando doenga em tomateiro tutorado no Brasil.
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1154  Tabela 1. Isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro, da haste ou da folha, provenientes de

1155  diferentes locais. Uberlandia - MG, 2020.

Isolado* Parte da planta Origem da amostra
UFU B38 Folha Braganca Paulista, SP
UFU B39 Haste Santa Cruz do Rio Pardo, SP
UFU C17 Haste Cascalho Rico, MG
UFU D18 Folha Uberlandia, MG
UFU E36 Folha Uberlandia, MG
UFU E37 Haste Uberlandia, MG
UFU G3 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G5 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G6 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G8 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G9 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G18 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G38 Haste Uberlandia, MG
UFU G53 Haste Araguari, MG
UFU G81 Folha Patos de Minas, MG
UFU G82 Folha Patos de Minas, MG
UFU G90 Folha Patos de Minas, MG
UFU G120 Haste Uberlandia, MG
UFU G121 Fruto Uberlandia, MG
UFU G122 Folha Uberlandia, MG
UFU G125 Haste Altamira, PA
UFU G143 Haste Tiangua, CE
UFU G149 Haste Tiangua, CE
UFU H3 Haste Araguari, MG
UFU H4 Haste Araguari, MG
UFU H5 Haste Araguari, MG

UFU H6 Haste Araguari, MG



UFU H11 Folha Araguari, MG

UFU H18 Haste Venda Nova, ES
UFU H21 Haste Silvestre, PR
UFU H22 Haste Venda Nova, ES
UFU H24 Haste Venda Nova, ES
UFU H25 Haste Venda Nova, ES
UFU H30 Haste Faxinal, PR
UFU H31 Haste Venda Nova, ES
UFU H41 Haste Cataldo, GO
UFU H46 Haste Cataldo, GO
UFU H98 Haste Uberlandia, MG
UFU H99 Haste Uberlandia, MG
UFU H104 Folha Uberlandia, MG
UFU H120 Haste Uberlandia, MG
UFU H175 Folha Uberlandia, MG
UFU 181 Haste Estrela do Sul, MG

1156  *Ano de obtencio dos isolados: B-2010; C- 2011; D- 2012; E- 2013; G- 2015; H- 2016; I- 2017.
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1157  Tabela 2. Isolados de Pseudomonas spp. testados no experimento de agressividade na haste

1158  do tomateiro. Uberlandia - MG, 2020.

Isolado* Parte da planta Origem da amostra
UFU B39 Haste Santa Cruz do Rio Pardo, SP
UFU C17 Haste Cascalho Rico, MG
UFU E37 Haste Uberlandia, MG

UFU G3 Haste Caxias do Sul, RS

UFU G5 Haste Caxias do Sul, RS

UFU G6 Haste Caxias do Sul, RS

UFU G8 Haste Caxias do Sul, RS

UFU G9 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G18 Haste Caxias do Sul, RS
UFU G38 Haste Uberlandia, MG
UFU G53 Haste Araguari, MG

UFU G120 Haste Uberlandia, MG
UFU G121 Fruto Uberlandia, MG
UFU G125 Haste Altamira, PA
UFU G143 Haste Tiangua, CE
UFU G149 Haste Tiangua, CE

UFU H3 Haste Araguari, MG

UFU H4 Haste Araguari, MG

UFU H5 Haste Araguari, MG

UFU H6 Haste Araguari, MG
UFU H18 Haste Venda Nova, ES
UFU H21 Haste Silvestre, PR
UFU H22 Haste Venda Nova, ES
UFU H24 Haste Venda Nova, ES
UFU H25 Haste Venda Nova, ES
UFU H30 Haste Faxinal, PR

UFU H31 Haste Venda Nova, ES



1159

UFU H41

UFU H46

UFU H98

UFU H99

UFU H120

UFU I81

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

100

Catalao, GO
Cataldao, GO
Uberlandia, MG
Uberlandia, MG
Uberlandia, MG

Estrela do Sul, MG

*Ano de obtencdo dos isolados: B-2010; C- 2011; E-2013; G- 2015; H-2016; I- 2017.
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1161

1162

101

Tabela 3. Isolados de Pseudomonas spp. testados no experimento de agressividade na folha

do tomateiro. Uberlandia - MG, 2020.

Isolado* Parte da planta Origem da amostra
UFU B38 Folha Braganca Paulista, SP
UFU D18 Folha Uberlandia, MG
UFU E36 Folha Uberlandia, MG
UFU G81 Folha Patos de Minas, MG
UFU G82 Folha Patos de Minas, MG
UFU G90 Folha Patos de Minas, MG
UFU G121 Fruto Uberlandia, MG
UFU G122 Folha Uberlandia, MG
UFU H11 Folha Araguari, MG
UFU H104 Folha Uberlandia, MG
UFU H175 Folha Uberlandia, MG

*Ano de obtencdo dos isolados: B-2010; D- 2012; E- 2013; G- 2015; H- 2016.
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Tabela 4. Caracterizacdo morfoldgica de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro. Uberlandia - MG, 2020.

102

Isolado Caracteristicas culturais da colonia Cor

UFU B38 circular, borda lisa, levemente elevada, opaca, brilhante Palha-branca
UFU B39 circular, borda ondulada, reta, opaca, brilhante Branca
UFU C17 circular, borda ondulada, reta, transparente, brilhante Palha
UFU D18 circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante Palha
UFU E36 circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante Amarelo-Palha
UFU E37 circular, borda lisa, convexa, transparente, brilhante Amarelo-Palha
UFU G3 circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante Branco-palha
UFU G5 circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante Branco-palha
UFU G6 circular, borda lisa, convexa, transparente, brilhante Palha
UFU G8 circular, borda lisa, convexa, transparente, brilhante Branca
UFU G9 circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante Palha
UFU G18 circular, borda lisa, convexa, opaca, brilhante Branca
UFU G38 circular, borda lisa, convexa, opaca, brilhante Branca
UFU G53 circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante Palha
UFU G81 circular, borda lisa, convexa, opaca, brilhante Branca
UFU G82 circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante Palha
UFU G90 circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante Palha



UFU G120

UFU G121

UFU G122

UFU G125

UFU G143

UFU G149

UFU H3

UFU H4

UFU H5

UFU Hé6

UFU H11

UFU H18

UFU H21

UFU H22

UFU H24

UFU H25

UFU H30

UFU H31

UFU H41

circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante
circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante
circular, borda lisa, convexa, transparente, brilhante
circular, borda lisa, convexa, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, convexa, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, convexa, opaca, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante
circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante
circular, borda lisa, convexa, opaca, brilhante
circular, borda lisa, convexa, opaca, brilhante

circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
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Branco-palha
Branco-palha
Branco-palha
Palha
Branco-palha
Branco-palha
Branco-palha
Branca
Branco-palha
Palha
Amarelo-palha
Branco-palha
Palha
Palha
Palha
Palha
Branco-Palha
Branco-Palha

Palha
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UFU H46

UFU H98

UFU H99

UFU H104

UFU H120

UFU H175

UFU I81

circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, convexa, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante
circular, borda lisa, levemente elevada, transparente, brilhante

circular, borda lisa, reta, transparente, brilhante
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Palha
Branco-palha
Palha
Branco-palha
Branco-palha

Amarelo-palha

Palha
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1165 Tabela 5. Caracterizacdo bioquimica pelos testes de King B ¢ LOPAT de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro de acordo com Lelliot &

1166  Stead (1987) e Schaad et al. (2001). Uberlandia - MG, 2020.

Isolado Parte da Planta KB L o P A T Classificagao preliminar
UFU B38 Folha + - + + + = P. fluorescens (grupo IVb)
UFU B39 Haste - - + - + + Pseudomonas corrugata
UFU C17 Haste + - + = + - P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
UFU D18 Folha + + - - + + Nao determinada
UFU E36 Folha + - - + - 1F P. viridiflava (grupo 1II)
UFU E37 Haste + - - + - + P. viridiflava (grupo II)

UFU G3 Haste + - + = + = P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
UFU G5 Haste + - + = + = P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
UFU G6 Haste + - + = + - P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
UFU G8 Haste + - + = + - P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
UFU G9 Haste + - + = + - P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
UFU G18 Haste + + + o + = P. fluorescens (grupo Vb)
UFU G38 Haste + + + o + = P. fluorescens (grupo Vb)
UFU G53 Haste + - + = + = P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)

UFU G381 Folha + P + = + - P. fluorescens (grupo Vb)



UFU G82

UFU G90

UFU G120

UFU G121

UFU G122

UFU G125

UFU G143

UFU G149

UFU H3

UFU H4

UFU H5

UFU H6

UFU H11

UFU H18

UFU H21

UFU H22

UFU H24

UFU H25

UFU H30

Folha

Folha

Haste

Fruto

Folha

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

Folha

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. fluorescens (grupo IVb)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. viridiflava (grupo 1I)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
Nao determinada
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)

P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
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UFU H31

UFU H41

UFU H46

UFU H98

UFU H99

UFU H104

UFU H120

UFU H175

UFU I81

Haste

Haste

Haste

Haste

Haste

Folha

Haste

Folha

Haste

+

+

+

+

+

+

P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. fluorescens (grupo IVb)
P. putida ou P. fluorescens (grupo Va)
P. fluoresnces (grupo Vb)
P. viridiflava (grupo 1)

P. fluorescens (grupo IVb)
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1167 KB: Fluorescéncia em meio King B; L: formagdo de levana em meio Levan; O: teste de oxidase; P: atividade pectolitica em disco de batata; A: teste de Arginina; T: HR em

1168  tabaco; (4): reagdo positiva para o teste; (-): reagdio negativa para o teste.



1169  Tabela 6. Resultado do sequenciamento genético da regido 16S de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro. Uberlandia - MG, 2020.
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Isolado

Resultado preliminar

Resultado: GenBank

Bases Cobertura de
Bactéria Acesso E-value Similaridade Conclusdo
(Testes bioquimicos) comparadas consulta
UFU B38 P. fluorescens P. fluorescens F113 840 CP003150 100% 0.0 98,14% Pseudomonas fluorescens
UFU B39  Pseudomonas corrugata Naio sequenciada: Confirmado por PCR Pseudomonas corrugata
UFU C17 P. putida ou P. fluorescens P. fluorescens F113 860 CP003150 100% 0.0 98.,38% Pseudomonas fluorescens
UFU D18 Nao determinada P. putida KT2440 800 AE015451 100% 0.0 98.,25% Pseudomonas putida
UFUE36  P. viridiflava Nao sequenciada, igual bioquimica e molecularmente por BOX-PCR a UFU E37, mesma origem P. syringae pv. tomato
UFU E37  P.viridiflava P. syringae pv. tomato 913 AE016853.1 100% 0.0 98,31% P. syringae pv. tomato
DC3000

UFU G3 P. putida ou P. fluorescens Naio sequenciada, igual bioquimica e semelhante molecularmente por REP-PCR a UFU GS5, mesma origem Pseudomonas putida
UFU G5 P. putida ou P. fluorescens P. putida KT2440 849 AE015451 100% 0.0 97,59% Pseudomonas putida
UFU G6 P. pulida ou P. ﬂuorescens P. putida KT2440 901 AE015451 100% 0.0 97,57% Pseudomonas putida



UFU G8

UFU G9

UFU G18

UFU G338

UFU G53

UFU G81

UFU G82

UFU G90

UFU G120

UFU G121

UFU G122

UFU G125

UFU G143

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. fluorescens

P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

Naio sequenciada, igual bioquimica e semelhante molecularmente por REP-PCR a UFU G9, mesma origem

P. putida KT2440 861 AE015451 100% 0.0 98,48%
P. fluorescens F113 910 CP003150 99% 0.0 97,29%
P. fluorescens F113 910 CP003150 100% 0.0 97,88%
P. putida KT2440 870 AE015451 100% 0.0 99,20%
P. fluorescens F113 910 CP003150 100% 0.0 94,42%

Naio sequenciada, igual bioquimica e semelhante molecularmente por REP-PCR a UFU G90, mesma origem

P. putida KT2440 880 AE015451 100% 0.0 98,10%
P. putida KT2440 860 AE015451 100% 0.0 97,33%
P. putida KT2440 920 AE015451 100% 0.0 97,51%

Naio sequenciada, igual bioquimica e molecularmente por rep-PCR a UFU G120, mesma origem

P. fluorescens F113 870 CP003150 100% 0.0 94,33%

P. putida KT2440 887 AE015451 99% 0.0 97,11%

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida
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UFU G149

UFU H3

UFU H4

UFU H5

UFU H6

UFU H11

UFU H18

UFU H21

UFU H22

UFU H24

UFU H25

UFU H30

UFU H31

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. viridiflava

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

Naio determinada

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

Naio sequenciada, igual bioquimica e molecularmente por REP ¢ ERIC-PCR a UFU G143, mesma origem

P. putida KT2440 887 AE015451 100% 0.0 99,19%

P. putida KT2440 880 AE015451 100% 0.0 95,8%

Nao sequenciada, igual bioquimica e semelhante molecularmente por BOX-PCR a UFU H6, mesma origem

P. putida KT2440 963 AE015451 100% 0.0 99,53%
P. syringae pv. tomato 960 AE016853.1 100% 0.0 96,19%
DC3000

Nao sequenciada, igual bioquimica e semelhante molecularmente por BOX-PCR a UFU H25, mesma origem

P. putida KT2440 964 AE015451 100% 0.0 99,64%
P. putida KT2440 890 AE015451 99% 0.0 97,75%
P. putida KT2440 840 AE015451 99% 0.0 98,08%
P. putida KT2440 900 AE015451 100% 0.0 97,11%
P. putida KT2440 880 AE015451 100% 0.0 99,66%
P. putida KT2440 849 AE015451 100% 0.0 98,12%

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

P. syringae pv. tomato

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida
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UFU H41

UFU H46

UFU H98

UFU H99

UFU H104

UFU H120

UFU H175

UFU 181

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. fluorescens

P. putida ou P. fluorescens

P. fluorescens

P. viridiflava

P. fluorescens

P. putida KT2440

P. putida KT2440

P. putida KT2440

P. fluorescens F113

P. putida KT2440

P. fluorescens F113

P. syringae pv. tomato

DC3000

P. fluorescens F113

886

880

820

869

840

909

860

870

AE015451

AE015451

AE015451

CP003150

AE015451

CP003150

AE016853.1

CP003150

100%

100%

99%

100%

100%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

98,03%

99,09%

95,36%

95.,88%

97,50%

99,12%

97,33%

96,09%

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

P. syringae pv. tomato

Pseudomonas fluorescens
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1172  Tabela 7. Classificacao de biovares de P. putida e P. fluorescens pela liquefagao da gelatina e
1173  producdo de acidos a partir de diferentes fontes de carbono, de acordo com Dimartino et al.
1174  (2011). Uberlandia - MG, 2020.
o o — — —_—
Isolado % & 52 g § § g § 'Q§ Espécie Biovar
S £ 9 & 23 4 @& F
UFU B38 + - + - -+ - - Pseudomonas fluorescens Nao determinada
UFU C17 + - - - -+ + + + Pseudomonas fluorescens Nao determinada
UFU D18 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G3 - - - - - - - - - Pseudomonas putida A
UFU G5 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G6 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G8 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G9 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G18 + - - + -+ + - + Pseudomonas fluorescens Nao determinada
UFUG38 + + - - -+ + - - Pseudomonas fluorescens Nao determinada
UFUGS53 + -+ - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G81 + - - - -+ + - + Pseudomonas fluorescens Nao determinada
UFU G8&2 + - - - - - - - + Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G900  + - - - - - - - + Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G120 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G121 + -+ - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G122 - - - - - - - - - Pseudomonas putida A
UFU G125 - - + - -+ - + + Pseudomonas fluorescens Nao determinada
UFU G143  + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU G149 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU H3 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU H4 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada
UFU H5 + - - - - - - - - Pseudomonas putida Nao determinada



1175

1176

UFU H6

UFU H18

UFU H21

UFU H22

UFU H24

UFU H25

UFU H30

UFU H31

UFU H41

UFU H46

UFU H98

UFU H99

UFU H104

UFU H120

UFU I81

+

+

+

+

+

+

Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens
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A
Nao determinada
A
Nao determinada
A
Nao determinada
A
A
A
Nao determinada
Nao determinada
Nao determinada
Nao determinada
Nao determinada

Nao determinada

(+): reagdo positiva para o teste; (-): reag@o negativa para o teste.
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Tabela 8. Comprimento da necrose na haste de tomateiro (mm) aos 10, 20 e 30 dias apos a

inoculagdo de isolados de Pseudomonas spp. Uberlandia - MG, 2020.

Comprimento da necrose na haste (mm)

Isolado

10 DAI 20 DAI 30 DAI Meédia
UFUB39- P. corrugata 60,0 64,75 65,0 63,25a
UFUH24- P. putida 64,50 27,25 55,50 49,08a
UFUGI120- P. putida 38,75 35,00 44,50 39,41b
UFUH120- P. fluorescens 21,25 32,25 60,75 38,08b
UFUH25- P. putida 41,50 20,00 40,00 33,83b
UFUE37- P. syringae pv. tomato 15,75 46,25 29,25 30,41c
UFUGS3- P. putida 9,00 22,00 44,50 25,16¢
UFUGI18- P. fluorescens 8,50 10,75 54,50 24,58¢
UFUG143- P. putida 12,25 26,25 29,00 22,50c
UFUGY- P. putida 14,25 39,50 11,75 21,83c
UFU I81- P. fluorescens 30,75 20,25 11,50 20,83c
UFUGS- P. putida 7,50 16,50 36,75 20,25¢
UFUGO6- P. putida 10,00 11,25 36,75 19,33¢c
UFUCI17- P. fluorescens 17,25 22,25 17,75 19,08¢
UFUGS- P. putida 25,00 10,75 18,50 18,08¢c
UFUH3- P. putida 14,00 26,50 13,75 18,08¢c
UFUH18- P. putida 15,75 16,00 20,50 17,41c
UFUH99- P. fluorescens 20,75 13,00 18,50 17,41c
UFUG38- P. fluorescens 14,75 16,75 20,00 17,16¢
UFUH21- P. putida 11,25 15,25 24,00 16,83¢c
UFUH46- P. putida 11,75 19,25 16,75 15,91c
UFUH30- P. putida 12,00 15,00 20,50 15,83c
UFUH4- P. putida 16,25 14,75 15,50 15,50c
UFUH41- P. putida 7,75 13,25 24,25 15,08¢c
UFUHS- P. putida 12,50 8,75 21,50 14,25¢
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UFUHG6- P. putida 14,00 12,50 14,75 13,75¢
UFUHO98- P. putida 16,00 10,50 13,25 13,25¢
UFUH22- P. putida 12,25 13,75 12,25 12,75¢
UFUH31- P. putida 5,25 15,00 18,00 12,75¢
UFUG125- P. fluorescens 11,50 7,50 14,00 11,00c
UFUG149- P. putida 12,00 10,50 10,00 10,83c
UFUGS3- P. putida 14,75 1,25 12,50 9,50c
Média 19,82B 21,47B 28,42A

1179  CV: 74,46%. Médias seguidas por letras distintas mintisculas na coluna diferem entre si a 0,05 de significancia
1180  pelo teste de Scott-Knott. Médias seguidas por letras distintas maitsculas na linha diferem entre si a 0,05 de
1181  significancia pelo teste de Tukey.



1182

1183

apos a inoculagao de isolados de Pseudomonas spp. Uberlandia-MG, 2020.
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Tabela 9. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) na haste de tomateiro

Isolado AACPD

UFUB39- P. corrugata 1572,50 a
UFUH24- P. putida 1195,00 a
UFUGI120- P. putida 960,00 b
UFUH120- P. fluorescens 838,75 b
UFUH25- P. putida 815,00 b
UFUE37- P. syringae pv. tomato 766,25 b
UFUGY- P. putida 596,25 b
UFU I81- P. fluorescens 567,5b

UFUGS3- P. putida 532,50 ¢
UFUG143- P. putida 530,00 ¢
UFUCI17- P. fluorescens 483,75 ¢
UFUH3- P. putida 473,75 ¢
UFUGI18- P. fluorescens 465,00 ¢
UFUGS- P. putida 450,00 ¢
UFUH99- P. fluorescens 430,00 ¢
UFUGS- P. putida 423,75 ¢
UFUH18- P. putida 420,00 c
UFUGS38- P. fluorescens 415,00 ¢
UFUG6- P. putida 396,25 ¢
UFUHA46- P. putida 393,75 ¢
UFUH4- P. putida 387,50 ¢
UFUH21- P. putida 385,00 ¢
UFUH30- P. putida 372,50 ¢
UFUHG6- P. putida 338,75 ¢
UFUH9S- P. putida 331,25 ¢
UFUHA41- P. putida 331,25 ¢
UFUH22- P. putida 321,25 ¢
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UFUHS- P. putida 320,00 ¢
UFUH31- P. putida 292,50 ¢
UFUG149- P. putida 275,00 ¢
UFUGI125- P. fluorescens 260,00 ¢
UFUGS3- P. putida 222,50 ¢

1184  CV: 47,59%. Médias seguidas por letras distintas minfisculas na coluna diferem entre si a 0,05 de significincia
1185  pelo teste de Scott-Knott.

1186
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1187  Tabela 10. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) na folha do tomateiro
1188  apos a inoculagdo de isolados de Pseudomonas spp. Uberlandia - MG, 2020.

Isolado AACPD
UFUE36- P. syringae pv. tomato 23,10a
UFUH104- P. putida 22,20a
UFUHL11- P. syringae pv. tomato 21,90a
UFU G122- P. putida 21,30a
UFUH175- P. syringae pv. tomato 18,60a
UFUG90- P. putida 17,40a
UFUDI18- P. putida 15,30a
UFUGS8I1- P. fluorescens 15,00a
UFU B38- P. fluorescens 14,70a
UFUGS2- P. putida 12,90a
UFUGI21- P. putida 10,50a

1189  CV: 40,52%. Médias seguidas por letras distintas minfisculas na coluna diferem entre si a 0,05 de significincia
1190  pelo teste de Tukey.
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1191
1192

1193
1194

UFU E37
UFU B39

1195 - :
1196  Figura 2. Variagdo morfologica de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro em meio de
1197  cultura 523.
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1199

1200
1201

UFU H11
UFU H175
UFU E36
UFU E37
UFU H24
UFU H99
UFU 181
UFU B38
UFU G125
UFU H120
UFU G18
UFU G81
UFU G38
UFU H104
UFU C17
UFU G3
UFU H46
UFU H98
UFU H31
UFU H41
UFU H25
UFU H30
UFU H21
UFU H22
UFU H6
UFU H18
UFU H4
UFU H5
UFU G149
UFU H3
UFU G122
UFU G143
UFU G120
UFU G121
UFU G82
UFU G90
UFU G9
UFU G53
UFU G6
UFU G8
UFU G5
UFUB39
UFU D18

Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)

Grupo II

Nio daterminada |

Grupo IVb

Grupo Vb

Grupo Va

P. carrugata

Nio daterminada
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Figura 3. Agrupamento pelo método UPGMA de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro pelos testes bioquimicos, King B e LOPAT.
Coeficiente de correlacdo cofenética (1):0,529. *Significatio pelo teste F a 1% de probabilidade. Dissimilaridade méaxima: 1,0. Dissimilaridade

minima: 0.



121

Método de agrupamento : Ligagao Média Entre Grupo(UPGMA)
H11 |
H175 f
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G143 |
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1202
1203  Figura 4. Agrupamento pelo método UPGMA de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro utilizando os primers REPIR e REP2R.

1204  Coeficiente de correlacdo cofenética (r):0,687. *Significatio pelo teste F a 1% de probabilidade. Dissimilaridade méaxima: 1,0. Dissimilaridade
1205  minima: 0.
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H41
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Metodo de agrupamento : Ligagao Media Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 5. Agrupamento pelo método UPGMA de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro utilizando os primers ERICIR e ERIC2.
Coeficiente de correlacdo cofenética (1):0,691. *Significatio pelo teste F a 1% de probabilidade. Dissimilaridade méaxima: 1,0. Dissimilaridade

minima: 0.
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Método de agrupamento : Ligagao Média Entre Grupo(UPGMA)
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1211  Figura 6. Agrupamento pelo método UPGMA de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro utilizando o primer BOX ARI1. Coeficiente de

1212 correlacdo cofenética (1):0,721. *Significatio pelo teste F a 1% de probabilidade. Dissimilaridade maxima: 1,0. Dissimilaridade minima: 0.
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Figura 7. Agrupamento pelo método UPGMA de isolados de Pseudomonas spp. do tomateiro por rep-PCR (REP, ERIC e BOX-PCR).
Coeficiente de correlagdo cofenética (r):0,682. *Significatio pelo teste F a 1% de probabilidade. Dissimilaridade maxima: 1,0. Dissimilaridade

minima: 0.
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Figura 8. Evolucao da necrose da haste no tomateiro, aos 10, 20 e 30 dias apds a inoculacao

com Pseudomonas sp., isolado UFU GS5.

Figura 9. Necrose na medula do tomateiro, aos 30 dias apds inoculagdo com Pseudomonas

spp. A), isolados UFU H24; B) UFU H25 e C) UFU G143.
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A

Figura 10. Necrose na haste no tomateiro visualizada sob microscopio estereoscopio (40x),
aos 20 dias apods a inoculagao com Pseudomonas spp. A) Isolados UFU H24 e B) UFU H25.

Figura 11. Sintomas externos no tomateiro aos 20 dias apéé a inoculégﬁo com Pseudomonas
sp. isolado UFU H24. A- rachadura externa e secamento da haste; B- murcha da planta nas
horas mais quentes do dia.
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1232 e £\ . -
1233 Figura 12. Sintomas foliares na face adaxial da folha do tomateiro, aos 15 dias apos a

1234 inoculag¢do com Pseudomonas sp., isolado UFU E36.
1235

1236 r "/ B
1237  Figura 13. Sintomas de foliares na face abaxial e no pedicnculo da folha do tomateiro, aos 18

1238  dias ap6s a inoculagdo com Pseudomonas sp., isolado UFU E36.
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APENDICE A - Chave de identificacio de género de bactérias fitopatogénicas (Adaptado de Schaad et al.,
2001).

Teste de Gram

|
v v

Gram negativa Gram positiva

v }

Erwinia, Pectobacterium, Pantoea, Xylophillus, Corineforme, Bacillus,
Acidovorax, Burkholderia, Ralstonia, Clostridium. Streptomyces
Pseudomonas, Xanthomonas, Rhizobium ' i

| +

Endosporos -
s Crescimento anaerobico - l l
| v
Erwinia, Xylophillus, Acidovorax, Bacillus Corineforme
Pectobacterium, Burkholderia, Ralstonia, Clostridium Streptomyces
Pantoea Pseudomonas, Xanthomonas, |
|—| Rhizobium +  Crescimento aerobico -

' |

Bacillus

+ Colonias amarelas em YDC -

v v

Clostridium

Pantoea Erwinia, Pectobacterium

+  Micélio aéreo -
A Fluorescente em meio KMB - l l

¢

Pseudomonas fluorescente

¢

Xylophillus, Acidovorax,
Burkholderia, Ralstonia,
Xanthomonas, Rhizobium

Streptomyces

Corineforme

+ Colonias amarelas em YDC =

|

Xylophillus, Xanthomonas

!

\

Acidovorax, Burkholderia,
Ralstonia, Rhizobium

+ Crescimento em MD1 -

ar Urease crescimento a 33°C em YDC -

v v

Xylophillus Xanthomonas

v
l Acidovorax, Burkholderia, Ralstonia

Agrobacterium v

= Utiliza betaina e arginina +
+ Crescimento a 40°C -

Acidovorax, Ralstonia Burkholderia

Acidovorax Ralstonia
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APENDICE B - Agrupamento de Pseudomonas fluorescentes pelo teste de LOPAT (Lelliott & Stead, 1987).

LOPAT Caracteres Confimatorios
Grupo ~ o Espécies
Levan Oxidase Atividade Arginina HR em Produgdo de Reeﬁzo d(ia Redugdo do ;ri(éiu:azgi
Pectolitica  dihidrolase tabaco 2-ketoglucanato & Nitrato P
ovo da sacarose
Ia + - - - + - - - + P. syringae
P. syringae subsp. savastanoi*;
= = = = + = = = +

B 12, Al
II - - + - + - - - ND P. viridiflava
I ) N ) i o ) i v ND P. ClChOI.’ll.,'

P. agarici

P. marginalis;
+ + + + - + + + + .

IVa P. fluorescens (pectoliticas)
IVb - + + + - + A% A% A% P. fluorescens

P. tolaasii;
Va - + - + - + + - - Pseudomonas saprofiticas

(P. putida)
Vb N N ) N i N v v v P. fluorescens e outras

Pseudomonas saprofiticas

* P. syringae subsp. savastanoi = sin. P. savastanoi. (-) isolados apresentam reagdo negativa para o teste; (+) isolados apresentam reag@o positiva para o teste; (V) reagdo
variavel para o teste; (ND) Nao definido.
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APENDICE C - Identificagdo de bactérias fitopatogénicas do género Pseudomonas baseados em testes bioquimicos LOPAT (Schaad et al.,

2001).
Caracteristica P. marginalis  P. tolaasii ~ P. agarici  P. cichorii  P.viridiflava P. savastanoi P. syringae P. fuscovaginae P. corrugata
Levan + - - - - - + - -
Oxidase + + + + - - - + +
Atividade pectolitica + - - - + A% - ND -
Arginina dihidrolase s - - - - - - + +
Tabaco (HR) \% - + + + + + - ND

(-) 80% dos isolados apresentam reacdo negativa para o teste; (+) 80% dos isolados apresentam reacao positiva para o teste; (V) reagdo variavel para o teste; (ND) reacdo ndo

determinada para o teste.



APENDICE D - Testes para diferenciagdo de biovares de P. putida e P. fluorescens no

tomateiro. (Dimartino et al.,2011).
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— = 2 >
P. putida B : : :
P 2 £ Z Z 2
g ) @ I 8
- S N £ S 2
Caracteristica % 3 S S 5
S S g S g
bv. A bv. B é S S N &
& = =, =
& a A
Levan .2 - 4P R T N T
Oxidase T + + + + + +
Atividade pectolitica - - - - - -
Arginine Dihydrolase + + + + + + n
HR em tabaco - - - - A\ - R
Liquefacao da gelatina = - 4L + + . +
Redugao de Nitrato - - - + + R +
Tween 80 Vv + = + + + R
Adonitol - - + + - - +
L-Arabinose - + + = \Y% + +
D-Arabitol - \Y + + \V4 + +
D-Celobiose - - = = - - -
D-Frutose A\ + + + + + +
D-Galactose - + + + + + +
a-D-Glucose + + + + + + +
m-Inositol = = + + + - +
D-Manitol - + + + + + +
D-Manose - 1 + + \Y4 + n
D-Sorbitol - - + - + - +
Sacarose = = + - + - +
D-Trehalose - - + + AV + +
Ester metilico do acido piravico Sl Sl + + + + i



Acido Cis-Aconitico
Acido citrico

Acido D-Galacturénico
Acido D-Glucénico
Acido D-Glicurénico
Acido Malbnico
Acido Propanoico
Acido D-Sacérico
L-Asparagina

Acido L-Aspartico
L-Leucina
L-Fenilalanina
D-Serina

Acido Urocanico
Inosina

Putrescina

+

+
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® - negativa; " + positiva; © V variavel: 50-80% dos isolados sdo negativos.
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APENDICE E - Meios de cultura

Meio 523 (Kado & Heskett, 1970; Mariano & Silveira, 2005)

Composicao:

Sacarose -10 g

Extrato de Levedura -4g
Caseina 4cida hidrolisada -8 g
K,HPO, -2 g

MgS04.7H,0 -0,3 g
Agar-15¢

Agua destilada -1000 mL

Meio King B (King et al., 1954 apud Malathrakis & Goumas, 1987; Mariano & Silveira,
2005)

Composic¢ao:

Proteose Peptona 20g
KoHPO41,5 g
MgS04.7H,0 1,5 g
Glicerol 10 mL
Agar15¢g

Agua destilada 1000 mL

Ap0s o preparo do meio de cultura, ajustar o pH para 7,2.

Procedimento:

Repicar a bactéria a ser testada e incubar a 28°C por 1 a 7 dias.

Resultados:
As Pseudomonas capazes de produzir a pioverdina (pigmento fluorescente) deixardo o meio

com coloragdo esverdeada ou fluorescente, quando visto iluminado em luz ultravioleta, de
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preferéncia em ambiente escuro, verificando resultado positivo para o teste. Se 0 meio nao

adquirir esta caracteristica o resultado sera negativo.

Oxidaciao ou Fermentacao da Glicose (O/F) (Hugh & Leifson, 1953 apud Malathrakis &
Goumas, 1987; Mariano & Silveira, 2005)

Composic¢ao:

Peptona 2g

Extrato de levedura 1g

Dextrose 10g

Agar3 g

Solugao aquosa de azul de bromotimol a 1%- 3mL

Agua destilada 1000 mL

Preparar o meio e ajustar a pH 7,1, que ficard com coloragdo verde. Distribua SmL do meio
em cada tubo de ensaio e esterilize em autoclave. Esterilize 6leo mineral, glicerol ou vaselina
em autoclave e, apds esfriamento do meio de cultura, em camara de fluxo, adicione ImL em

cada tubo.

Procedimento:
Semeie a bactéria oriunda de uma cultura com 24 a 48 horas no meio cultura, com al¢a de
platina aberta, tomando cuidado para que a bactéria ndo fique na camada de 6leo que esta

sobre o meio. Incube os tubos a 28°C por 24 horas.

Resultados:

No tubo que houve crescimento bacteriano, havera producdo de acido a partir da glicose,
reduzindo o pH e fazendo com que o meio adquira coloragdo amarela, sendo resultado
positivo para o teste, ou seja, a bactéria cresce em condi¢cdes de anaerobiose, sendo
considerada anaerobica fermentativa (F), com metabolismo fermentativo para carboidratos.
Bactérias que ndo fermentam o meio de cultura, cujo metabolismo ¢ oxidativo (O), ou seja,
ndo crescem sem a presenca de oxigénio, ndo produzem nenhuma mudanga no meio, que se

mantem de coloracao verde.
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Meio de Levan (Formacido de Levana) (Misaghi & Grogan, 1969 apud Malathrakis &
Goumas, 1987; Mariano & Silveira, 2005)

Composicao:

Extrato de carne 3g

Peptona 5 g

Sacarose 50 g

Agar15¢g

Agua destilada 1000 mL

Ap6s o preparo do meio de cultura, ajustar o pH para 7,0.

Procedimento:

Repicar a bactéria a ser testada e incubar a 28°C por 5 dias.

Resultados:
Apos o crescimento das colonias, verificar se elas sdo brancas, convexas e mucdides, o que
indicard formacdo de levana, com resultado positivo para o teste. Se esse aspecto ndo for

observado, o resultado serd negativo.

Arginina Dihidrolase (Thorneley, 1960 apud Malathrakis & Goumas, 1987; Mariano &
Silveira, 2005)

Composi¢do:

Peptona 1 g

NaCl 5g

K,HPO40,3 g

Agar3 g

Vermelho de fenol 0,01g
Arginina-HCI 10g

Agua destilada 1000 mL

Apos o preparo do meio de cultura, ajustar o pH para 7,2. Distribua SmL do meio em cada

tubo de ensaio e esterilize em autoclave. Para dar condi¢des de anaerobiose, esterilize 6leo
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mineral, glicerol ou vaselina em autoclave e, apds esfriamento do meio de cultura, em camara

de fluxo, adicione ImL em cada tubo.

Procedimento:
Semeie a bactéria oriunda de uma cultura com 24 a 48 horas no meio cultura, com alga de
platina aberta, tomando cuidado para que a bactéria ndo fique na camada de 6leo que esta

sobre 0 meio. Incube os tubos a 28°C por até 7 dias.

Resultados:
No tubo que houve crescimento bacteriano, havera reagao alcalina, fazendo com que o indicar
mude de cor, ficando rosa-escuro, indicando resultado positivo para o teste. Se o meio nao

sofrer alteragdo de coloragao, o resultado sera negativo.

Liquefacio da Gelatina (Kelman & Dickey, 1980 apud Malathrakis & Goumas, 1987,
Mariano & Silveira, 2005)

Composi¢do:

Extrato de carne 3 g
Peptona 5g

Gelatina (sem sabor) 120g
Agar3 g

Agua destilada 1000 mL

Dissolver a gelatina em parte da 4gua destilada aquecida e misturar os outros ingredientes no
que restou da agua destilada, juntando os dois preparados ao final. Colocar cerca de 5 mL do
meio de gelatina em cada tubo. Apds a autoclavagem, deve-se deixar os tubos esfriarem na
posicdo vertical, imersos até a metade, em agua com gelo, para verificar se a gelatina esta

realmente solidificada.

Procedimento:

Com alga de platina aberta, pegar uma porcao da colonia a ser testada e repicar para os tubos,
bastando uma perfuragao do meio de gelatina pela alga, para que seja feita a inoculagdo, deve-
se guardar um tubo sem ter feito a inoculagdo (controle). Levam-se os tubos para a incubadora

com 25 a 28°C, aguardando o crescimento bacteriano.
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Resultados:

Avaliar a digestao da gelatina 3, 7 e 21 dias apds a inoculagdo, colcando os tubos na geladeira
por 30 minutos. Os tubos que contiverem coldnias capazes de digerir a gelatina apresentarao o
meio liquefeito apos este periodo de refrigeracdo, podendo-se descartar estas colonias que
obtiveram resultado positivo da digestdo da gelatina; as demais devem voltar a incubadora até
se completarem 21 dias de incubagdo. Caso ndo tenham liquefeito a gelatina apds este

periodo, deverao ser descartdas com resultado negativo para digestao.

Tampao Tris-Borato EDTA (TBE) - Concentracio 5X (Estoque) (Sambrook et al., 1989)

Composicao:

54g Trisbase

27,5g de Acido Bérico

20 mL de EDTA dissédico 0,5 M (pH 8,0)
1000 mL de agua

Procedimento:

Preparar na concentragdo 0,5X para corrida:
450 mL de 4dgua

50 mL TBE 5X

Producao de acidos a partir da utilizacio de diferentes fontes de carbono (Mariano &
Silveira, 2005)

Composicao:

NH,H,PO, 0,5g

K2HPO4 0,5g

MgS0O.. 7 H,0 0,2g

NaCl 5g

Extrato de levedura 1g

Solugao de Purpuro de Bromocresol 1,5% 0,7mL
Agua destilada 1000 mL

Ajustar o pH para 6,8 e autoclavar.



138

Procedimento:

Preparar solugdes aquosas estéries a 5% dos agucares: L-Arabinose, D-Galactose, m-Inositol,
D-Manitol, D-Manose, Sacarose, D-Sorbitol e Trealose. Para cada fonte de carbono, adicionar
100 pL" das solu¢des aquosas preparadas em 900 uL™' do meio, em tubos tipo eppendorfs
autolcavados. Com alga de platina reta, pegar uma por¢do da colonia da bactéria a ser testada
e semear no tubo. Incubar a 28°C por até 14 dias. Preparar um tubo controle sem inoculagao

da bactéria.

Resultado:

Se a bactéria em teste utilizar o acticar ou alcool contido no meio como fonte de carbono, sera
obsevada uma mudanga de coloragdo do meio roxo para amarelo devido a acidificagdo do
meio, com resultado positivo para o teste. Ponde-se comparar o resultado com o tubo onde

ndo foi feita a inoculagdo (controle).
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APENDICE F - Testes

Oxidase (Stanier et al., 1966; Mariano & Silveira, 2005)

Procedimento:
Preparar solucdo de TetrametilParafenilenodiaminoDihidrocloreto a 1% em agua destilada.
Molhar papel de filtro na solucdo, com auxilio de al¢ca de platina esfregar uma pequena porc¢ao

da bactéria a ser testada no papel tratado.

Resultados:
No caso de resultado positivo para o teste, o papel mudard da cor branca para roxo em um
intervalo de tempo menor que 10s, fracamente se a coloragio aparecer entre 10 a 60 segundos.

Se o resultado for negativo, apos 60s, o papel ird continuar banco.

Atividade pectolitica em discos de batata (Kelman & Dickey, 1980 apud Malathrakis &
Goumas, 1987; Mariano & Silveira, 2005)

Para esse teste utilizam-se iscas biologicas de tubérculos sadios de batata, que devem ser
lavados com agua e sabdo. Na camara de fluxo, com auxilio de bisturi flambado, fragmentos
internos do tubérculo devem ser retirados e colocados sobre um suporte de bastdo de vidro
esterilizado, na superficie de papel filtro esterilizado ¢ umedecido com agua estéril, disposto
em placa de Petri esterilizada, formando uma camara imida. Com alga de platina aberta,
deve-se tocar a bactéria e tocar uma Unica vez a isca biologica de batata e incubar a 28 °C por
24 a 48 horas. Para resultado positivo, verifica-se o crescimento da bactéria observando o pus
bacteriano, necrose ou podriddo da isca. Para resultado negativo, essa podriddo ndo ¢

observada.

Reacido de Hipersensibilidade em plantas de fumo (HR) (Klement et al., 1964 apud
Malathrakis & Goumas, 1987; Mariano & Silveira, 2005)

Para reagdo de hipersensibilidade (HR) prepara-se a suspensao bacteriana em tubo eppendorf.
Com auxilio de al¢a de platina adicione a bactéria em agua destilada esterilizada ou solucgao

salina esterilizada, homogeneizando a suspensdo em agitador. Com auxilio de uma seringa,
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infiltre a suspensdo bacteriana na parte abaxial da folha de fumo. Em caso resultado positivo,
observa-se necrose localizada do tecido onde a bactéria infiltrou dentro de 24 horas, devido ao
colapso e morte das células do tecido do hospedeiro ao redor do sitio de infec¢do. Em caso de

resultado negativo, essa necrose nao sera observada.
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ANEXO A - Normas para publica¢ao no periddico Tropical Plant Pathology.
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on modes of action or mechanisms of resistance.
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protection products. Surveys for diseases or pathogens and first reports of plant
diseases should be submitted as a “Short Communication” and will be
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Manuscripts should be written in English

Manuscripts will initially be checked by the Edi tors for conformity with The
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final decision. Acceptance is based on the quality of
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following items:

a) A cover letter, which clearly sta tes that (i) all authors have approved the
submission of the manuscript; (i1) the findings have not been published or are
not under consideration for publication elsewhere; (iii) authors transfer
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between the Editorial Board and the authors;
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¢) Individual files containing one Fi gure each, prepared as TIFF or JPEG files
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lead to the immediate rejection of manuscripts.

The Editorial Board expect s authors to ensure that the language is corrected
before submission. Language correction will not be performed by the Editors
or the Section Editor, and manuscripts will be returned to the authors if the
language requires correction.

Types of papers
1 Research Article

Manuscripts should be prepared in double-spaced, 12-point type throughout,
including the References section, appendices, tables, and figure captions. Page
configuration should be A4 with 2.5 cm margins and marked with consecutive
page and line numbers, beginning with the cover page. The following elements
must start on a new page and be ordered as they are listed below:
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“presente address”); different affiliations are indicated with superscript
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numbers; the corresponding author’s name with e-mail address. The
corresponding author is the person responsible for checking the page proofs,
arranging for the payment of color illustrations and any other duties related to
the processing of the manuscript.
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contain references.

c) Key words: up to six key words should be included, and these should differ
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alphabetical order and be followed by the other key words, also in alphabetical
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hypothesis which is being tested, in case this applies.

Material and Methods: Detailed description of the steps followed by the
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Text citations: articles should be referred to by authors’ surnames and date of
publication; citations with two authors must include both names; in citations
with three or more authors, name the first author and use et al. List two or more
references in the same citation in chronological order, separated by semi-
colons. When two or more works in a citation were published in the same year,
list them alphabetically by the first author surname. For two or more works by
the same author(s) in a citation, list them chronologically, with the years
separated by commas. (Example: Barreto et al., 2006a, 2006b, 2008). Only
articles that are published or in press should be cited. In the case of “Personal
communication” or “Unpublished results”, all contributors must be listed by
initials and last name (et al. should not be used).
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Numbers: In the text, numbers nine or below must be written out except as part
of a date, a fraction or decimal, a percentage, or a unit of measurement. Use
Arabic numerals for numbers larger than nine. Avoid starting a sentence with a
number, but if doing so write the number out. URLs for programs, data or other
sources should be listed in the text, or as a footnote. URLs for citations of
publications in electronic journals should appear in the References section.

e) Acknowledegments must be a single paragraph that im mediately follows
the Discussion section and includes references to grant support or any technical
or intellectual contribution.

f) References must be ordered alphabetically by the first author surname.
References with the same first author should be ordered as follows: first, as
single author in chronological order; second, with only one co-author in
alphabetical order by the second author; and third, references with more than
two co-authors, in alphabetical order by the second or subsequent authors.
Journal titles should not be abbreviated. Authors should avoid citation of
theses, conference proceedings or technical reports, mainly for reasons of
accessibility. A maximum of three such citations will be allowed. Only articles
that are published or in press should be included in this section. Manuscripts
submitted for publication but not yet accepted may not be cited. Personal
communications and unpublished data must be cited within the text. “Personal
communication” refers to individuals other than the authors of the manuscript
being submitted; “unpublished data” refers to data produced by at least one of
the authors of the manuscript being submitted. Authors must provide
appropriate evidence for “in press” articles and “personal communications”.

Formatting of references:

Journal article:

Reis RF, Goes A, Timmer LW (2006) Effect of temperature, leaf wetness, and
rainfall on the production of Guignardia citricarpa ascospores and on black
spot severity on sweet orange. Fitopatologia Brasileira 31:29-34.

Arnold AE, Medjia LC, Kyllo D, Roj as EI, Maynard Z, Robbins N, Herre EA
(2003) Fungal endophytes limit pathogen damage in a tropical tree.
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 26:15649- 15654.

Book chapter:

Campos VP, Villa in L (2005) Nematode parasites of coffee and cocoa. In: Luc
M, Sikora RA, Bridge J (Eds.) Plant parasitic nematodes in subtropical and
tropical agriculture. Wallingford, UK. CAB International. pp. 529-580.

Book:
Agrios G N (2005) Plant Pathology. 5th Ed. Amsterdam, The Netherlands.
Elsevier Academic Press.
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Edited book:

Kimati H, Amor im L, Rezende JAM, Bergamin Filho A, Camargo LEA (Eds.)
(2005) Manual de Fitopatologia. Vol. 2. Doencas das Plantas Cultivadas. 4°.
Ed. Sdo Paulo, SP. Ceres.

Electronic article:

CONAB. Cana-de-agucar, safra 2006-2007. Available at:
www.conab.gov.br/conabweb/download/safra/BoletimCana-Novembro2006-
07.pdf. Accessed on October 12, 2008.

Thesis:

(Authors should avoid citation of theses, conference proceedings or technical
reports, mainly for reasons of accessibility. A maximum of three such citations
will be allowed.)

Zerbini FM (1996) Aspects of the epidemiology of lettuce mosaic in the
Salinas Valley of California, and the production of LMV-resistant transgenic
lettuce plants. PhD Thesis, University of California. Davis, CA, USA.

Conference proceedings:

Igarashi S, Utiamada CM, Ig arashi LC, Kazuma AH, Lopes RS (1986)
Ocorréncia de Pyricularia sp. em trigo no estado do Parana. In: 14* Reunido
Nacional de Pesquisa de Trigo, Resumos... Londrina, PR. IAPAR. p. 57.

Technical reports:
Fawcett HS (1911) S caly bark or nail head rust of citrus. Florida Agriculture
Experiment Station Bulletin 106.

g) Tables: Place tables after the References section. Each table must start on a
new page. A concise title should be provided above the table. Tables must be
numbered consecutively in Arabic numerals. Each column must have a title in
the box head. Footnotes typed directly below the table should be indicated
preferably in lowercase superscript numbers, but lowercase letters may be used
when the column titles contain numbers.

h) Figures must be numbered consecutively in Arabic numerals and should be
sized to fit approximately within the columns of the journal. Legends should be
in the main text, after the tables. Please insert Keys and scale bars, when
applicable, directly in the figure. Scanned figures should not be submitted.
Images should be in TIFF or JPEG format and provided as separate files.
Figures in Word format cannot be published. Journal quality reproduction will
require grayscale and color at resolution yielding 300 dpi. Authors should
submit bitmapped line art at resolution yielding 600-1200 dpi. These
resolutions refer to the output size of the file; if it is anticipated that images
will be enlarged or reduced, the resolutions should be adjusted accordingly.
Special care must be taken with the quality of the images. The commonly used
procedure of taking pictures with a digital camerea placed above a microscope
eyepiece normally yields poor quality images with shaded periphery that are
inadequate for publication. It is highly recommended to indicate details of
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interest in pictures with arrows accompanied with explanations of what has
been indicated in the legend.

1) Nomenclature of scientific names should adhere to current international
standards for each class of organisms. Scientific names should appear in full
and followed by authority the first time they appear in the body of the text (but
not followed by authority in the title, abstract, key words, tables or legends),
and abbreviated and without authorities later. Whenever a scientific names
appear at the beginning of a sentence it must be given in full.

Plants: The International Plant Names

Index, <http://www.ipni.org/index.htmI>

Fungi: Index

Fungorum, <http://www.speciesfungorum.org/Names/Names.asp>

Bacteria: <http://www.isppweb.org/names_bacterial.asp>

Nematodes: <http://www.iczn.org/iczn/index.jsp>

Viruses: according to the International Code for Cla ssification and
Nomenclature, published in the 9th Report of the International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV (2011).

j) Cultures and other reference material: Source and deposit of cultures
should be indicated. Voucher cultures and specimens documenting their
research as well as nucleotide sequences should be deposited at certified or
recognized international institutions and accession numbers and place of
deposit indicated in the text or as a

footnote in the title page.

k) Data access: Reference should be made to availability of detailed
data and materials used for reported studies.

1) Abbreviations and Units: SI units should be used, such as mg, g, m, mm, L,
mL, pL, h, min, s, mol, kg/ha. If a non-standard abbreviation is to be used, it
should be defined in full when cited in the text for the first time.

m) Crop Protection Products: Only technical names or names of active
compounds should be used. It is not recommended that authors mention
commercial names of products or of the companies which produce them, so as
not to suggest utilization. Chemical formulas should be written on one line and
follow standard nomenclature.

2 Short Communication

Present brief observations or results that do not warrant full-length articles.
Preliminary communications of ongoing work are not acceptable as short
communications. Individual first reports of plant diseases should be submitted
as Short Communications. These manuscripts may include illustrations of the
pathogen, indication of deposit of reference material with public access,
including DNA sequences (whenever available or in cases where they are
indispensable), and documentation as required by specific legislation, such as,
in the case of records from Brazil, abiding to the rules established by the
Ministry of Agriculture.
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Short Communications should be 12 or few er typed pages in A4-size, 2,5 cm
margins, double-spaced 12-point type, including references but not tables and
figure legends. They should include an Abstract, not longer than 200 words and
no further subdivision. All its content should be in a single section with no
subtitles such as introduction, material and methods, results and discussion. Up
to two tables and two figures, or any combination of four such items, may be
submitted in a Short Communication. The title page and reference section
format is that of a full-length article.

3 Letter to the Editor

This may relate or respond to recent published items of interest to the area of
Plant Pathology. Discussions of political, social and ethical issues of interest to
plant pathologists are also welcome in this format. Letters to the Editor should
be no longer than two typed pages in A4- size, 2,5 cm margins, double-spaced
12-point type, including references (if applicable). They should not include an
Abstract or any subdivision of the text. If absolutely necessary, they may
include one figure or table.

4 Review Article

Review Articles are welcome. Authors should contact the Editor before
submission. Review Articles are subjected to peer review in the same fashion
as regular research articles. Reviews should have no more than 40 typed pages
in A4-size, 2,5 cm margins, double-spaced 12-point type, including references,
tables and figures. The title page and

reference format is that of a full-length article. They should include na
Abstract, not longer than 200 words. The text may be subdivided according to
the authors’ discretion.

Proofs

Page proofs will be sent to the corresponding author. Notes added in proof
require Editorial approval. Proofs should be returned within 72 hours.

Reprints

Reprints are free of charge and will become available as a pdf-file at TPP’s
web site in the SCIELO gateway.

Authorship

Those who submit papers to Tropical Plant Pathology should respect the
value of the research of their peers by not devaluing authorship. Each author
should have made a substantial intellectual contribution to the design, conduct,
analysis, or interpretation of the study. Each author must approve the final
version of the article to be published, and be willing to take public
responsibility for their contribution to the paper. In addition, all authors are
expected to take public responsibility for the entire paper, irrespective of of
their specific contribution. TPP’s manuscript handling system provides
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plagiarism detection tools to the Editors, Section Editors and Reviewers.
Detection of plagiarism is
grounds for immediate rejection of manuscripts.

instructions are also available at TPP’s web sites at the SBF
(http://www.sbfito.com.br/tpp) and SciELO
(http://'www.scielo.br/revistas/tpp/pinstruc.htm) gateways.



