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1. RESUMO

Recentemente, em dois campos comerciais de tomateiro dos tipos
Salada e Italiano, localizados respectivamente em Bragancga Paulista e Mogi Guacu, SP, foram
observados sintomas de queima generalizada nas folhas. Em observacdes ao microscépio
optico de tecidos infectados foi constatada a presenca de exsudacdo bacteriana. Isolamentos
realizados em meio de cultura permitiram obter bactérias com formato bastonete, Gram-
negativas, com colonias de coloracio branca e produtoras de pigmento fluorescente em meio
B de King. Isolados bacterianos foram submetidos a testes bioquimicos e fisiolégicos, entre
eles, LOPAT, sendo enquadrados no grupo III de LOPAT (- + - - +) e, portanto, identificados
como sendo Pseudomonas cichorii. Esses resultados foram corroborados por testes
serolégicos de imunofluorescéncia indireta, com antissoros produzidos para isolado tipo de P.
cichorii. Esta bactéria causa doenga em vdrias culturas de importancia econdmica e ainda nao
havia sido constatada em nosso pais, na cultura do tomateiro. Isolados bacterianos encontram-
se depositados na Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, sob os nimeros
de acesso IBSBF 2309 e IBSBF 2323. Foram desenvolvidos também estudos visando a
determinacdo da gama de hospedeiras e a reagdo de 28 gendtipos de tomateiro aos isolados de
P. cichorii. Plantas de abobrinha, alface, beldroega, berinjela, beterraba, cenoura, couve-
brécolo, datura, fumo, girassol, jil6, meldao, pepino, petinia, pimentdo, rabanete, repolho,

ricula, salsa e tomateiro, no estigio de um par de folhas verdadeiras, foram inoculadas por



pulverizagdo com os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 e um isolado de P. cichorii de
girassol (GIR-1). Os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 mostraram-se patogénicos a
beldroega, a datura, ao girassol, ao pimentdo e ao tomateiro, enquanto que o isolado de
girassol foi patogénico apenas a beldroega, a datura e ao girassol, ndo sendo patogénico ao
pimentdo e ao tomateiro. Os genétipos de tomateiro (AF 229, AF 434, AF 464, AF 1104, AF
2521, AF 5719, AF 6288, AF 7109, AF 7111, AF 7112, AF 7113, AF 7114, AF 7115, AF
7116, AF 7127, AF 8163, AF 10723, AF 11188, AF 11762, AF 11764, AF 11765, AF 11766,
AF 11767, AF 11768, AF 11770, AF 11771, AF 11772 e AF 11773), oriundos do Banco de
Germoplasma da empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda., foram avaliados quanto a resisténcia
aos isolados bacterianos de P. cichorii oriundos de tomateiro, empregando-se o método de
pulverizacdo com as suspensdes bacterianas. Os maiores niveis de resisténcia foram
observados nos gendtipos AF 11768, AF 2521, AF 11766, AF 11772, AF 229, AF 5719-1 e
AF 8162. O genétipo AF 5719-1 que possui o gene Pro, que confere resisténcia a P. syringae
pv. tomato, apresentou um bom nivel de resisténcia a P. cichorii. A identificacdo de gen6tipos
com niveis adequados de resisténcia a P. cichorii é importante, pois, poderdo ser utilizados no
programa de melhoramento genético do tomateiro, visando incorporagdo de resisténcia a esta

bactéria.

Palavras-chave: Pseudomonas cichorii, reacao de genétipos, Lycopersicon esculentum,

gama de hospedeiras, tomateiro.
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2. SUMMARY

Recently, generalized blight symptoms were observed in tomato leaves
of the Salada and Italiano types, in two commercial fields located, respectively, in Braganca
Paulista and Mogi Guagu, SP, Brazil. The presence of bacterial exudation was verified in
observations of infected tissues under the optical microscope. Rod-shaped, Gram-negative
bacteria were obtained from isolations in culture medium; the colonies were white and
produced fluorescent pigment in King's B medium. Bacterial isolates were submitted to
biochemical and physiological tests, including LOPAT, and were classified into LOPAT
group III (- + - - +); consequently, they were identified as Pseudomonas cichorii. These results
were corroborated by indirect immunofluorescence tests, using antisera produced for the type
isolate of P. cichorii. This bacterium causes diseases in several crops of economic importance

and had not yet been observed in tomato in Brasil. Bacterial isolates were deposited in



Phytobacteria Culture Collection of Instituto Bioldgico, under accession numbers IBSBF 2309
and IBSBF 2323. Studies were also carried out in order to determine the host range and
reaction of 28 tomato genotypes to P. cichorii isolates. Caserta pumpkin, lettuce, purslane,
eggplant, beet, broccoli, carrot, Jimson weed, sunflower, tobacco, scarlet eggplant, melon,
cucumber, petunia, green pepper, radish, cabbage, arugula, parsley, and tomato plants, all with
one pair of true leaves, were spray-inoculated with isolates IBSBF 2309 and IBSBF 2323 and
one P. cichorii isolate from sunflower (GIR-1). Isolates IBSBF 2309 and IBSBF 2323 were
pathogenic to purslane, Jimson weed, sunflower, green pepper, and tomato, while the
sunflower isolate was only pathogenic to purslane, Jimson weed, and sunflower, but not to
green pepper or tomato. Tomato genotypes (AF 229, AF 434, AF 464, AF 1104, AF 2521, AF
5719, AF 6288, AF 7109, AF 7111, AF 7112, AF 7113, AF 7114, AF 7115, AF 7116, AF
7127, AF 8163, AF 10723, AF 11188, AF 11762, AF 11764, AF 11765, AF 11766, AF 11767,
AF 11768, AF 11770, AF 11771, AF 11772 e AF 11773) from the Sakata Seed Sudamerica
Ltda. Germplasm Bank were evaluated for resistance to bacterials from tomato plants, using
the spray method with bacterial suspensions. The highest resistance levels were observed in
genotypes AF 11768, AF 2521, AF 11766, AF 11772, AF 229, AF 5719-1, and AF 8162.
Genotype AF 5719-1 has the Pro gene, which imparts P. syringae pv. tomato resistance, and
showed a good level of resistance to P. cichorii. The identification of genotypes with good
resistance levels to P. cichorii is important, as they could be used in tomato genetic breeding

programs aimed at incorporating resistance to this bacterium.

Keywords: Pseudomonas cichorii, tomato, host range, genotypes reaction, Lycopersicon

esculentum.



3. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

3.1. Ocorréncia e principais hospedeiras de Pseudomonas cichorii (Swingle)

Stapp 1928

O tomateiro (Lycopersicon esculentum) possui como centro de origem
primdrio um estreito territério, limitado ao norte pelo Equador, ao sul pelo norte do Chile, a
oeste pelo oceano Pacifico e a leste pela Cordilheira dos Andes (Filgueira, 2002). A producao
brasileira da cultura no ano de 2005 foi de mais de trés milhoes de toneladas, em uma area
cultivada de 57.000 hectares. (Agrianual, 2006)

O tomateiro é a espécie cultivada mais sujeita a ocorréncia de
problemas fitossanitdrios, sendo os agentes de natureza muito variada. A cultura do tomateiro
no Brasil estd sujeita a varias doengas que podem limitar sua producdo. Dentre as principais
doencas da cultura, estdo as bacterioses provocadas pelo género Pseudomonas. A bacteriose
foliar da cultura do tomateiro mais importante no Brasil do género Pseudomonas é a pinta
bacteriana ou mancha bacteriana pequena, causada por Pst. A doenca é muito importante em
vdrias regides brasileiras em condi¢des de alta umidade e temperaturas entre 18 e 25°C. O
tomateiro € suscetivel em qualquer idade e todos os 6rgdos aéreos podem ser afetados. Os
sintomas nas folhas sdo de lesdes necrdticas circulares ou irregulares e, na face inferior dos

foliolos, apresentam cor pardo escura a preta. Em geral, as lesdes sdo circundadas por um



grande halo amarelo, principalmente quando atingem folhas em desenvolvimento. Em mudas,
a doenca provoca queda de cotilédones e desfolha, além de retardar o crescimento vegetativo,
enquanto que em plantas em florescimento causa danos na haste, peciolo, foliolo, raquis floral
e queda de flores e frutos pequenos. Em frutos maiores, os sintomas sdo pontos necréticos que
variam do tamanho da cabeca de um alfinete a alguns milimetros de didmetro, levemente
salientes e de cor pardo-escura a preta (Kurozawa & Pavan, 2005).

J4& a queima bacteriana, causada por Pseudomonas syringae pv.
syringae van Hall 1902 (Pss), € uma doenca pouco conhecida e de ocorréncia esporadica. Sua
ocorréncia foi constatada na regido de Pato de Minas-MG, a partir de 1993, no inicio do
inverno (Almeida et al., 1994a; Maringoni et al., 1994b). As plantas afetadas apresentam
sintomas de necrose nas folhas, nos peciolos e nos caules das plantas, sendo mais comum nas
folhas. Lesdes necrdticas nos foliolos sdo circulares ou irregulares, maiores que a pinta
bacteriana, e o halo amarelo é pouco acentuado. Verifica-se intensa necrose dos bordos dos
foliolos, provavelmente devido as condi¢des climdticas que propiciam intensa gutacdo e
formacao do orvalho naquela época do ano. As folhas mais velhas e as intermedidrias sdo as
mais afetadas. No Brasil, Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp 1928 € um patégeno de
vdrias culturas de importancia agricola, e até a presente data ndo se tem conhecimento da
ocorréncia deste patdgeno em tomateiro no pais.

Na cultura da alface, P. cichorii é limitante para o plantio de alface,
porém, dependendo das condicdes climdticas e do indculo no local do plantio, pode causar
grandes danos. P. cichorii causa manchas necréticas isoladas no centro ou bordos do limbo
foliar, podendo também atingir extensas dareas da nervura central. No inicio, as lesdes
apresentam encharcamento e colorag@o escura, passando, depois, a cor parda a preta, com a
seca dos tecidos. Em condicdes de alta umidade, as lesdes coalescem e causam destrui¢do de
extensas dreas do limbo foliar. Na Regido Sudeste, nas épocas chuvosas, plantas proximas a
colheita podem apresentar a nervura central das folhas totalmente necrosada. Em pouco tempo
as folhas murcham e apodrecem (Pavan et al., 2005).

P. cichorii também foi relatada como agente causal de outros tipos de
sintomas em alface no Brasil. Almeida et al. (1999) verificaram a ocorréncia de colo preto,
causado por P. cichorii, em plantas da cultura conduzidas no sistema hidropdnico, em algumas

regides do Estado de Sdo Paulo. Os sintomas se caracterizavam como lesdes de cor preta e



brilhante, na regido do colo, na insercao das folhas basais do talo, atingindo cerca de 1-2 cm
de altura. Esse escurecimento pode se estender pela nervura central e atingir até a parte
mediana das folhas. Em alguns casos pode ocorrer diminuicdo do sistema radicular e/ou
evoluir para podriddo acompanhada de morte das folhas baixeiras. Essa sintomatologia, nao
ocorrente em plantios convencionais, causa sérios prejuizos por acarretar descarte de grande
parte da produgdo ou morte de plantas. P. cichorii também foi relatada em outros paises, como
agente causal da “varnish spot”, em Portugal, por Ferreira-Pinto & Oliveira (1993) e, na
Califérnia, por Grogan et al. (1977) e Patterson et al. (1986).

Na cultura do girassol, P. cichorii é o agente causal do crestamento
bacteriano das folhas. Essa doenca foi relatada por Robbs & Almeira (1981), em 1981, em um
plantio comercial de girassol, no municipio de Ponta Porda (MS). Os sintomas nas folhas eram
de aspecto inicialmente encharcadas, envolvidas por um estreito halo de tecido amarelado, que
se desenvolviam rapidamente nos periodos chuvosos do verdo, e comprometiam extensas
dreas do tecido foliar, com prejuizo para a planta. Em girassol ornamental, P. cichorii foi
constatada por Almeida et al. (1994) e Maringoni et al. (2001). Os sintomas eram de
crestamento em peciolos e em hastes de girassol ornamental. Plantas de girassol ornamental do
hibrido “Sunbright”, sob condi¢des de altas umidade e temperatura, cultivadas em campo,
apresentavam sintomas de queima irregular no limbo foliar, nos peciolos e nas hastes,
ocasionando crestamentos. Além da doenga prejudicar o desenvolvimento das plantas, as
flores provenientes dessas plantas sdo depreciadas na comercializacao.

A ocorréncia de P. cichorii em folhas de mandioquinha-salsa foi
constatada por Beriam et al. (1998a), em um campo comercial localizado no municipio de
Votorantin, SP. Os sintomas apresentados eram lesdes de coloragdo parda, pequenas e
angulares, algumas vezes circundadas por um pequeno halo amarelado, principalmente nas
folhas baixeiras. Pelo coalescimento, essas lesdes levavam a um crestamento de grandes dreas
do limbo foliar.

O crestamento foliar em plantios comerciais de meloeiro, cultivares
Gredos e Tejo, conduzidos sob condi¢des de cobertura pléstica, no municipio de Votorantin
(SP), foi relatada por Beriam et al. (1998b). As plantas de meldo infectadas com P. cichorii
apresentavam lesdes foliares, em forma de manchas angulares e pardacentas, ou entdo

crestamento nos bordos das folhas, nao tendo sido observadas lesdes nos frutos.



Beriam et al. (2001) constataram a ocorréncia de crestamento
bacteriano provocado por P. cichorii, em plantas de caléndula origindrias de plantio comercial
no municipio de Atibaia (SP). As plantas com sintomas da doenga apresentaram lesdes foliares
necrdticas, circundadas por halos cloréticos, iniciando-se no dpice foliar e progredindo para a
porcdo basal da folha. Também foram observadas, comprometimento dos botdes florais, que
se tornavam necrdéticos € mumificados.

Rodrigues Neto et al. (1976) relataram a ocorréncia de mancha
bacteriana em folhas de crisdntemo, causada por P. cichorii. Plantas com sintomas da doenga
provenientes da regidao de Atibaia (SP), apresentavam manchas necréticas nas folhas e hastes.
Tais sintomas vinham se manifestando em plantagdes cultivadas em estufas, ocasionando
perdas de 15 a 20% da produgio.

O crestamento das folhas de cafeeiro, provocada por P. cichorii, foi
constatada no Brasil por Robbs et al. (1974). Mudas de café da variedade Mundo Novo,
provenientes do municipio de Nazareno (MQG), apresentavam folhas com édreas de coloragdo
enegrecida, que evoluia rapidamente e provocava, em conseqiiéncia, intenso desfolhamento. O
material doente, visualizado por transparéncia, mostrava, na maioria das vezes, estrias
concéntricas em relagdo aos pontos de infec¢do. A infeccdo se iniciava, quase sempre, pelas
folhas mais velhas, que se desprendiam deixavam as mudas reduzidas as hastes nuas.

Maia et al. (1996) relataram no pais a ocorréncia de P. cichorii em
menta. Plantas com sintomas da doenga apresentavam-se com lesdes foliares que provocavam
a reducgdo da drea foliar. Essas lesdes eram, inicialmente, de tamanho pequeno, anasarcadas e
causavam amarelecimento dos tecidos foliares. Com sua evolucdo, essas lesdes aumentavam
de tamanho, tornavam-se pardo-escuras, nao raro, estendiam-se em toda a drea do limbo foliar
e causavam crestamento e abscisdo foliar.

Além das ocorréncias de P. cichorii nas plantas citadas, Malavolta Jr.
et al. (2007) ainda relacionaram a ocorréncia deste patdgeno no Brasil em almeirdo, agafrio,
berinjela, beterraba, brécolis, caléndula, cebola, cenoura, couve, corda de viola, crisantemo,
dahlia, escarola, eucalipto, falsa-serralha, feijao, fumo, gérbera, inhame, mamona, manjericao,
pimentdo, quiabo, rabanete, salsa, salsdo e violeta.

Pernezny et al. (1994) relataram a ocorréncia de uma epidemia de

“caule marrom”, provocada por P. cichorii, em campos de cultivo de aipo na Flérida, Estados



Unidos da América (E.U.A.). As plantas com a doenga apresentaram uma descolora¢do
marrom ao longo do peciolo. O dano era mais intenso na regido central da base do colmo, mas
listras amarronzadas podiam ser vistas ao longo dos peciolos. A coloracdo marrom era restrita
a base do parénquima, e nos feixes vasculares apareceram manchas verdes entre o tecido
central e a medula doente. A ocorréncia de P. cichorii, patogénica a aipo, também foi
constatada por Alippi (1996) na Argentina.

Nos E.U.A., Putnam (1999) relatou a ocorréncia de P. cichorii em
lobélia; Uddin & Mccarter (1996) em azaléia-ana; Holcomb & Cox (1998) em manjericao;
Chase (1987) em ficus; Mullen & Cobb (1984) em magnoélia; Chase & Brunk (1984) e Chase
& Jones (1986) em scheflera; Engelhard et al. (1983) em geradnio; Jones et al. (1983) em
crisantemo e Pernezny & Raid (2001) em escarola.

Em Cuba, Rodriguez et al. (1992) inocularam trés isolados de P.
cichorii obtidos de hibiscus e trés isolados obtidos de pimentdo em plantas de diferentes
familias botéanicas. Das familias inoculadas, a bactéria foi patogénica as familias
Anacardiaceae, Bombacaceae, Cyperacea, Compositae, Cruciferaceae, Cucurbitaceae,
Sterculiaceae, Geraneaceae, Poaceae, Juglandaceae, Fabaceae, Liliaceae, Malvaceae,
Meliaceae, Quenopodiaceae, Rubiaceae, Solanaceae e Umbiliferacea.

Na Nova Zelandia, Young et al. (1987) isolaram P. cichorii de agafroa,
escovinha e primula. Outros hospedeiros naturais de P. cichorii sdo relatados por Bradbury
(1986) tais como: couve-flor, cenoura, pereira, e por inoculacdo artificial, as hospedeiras
conhecidas sdo cebola, aveia, beterraba, pepino, abdbora, moranga, salsa, feijio comum,
ervilha, batata inglesa, espinafre e feijao caupi.

Em tomateiro, Wilkie & Dye (1973) relataram a ocorréncia de P.
cichorii colonizando os caules de plantas, tanto em campo, como em estufa, em algumas
regides da Nova Zelandia. Os caules das plantas doentes apresentavam manchas irregulares de
coloracdo verde a marrom escura, que frequentemente circundavam a base da folha. Este
sintoma era muito parecido com os de requeima, causados por Phytophtora infestans. Além
destes sintomas, ocorreram estrias alongadas de colora¢do verde escura a marrom, de 30 cm
ou mais em um lado da planta. A infec¢do se estendia do caule até os peciolos e se estendia as
folhas, que originavam manchas encharcadas de coloragdo verde escura, sem a formacgdo de

halo, o que diferencia a doenca da causada por Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe)
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Young, Dye & Paula Wilkie 1978 (Pst). Internamente, a infeccdo do caule consistia na
formacao de linhas vasculares com escurecimento marrom claro a escuro, similares aquelas
causadas por Verticillium dahliae e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. As éareas
do caule colonizadas pela bactéria tornaram-se ocas e se desintegraram. Os Unicos sintomas
externos observados em frutos foram manchas de coloragdo marrom escuras de 1 a 3 mm de
didmetro, no ponto de conexdo com o calice. Em plantas murchas, a medula tornou-se
totalmente desintegrada, deixou uma cavidade no caule circundado por tecido apodrecido
marrom escuro, e, ocasionalmente, descolora¢do vascular marrom. Nenhum tipo de infec¢ao
foi observado em raizes.

Perez (1984) relatou pela primeira vez a ocorréncia de P. cichorii
sendo patogénica a plantas de tomateiro em Cuba. Os sintomas da doenga consistiam em
manchas pequenas, escuras, quase negras, com formato irregular, que se encontravam em
grande numero sobre as folhas mais velhas, em plantas com aproximadamente um més de

1dade.

3.2. Caracteristicas gerais de Pseudomonas cichorii

Pseudomonas cichorii diferencia-se da espécie Pseudomonas syringae
por se tratar de uma bactéria fluorescente do Grupo I rRNA; é Gram-negativa, de formato
bastonete, com um tufo de flagelos polares; ndo ocorre a formacdo de “levan” em meio de
cultura nutriente-sacarose-adgar (NSA) e a dihidrélise de arginina e reacdo em discos de batata
sd0 negativos; a oxidase e podriddo de hipersensibilidade em folhas de fumo sdo positivos,
colocando este organismo no Grupo III de Lelliot (Bradbury, 1986).

Schaad et al. (2001) relatam os testes bioquimicos e nutricionais para
identificacdo das espécies fitopatogénicas do género Pseudomonas. A identificacdo das
espécies € baseada principalmente nos testes LOPAT, que incluem a produgdo de “levan” em
meio com sacarose, reacdo de oxidase, atividade pectinolitica em discos de batata, atividade de
arginina dihidrolase e a reac@o de hipersensibilidade em folhas de fumo. O isolado tipo de P.
cichorii caracteriza-se pela producdo de pigmento fluorescente difusivel em meio B de King.
Nos testes LOPAT, a bactéria é “levan” negativa, reacdo positiva para oxidase e de

hipersensibilidade em folhas de fumo e negativa para arginina dihidrolase e atividade
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pectinolitica. P. cichorii ndo cresce a 37°C, ndo reduz nitrato a nitrito e ndo utiliza gelatina.
Utiliza 2-ketogluconato, manitol, meso-tartarato, D(-)-aspartato e ndo utiliza geraniol,
benzoato, cellobiose, sorbitol, trehalose, sacarose, D(-)-tartarato, D-arabinose e L-rhamnose. E
negativa para nucleagdo de gelo e producgdo de IAA.

Wilkie & Dye (1973) identificaram a ocorréncia de P. cichorii
patogénica em tomate e em aipo, na Nova Zelandia, e observaram em tecidos das plantas
doentes, a presenca de bactérias mdveis de formato bastonete; as bactérias isoladas em meio
de cultura B de King produziram pigmento fluorescente, apds 24 h de incubagio a 27°C.

Isolamentos realizados em frutos, caules, peciolos e folhas de plantas
doentes de tomate e aipo deram origem a nove isolados de P. cichorii; além desses isolados,
mais cinco isolados tipo da bactéria, provenientes de diversas culturas, foram submetidos a
testes bioquimicos e culturais. Todos os isolados submetidos aos testes se mostraram
estritamente aerdbicas, Gram-negativos com formato bastonete, méveis por um a trés flagelos
polares, e produziram um crescimento de coloracdo creme opaca, com formagdo de pigmento
difusivel fluorescente em meio B de King.

Todos os isolados, apds 14 dias de incubagdo, produziram dcidos de
arabinose, xilose, glicose, frutose, galactose, mannose, ribose, glicerol, mannitol e inositol,
exceto um isolado que se mostrou negativo para mannitol e inositol. Nenhum produziu, apds
14 dias de incubagdo, 4cidos a partir de ramnose, lactose, sacarose, maltose, trihalose,
melibiose, cellobiose, rafinose, melezitose, amido, inulina, dextrina, glicogénio, adonital,
dulicitol, erythritol, sorbitol ou salicina, com exce¢ao de cinco isolados que produziram 4cido
de melibiose, e dois isolados que produziram &4cido de sorbitol. Todas as culturas testadas
produziram acetato, citrato, formato, lactato, malato, malonato (um isolado reagiu
negativamente), succinato, e tartarato (um isolado reagiu negativamente) e reacdes positivas
fracas para fumarato e glucanato. Nenhum utilizou benzoato, galacturato, oxalato, ou
propianato. Para D (-) tartarato, quatro culturas foram positivas em trés dias de incubacgdo, e
todas as outras culturas foram negativas, ap6s 14 dias de incubacdo. Nenhum liquefez
gelatina; nenhuma cultura produziu acetoina, indol, ou H,S (de cisteina, tiosulfato ou
peptona). Trés dos isolados consistentemente reduziram nitrato a nitrito, mas todos os outros
isolados mostraram-se negativos. Os isolados, exceto um, hidrolisaram aesculina em sete dias.

Nenhuma cultura produziu substancias redutoras de sacarose. Todas cresceram na presencga de
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NaCl a 5%, fracamente a 6% e nao cresceram a 7%. Nos testes LOPAT, nenhum dos isolados
produziu “levan” ou arginina dihidrolase, e todos foram oxidase positiva. Com excecdo de um
deles, todos apresentaram reacdo de hipersensibilidade em folhas de fumo. Nenhum dos
isolados apresentou atividade pectnolitica em discos de batata.

A diversidade genética de isolados de P. cichorii do Brasil foi
analisada por Destéfano et al. (2003). Trinta e cinco linhagens de P. cichorii isoladas de
diferentes hospedeiras e regides geograficas foram investigadas, e verificou-se que linhagens
isoladas de diferentes hospedeiras e regides geograficas apresentaram perfis idénticos,
enquanto que linhagens isoladas de mesmo hospedeiro e regido geografica apresentaram perfis
diferentes. Os resultados obtidos sugerem que todos os isolados pertencem ao género
Pseudomonas, porém os baixos valores de similaridade da regido espacadora entre
determinados isolados indicam que mais estudos deverdo ser efetuados para esclarecer os

resultados obtidos.

3.3. Reacio de genétipos de tomateiro a Pseudomonas spp.

Até o momento, ndo se tem relatos de gendtipos de tomateiro com
niveis de resisténcia a Pseudomonas cichorii, pdem sao conhecidos materiais com resisténcia
a outras espécies de Pseudomonas.

Krause et al. (2001) avaliaram a reacdo de cultivares e hibridos para
mesa, além de verificar a reacdo de espécies silvestres e cultivares importadas de Lycopersicon
spp., provenientes da Universidade da Flérida, EUA, a um isolado brasileiro de Pst, a fim de
determinar possiveis fontes de resisténcia que poderiam ser utilizadas em programas de
melhoramento, caso o gene de resisténcia a Pst se torne inoperante, face a novas variantes do
patdégeno. Foram testados 13 cultivares de tomate para mesa, espécies silvestres e duas
cultivares importadas para a reacdo de um isolado de Pst, raca 0. As cultivares Ontario 7710 e
Agrocica Botu-13 foram utilizadas como padrdes de resisténcia e a cultivar Agrocica-33 como
padrio suscetivel. Os resultados observados evidenciaram que todas as cultivares e hibridos de
tomateiro para mesa avaliados (Stevens x Rodade, Stevens, Kada, Concorde Ag-595, Claudia,
Angela Harper, Santa Clara-crescimento determinado, Jumbo Ag-592, Jard-1, Imperador,

Santa Clara VF-5600, Débora, Angela Zambom, Angela 1-5100 e Sandra) mostraram-se
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suscetiveis a mancha bacteriana pequena, e as cultivares Agrocica Botu-13 e Ontario 7710,
ambas portadoras do gene Pro, que confere resisténcia a raga 0, foram resistentes. As
cultivares importadas Solar Set e Campbell-28 mostraram-se altamente suscetiveis a mancha
bacteriana pequena, assim como a cultivar Agrocica 33 utilizada como padrao de
suscetibilidade. Dentre as introducdes testadas, destacaram-se PI-127807, PI-128216-1-2 e
principalmente a PI-126932-1-2 comportando-se como altamente resistentes, assim como
Agrocica Botu-13 (Krause et al., 2001).

Kozik (2002) testou 17 cultivares de tomateiro e quatro acessos do
género Lycopersicon, e verificou que a cultivar Ontdrio 7710 e dois acessos de Lycopersicon
hisurtum (LA 1773 e LA 1775) foram resistentes a Pst. As variedades MI8I2, Kujawski e
Warszawski, também demonstraram um bom nivel de resisténcia a bactéria.

Malavolta Jr. et al. (2002) verificaram a reagdo de 21
cultivares/genétipos de tomateiro a Pss e a Pst, e observaram que as cultivares e genotipos
mais resistentes a Pst foram Botu 13, Zenith, XPH 5976, XPH 5978, XPH 5979, XPH 12044,
XPH 12045, XPH 12066, XPH 12067, XPH 12068, XPH 12070, enquanto que as mais
suscetiveis foram Angela Harper, IPA 6, Santa Clara, Angela, Colorado, Bardao Vermelho,
Brigade e AF 26318. Os cultivares/gendtipos AF 26317 e Kada mostraram-se medianamente
resistentes. Com relagiio a Pss, foram resistentes: Angela, Brigade, Santa Clara, XPH 5978,
XPH 5979 e XPH 12068. As demais cultivares/gendtipos testados se comportaram como
medianamente resistentes, com excecdo da cultivar Colorado que foi suscetivel. Alguns
genotipos portadores do gene Pro exibiram também resisténcia a Pss, enquanto outros nao.
Isso indicou que provavelmente outros(s) gene(s) é(sdo) responsavel(eis) pela resisténcia a

Pss.

Recentemente, foi observada em dois campos comerciais de tomateiro
dos tipos salada e italiano, em Braganca Paulista e Mogi Guacu, SP, respectivamente, a
ocorréncia de uma doenca que causava queima generalizada nas folhas, que tradicionalmente
ndo se enquadrava nos sintomas de doencas bacterianas foliares tipicos a esta planta. Em
observacdes microscopicas de tecidos infectados foi constatada a presenga consistente de
exsudacdo de células bacterianas, que apds coloracdo diferencial de Gram, revelaram ser

bastonetes Gram-negativos. Em isolamentos efetuados, foi possivel obter vérios isolados
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bacterianos de formato bastonete, Gram-negativos, com coldnias de coloracdo branca e
producgdo de pigmento fluorescente em meio B de King.

A constatacdo desta bactéria como patogénica a plantas de tomateiro,
motivou o presente trabalho que teve como objetivos caracterizar os isolados bacterianos
provenientes de tomateiro que causam sintomas ndo relatados no Brasil em plantas de
tomateiro; determinar a gama de hospedeiras, por inoculacdo artificial, e avaliar o
comportamento de gendtipos de tomateiro a bactéria identificada. Para atingir estes objetivos,
este trabalho foi dividido em dois capitulos, sendo o primeiro capitulo intitulado “Ocorréncia
de Pseudomonas cichorii em tomateiro no Estado de Sdo Paulo”, redigido conforme as normas
do periddico Arquivos do Instituto Biolégico; o segundo capitulo intitulado “Gama de
hospedeiros e reacdo de gendtipos de tomateiro a Pseudomonas cichorii’, redigido conforme
as normas da revista Summa Phytophatologica, que serdo submetidos a andlise visando a

publicagdo nesses periddicos.
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CAPITULO 1

“Ocorréncia de Pseudomonas cichorii em tomateiro no Estado

de Sao Paulo”
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OCORRENCIA DE Pseudomonas cichorii EM TOMATEIRO NO ESTADO DE SAO

PAULO

T.AF. Silva Jtnior'; L.O.S. Beriam?; S. M. Azevedo*; R. Gioria*; LM.G. Almeida*; A.C.

. .1
Maringoni ;

'Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Departamento de
Producdo Vegetal, Setor de Defesa Fitossanitdria, CP 237, 18603-970, Botucatu,SP, Brasil;
*Instituto Biol6gico, Campinas, SP, Brasil; 3Sakata Seed Sudamerica Ltda, Braganca Paulista,

SP, Brasil.

RESUMO

Recentemente, em dois campos comerciais de tomateiro dos tipos Salada e Italiano,
localizados em Braganga Paulista e Mogi Guagu, SP, foram observados sintomas de queima
generalizada nas folhas. Em observacdes, ao microscopio Optico, de tecidos infectados foi
constatada a presenca de exsudag@o bacteriana. Desses tecidos, foram isoladas bactérias em
formato bastonete, Gram-negativas, com colonias de coloracdo branca e produtoras de
pigmento fluorescente em meio B de King. Isolados bacterianos foram submetidos aos testes
LOPAT, sendo enquadrados no grupo III (- + - - +) e, portanto, identificados como sendo
Pseudomonas cichorii. Esses resultados foram corroborados por testes serolégicos de

imunofluorescéncia indireta, com antissoros produzidos para linhagem tipo de P. cichorii. Esta
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bactéria causa doenga em vdrias culturas de importancia econdmica e ainda ndo havia sido
constatada no Brasil na cultura de tomateiro. Os isolados bacterianos foram depositados na
Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico, sob os nimeros de acesso IBSBF

2309 e IBSBF 2323.

PALAVRAS-CHAVE: Lycopersicon esculentum, queima de folhas, testes LOPAT.

ABSTRACT

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

and IBSBF 2323.

KEYWORDS: Lycopersicon esculentum, leaves blight, LOPAT tests.
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INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) estd sujeita a varias doengas
que podem limitar sua producdo. Dentre as principais doengas da cultura, estdo as de etiologia
bacterianas causadas pelo género Pseudomonas. De acordo com Kurozawa; Pavan (2005), a
principal bacteriose que ataca a parte aérea do tomateiro, cujo patégeno pertence a este género,
¢ a pinta bacteriana ou mancha bacteriana pequena, sendo o agente causal Pseudomonas
syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye & Paula Wilkie 1978. J4 a queima bacteriana,
causada por Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902, é uma doenca pouco
conhecida e de ocorréncia esporddica. Sua ocorréncia tem sido constatada na regido de Pato de
Minas-MG, em 1993, no inicio do inverno (Almeida et al., 1994a; Maringoni et al., 1994b).
Ha relatos na Austrdlia e em Cuba da ocorréncia de Pseudomonas cichorii em tomateiro,
porém até a presente data nio tenha sido constatada no pafs.

No Brasil, P. cichorii é um patégeno de grande importincia econdOmica, sua
ocorréncia foi descrita em culturas de diferentes espécies botanicas de importancia econdmica,
tais como almeirdo, acafrao, berinjela, beterraba, brocolis, caléndula, cebola, cenoura, couve,
corda de viola, crisintemo, dahlia, escarola, eucalipto, falsa-serralha, feijdao, fumo, gérbera,
inhame, mamona, manjericdo, pimentdo, quiabo, rabanete, salsa, salsdo e violeta. (Malavolta
Jr. et al., 2007).

Em tomateiro, Wilkie; Dye (1973), relataram a ocorréncia de P. cichorii colonizando
caules de plantas, tanto em campo, como em cultivo protegido, em algumas regides da Nova
Zelandia e Perez, 1984 relatou pela primeira vez a ocorréncia de P. cichorii em plantas de

tomateiro em Cuba. Os sintomas da doenga consistiam em manchas pequenas, escuras, quase



19

negras, com formato irregular, que se encontravam em grande nimero sobre as folhas mais
velhas, em plantas de aproximadamente um més de idade.

P. cichorii se diferencia da espécie P. syringae por se tratar de uma bactéria
fluorescente do Grupo I rRNA; é Gram-negativa, de formato bastonete, com um tufo de
flagelos polares; ndo ocorre a formacdo de levan em meio de cultura NSA e a hidrdlise de
arginina e reacdo em discos de batata sdo negativos; a oxidase e reacdo de hipersensibilidade
em folhas de fumo sdo positivos, colocando este organismo no Grupo III de Lelliot (Bradbury,
1986).

Schaad et al. (2001) relatam os testes bioquimicos e nutricionais para identificacdo
das espécies fitopatogé€nicas do género Pseudomonas. A identificacdo das espécies ¢é
principalmente baseada nos testes LOPAT, que incluem producdo de levan em meio com
sacarose, reacdo de oxidase, atividade pectinolitica em discos de batata, atividade de arginina
dihidrolase, e rea¢do de hipersensibilidade em folhas de fumo. O isolado tipo de P. cichorii
caracteriza-se pela producdo de pigmento fluorescente difusivel e ndo producdo de pigmento
nao difusivel. Nos testes LOPAT, a bactéria é “levan” negativa, reage positivamente no teste
de oxidase e de hipersensibilidade em folhas de fumo e negativamente para arginina
dihidrolase e atividade pectinolitica. P. cichorii ndo cresce a 37°C, ndo reduz nitrato a nitrito e
ndo utiliza gelatina. Utiliza 2-ketogluconato, manitol, meso-tartarato, D(-)-aspartato e nao
utiliza geraniol, benzoato, cellobiose, sorbitol, trehalose, sacarose, D(-)-tartarato, D-arabinose
e L-rhamnose. E negativa para nucleacio de gelo e produgio de IAA.

Recentemente, foi observada em dois campos comerciais de tomateiro dos tipos
salada e italiano, em Braganca Paulista e Mogi Guact, SP, respectivamente, a ocorréncia de

uma doenga que causava queima generalizada nas folhas, que ndo se enquadrava nos sintomas
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de doencas bacterianas tipicos causados por Pseudomonas syringae pv. tomato e
Pseudomonas syringae pv. syringae. Em observacgdes microscépicas de tecidos infectados foi
constatada a presenca consistente de exsudacdo de células bacterianas, que apds coloracdo
diferencial de Gram, revelaram ser bastonetes Gram-negativos. Nos isolamentos efetuados
obteve-se bactérias isolados de formato bastonete, Gram-negativos, com coldnias de coloracao
branca e producdo de pigmento fluorescente em meio B de King.

A constatacdo desta bactéria como patogénica as plantas de tomateiro, motivou o
presente trabalho que teve como objetivo caracterizar os isolados bacterianos origindrios do

tomateiro através de testes morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos e sorolégicos.

MATERIAL E METODOS

Obtencao, preservacao e teste de patogenicidade de isolados de Pseudomonas

cichorii

Dois isolados bacterianos (IBSBF 2309 e IBSBF 2323) foram obtidos a partir de
folhas de tomate com sintomas de queima bacteriana das folhas oriundas de dois campos
comerciais de tomateiro dos tipos Salada e Italiano, em Braganca Paulista e Mogi Guagu, SP,
respectivamente. Os tecidos infectados foram submetidos a observacdes microscopicas e
constatou-se a presenca consistente de exsudagdo de células bacterianas. Em seguida, as folhas
foram cortadas em pequenos pedacos, desinfestadas superficialmente em dlcool 70%, por 30
segundos, e, depois, em hipoclorito de sédio 2%, por 1 minuto. Estes foram lavados em dgua

destilada esterilizada e transferidos para um fundo de placa de Petri, onde foram triturados
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com o auxilio de um bastdo de vidro previamente flambado e 5 mL de dgua destilada
esterilizada. A suspensdo foi repicada em placas de Petri contendo meio de cultura B de King
(proteose peptona — 20g, KoHPO4 — 1,5g, MgS04.7H,O - 1,5g, glicerol — 10g, dgar — 15g,
agua destilada — 1000 mL). As placas foram incubadas em estufa a temperatura de 28°C
durante 48 h. Ap6s esse periodo, foi possivel obter coldnias de coloragdo branca e produtoras
de pigmento fluorescente em meio B de King, Gram-negativos e em formato de bastonetes.

Os dois isolados foram preservados em frascos de penicilina contendo dgua destilada
esterilizada e em tubos de ensaio contendo meio de cultura B de King inclinado com o6leo
mineral esterilizado e liofilizados (Tuite, 1969).

Para o teste de patogenicidade, os isolados bacterianos foram inoculados em plantas
de tomateiro da cultivar Santa Clara, mantidas casa de vegetacdo. As plantas de tomateiro
foram submetidas a cAmara imida 24 h antes e apds a inoculagd@o, para favorecer a penetracio
da bactéria no tecido. O inéculo foi obtido pelo cultivo dos isolados em meio de cultura
nutriente-liquido (NL) a 28°C, durante 48 h, e posteriormente diluido em dgua destilada para
se obter a concentragio de 10’ UFC.mL’1, empregando-se a escala turbidimétrica de
Macfarland (Lima et al., 1977). A inoculacdo foi feita por pulverizacdo da suspensdao
bacteriana nas faces abaxial e adaxial das folhas até o inicio de escorrimento em plantas de
tomateiro no estdgio de dois pares de folhas verdadeiras. O tratamento testemunha foi
representado pela pulverizacdo das plantas com dgua destilada e a avaliagdo realizada trés dias

apos a inoculacdo.



22

Caracterizacao dos isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323

Testes morfolégicos, fisiologicos e bioquimicos

Os isolados bacterianos obtidos foram submetidos a uma série de testes para a
caracteriza¢do. As metodologias foram baseadas em Maringoni (1995) e Schaad et al. (2001).
Os seguintes testes morfoldgicos, fisioldgicos e/ou bioquimicos foram empregados para
caracterizacdo dos isolados: teste de coloracdo diferencial de Gram; teste de solubilidade em
hidréxido de potdssio; testes de LOPAT (levan, oxidase, podridao de discos de batata, arginina
dihidrolase e reacdo de hipersensibilidade em folhas de fumo) (Lelliott et al., 1966); teste de
hidrdlise de gelatina, reducdo de nitrato a nitrito, aerobiose, caracterizagdo das culturas em
meio de cultura YDC, produgdo de fluoresceina em meio de cultura B de King. Para se
verificar a producdo de dcidos de carbohidratos, foi utilizado o meio de cultura liquido de sais
minerais de Ayers et al. (1919) e as fontes de carbohidrato foram citrato, D-arabinose, D-
celobiose, D-tartarato, D+trealose, glicerol, gluconato, L-tartarato, manitol, oxalato, rafinose,

ramnose, sacarose, salicina € succinato.

Testes sorologicos

Para a confirmacao das identidades dos diferentes isolados bacterianos, foi utilizado o
teste de imunofluorescéncia indireta. Foi empregada a metodologia utilizada por Dezordi
(2006). Foram utilizados dois antissoros policlonais obtidos a partir do isolado tipo de P.

cichorii IBSBF 1784 de chicéria (titulo 1:16) e do isolado IBSBF 2309 obtido de plantas de



23

tomateiro (titulo 1:16). Os antigenos utilizados nas rea¢des foram preparados a partir dos
isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 provenientes de tomateiro e os isolados tipo de P.
cichorii, IBSBF 1784, de chicéria, e GIR-1, de girassol. Presenca de células bacterianas que
emitiam fluorescéncia intensa de cor verde sob luz UV, em microscépio de epifluorescéncia,
munido de lampada de vapor de merctrio de 100 W, indicou reacdo positiva. Como controle
negativo foram utilizadas dgua destilada esterilizada e soro-normal (titulo 1:16) ao invés dos

antissoros obtidos para P. cichorii.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de patogenicidade, foi possivel observar os sintomas da doencga nas folhas
inoculadas. Os sintomas iniciais foram lesdes irregulares encharcadas que evoluiram para
necrose irregular do limbo foliar, com auséncia de halo clorético ao redor das lesdes (Figura
1). Os sintomas observados assemelham-se em parte com os descritos por Wilkie; Dye (1973)
e por Perez (1984), em tomateiro, e com aqueles provenientes das folhas coletadas em campo
provenientes de Braganca Paulista e Mogi Guacu. As bactérias foram re-isoladas dos tecidos
das plantas de tomateiro utilizadas neste teste.

Os resultados dos testes morfologicos, fisiolégicos e bioquimicos encontram-se
descritos nas Tabelas 1 e 2, e revelaram consisténcia no resultados quando comparados com os
descritos por Wilkie; Dye (1973) e Schaad et al. (2001), para P. cichorii. Os isolados foram
Gram-negativos, com células em formato de bastonete; estritamente aerdbias, com colOnias de
coloracdo branca e produziu pigmento fluorescente em meio B de King. Houve a producdo de

4cido, em 14 dias, a partir de citrato, D tartarato, glicerol, gluconato, L tartarato, manitol,
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ramnose e succinato. Nao foi produzido 4cido, em 14 dias, a partir de D-arabinose, D-
celobiose, D+trealose, oxalato, rafinose, sacarose e salicina. Nenhum isolado reduziu nitrato a
nitrito ou hidrolisou gelatina. No testes LOPAT, as culturas apresentaram resultados positivos
para oxidase e hipersensibilidade em folhas de fumo, sendo negativos para a producdo de
levan, arginina dihidrolase e podriddao em discos de batata.

Nos testes soroldgicos de imunofluorescéncia indireta, foram obtidas reacdes
positivas para os antigenos dos isolados IBSBF 2309, IBSBF 2323, AS 1784 e GIR-1 frente
aos dois antissoros policlonais utilizados (Figuras 2 e 3). Os controles negativos foram
caracterizados pela ndo emissdo de fluorescéncia pelas células bacterianas tratadas com
antissoro normal e com o conjugado.

De acordo com os resultados obtidos, os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 foram
identificados como Pseudomonas cichorii, sendo este o primeiro relato desta bactéria em
tomateiro no Estado de Sao Paulo e possivelmente no Pais.

Nao se conhece a origem do indculo deste patégeno para a cultura do tomateiro.
Entretanto, pode-se aferir a provdvel disseminacio desta bactéria por sementes, uma vez que
esta € uma das principais formas de disseminacdo em Cuba (Amar; Garcia, 1997), ou pela
adaptagdo patogénica de P. cichorii ao tomateiro, visto que esta bactéria ocorre em intimeras
hospedeiras no Brasil (Malavolta Jr. et al, 2007). Dependendo do grau de suscetibilidade da
cultivar e das condi¢des climéticas predominantes na cultura, este patdgeno poderd se tornar
importante juntamente com outros patégenos bacterianos que causam doenga na parte aérea,
uma vez que as medidas rotineiras de controle na cultura, principalmente o quimico, com
pulverizacdes de fungicidas cupricos ou misturas cupro-carbamatos ou antibidticos ndo tém

apresentado resultados satisfatérios (McManus et al., 2002; Quezado-Durval et al.2003).
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Tabela 1. Caracterizagdo morfoldgica, cultural, bioquimica e fisiol6gica dos isolados IBSBF
2309 e IBSBF 2323 de Pseudomonas cichorii obtidos de tomateiro.

Testes IBSBF 2309 IBSBF 2323 P. cichorii'
Morfologia Bastonete Bastonete Bastonete
Coloragdo de Gram Gram-negativo Gram-negativo Gram-negativo
Solubilidade em KOH + +
Coloragdo de colonia em meio

Branca Branca
B de King (BK)
Pigmento fluorescente em BK + +

Aerobiose Aerobica restrita

Hidrdlise de gelatina
Colonias mucéide em meio
YDC a 30°C

Testes LOPAT

Levan

Oxidase

Podridao em discos de batata
Arginina dihidrolase

HR em folhas de fumo
Podridao em discos de batata

Reducdo de nitrato

Aerobica restrita  Aerodbica restrita

"' Dados obtidos em Schaad et al. (2001)

+ reagdo positiva; - reacdo negativa



Tabela 2. Avaliagcao da producdo de dcidos de vdrias fontes de carbohidratos para os isolados
IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de Pseudomonas cichorii isolados de tomateiro.

Produgdo de 4cidos a partir de IBSBF 2309 IBSBF 2323 P. cichorii'
Citrato + + +
D-arabinose - - -
D-celobiose - - -
D tartarato + + +
D+trealose - - -
Glicerol + + +
Gluconato + + +
L tartarato + + +
Manitol + + +
Oxalato - - -
Rafinose - - -
Ramnose + + +
Sacarose - - -
Salicina - - -
Succinato + + +

"Dados obtidos em Schaad et al. (2001)

+ reacdo positiva; - reacdo negativa
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Figura 1. Sintomas de queima
bacteriana em tomateiro cv. Santa
Clara trés dias apds inocula¢do com o
isolado IBSBF 2323.

Figura 2. Reacdes dos isolados IBSBF 2309 (A) e
IBSBF 2323 (B) de tomateiro com o antissoro policlonal

do isolado tipo de Pseudomonas cichorii de chicoria
(IBSBF 1784).

Figura 3. Reacdes dos isolados IBSBF 1784 (A) e GIR-1
(B) com o antissoro policlonal do isolado tipo de
Pseudomonas cichorii de chicéria (IBSBF 1784).
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RESUMO
Silva Junior, T.A.F.; Gioria, R.; Maringoni, A.C.; Azevedo, S.M.; Beriam, L.O.S.; Almeida,
ILM.G.; Gama de hospedeiras e rea¢do de genétipos de tomateiro a Pseudomonas cichorii.

Summa Phytopathologica,

Em 2005, foi constatada em dois campos comerciais de tomate no Estado de Sado
Paulo, a ocorréncia de queima bacteriana, causada por Pseudomonas cichorii. Em vista disso,
foram desenvolvidos estudos visando a determinacdo da gama de hospedeiras de isolados de
Pseudomonas cichorii (IBSBF 2309 e IBSBF 2323), obtidos de tomateiro, provenientes de
campos comerciais localizados nos municipios de Braganca Paulista e Mogi Guagu, SP.
Plantas de abobrinha, alface, beldroega, berinjela, beterraba, cenoura, couve-brécolo, datura,
fumo, girassol, jil6, meldo, pepino, petinia, pimentdo, rabanete, repolho, ricula, salsa e

tomateiro foram inoculadas por pulverizacio, separadamente, com dois isolados de P. cichorii
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de tomateiro e um isolado de girassol. Os isolados provenientes de tomateiro foram
patogénicos a beldroega, datura, girassol, pimentdo e tomate; o isolado de girassol foi
patogénico apenas a beldroega, datura e girassol, ndo sendo patogé€nico ao pimentdo e ao
tomateiro. No Brasil ndo se conhecem fontes de resisténcia dentro do género Lycopersicon ou
a reacdo de cultivares de tomateiros a esta bactéria. Vinte e oito gendtipos de tomateiro (AF
229, AF 434, AF 464, AF 1104, AF 2521, AF 5719, AF 6288, AF 7109, AF 7111, AF 7112,
AF 7113, AF 7114, AF 7115, AF 7116, AF 7127, AF 8163, AF 10723, AF 11188, AF 11762,
AF 11764, AF 11765, AF 11766, AF 11767, AF 11768, AF 11770, AF 11771, AF 11772 ¢ AF
11773), provenientes do Banco de Germoplasma da empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda.,
foram avaliados quanto a reacdo aos isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de P. cichorii, pelo
método de inoculacdo nas folhas. Os maiores niveis de resisténcia foram observados nos
genotipos de tomateiro AF 11768, AF 2521, AF 11766, AF 11772, AF 229, AF 5719-1 e AF
8162. O gendtipo AF 5719-1, que possui o gene Pto, que confere resisténcia a P. syringae pv.
tomato, apresentou um bom nivel de resisténcia a P. cichorii. A identificacdo de genétipos que
apresentem bons niveis de resisténcia a este patdgeno € importante, pois, sdo potenciais para
serem utilizados em programas de melhoramento genético do tomateiro, visando a

incorporacdo de genes de resisténcia a P. cichorii.

Palavras-chave adicionais: Lycopersicon esculentum, resisténcia, queima bacteriana.
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ABSTRACT

Silva Junior, T.A.F.; Gioria, R.; Maringoni, A.C.; Azevedo, S.M.; Beriam, L.O.S.; Almeida,
IM.G.; Host range and genotypes reaction to Pseudomonas cichorii. Summa
Phytopathologica,

The occurrence of bacterial blight, caused by Pseudomonas cichorii, was observed in
two commercial tomato fields in the State of Sdo Paulo in 2005. In view of this, studies were
developed in order to determine the host range of Pseudomonas cichorii isolates (IBSBF 2309
and IBSBF 2323), obtained from tomato plants at commercial fields located in the cities of
Braganca Paulista and Mogi Guagu, SP, Brazil. Caserta pumpkin, lettuce, purslane, eggplant,
beet, broccoli, carrot, Jimson weed, sunflower, tobacco, scarlet eggplant, melon, cucumber,
petunia, green pepper, radish, cabbage, arugula, parsley, and tomato plants were spray-
inoculated separately with two isolates of P. cichorii obtained from tomato and one from
sunflower. The isolates from tomato plants were pathogenic to purslane, Jimson weed,
sunflower, green pepper, and tomato; the sunflower isolate was only pathogenic to purslane,
Jimson weed, and sunflower, but was not pathogenic to green pepper or tomato. In Brazil, no
sources of resistance to this bacterium are known within the Lycopersicon genus. The reaction
of tomato cultivars to the bacterium is also unknown. Twenty-eight tomato genotypes (AF
229, AF 434, AF 464, AF 1104, AF 2521, AF 5719, AF 6288, AF 7109, AF 7111, AF 7112,
AF 7113, AF 7114, AF 7115, AF 7116, AF 7127, AF 8163, AF 10723, AF 11188, AF 11762,
AF 11764, AF 11765, AF 11766, AF 11767, AF 11768, AF 11770, AF 11771, AF 11772 and
AF 11773) from the Sakata Seed Sudamerica Ltda. Germplasm Bank were evaluated for their

reaction to P. cichorii isolates IBSBF 2309 and IBSBF 2323, using the leaf inoculation
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method. The highest resistance levels were observed in tomato genotypes AF 11768, AF 2521,
AF 11766, AF 11772, AF 229, AF 5719-1, and AF 8162. Genotype AF 5719-1, that has the
Pto gene, which imparts resistance to P. syringae pv. tomato, showed a good level of
resistance to P. cichorii. The identification of genotypes with good levels of resistance to this
pathogen is important, since they represent potential resources to be used in tomato breeding

programs for incorporation of resistance genes against P. cichorii.

Additional keywords: Lycopersicon esculentum, resistence, bacterial blight

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) estd sujeita a varias doengas
que podem limitar sua producdo. Dentre estas, estdo as bacterioses provocadas pelo género
Pseudomonas. De acordo com Kurozawa & Pavan (16), as duas bacterioses mais importantes
do tomateiro do género Pseudomonas no Brasil sdo a pinta bacteriana ou mancha bacteriana
pequena (Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye & Paula Wilkie 1978) e a
queima bacteriana (Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902). H4 relatos no exterior
da ocorréncia de Pseudomonas cichorii em tomateiro (36; 26). Recentemente Silva Junior et
al. (34) relataram a ocorréncia desta espécie causando queima foliar em plantas de tomateiro
cultivadas em campos comerciais do Estado de Sdo Paulo.

Ha relatos da ocorréncia de P. cichorii nos E.U.A., em lobélia (29), azaléia-ana (
Rhododendron catawbiense Michx.) (35), manjericdo (Ocimum basilicum L.) (12), ficus
(Ficus lyrata Warb. cv. Compacta) (09), magndlia (Magnolia grandiflora L.) (23), schefflera

(Schefflera arboricola) (07; 08), geranio (Pelargonium ortorium) (10), crisantemo
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(Chysanthemum morifolium Ramat.) (13), escarola (Cichorium endivia L.) (27) e alface
(Lactuca sativa L.) (11; 24).

Em Cuba, Rodriguez et al. (33) relataram que P. cichorii foi patogénica as familias
Anacardiaceae, Bombacaceae, Cyperacea, Compositae, Cruciferaceae, Cucurbitaceae,
Sterculiaceae, Geraneaceae, Poaceae, Juglandaceae, Fabaceae, Liliaceae, Malvaceae,
Meliaceae, Quenopodiaceae, Rubiaceae, Solanaceae e Umbiliferacea.

Na Nova Zelandia, Young et al. (37) isolaram P. cichorii de agafroa (Carthamus
tinctorius L.), escovinha (Centaurea cyanus L.), primula (Primula officinalis) e Ranunculus
acris L. Outros hospedeiros naturais de P. cichorii sdo relatados por Bradbury (06), como:
cenoura (Daucus carota L.), couve-flor (Brassica oleracea L.), pereira (Pyrus communis L.), e
por inoculagdo artificial, as hospedeiras conhecidas sao abdbora (Cucurbita pepo L.), aveia
(Avena sativa L.), batata inglesa (Solanum tuberosum L.), beterraba (Beta vulgaris L.), cebola
(Allium cepa L.), ervilha (Pisum sativum L.), espinafre (Spinacea oleracea L.), feijao caupi
(Vigna unguiculata L.), feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) e pepino (Cucumis sativum L.).

No Brasil, P. cichorii € um patégeno de grande importancia, pois tem sido constatado
em plantas de diferentes espécies, destacando-se alface (Lactuca sativa L.) (02; 25), girassol
(Helianthus annuus L.) (31; 17), girassol ornamental (Helianthus annuus cv. Sunrise) (01; 22),
mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorriza Bancr.) (03), meldo (Cucumis melo L.) (04),
caléndula (Calendula officinalis L.) (05), crisantemo (Chrysanthemum morifolium Ram.) (32),
cafeeiro (Cofee arabica L.) (30), menta (Mentha arvensis L.) (19), e ainda em quiabo
(Abelmoschus esculentus L.), cebola (Allium cepa L.), salsdo (Apium graveolens L.),
Belloperone guttata, beterraba (Beta vulgaris L.), couve (Brassica oleracea L.), brocolis,

pimentdo (Capsicum annuum L.), escarola (Cichorium endivia L.), almeirdo (Cichorium
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intibus L.), inhame (Colocasia esculenta L.), acafrdo (Crocus sativus L.), dalia (Dahlia
pinnata L.), cenoura (Daucus carrota L.), falsa-serralha (Emilia sonchifolia L.), eucalipto
(Eucalyptus globulus L.), gérbera (Gerbera jamesonii L.), corda-de-viola (Ipomea grandifolia
L.), Murraia paniculata L., fumo (Nicotiana tabacum L.), manjericao (Ocimum basilicum L.),
salsa (Petrosilinum sativum L1.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), Philodendron spp., rabanete
(Raphanus sativum L.), mamona (Ricnus communis L.), violeta (Violata odorata L.), berinjela
(Solanum melongena L.), Syngonium podophyllum L. e Xanthosoma brasiliense L. (21).

Até o momento, ndo se tem relatos na literatura nacional e internacional da reag¢do de
genodtipos de tomateiro a P. cichorii, mas se conhecem materiais com resisténcia a outras
espécies de Pseudomonas. Pilowsky & Zutra (28) verificaram que a cultivar Ontario 7710, o
acesso PI126430 e a geracdo F1 do cruzamento entre Ontdrio 7710 e PI 126430 foram
resistentes a Pst.

Krause et al. (15) avaliaram a reagdo de cultivares e hibridos para mesa, além de
verificar a reacdo de espécies silvestres e cultivares importadas de Lycopersicon spp.,
provenientes da Universidade da Flérida, EUA, a um isolado brasileiro de Pseudomonas
syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye & Wilkie 1978, a fim de determinar possiveis fontes
de resisténcia possiveis de uso em programas de melhoramento genético da cultura. Foram
avaliadas 13 cultivares de tomate para mesa, espécies silvestres e duas cultivares importadas
para a reacdo de um isolado de P. syringae pv. tomato (Pst). Os resultados observados
evidenciaram que todas as cultivares e hibridos de tomateiro para mesa avaliados (Stevens x
Rodade, Stevens, Kada, Concorde Ag-595, Claudia, Angela Harper, Santa Clara-crescimento
determinado, Jumbo Ag-592, Jard-1, Imperador, Santa Clara VF-5600, Débora, Angela

Zambom, Angela 1-5100 e Sandra) mostraram-se suscetiveis a Pst e as cultivares Agrocica
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Botu-13 e Ontédrio 7710, ambas portadoras do gene Pto, foram resistentes. Dentre as
introdugdes testadas, destacaram-se PI-127807, PI-128216-1-2 e principalmente a PI-126932-
1-2 comportando-se como altamente resistente assim, como Agrocica Botu-13.

Kozik (14) testou 17 cultivares de tomateiro e quatro acessos do género
Lycopersicon, e verificou que a cultivar Ontario 7710 e dois acessos de Lycopersicon hisurtun
(LA 1773 e LA 1775) foram resistentes a Pst. As variedades MI8I2, Kujawski e Warszawski,
também demonstraram um bom nivel de resisténcia a bactéria.

Malavolta Junior. et al. (20) verificaram a reagdo de 21 gendtipos de tomateiro a
Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902 (Pss) e a Pst, e observaram que o0s
gendtipos mais resistentes a Pst foram Agrocica Botu 13, Zenith, XPH 5976, XPH 5978,
XPH 5979, XPH 12044, XPH 12045, XPH 12066, XPH 12067, XPH 12068, XPH 12070,
enquanto que as mais suscetiveis foram Angela Hiper, IPA 6, Santa Clara, Angela, Colorado,
Bardo Vermelho, Brigade e AF 26318. Com relagdo a Pseudomonas syringae pv. syringae
(Pss), foram resistentes: Angela, Brigade, Santa Clara, XPH 5978, XPH 5979 e XPH 12068.
Os demais genoétipos testados comportaram-se como medianamente resistentes, com excec¢ao
da cultivar Colorado, que foi suscetivel. Alguns genétipos portadores do gene Pto possuem
resisténcia a Pss, enquanto outros ndo. Isso indicou que provavelmente outro(s) gene(s) é(sao)
responsavel(eis) pela resisténcia a Pss.

Recentemente, foi observada em dois campos comerciais de tomateiro do tipo Salada
e Italiano, em Braganca Paulista e Mogi Guact, SP, respectivamente, a ocorréncia de uma
doenca que causava queima generalizada nas folhas, que ndo se enquadrava nos sintomas de
doencas bacterianas tipicos a esta planta. A bactéria em questdo foi identificada como sendo P.

cichorii, ja descrita na Nova Zelandia e em Cuba (36; 26).



39

Face a ocorréncia recente de P. cichorii em tomateiro no Estado de Sao Paulo o
presente trabalho teve por objetivos avaliar a gama de hospedeiras (plantas cultivadas e
daninhas) e a reacdo de 28 genétipos de tomateiro a esta bactéria, uma vez que ndo hd

registros na bibliografia nacional e internacional sobre o assunto.

MATERIAL E METODOS

Gama de hospedeiras de Pseudomonas cichorii

No primeiro experimento para verificar a gama de hospedeiras de Pseudomonas
cichorii os isolados IBSBF 2323 e GIR-1 de P. cichorii, provenientes respectivamente de
tomate e girassol, foram inoculados em plantas de abobrinha, alface, beldroega, berinjela,
beterraba, caserta, cenoura, couve-brocolo, datura, fumo, girassol, jilo, meldo, pepino, petinia,
pimentdo, rabanete, repolho, rucula, salsa e tomate, cultivadas em vasos de trés litros de
capacidade contendo substrato Tropstrato Hortalicas Vida Verde®, com trés plantas de cada
espécie. Cada planta hospedeira foi representada por cinco vasos com trés plantas em cada e
um vaso com trés plantas como testemunha de cada hospedeira. O indculo bacteriano foi
obtido pelo cultivo dos isolados em meio de cultura nutriente-liquido (NL) a 28°C, durante 48
h., e posteriormente diluido em dgua destilada para se obter a concentracio de 10’ UFC.mL'l,
ajustada pela escala turbidimétrica de Macfarland (18).

As plantas foram inoculadas no estdgio de dois a quatro pares de folhas verdadeiras,
através de pulverizacdo de suspensdo bacteriana nas faces abaxial e adaxial das folhas. No

tratamento testemunha, as plantas foram pulverizadas com dgua esterilizada. As plantas foram



40

mantidas sob camara timida 24 h antes e apds a inoculag@o, nebulizadas com dgua, a intervalos
de 5 minutos, com duragdo de um minuto, durante trés dias. Durante o experimento, a
temperatura média variou entre 25 e 30°C.

As avaliagdes foram efetuadas trés dias apds a inoculagdo, com a observagdo da
presencga ou auséncia de sintomas nas folhas das plantas.

No segundo experimento, foram utilizados os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de
P. cichorii, provenientes de tomate. Plantas de beldroega, datura, girassol, pimentdo e tomate
foram utilizadas como controles positivos e alface, fumo e petiinia como controles negativos.

O cultivo das plantas, inoculagdo e avaliacdo foram os mesmos do primeiro experimento.

Reacao de genotipos de tomateiro a Pseudomonas cichorii

Os gendtipos de tomateiro AF 229, AF 434, AF 464, AF 1104, AF 2521, AF 5719-1,
AF 6288, AF 7109, AF 7111, AF 7112, AF 7113, AF 7114, AF 7115, AF 7116, AF 7127, AF
8163, AF 10723, AF 11188, AF 11762, AF 11764, AF 11765, AF 11766, AF 11767, AF
11768, AF 11770, AF 11771, AF 11772 e AF 11773, do Banco de Germoplasma da empresa
Sakata Seed Sudamerica Ltda., foram inoculados com os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323
de P. cichorii, provenientes de tomate. Os gendtipos AF 11771 (Agrocica Botu 13), AF 7109
(derivado de AF 11771), AF 5719-1 (Rotam-4), AF 7115 e AF 7116 (genétipos provenientes
do AVRDC) possuem o gene Pto, que confere resisténcia a mancha bacteriana pequena do
tomateiro.

As plantas de tomateiro foram cultivadas em bandejas de isopor de 128 células e

foram inoculadas no estidio de um par de folhas verdadeiras, através de pulverizacdo de
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suspensdo bacteriana com concentracdo de 10’ ufc.mL”, nas faces abaxial e adaxial das
folhas. O in6culo foi obtido pelo cultivo dos isolados em meio de cultura NL a 28°C, durante
48 h., e posteriormente diluido em 4gua destilada para se obter a concentracdo bacteriana
empregada, ajustada pela escala turbidimétrica de Macfarland (18). O tratamento testemunha
foi representado por dgua esterilizada. As plantas foram mantidas sob cidmara umida 24 h
antes e apds a inoculagdo e nebulizadas com dgua, a intervalos de cinco minutos, com duracao
de um minuto, durante trés dias. Foram inoculadas de 12 a 35 plantas por gendétipo.

A avaliacgdo foliar foi realizada cinco dias apds a inoculaciao do patégeno, com escala
de notas que variou de um a cinco (Figura 1), sendo: Nota 1 — auséncia de sintomas nas folhas
das plantas; Nota 2 — presen¢a de manchas encharcadas nos bordos foliares; Nota 3 — manchas
encharcadas em 25% do limbo foliar; Nota 4 — manchas encharcadas em mais de 50% do
limbo foliar e Nota 5 — folha morta.

Os gendtipos de tomateiro que apresentaram severidade média da doenga < 2,00
foram considerados como resistentes; severidade média entre 2,01 e 3,00 moderadamente
resistentes; entre 3,01 e 4,00 suscetiveis, e severidade média > 4,00 como sendo altamente
suscetiveis. Os genétipos resistentes foram utilizados em um segundo experimento; foram
inoculadas 16 plantas de cada gendtipo, com os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de P.
cichorii. O gendtipo AF 1104 foi utilizado como controle negativo (pulverizacdo com agua
esterilizada). O cultivo das plantas, inoculagdo, avaliacdo e escala de notas foram os mesmos

do primeiro experimento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos realizados para se determinar a gama de hospedeiras
de P. cichorii estio representados nas Tabelas 1 e 2. Os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323
de P. cichorii, obtidos de tomateiro, foram patogénicos a beldroega, datura, girassol, pimentao
e tomate (Figura 2), enquanto o isolado GIR-1 de P. cichorii, proveniente de girassol, foi
patogénico a beldroega, datura e girassol, e ndo foi patogénico ao pimentdo e ao tomateiro.

Em datura, os trés isolados de P. cichorii provocaram pequenas lesdes necréticas de
formato irregular no limbo foliar das plantas. J4 em beldroega, as lesdes nas folhas eram
encharcadas, de aspecto arredondado, que evoluiram para necrose. Em plantas daninhas,
existem relatos da ocorréncia de P. cichorii sendo patogé€nica a corda-de-viola e a falsa-
serralha (21), mas esta é a primeira constatacdo desta bactéria sob inoculacdo artificial em
beldroega e datura, sendo estas plantas potenciais hospedeiras sob condi¢des de campo.

Apesar dos relatos de P. cichorii colonizando alface, beterraba, berinjela, cenoura,
salsa e rabanete (21) no Brasil, os isolados de P. cichorii IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de
tomateiro e GIR-1 de girassol ndo foram patogénicos a essas plantas através de inoculagdo
artificial, evidenciando provavel especializacdo patogénica desta bactéria ao tomate e ao
girassol.

Os resultados das reagdes dos vinte e oito gendtipos de tomateiro aos isolados IBSBF
2309 e IBSBF 2323 de P. cichorii estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. Os gendtipos
resistentes (severidade média de doenca < 2,00) foram: AF 11768, AF 11764, AF 2521, AF
11766, AF 11772, AF 229, AF 5719-1 e AF 8162. Dos gendtipos que possuem o gene de

resisténcia Pto, apenas o AF 5719-1 apresentou um bom nivel de resisténcia a P. cichorii,
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enquanto que o AF 7109 apresentou um nivel moderado, e os AF 11771, AF 7115 e AF 7116
foram altamente suscetiveis aos isolados de P. cichorii avaliados. Os sintomas de doenca
causados pelo isolado IBSBF 2323 de P. cichorii nos genétipos AF 2521, 11771 e 11188 estao
ilustrados na Figura 3.

Até o momento nao se tinha o conhecimento de cultivares de tomateiro com niveis de
resisténcia a P. cichorii. A identificagdo de gendtipos com altos niveis de resisténcia a este
patégeno ¢é importante, pois, potencialmente podem ser utilizados em programas de
melhoramento genético de tomateiro, visando a incorporacdo de genes de resisténcia a P.

cichorii.
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Tabela 1. Reacdo de diferentes plantas hospedeiras de Pseudomonas cichorii inoculadas com isolados
de tomateiro (IBSBF 2323) e de girassol (GIR-1).
Hospedeira IBSBF 2323 GIR-1

Abobrinha (Cucurbita pepo var. CAC Melhorada) - -
Alface (Lactuca sativa cv. Elisa) - -
Beldroega (Portulaca oleracea) + +
Berinjela (Solanum melongena hibrido Napoli) - -
Beterraba (Beta vulgaris hibrido Kestrel) - -
Couve-brécolo (Brassica oleracea var. italica cv.

Precoce Piracicaba Verio)

Cenoura (Daucus carota cv. Brasilia) - -
Datura (Datura stramonium) + +
Girassol (Helianthus annuus var. Sunbright) + +
Fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) - -
Ji16 (Solanum gilo cv. Morro Grande) - -
Melao (Cucumis melo cv. CAC Melhorado) - -
Pepino (Cucumis sativus cv. Rubi) - -
Petinia (Petiinia sp.) - -
Pimentdo (Capsicum annuum cv. Magda) + -
Rabanete (Raphanus sativus cv. Juliette) - -
Repolho (Brassica oleracea hibrido Fuyutoyo) - -
Rucula (Eruca sativa cv. Folha Larga) - -
Salsa (Petroselinum sativum var. Lisa Preferida) - -
Tomate (Lycopersicum esculentum cv. Santa Clara) + -

+ = presencga de sintomas - = auséncia de sintomas

Tabela 2. Reacdo de diferentes plantas hospedeiras de Pseudomonas cichorii inoculadas com dois
isolados de tomateiro (IBSBF 2309 e IBSBF 2323).

Hospedeira IBSBF 2309 IBSBF 2323
Alface (Lactuca sativa cv. Elisa) - -
Beldroega (Portulaca oleracea) + +
Datura (Datura stramonium) + +

Fumo (Nicotiana tabacum var. Xanthi) - -
Girassol (Helianthus annuus var. Sunbright) + +
Pettnia (Petiinia sp.) - -
Pimentdo (Capsicum annuum cv. Magda) + +

Tomate (Lycopersicum esculentum cv. Santa Clara) + +

+ = presenca de sintomas - = auséncia de sintomas
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Tabela 3. Severidade da doenca em vinte e oito gendtipos de tomateiro inoculados com os
isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de Pseudomonas cichorii, aos cinco dias apds a

inoculagdo.

Genotipos IBSBF 2309 IBSBF 2323 Média
AF 11770 2,50 1,93 2,22
AF 11768 1,56 1,43 1,50
AF 11764 1,81 2,41 2,11
AF 7109* 2,38 2,55 2,47
AF 434 4,25 2,59 3,42
AF 7111 2,56 2,81 2,69
AF 2521 1,44 1,44 1,44
AF 11188 5,00 3,44 4,22
AF 7113 2,75 2,03 2,39
AF 11762 3,69 2,73 3,21
AF 11765 3,27 2,28 2,78
AF 11766 1,31 1,40 1,36
AF 11773 2,13 1,92 2,03
AF 10723 2,50 1,97 2,24
AF 6288 - 2,00 -
AF 11772 1,94 1,84 1,89
AF 11767 3,40 2,86 3,13
AF 11771%* 5,00 2,33 3,67
AF 1104 3,19 3,26 3,18
AF 7115* 3,25 3,47 3,36
AF 7114 4,38 3,47 3,93
AF 229 1,75 1,77 1,76
AF 5719-1* 1,50 1,67 1,59
AF 7112 2,06 1,94 2,00
AF 464 3,06 2,88 2,97
AF 8162 1,19 1,75 1,47
AF 7116%* 3,44 3,13 3,29
AF 7127 2,38 2,68 2,53

* Genotipos portadores do gene de resisténcia Pto a mancha bacteriana pequena do tomateiro,

causado por Pseudomonas syringae pv. tomato.

** Hecala de notas de 1 a 5.
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Tabela 4. Severidade da doenca em oito gendtipos (previamente selecionados) de tomateiro
inoculados com os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de Pseudomonas cichorii, cinco dias
apos a inoculacdo.

Genotipos IBSBF 2309 IBSBF 2323 Média
AF 11768 2,13 1,50 1,82
AF 2521 1,19 1,13 1,16
AF 11766 1,56 1,44 1,50
AF 11772 1,63 1,38 1,50
AF 1104 3,25 2,44 2,85
AF 229 1,56 1,25 1,41
AF 5719-1* 2,00 1,31 1,66
AF 8162 2,00 1,31 1,66

* Gendtipo portador do gene de resisténcia Pfo a mancha bacteriana pequena do tomateiro, causada por
Pseudomonas syringae pv. tomato.

** Hecala de notas de 1 a 5.



47

Figura 1. Escala de notas de severidade da doenca: A- notal; B- nota 2; C- nota 3; D- nota 4 e E- nota 5.

Figura 2. Sintomas causados pelo isolado IBSBF 2309 de P. cichorii em: A- datura; B- beldroega; C- girassol; D-
pimentdo e E- tomate.

Figura 3: Sintomas da doenga causados pelo isolado IBSBF 2323 de P. cichorii: A- AF 2521; B- AF 11771 e C- AF 11188
(suscetivel) e D- AF 2521 (resistente).
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4. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho:

a) Os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 sao identificados como
Pseudomonas cichorii, sendo este o primeiro relato desta bactéria em tomateiro no Estado de

Sao Paulo e possivelmente no pais;

b) Os isolados IBSBF 2309 e IBSBF 2323 de P. cichorii, obtidos de
tomateiro, foram patogénicos i beldroega e a datura. E a primeira vez que essas plantas

daninhas sdo relatadas como hospedeiras de P. cichorii no Brasil.

¢) Os gendtipos AF 11768, AF 11764, AF 2521, AF 11766, AF 11772,
AF 229, AF 5719-1 e AF 8162 apresentaram bons niveis de resisténcia a P. cichorii, e
potencialmente podem ser utilizados em programas de melhoramento genético de tomateiro,

visando a incorporagdo de genes de resisténcia a esta bactéria.
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