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RESUMO

Este estudo objetivou a caracterizacio ou a confirmacdo do patovar de diversos
1solados bacterianos patogénicos ac peping, incorporados & Colegfo de Culturas da Seco
de Bacteriologia Fitopatolégica do Instituto Bioldgico (IBSBF) e caracterizados como
Pseudomonas syringae pyv. lachrymans, P. 5. pv. syringae, P. s. pv. tabaci, ou, entdo,
apenas a nivel genérico. Essa caracterizagio foi feita por testes bioquimicos, culturais,
soroldgicos e eletroforéticos.

(s resultados mostraram que apenas a utitizagfo de {estes bioguimicos ¢ culturais
podem ser insuficientes para a caracterizac8o de patovares de bactérias patogénicas ao
pepino, devido a variabilidade natural ocorrida entre os diferentes isolados.

O emprego de reaches sorclégicas de dupla difusdo em agar com antigeno
autoclavado e a eletroforese de proteinas totais em gel de pohacrilamida PAGE/SDS nio
permutiram, também, a diferenciacfo a nivel de patovar entre os isolados empregados
neste estudo.

Os dados obtidos revelaram, ainda, que alguns isolados bacterianos possuem
caracteristicas que nfo permitem enquadrd-los em nenhum dos patovares de
Pseudomonas syringae patogénicos ao pepino.

Os resultados mostraram também que o isolado 1258, que € a estirpe tipo do
patovar lachrymans, possul caracteristicas que diferem da descricio desse patovar,
mostrando 2 necessidade de se redefinir uma oufra estirpe como ncopatotipo de

Pseudomonas syringae pv. lachrymans.
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ABSTRACT

The objective of this study was the characterization or the confirmation of the
pathovar of several bactenal isolates from cucumber that were incorporated in the
Colecdo de Culturas da Sec@io de Bacteriologia Fitopatolégica do Instituto Biologico
(IBSBF) and characterized as Pseudomonas svringae pv. lachrymans, P. 5. pv. syringoe,
P s pv. tabaci or simply as Pseudomonas sp. This characterization was made by
biochemical, cultural, serological and electrophoretical tests.

The results showed that only biochemical and cultural tests can be insufficient for
the characterization of the pathovars of cucumber pathogenic bacteria because of its
natural variability.

The utilization of serological tests with agar double diffusion with heat-treated
cells and the electrophoresis by PAGE/SDS with total proteins were not sufficient for the
differentiation among the isolates tested in this study.

It was observed that some isolates have distinet characteristics of the pathovars of
Pseudomonas syringae pathogenic to cucumber,

It was also possible to verify that the isolate 1258, the representative strain for
the ?é%:hé?a? '?&ckry}mfés; has different characteristics from ..%;ﬁe”ééisér.i.pﬁéﬁ of this
pathovar, confirming the necessity of a redefinition of another strain as neopathotype for

Pseudomonas syringae pv, lachrymans,



1-INTRODUCAOD

No Brasil, a cultura de olericolas, que inclui espécies de hortalicas, ¢ considerada
a segunda maior produgdio nacional em termos de valores, ocupando hoje uma drea
aproximada de 600 mil hectares (ha), produzinde 10 milh8es de toneladas (1), num valor
estimado em USS$ 2 bithdes. Como mostra a TABELA 1, a produgfo de hortaligas ocupa
a quinta posicdo no “ranking” de producio agricola nacional (MAKISHIMA, 1996),
quando comparada com outras culturas de grande importdncia no pais {cana-de-agtcar,

mitho, arroz, laranja, soja, mandioca, café, feijdo, trigo).

TABELA 1. Participaciie das hortalicas na Producio Agricola de Brasii®

Hspécie Area Colhida Producio Obtida Valor da Producéo
1000 ha 1000 ¢ Cr$ 1.000.000
Cana 4210 260 887 1471693
Hortalicas 643 (10°%%) 9.828 (59 1.040.785 (2%
Milho 13.063 23.624 1.001.780
Arroz 4.121 9.488 800.505
Laranja 863 2.556 713.883
Soija 9616 14.937 728.082
Mandioca 1.944 25537 707.792
Cafe 2.763 3.040 686.286
Feijéo 5433 2.744 441758
T S R Y S5 ey

{*) Adaptado de MAKISHIMA, 1996

{**) Posigio em relagfio aos outros produtos
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Especialmente nos Estados de S8 Paule, Rio Grande do Sul ¢ Minas Gerais, a
produciic de hortalicas constitul afividade importante para atender a grande procura
desses produtos “in matwra” € para a mdustrializagio (CAMARGO, 1992} Entre as
espécies de hortaligas, verifica-se que a cultura de pepino vem se expandindo a cada ano.
Em 1991, a produgéio total no Estado de S8o Paulo foi de 39.602 {, em 1995, de 51.249 ¢,
ocupando uma area de 1.325 ha e, em 1996, 2 producio aumentou para 61.650 ¢, em uma
area de 1.594 ha, segundo dados obtidos no Instituto de Economia Agricola do Estado de
S8o Paulo (LEA)), sendo gue o prego médic do pepine no Estado de S3o Paulo
(CEAGESP), no ano de 1995, foi de R8260,00/t. [CAMARGO F° , W. P. Comunicacio
informal. 1996, (Av. Miguel Stéfano, 3900 - Agua Funda, CEP 04301-903 S3o Paulo, SP
Fax: 011- 2764062}, Instituto de Economia Agricolal.

A produgiio de pepino ¢ preiudicada por varias doencas, causadas por diferentes
patbgenos, que afetam a sua cultura, no Brasil. Das doengas, a mais importanie ¢
frequente € a bacteniana, causada por FPseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith &
Bryan) Young, Dye & Wilkie 1978, causando a mancha angular, embora a mancha
bacteriana do pepmo, causada por Xanthomonas campestris pv. cucurbifae, a podridio
bacteriana, causada por Zrwinia carotovora subsp. caroiovora, o fogo selvagem, causado
por Pseudomonas syringae pv. tabaci € a murcha bacteriana, causada por Ralstonia
solangcearwm, também ocorram em nosso pals (MARQUES, ROBBS, BOITEUX et al|
1994). Us danos causados por P. 5. pv. Jachrymans sio mais acentuados nas culturas de
pepine, embora a bactéria possa infectar outras cucurbitdceas. Fsses prejuizos ocorrem
principalmentie quando hd ocorréncia de chuvas prolongadas e temperaturas elevadas,

podendo destruir completamente a culiura (GALLL TOKESHI, CARVALHG et al., 1968;
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PINTO, CRUZ FILHO, 1985). Muitos frutos desenvolvem-se deformados, reduzindo
significativamente a safra desta cultura (DESSERT, BAKER, FOBES, 1982).

MNos ultimos anos tem se observado a ocorréncia de plantas de pepino com
infecgc bacteriana, caracterizadas por lesdes angulares nas folhas. Alguns isolamentos,
realizados 2 partir de materiais com essa sintomatologia, enfretanto, resultaram em
bactérias com caracteristicas bioquimicas e culturais diferentes daquelas descritas para 7.
5. pv. lachrymans.

Em vista da importidncia econdmica que a cultura do pepino representa para ¢
Estadc de 530 Paulo e em virtude dos prejuizos que os patégenos bacterianos vEm
ocasionando, objetivou-se identificar e/ou confirmar a classificagio desses isolados,
mantidos na Coleglio de Culturas da Secfio de Bacteriologia Fitopatolégica do Instituto
Biologico (IBSBF) e provenientes de plantas de pepino (Cucumis sativus L.), de fumo
(Nicotiana tabacum) e de “lilac” (Syringe vudgaris), através de testes bioguimicos,

culturass, de patogenicidade, sorologicos e eletroforéticos.



2-REVISAQ DE LITERATURA
2.1. Diferenciaciio de espéeies fitopatogénicas de Pseudomonas fluorescentes

As bactenas fitopatogénicas do género Pseudomonas apresentam as seguintes
caracteristicas: sfo gquimiorganotroficas com metabolismo respiratério, nunca
fermentativo. O oxigénio ¢ o aceptor de elétrons, mas algumas espécies podem
denitrificar usando o nitrato como um aceptor alternativo e respirar anacrobicamente.
Catalase positiva, sendo a maioria oxidase positiva, mas alguns importantes patégenos de
plantas sdo oxidase negativos. Nio produzem xanthomonading. A maioria nfo cresce em
condigdes de pH 4.5 (BRADBURY, 1986; HOLT, KRIEG, SNEATH, 1994),

As Pseudomonas ﬁtopategénicas podem ser separadas em dois grandes grupos:
aquelas que nlo produzem pigmento fluorescente em meio de cultura apropriado € as que
produzem.

Atualmente, existem 19 espécies de Pseudomonas fitopatogénicas, onde 11 sfio
fluorescentes. A P. syringae, que ¢ fluorescente, abrange 51 patovares diferentes
(YOUNG, SADDLER, TAKIKAWA et al | 1996).

As reagbes sorologicas, em adicfio a métodos de estudos morfoldgicos e

.Eiéqﬁmibé;s; tambem ééé. iﬁzﬁéﬁa‘nﬁéé .;}iaré. é.ﬁden‘i:.é.ﬁcégé,o e éléésiﬁlcaééo. dﬁs m.err.lb.r@s”
do género Pseudomonas (FRIEDMAN, 1953).

Dentre os testes soroldgicos utilizados para se caracterizar a diferenciagfo enire
cepas do mesmo organismo, o teste de dupla difusfo em gel de agar (DDA),
desenvolvide por OUCHTERLONY (1938), tem sido considerado bastante eficients

(SCHAAD, 1979).



LELLIOTT, BILLING, HAYWARD (1966) propuseram o emprego de alguns
testes para diferenciagfo das FPseudomonas fitopatogénicas fluorescentes, a nivel
especifico. Dentre eles, os mais importantes so a produgfo de levan, o teste da oxidase,
o ieste de podridio da batata, a2 presenca de arginina-dihidrolase e o teste da
hipersensibilidade em folha de fumo (que formam os testes LOPAT). O levan ou poli-
frutose € uma substdncia encontrada na capsula bacteriana, que € produzida pela enzima
levan-sacarase. Esta enzima € sintetizada pela maiornia das Fseudomonas fluorescenies
que usam a sacarose como fonte de carbono, sendo o resultado positivo caracterizado por
coldnias que assumem a forma abobadada (FAHY, HAYWARD, 1983). No teste de
oxidase, verifica-se a presenga do citocromo C (oxidase positiva) na cadeia respiratoria
(LELLIOTT, STEAD, 1987); no teste da podriddo mole em batata, é detectada a presenca
de enzimas que degradam substincias pécticas da lamela média e parede celular,
causando, assim, a podriddoe mole em batata, que ¢ caracterizada pela decomposiclio do
tecido noculado (KLEMENT, 1990). A enzima arginina dihidrolase permite que certas
Psewdomonas cresgam em condigles anaerdbicas, uttlizando a degradacio da arginina
para gerar ATP, envolvendo, assim, mudancas no pH do meio, sendo considerados

positivos os isolados que ocasionam mudanga na cor do meio de amarelo para rdseo-

‘avermelhado e, negativos, aqueles cuja cor ndo se altera (THORNLEY, 1960). As

bactérias fitopatogénicas do género Pseudomonas geralmente induzem uma resposta de
hipersensibilidade, quando inoculadas em tecido de planta nfo-hospedeira. Esse teste
serve para diferenciar as bactérias patogénicas daquelas nfio patogénicas, sem a
necessidade de inoculagfio em hospedeiro homologo, € com resposta rapida. A reagiio de

hipersensibilidade positiva € caracterizada por um rapido colapso € anasarca do tecido



inoculado em 24-48 horas, seguido de uma necrose seca e amarronzada do tecido

anasarcado em até wés dias (LELLIOTT, STEAD, 1987).

2.2. O emprego do termeo patovar

Com a adogfo, a partir de 1980, do termo patovar para a separacio de baciérias a
nivel infrasubespecifico, a antiga espéeie P. lachrymoans foi reclassificada como um
patovar de I’ syringae.

(O termo patovar ¢ defimido como a diferenciaclc de isolados, a nivel
infrasubespecifico, baseado na patogenicidade a uma ou mais de uma planta hospedeira
(LAPAGE, SNEATH, LESSEL et al., 1975, YOUNG, DYE, BRADBURY et al., 197%;
SNEATH, 1992). Patovar, portanto, ¢ um taxon abaixo de subespécie, distinto de outros,

(Imente por caracteristicas de

pertencentes 4 mesma espécie ou subespécie, pri
patogenicidade, tanto na faixa de hospedeiros, como pela sinfomatologia apresentada
(BRADBURY, 1982).

Esta classificacdo em patovar nfo exclul recomhecimento de diferencas
bioquimicas, sorologicas ou outras caracteristicas além da patogenicidade, mas essas

diferengas tém menor significAncia em comparagdo com a patogenicidade (DYE,

i gURY GOTO 3‘{31,}98{33 YO‘{}N(}} BRADBWY,DAVB@{@ gggz}, Senéo

seriam suficientes para elevagfo do microrganismo 4 subespécie ou mesmo espécie
(BRADBURY, 1982). A estirpe bacteriana sobre a qual foi baseada a criago do patovar
¢ referida como patotipo ou estirpe tipo (DYE, BRADBURY, GOTO et al., 1980;

YOUNG, DYE, BRADBURY et al, 1978, YOUNG, BRADBURY, DAVIS et al,, 1991).



O termo patovar £ O seu correto emprego tem implicagles na prescricfio de
quarentena de planias, bem como em introdugles de materiais vegetais, estando
associado 2 determinaclic da viruléncia do patégeno, 4 designagBo do patotipo e ac

relacionamento com outras caracteristicas Infrasubespecificas (ERCOLANI, 1987}

2.3. Aspectos gerais sobre P. 5. pv. lachrymans

A mancha angular ¢ comhecida nos Estados Unidos (EUA), em cultwiz de
pepino, desde o principio do século (BURGUER, 1913), tendo sido o agente etiolbgico
descrito por SMITH & BRYAN (1915}, Posteriormente, esse patdgeno passou por vanas
reclassificacdes, sendo atualmente designado como P. 5. pv. lachrymans (Smith & Bryan)
Young, Dye e Wilkie, 1978,

A primeira descrigio da mancha angular, no Brasil, foi em 1962, em uma
plantacio de pepino em Piracicaba, Estado de S#o Panlo {TOKESHI, GALLL 1962}

Geograficamente, a2 P. 5. pv. lachrymans distribul-se pelos continentes africano,
asigtico, europeu € americano (BRADBURY, 1986). £ um bacilo Gram negativo, com
0.8 x 1-2 . nfio formador de esporo, aerébico, movel com 1 a 5 flagelos potares ¢
capsulada, que faz parte de um importante grupo das Pseudomonas fitopatogénicas.

Em meio nutriente dgar (NA), essa bactéria apresenta as seguintes caracteristicas:
colonias circulares, lisas, pouco elevadas, transparenties, brancas, brithantes, com
margens inteiras. Em NA, contendo 5% de sacarose, as coldnias se torpam mucoides,
brancas, abobadadas, indicando a formacic de levan. B negativa quanto a reacio de
oxidase ¢ quanto a atividade pectolitica em batata. Acido ¢ produzido de glicose, frutose,

manose, galactose e arabinose, mas nfio o & de maltose, glicerol ou de salicina. Acidos



malico e succinico sfo utilizados, mas ndo o latico. O crescimento 0Comre €m mMeios
contendo 3% de NaCl, mas nfio em 4%. A temperatura dtima de crescimento ¢ de 25 2
27 C, sendo o maximo 35° C e o minmmo 1° C. Possui sensibilidade & estreptomicina e
tetraciclina (BRADBURY, 1967; LELLIOTT, BILLING, HAYWARD, 1966).

Para a diferenciacio a nivel de patovar, segundo HILDEBRAND, SCHROTH,
SANDS (1988), sdo realizados os testes quanto & utilizac8io de betaine, adonitol, inositol,
eritritol, L-tartarato, homoserine e D-artarato. Segundo BRADBURY (1986), a bactéria
objeto deste estudo utiliza como fonte de carbono para seu crescimenio o eritritol,
mesoinositol, D-sorbitol, L{+)}tartarato, € nfo usa betaine, DL-homoserine, DL-lactato
nem D{-) tartarato. SCORTICHINI, ROSSI (1995), entretanto, relataram gque podem
ocorrer diferengas bioquimicas entre isolados de P. s. pv. lachrymans, pois apds diversos
subcultivos em meio de cultura, tais isolados apresentaram caracteristicas diferentes,
guando comparados com os resultados obtidos anfes desses repiques, uma vez gue a
célula bacteriana se adapta constantemente ao meio ambiente.

Esse patogeno ataca principalmente as folhas, ramos, peciolos e frutos. Os
sintomas podem variar, de acordo com a espécie e a variedade da cucurbitacea afetada.
Nas folhas, manifesta-se através do aparecimento de pequenas areas de tecido
anasarcado, limitadas pelas nervuras, quando entfio adquirem a forma angular tipica ¢
tomam a cor bronze-amarronzada. Evoluindo os sintomas, o tecido necrosado torna-se de
coloracio cinza, e pode haver coalescéncia de varias manchas, produzindo entfio necrose
de extensas areas no himbo foliar (GALLL TOKESHI, CARVALHO et al., 1968). Com o
avango da doenga, a regifio com lesdes foliares se desidrata e pode cair. LesSes no fruto

frequentemente resultam em manchas e fendas, podendo liberar um exsudato bacterianc



de cor ambar (DESSERT, BAKER, FOBES, 1982}, como também nas hastes e peciolos,
observando-se manchas com a presenga de exsudato bacteriano. Desenvolve-se a
podriddo no fruto se a baciéria penetrar profundamente (BRADBURY, 1967). Em
trabatho realizado por POHRONEZNY, LARSEN, LEBEN (1978), verificou-se gue as
manchas na superficie dos frutos sfo resultantes de expansio lateral das lesdes, causada
pelo patégeno, apts invasiio sistémica do fruto.

O principal veiculo de disseminac@io do patdgeno é constituido pelas sementes
contaminadas, com 0s cotilédones se infectando durante a germinacio. Em plantas e
mudas, a penetracdo pode ocorrer através dos estématos, hidatodios ou por ferimentos.
Nos frutos, ela alcanga a semente, instalando-se no tecido placentario ¢ no funiculo
(BRADBURY, 1967). A penetraciio nas flores e a invas8o sistémica do fruto por 2. s. pv.
lachrymans, constituem possiveis mecanismos pelos quais a bactéria alcanga e contamina
a semente do pepino (POHRONEZNY, LARSEN, EMMATTY, 1977).

Além do pepino, segundo BRADBURY (1986), essa bactéria pode infectar, em
condigBes naturais, diversas outras cucurbitdceas de importdncia econdmica, destacando-
se a abobninha (Cucurbita pepo L.}, a melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum, &
Nakai), o meldo (Cucumis anguira L., C. melo L., C. melo L. var. inodorus) e a abdbora
condensa). Através de inoculagdes artificiais, de acordo com MULLIN, SCHENCK
(1963}, a bacténia pode infectar também outras plantas como tomate (Lycopersicon
esculentum L.), batata (Solamum tuberosum 1.), ervitha (Piswm sativum L)), feijfio

{Phaseolus vuigaris ..} e beterraba {Beta vudgaris 1..).



Existem poucos dados, em literatura, descrevendo os prejuizos econdmicos gue P.
s. pv. lachrymans ocasiona.

Na decada de 60, a mancha angular foi a principal doenga em cultura de pepino
em Wisconsin, EUA (WALKER, CHAND, WADE, 1963) Em 1963, causou
consideravel desfolha em diversos campos comerciais de cultura de melancia, no sul da
Florida, E. U A, acarretando danos econdmicos (HOPKINS, SCHENCK, 1972). Em
melfio, foi relatada em 1977 na Georgia (E.UA) e no ano seguinte, essa doenga foi
responsavel pela destruicBo da maior parte dessa cultura (SOWELL JR., 1981). Em
Israel, esta doenca foi observada pela primeira vez durante o ano de 1963 (VOLCANI,
1964) e, posteriormente, tem sido detectada em cultivo de pepino em plasticultura,
pratica cultural que proporciona condigdes de umidade e de temperatura favordveis para
a infeccdio (KRITZMAN, ZUTRA, 1983).

A capacidade de sobrevivéncia de P. s. pv. lachrymans no sclo, restos de plantas e
na rizosfera de plantas nfo-hospedeiras, foi também estudada, tendo-se verificado que o
patdgeno ¢ um pobre sobrevivente no solo sem irrigag3o. Entretanto, pode persistir por
mais de noventa semanas em solo Gmido, em restos de culturas infectadas (KRITZMAN,
ZUTRA, 1983). A bactéria foi encontrada vidvel em folhas secas, apos dois anos e meio
(BRADBURY, 1967).

No campo, a disseminacio se di principalmente pela 4gua das chuvas
(TOKESHL, GALLIL 1962) ou 4gua de irrigacfo e, provavelmenie, por insetos vetores
(JARVIS, NUTTALL, 1979). No manuseio da cultura também pode-se propagar 2 doenca

de uma plania a outra (BRADBURY, 1967, KRITZMAN, ZUTRA, 1983).
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Como controle da doenga, recomenda-se o uso de cultivares resistentes, rotagéo
de cultura (nfo se cultivando cucurbitdceas na drea por um periodo minimo de dois anos)
e sementes livres do patdégeno. Em casa de vegelacfo, deve-se também conirolar a
umidade e a irrigacio, para evitar a umnidade excessiva nas folhas. Cutras precaucfes que
podem ser uteis, particularmente se a doenga id estiver presente, so o confrole de
possiveis insetos vetores € ¢ manuseio da cultura somente quando as plantas 34 estiverem
secas (BRADBURY, 1967). O tratamento de sementes para a erradicagdo de bactérias
fitopatogénicas geralmente ndo € completamente eficaz. Tratamenios com sais de cloro e
antibidtico(s) podem ser utilizados para eliminar as bactérias da superficie das sementes,
mas nfio sfo eficientes para erradicar as que estfio no seu interior. Poucas sementes
contaminadas podem se constituir em fonte de indculo, provocando a contaminacio do
campo em pouce tempo, em condigdes ambientais favoraveis (LEBEN, 1983}

Uma diagnose correta € o primeiro passo para o estabelecimento de medidas
racionais de controle. Além da caracterizacBo através de testes bioguimicos, culturais e
fisiplogicos, podem ser também empregados testes sorologicos e eletroforéticos.

A técmica sorolégica para identificac@io e classificagio de Psewdomonas
fitopatogénicas tem sido amplamente utilizada. Em estudos realizados por LUCAS,
mesmas foram divididas nos sorotipos I, I e TIL Em outros estudos, LUCAS, GROGAN
(1969a) verificaram que os antigenos testados eram relativamente termo-estdveis e
gspecificos desse patdgeno, uma vez que, sob alta temperatura em Agua destilada

esterilizada, houve a formagfo de um outro componente sororeativo, € o antigeno comum



fol eliminado. Aldm disso, g hidrdlise parcial dos antigenos, por calor a 100° C por 10
minutos em dcido acético 0,1 N, causou quebra similar & produzida pela auntoclave.

LUCAS, GROGAN (1969a) venificaram também que os antigenos de P. syringue
pv. lachrymans iselados eram compostos de lipidios, peptidios e polissacarideos, com
propriedades similares as dos antigenos “0” de outras bactérias Gram-negativas , onde 2
porcio polissacaridica € composta por diferentes monossacarideos. Os antigenos
especificos testados em seus estudos demonstraram ser similares aos antigenos “0”
guanto 4s propriedades fisicas, quimicas e soroldgicas.

O estudo das proteinas constitui uma fonte de informagfo de enorme potencial
para a caracterizacfio, classificac8o e identificacfio de microrganismos. A eletroforese de
proteinas € uma técnica muito sensivel, gue fornece mformacfes validas quanto a
sirnilaridade ou diferenga de cepas a nivel especifico, subespecifico ¢ infrasubespecifico.
A eletroforese com gel de polbiacrilamida de proteinas soluveis de células bacterianas
inteiras, em condigBes adequadas, permite a visualizagdo de bandas que sfo
caracteristicas e Unicas para cada cepa analisada (KERSTERS, 1990).

LUCAS, GROGAN (1969b), em seus estudos, buscaram avaliar as caracteristicas
de patogenicidade e soroldgicas pertinenies a P. s. pv. lachrymans, separando-a em
sorotipos diferentes; HOPKINS, SCHENK (1972) e GALLI, TOKESHI, CARVALHO et
al. (1968) avaliaram as caracteristicas de patogenicidade, biogquimicas ¢ fisiolégicas das
P. 5. pv. lachrymans, SCORTICHINI, ROSSI (1995) verificaram a adaptacio da P. 5. pv.
lachrymans, dentre outras baciérias, no meio de cultura ¢ sua influéncia na utilizaciio de
alguns carboidratos. Na literatura, porém, nfio fo1 encontrado um estudo gue avaliasse 7.

5. pv. lachrymans nos aspectos bioguimicos, fisioldgicos, culturais, eletroforéticos,



soroldgicos e de patogenicidade como neste estudo, onde foi realizada uma analise

abrangente dos isolados pressupostamente de 7. s. pv. lachrvmans.
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3-MATERIAL £ METODOS
3.1. Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios e casa de vegetacfo da Secio
de Bacteriologia Fitopatolégica do Instituto Biolbgico, localizados em Campinas, SP,
sendo que a casa de vegetacio ndo dispunha de controle de umidade e de temperatura.
3.2. Meios de culturs e conpcentracio de indculo

Empregou-se, para isolamento, manutengo e obtencdo de populagdes
bacterianas, o meio de cultura B de King (BK) (KING, WARD, RANEY, 1954) ou
nutriente agar (NA} (LEVINE, 1954},

A partir de coldnias desenvolvidas em meio BK por 72 h a 27° C, foram
preparadas suspensdes bacterianas com Agua destilada esterilizada, com 65% de
transmitdncia (T) e empregadas nos testes de confirmagfio de patogenicidade. A
transmitdncia foi medida em aparetho de espectofotdmetro B295I1 Micronal (Engro),
com comprimento de onda de 520 nanbmetros.

3.3. Isolados bacterianos
Foram empregados 13 isolados bacterianos, provenientes de plantas de pepino

apresentando sintomas de mancha angular, 7 deles caracterizados como P. s pv.

lachrymans. Os restantes, identificados apenas a nivel genérico, mas apreseniando

algumas caracteristicas (bioquimicas e culturais) ndo similares a P. 5. pv. lachrymans.
Além desses, foram empregados quatro isolados de P. 5. pv. fabaci, sendo dois deles
provenienies de pepino, o terceiro, de fumeo e o quarto, origindrio de feijio. Foram
também utilizados dois isolados de P. s. pv. syringae, sendo um deles obtido de “lilac”

(liias) e o outro, de tomate. Esses isolados, que estavam preservados por lofilizacio,
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foram obtidos junio 4 Coleglo de Culturas da Seciio de Bactericlogia Fitopatoldgica do
Instituto Biolégice (IBSBF), encontrando-se relacionados na TABELA 2, na qual se
encontram as informacdes relativas ac numero de acesso, classificaglo, ano de obtengdo,
origem € nmero de acesso a outras colecdes, conforme RODRIGUES NETO (1995),

3.4, Métodos de inoculacio

Foti empregado o método de inoculaglo por pulverizacBo em folhas, sem pressfo,
até o ponto de escorrimento. As plantas ficaram sob condigBes de cmara imida 24 horas
antes da inoculacglo, permanecendo assim até 48 horas apos inoculadas,

Para as inoculacgdes, as planias utilizadas foram semeadas em vasos plasticos de
capacidade de 350 ml, contendo mistura de trés paries de solo argiloso, uma parte de
areia média e uma parte de esterco bovino curtido. As plantas utilizadas foram pepino
verde compndo, da Agroflora Comercial,

As inoculagdes foram realizadas 50 dias apds a semeadura.

3.5, Caracterizagiio ¢ confirmacfo de isolados a nivel especifico e infrasubespecifice

Além de testes de patogenicidade, foram realizados testes culturais, bioquimicos e
fisiologicos com os 1solados j4 relacionados na TABELA 2. Todos esses isolados eram
provenmientes de plantas de pepino (Cucumis sativus 1.}, excetuando-se os de nimero 375
(isolade de Lycopersicon esculentum), 451 {isolado de Syringa vulgaris), 761 (isolado de
Phaseolus vulgaris) ¢ o de nimero 765 (isolado de Nicotiana tabacum). Esses isolados
foram plaqueados em meio BK e incubados por 72 horas a 27° C. A partir desses
isolados, foram realizados cultivos, separadamente, nos diferentes meios de cultura e
inoculagBes nas folhas de pepinos. As avaliagles para os iestes bioguimicos foram

realizadas por um periodo de até 21 dias.
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TABELA 2. Namero de acesso, identificacdio, ano e procedéncia dos isolados de

Pseudomonas syringae utilizados

1" 80880 Hdenuficacio Ano Procedénea rospedeito 1° acesso
IBSBH* NCPPR**
37% FPspv.eyringoe 1952 Tugostavia L.esculentum 878
45 %% Pspvsyringas 1950 Inglaterra 5 vuigaris 281
600 P s pv lachrymany 1986 Registro - 5P o sativas _
736 P5.ov lackyymans 1988 Andpolis - GO C. sativus _
737 P.spv.tabaci NR Jaguariona - SP O satives _
758 FPos.pv.tabaci NR Jaguariana - SP C. sativis _
761 FP.s.pv.tabaci 1973 Brasi) P vulgaris 2617
TG5%FS FP.s.pvrabaci NR NR . tabacwm -
784 P.apviochrymans 1990 Jaguariuna - 5P C. sativas _
961 FPseudomonas sp. 1992 Taguai - SP . sativus _
1014 Prewdomonas sp. 1993 Indaiatuba - SF O sativus _
1016 Fseudomoneas sp. 1693 Indaiatuba - 5P O sadivus _
1063 Pseudomonas sp. 1994 Indaiatubs - SP . sativus _
1064 Psendomonas sp. 1994 Indaiatoba - SP . sativus _
1063 FPseudomonas sp. 1994 indaiatuba - 5P O sativus _
1233 Pos.pv.lackrymons 1596 Sumaré - SP . sarivis _
1256 Pospvilachrymans MR Inglaterra . sativus 3544

TUYZBEEERTL PR JdeRFmGHS TGRSy R IAT U Csafves 53T
1239 Pospviachrymans 1858 Hungria C. sativas 1425

NE = ndo relacionado.

* Colecio de Culturas do Instituto Biologico, Seclo de Bactericlogia Fitopatologica.

** Mational Collection of Plant Pathogenic Bacteria,

*** BEgtirpe {ipo.



Como caracteristicas culturais foram avaliados o fipo de crescimento, a forma, a
coloracdo e a fluorescéneia das colbnias em placas de Peiri contendo meio BK. As
incubagdes foram fertas a 27° C por 48-72 horas.

Levan: culturas de Psewdomongs foram semesadas em nutriente Agar,
suplementado com 5% de sacarose ¢ incubadas a 27° C (LELLIOTT, BILLING,
HAYWARD, 1966), para se cbservar a produgo ou nio de levan, sendo considerado o
resnitado positivo quando as colénias assumiram a forma abobadada.

Teste da oxidase: foi empregado o método de Kovacs (KOVACS, 1956), que
consistiu na embebicdo de tiras de papel de filtro Whatman n° 1 em solugfio agquosa de N,
N dimetil - p - fenilenodiamina diidrocloreto a 1%. Espalhou-se, com o auxilio de alca de
platina, o crescimento bacterianc com 48 horas sobre a regifio umedecida, sendo o
resultado considerado positivo quando da ocorréneia da cor plrpura sobre o papel de
filiro, num intervalo de 5 a 10 segundos.

Podriddo em batata: tubérculos de batata foram lavados em 4gua e sabfio; em
seguida, expostos superficialmente ao dlcool 70% e flambados. Os tubéreulos foram
descascados, seccionados na forma de discos e colocados em placas de Petri previamente
esterifizadas (LELLIOTT, BILLING, HAYWARD, 1966). Esses discos de batata foram
' inoculados pé)r' picada, com culturas de Pseudomonas com 48 her.asy crescidas em meio
BK sélido, ¢ colocadas para incubagBo a 27°C. Os resultados foram observados apds 24
horas, verificando-se a ocorréncia ou ndie de podridio mole, sendo o resultado
considerado positivo quando houve decomposicio do tecido inoculado.

Teste de argimna dibidrolase: culturas de 48 horas de idade foram transferidas,

com fio de platina, para meio semi-sélido de Thomley, contido em tubos de ensaio. Para



cada isolado, foram utilizados dois fubos, sendo um deles coberto com dleo mineral
esterilizado, a fim de propiciar condigfes de anaerobiose {THORNLEY, 1960). As
avaliacBes foram realizadas num periodo de até dez dias, sendo considerado resultado
positivo a mudanga de cor do meio para roseg-avermelhado, tanto no tubo nfo coberto
com Gleo maneral, bem como no coberto.

Hipersensibilidade em folha de fumo: foram efetuadas inoculacdes por infiltracio
de suspensdes bacterianas com concentracdes de aproximadamente 10° UFC/ ml, em
folhas de fumo (KLEMENT, FARKAS, LOVREKOVICH, 1964). Considerou-se o
resultado positive, quando da ocorréncia de um rapide colapso e anassarca do tecido
inoculado.

A verificaciio da utilizagfo de carboidratos pelos diferentes isolados testados
neste estudo foi efetuada empregando-se o teste da produgBo de 4cidos a partir de
carboidratos, onde se utilizou o meio basico de Ayers (AYERS, RUPP, JOINSON

1919), acrescentando-se assepticamente, os agicares: adonitol, D{-Jarabinose, celobiose,
D-salicina, eritritol, glicerol, inulina, maltose, mesoinositol, D(-)sorbitol e trehalose, na
concentragdo final de 0,5% . Estes testes s3o normalmente empregados para
diferenciag@io de isolados de P. syringae a nivel infrasubespecifico. A utilizacfio do
aclicar resulta na acidificacgo do meio, com a mudanga do indicador para a cor amarela.
Da mesma maneira, o teste quanto 4 utilizaglo de 4cidos orgnicos e aminodcidos,
também utilizou o meio bdsico de Ayers, acrescentando-se, na concentragdo final de
0,2% , os seguintes acidos orgénicos, na forma de sais so0dicos e aminoacidos: benzoato,

D(-tartarato, Di-lactato, gluconato, 1({+) tartarato, malonato, succinato; betaine, DL-

homoserine, L-glutamina, L-lisina, L-omitina e L-valina. Neste teste, a utilizacfio dos



compostos resulta na alcalimzacBo do meio, sendo o resultado positivo visualizado
guando o indicador muda para a cor azul.

A hidrélise da gelatina foi avaliada seguindo metodologia de LELLIOTT, STEAD
(1987), onde o resultado foi considerado pesitive quando o meio permaneceu liguido,
mesmo apos resfnado, indicando atividade enzimatica.

Os testes realizados neste estudo foram escolhidos por estarem citados como
diferenciais dos patovares relacionados por BRADBURY (1967, 1986), YOUNG,
TRIGGS (1994) ¢ HILDEBRAND, SCHROTH, SANDS (1588).

3.6. Sorologia
3.6.1. Obtencéo do antigeno imunizante

Para a obtencfio de antigenos foram utilizados, separadamente, os isclados 961 ¢
1258. A escotha desses isolados foi devido ao fato de o isolado 1258 ser a estirpe tipo de
P.os. pv. luchrymans, € o isolado 961 nfio ter se enquadrado, em testes bioguimicos
preliminares, como . 5. pv. lachrymans. Seguindo metodologia de DE BOER, SCHAAD
(1990) com modificagBes, os 1solados foram cultivados em meio BX e, apds 72 horas,
coletou-se uma algada do crescimento bacteriano, que foi homogeneizado ¢ lavado por
trés vezes com solugfo salina (NaCl a 0,85%) por centrifugagio (14.000 g/ 3 min),
ressuspendendo-se o sedimento, até uma éoncenérég:éﬁ préxima a 10° UFC/ml. Foram
coletados 0.4 ml dessas suspensfes ¢ emulsionados com igual volume (0.4 ml) de

adjuvante de Freund completo, constituindo-se no antigeno para a imunizagio.



20

3.6.2, Obiencio dos antissores

Os antissoros (AS) foram obtidos de coelhos da raga Nova Zeldndia, com peso
aproximado de 2,5 Kg. Anteriormente 4 primeira imunizacdo, foi realizada uma sangria
para se obter ¢ soro normal

Os coelhos foram imunizados através de injegSes de antigenos (conforme ftem
3.6.1), nas duas aplicagdes iniciais, via linfonédule (OLIVEIRA, 1973) Posteriormente,
foram realizadas quatro imunizaces por via endovenosa na quantidade de 0.4 mil de
suspensio 10° UFC/mi, mas sem ¢ uso de adjuvante. Essas imunizacdes foram efetuadas
em intervalos de quinze dias.

Os antissoros foram obtidos por sangrias na veia marginal da orelha. sendo o
sangue coletado deixado 4 temperatura ambiente por uma hota para a separagio do
coagulo. O soro foi obtido pela centrifugaciio a 15.000 g por 3 min e, apds,
acondicionado em tfubos plasticos ¢ mantidos a -20° C.

Foram também utilizados, para fins de comparacfo, antissoros dos isolados 375
(P. s pv. syringae) ¢ 761 (P. 5. pv. fabaci), obtidos junto a soroteca da Sec¢lo de
Bacteriologia Fitopatologica do Instituto Biologico.

3.6.3. Preparo dos antigenos para as reacdes sorolagicas

Os .a.nﬁgeﬁﬁ:s. autoclavados dos 17 isolados éxh;ﬁiégjaéés. neste éSﬁEd{} .fer.a;m
preparados seguindo a téenmica descrita por DE BOER, SCHAAD (1990), com
modificacfes. As culiuras bacterianas foram lavadas com tampdo salina fosfatado (PBS)

0,01 M pH 7.2 e autoclavadas a 121° C por 20 minutos.
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3.6.4. Testes de dupla difusiio em dpar

(O teste de dupla difusdo em dgar (OUCHTERLONY, 1958) fo1 realizado em agar
a 1% em tampéo fosfato 0,01M pH 7.2 ¢ distribuido em aliguotas de 3 ml sobre 14minas
de microscopia. Os antissoros ¢ antigenos foram distribuidos nos orificios feitos em
lamina, com o aparelho furagar (LEITE, OLIVEIRA, 1975} ¢ as 1aminas foram mantidas
em cédmara Omida até a observagio dos resultados, com avaliacfo imciada apos 24 horas
da realizac8o dos testes, até se completarem 96 horas,
3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédie (PAGE/SDS)
3.7.1. Preparo das amostras

Baseado na metodologia de JACKMAN (1985) com modificages, foi coletada
uma algada do crescimento bactenano em BK (27°C/72 h), e apds a pesagem, fez-se uma
diluico com tampio de amostra, seguindo-se a proporglio: 1 mg peso bacteriano / 7.5 pl
tampio de amostra (APENDICE 7.2). A mistura homogeneizada foi fervida por 5
minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a 14.000 g por 6 minutos. Descartou-se
o precipitado e o liquido sobrenadante fo1 armazenado a -20° C, até a ocasido dos testes.
3.7.2. Preparo de gel de poliacrilamida

As eletroforeses foram realizadas seguindo-se metodologia descrita por
KERSTERS (1990), empregando-se o sistema descontinuo ¢ denaturante. Foram
utilizadas placas verticais, com gel na concentragio de 10% (APENDICE 7.2). Apés a
polimerizag#o, as amostras foram colocadas no gel, juntamente com um padriio de peso
molecular SIGMA MW-SDS-70 (proteinas com 14, 18, 24, 34, 45 ¢ 66 KDaj ou com o
padrio de peso molecular BRL Protein Ladder {proteinas com 10, 20, 30, 40, 50, 80, 70,

80, 90, 100, 110 ¢ 120 KDa). As comdas foram feitas a 140 V, por um periodo
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aproximado de 150 min. Terminadas as corridas, os géis foram fixados numa solucio de
etanol a 50% e acido acético a 12% ¢ posteriormente corados pele métode da prata
(BLUM, BEIER, GROSS, 1987}, conforme consta no APENDICE 7.3.

Nas eletroforeses realizadas, foram utilizados os isolados 4 identificados como 2.
s. pv. lachrymans, os isolados de Pseudomonas ndo identificados, bem como isolados de

P pv. syringae € P.s. pv. fabaci, para fins de comparagio.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ
4.1. Caracterizacdo ¢ confirmacio de isclados a nivel especifico

Todos os isolados provemientes de pepino apresentaram paiogenicidade ao
hospedeiro homdlogo, provocando sintomas tipicos da mancha angular, similares aqueles
descritos por TOKESHI, GALLI (1962} e por BRADBURY (1967, 1986), inicialmente
como pequenas areas de tecido anasarcadoe limitado pelas nervuras, e, evoluindo,
adquirindo a forma angular. Dssas lesdes tornaram-se necréticas, e em alguns casos,
desprenderam-se do limbo foliar.

Coldnias de todos os isolados foram observadas ao microscopio estereoscépico,
mostrando similaridade, apresentando formato circular, de bordos inteiros e lisos, de
coloragfo creme-acinzentada. O isolado 1259, proveniente da Hungria, mosirou pequena
diferenca em relagdo aos demais quanto ao fempo de crescimento, com as coldnias um
pouco menores do que as demais. Embora haja relatos de ocorréncias de coldnias rugosas
em P. s pv. lachrymans (LUCAS, GROGAN, 1969c), essa caracteristica nfo foi
observada em nenhuma ocasifio no desenvolver dos diferentes testes e repiques
realizados com os isolados empregados neste trabatho.

| ?;\.Ja. TAEELAl es’ié,o .zi'eia.,.c;(.)ﬁadels. .os”;e.s#%édc.).s. é§s ;{ésté;ﬁ .L(;).?AT ; | de
fluorescéncia, efetuados com os dezessete isolados bacterianos empregados neste estudo,
comparando-os com as informagdes sobre patogenos de pepino, pertencentes ao género

Pseudomonas.
Por essa TABELA (3), verifica-se que todos os isolados empregados se

classificaram como periencentes 4 espécie 7. syringae, de acordo com os testes LOPAT
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{levan, oxidase, podriddo de batata, arginina dihidrolase ¢ hipersensibilidade em folha de
fumo). Os isolados 451, 757, 738, 765, 961, 1253, 1256 ¢ 1259 apresentaram
flucrescéncia em meio BK, sob luz UV, A estirpe tipo de P. 5. pv. lackrymans (isolado
1258) e diversas outras, porém, ndo apresentaram fluorescéncia naquelas condigdes. Essa
caracteristica de alguns isolados nfio apresentarem, ou apresentarem pouca fluorescéncia,
¢ relatada para diversos patovares de P. syringae (LELLIOTT, BILLING, HAYWARD,
1966).
4.2. Caracterizacio ¢ confirmacéic de isolados a nivel infrasubespecifico através de
testes bieguimicos

De acordo com BRADBURY (1986), outros patovares de P. syringae, além de
lachrymans, podem infectar o pepino, em condiges naturais, sendo eles os patovares
syringae € tabaci, Tesponsaveis por sintomas semelhantes a0s de 2. 5. pv. lackrymans em
folhas e frutos de pepino. Este fato, de mais de um patovar causar o mesmo tipo de
sintoma, pode tornar necessario o emprego, para diferenciago a nivel infrasubespecifico,
ou seja, a caracterizacio do patovar, de testes bioguimicos, sorclogicos efou
eletroforeticos, complementares ao LOPAT. A P. s pv. dwhaci também pode ser
diferenciada da P. 5. pv. lachrymans pela reacfio das folhas de fumo empregadas nos
 testes de hipersensibilidade. Quando se inocula 2. s. pv. tabact, inicialmente, ocorre uma
reagHo tipica de hipersensibilidade, mas, com o decorrer do tempo, essa bactéria inicia a
colontzagdo dos tecidos, resuliando em doenca. Esta reag@io de patogenicidade,
entretanto, se da apos 4 a 5 dias da inoculagfio.

Na TABELA 4, estio expressos os resultados dos testes de utilizacio de

carboidratos, sais sodicos, aminoacidos e da hidrélise de gelatina.
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Nessa TABELA (4), encontram-se fambém os testes para a diferenciacio dos
patovares lachrymans, syringae € iabaci, que infectam o pepino, verificando-se que os
isolados apresentaram similaridade entre si quanto 2 utilizacfio de adonitol, arabinose,
celobiose, inulina, maltose, irehalose, benzoato, Di{-)salicina, malonato, sucecinato, L-
glutamina, DL-homoserine, L-omitina ¢ L-valina, ou seja, estes tesies ndo sfo de
utilidade para a separaco entre 08 patovares de P. 5. pv. lachrymans, P. s, pv. tabacie P.
5. pv. syringae. (Quanto a hidrélise da gelatina houve variabilidade nos resultados, sendo
esta uma caracteristica que néo deve ser utilizada para a caractenzagfio da bactéria em
questiio, apesar de BRADBURY (1986) ¢ HILDEBRAND, SCHROTH, SANDS (1938)
afirmarem que a . s pv. lachrymans hidrolisa a gelatina.

Ainda pela TABELA 4 verifica-se, também, que o isolado 1258, apesar de ser
designado estirpe tpo do patovar Jachrymans, apresentou grandes diferengas em
bioguimismo, com relacfio & descricdo original desse patovar. Estes resultados estdo de
acordo com YOUNG, BRADBURY, DAVIS et al. (1991), que afirmam a necessidade de
substituicdo desse isolado como o representante da estirpe tipo, devido 4 essa
variabilidade. Outros isolados, como os de n® 1256 ¢ 1259, recebidos de Colecfio de
Cultura do exterior como F. 5. pv. Jachrymans, também apresentaram diferencas
 bioquimicas da descrigio desse patovar.

Segundo HILDEBRAND, SCHROTH, SANDS (1988), a P. s. pv. lachrymans nio
utiliza adonitol, betaine, Di-homoserine, D-tartarato e utiliza L-tartarato. Neste estudo os
isolados 1063, 1064 ¢ 1065 reproduziram tais resultados, perfazendo dados adicionais

que os enquadrem ao patovar lachrymans.
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Pela TABELA 4 wvenfica-se, ainda, que os isolados 1063, 1064 ¢ 1063,
empregados neste  estudo, ¢ que nfo haviam sido ainds caracterizados
infrasubespecificamente, apresentaram resultados similares aos de P. 5. pv. lachrymans .
Os isolados 961, 1014 ¢ 1016, no entanto, ndo se enquadraram nesta classificagio.

Pequenas variagles em resultados dos testes bioquimicos podem ser explicadas
por diferengas no meio basal empregado, caracteristica que pode interferir nos resultados
(DYE, 1968), ou por alteragbes no comportamento do isolado, em decorréncia de
repigues, como observado por SCORTICHINI, ROSSI (1995).

Os isolados 961, 1014 ¢ 1016 apresentaram comportamento bastante distinto do
patovar Jachrymans ¢ do patovar syringae. O isolado 961 apreseniou muitas
caracteristicas similares ao patovar fabaci, diferindo apenas quanto a produciio de 4cido a
partir de mesoinositol e D{-)sorbitol. O isolado 1016, porém, foi bastante diferenie dos
trés patovares passiveis de infectarem o pepino. Inoculages em plantas de fumo com os
isolados 961 ¢ 1014, entretanto, produziram apenas reagfo de hipersensibilidade, nfio
permitindo caracteriza-los como P. 5. pv. fabaci. O isolado 1016 colonizou o tecido foliar
do fumo, sem, eniretanto, produzir sintomas caracteristicos do fogo selvagem ou a
producdo de halo clordtico ao redor da 4rea inoculada. Reisolamenio e testes para
caracterizacio confirmaram a patogenieidade do isolado 1016 em fumo.

Nos testes realizados por MISAGHI, GROGAN (1969) com 26 isolados de P. s.
pv. lachrymans, 24 utilizaram o eritritol ¢ o D-sorbitol, o que demonsira que tais
caracteristicas, embora em pequena porceniagem, podem apresentar variabilidade nos

resultados.



(s isolados de n® 600, 736, 784 e 1253, embora 14 estivessem identificados como
F. s pv. lachrymans, também apresentaram variabilidade em algumas caracteristicas. O
isolado 600 apresentou resultado diferente quanto ao mesoinositol e D{-)sorbitol. Os
isolados 736, 784 e 1253 apresentaram diferenca quanto ao eritritol, mesoinositol,
Di{-)sorbito!l e D{-Hartarato. Fssa variabilidade de alguns isolados também fo1 observada
por SCORTICHINI, ROSSI (1995), em seus estudos guanto ao inositol, sorbitol e
gluconato, que afirmam em seu trabalho, que fal vanacfo pode ocorrer devido ao
crescimento bacteriano em meio de cultura (sofrendo sucessivos repiques), o que pode
alterar a capacidade de utilizag8o de carboidratos pela baciéria.

Essa variabilidade bioquimica entre os isolados pode tornar o emprego de testes
bioquimicos insuficiente para caracterizagfo do patovar.

A utilizacfio do L{+) tartarato foi demonstrada pela maioria dos isolados testados,
confirmando os dados de BRADBURY (1986).

Pela TABELA 4 venfica-se que os isolados empregados neste estudo apresentam
variabilidade bioguimica, mesmo aqueles ja anieriormente caracterizados como P, s. pv.
fackrymans, inclusive os isolados 1256, 1258 (estirpe tipo) € 1259, provenientes de
colegdo de cultura do exterior. Ressalta-se, entretanto, que a estirpe tipo de F. 5. pv.

como ndo representativa do patovar.



4.3. Caracterizacio ¢ confirmac@o de isolados a nivel infrasubespecifico através de
testes eletroforéticos e sorolbgicos

Wa FIGURA 1 estic apresentados os resultados dos perfis eletroforéticos
comparativos enire 1solados de 7. 5. pv. syringae (451, P s. pv. lachrymans (1258}, P s.
pyv. tabaci (757, 758 € 765) ¢ o isolado 961. Por essa FIGURA, verifica-se que as anglises
de proteinas totais por PAGE/SDS ndo permitiram a diferenciagiio entre os patovares
citados, todos os trés potencialmente patogénicos ao pepino. Foram observadas variagdes
no perfil proteico entre esses 1rés patovares, como também foram verificadas diferencas
na intensidade de algumas bandas proteicas enire patovares de . s. pv. lachrymans. Em
nenhum dos patovares avaliados foi possivel a detecglo de banda(s) que pudesse(m) ser
considerada(s} como bandas marcadoras para patovar.

Na FIGURA 2 estfio apresentados os perfis eletroforéticos comparativos enire os
isolados de 7. 5. pv. lachrymans, incluindo a estirpe tipo (1258), bem como todos
isolados identificados apenas genericamente. Nessa FIGURA sfo observadas variacBes,
tanto entre as estirpes caracterizadas como F. s. pv. lachrymans, como enire os 1solados
de P. syringae jA anteriormente caracterizados apenas a nivel genérico,

As diferencas detectadas entre e intra-patovar nfo foram suficientemente claras
para possibilifar a separacio das estirpes iestadas em seus respectivos patovares. Ha
ainda qgue se considerar gue variacBes no perfil de proteinas fotais em PAGE/SDS podem
ocorrer, principalmente como consequéneia de diferencas relacionadas 4 origem
geografica das estirpes, da metodologia de extracio ¢ do preparo das amostras. O isolado

1016, que apresentou patogenicidade ao fumo, ndo reagiu sorologicamente com nenhum
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dos antissoros empregados, sugerindo, portanto, ndo se tratar do patovar febaci ou entdo
pertencer g oulro sorogrupo.

Evidentemente que dentro de uma mesma espécie bacteriana - Pseudomonas
syringae, o perfil de proteinas totais por PAGE/SDS deve apresentar alto grau de
similaridade. Essa similaridade constitui uma explicacio para a nflo diferenciaciio das
gstirpes testadas com o emprego de proteinas totais. Os dados obtidos nos testes
cletroforéticos mostram que ha a necessidade da extracio de fragles proteicas
purificadas. Além disso, seria conveniente a analise de um maior nitmero de isclados dos
patovares syringae ¢ fabaci.

(s resultados dos testes soroldgices de DDA (TABELA 5) entre os patovares de
P. syringae patogénicos ac pepino {Jachrvmans, syringae © tabaciy e aqueles isolados
identificados apenas especificamente, também nfo permitiram a separagfo de tais
estirpes a niveis infra-especificos.

O antissoro 961 reagiu com os patovares syringae ¢ tabaci, além da reacdo
homéloga. O antissoro 1258 (estirpe tipo) reagiu com os isolados dos patovares syringae
¢ {abaci, mas ndo reagiu com a estirpe 961

Estes resultados mostram, também, que para testes soroldgicos, seria conveniente

a utilizagio de proteinas purificadas, exiraidas da membrana bacteriana. Ha dados na

literatura (AZAD, SCHAAD, 1988) os quais mostram que profeinas do complexo
proteico da membrana (CPM) podem ser utilizadas na diferenciacio de patovares de
Kanthomonas franslucens. A extragio de CPM dos isolados de P. syringae patogénicos
a0 pepino ¢ dos outros patovares (syringae ¢ fabaci), que também infectam plantas de

pepino ¢ a utilizagio dessas proteinas em testes sorologicos e PAGE/SDS, provavelmente
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possam auxiliar na identificacio daquelas estirpes de P. syringee originarias de pepino,
cuja identificagdo a nivel de patovar nfio seja possivel por meio dos testes bioguimicos,
fisiologicos e de patogenicidade.

(s dados de sorologia e PAGE/SDS, obtidos no presente irabalho,
complementam-se ¢ mostram que estirpes de £ syringue isoladas de pepino ndo sdo
faciimente diferencidveis, seja atraveés de testes rotineiros, ou por meio de metodologias
mais precisas. B oportuno registrar que, nos testes bioquimicos, para a diferenciagio de
patovares de F. syringae também foram observadas variagdes e a propria estirpe tipo de
F. 5. pv. lachrymans nfo fo1 enguadrada dentro do patovar lachrymans, quando se
utilizou o sistema de diferenciagiio proposto por BRADBURY (1967, 1986);

HILDEBRAND, SCHROTH, SANDS (1988) e YOUNG, TRIGGS (1994).



5. CONCLUSOES

Através da verificaciio dos resuliados apresentados neste trabalho, puderam ser

obtidas as seguintes conclusfes:

i- Somente os festes bioguimicos podem ser insuficientes para a caracterizagdc e

confirmacio do patovar dos isolados empregados.

2- A wutilizagfio de reagbes soroldgicas de dupla difusSo em agar com antigenos
autoclavados ¢ a t€cnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sédio (PAGE/SDS) de proteinas totais, nfo permitem a diferenciacio entre os patovares

syringue, tabaci e lachrymans de Pseudomonas syringae, todos patogénicos ao pepino.

3~ Devido as diferencas entre os resultados obtidos com a estirpe tipo de P 5. pv.
fachrymans e a descriglo desse patovar, foi comprovada a necessidade de se redefinir

uma outra estirpe como neopatotipo de P s, pv. lachrymans.

4- Os resultados dos testes LOPAT permitiram a caracterizagiic dos isolados 961, 1014

1016 dentro da espécie Pseudomonas syringae.

5~ Os isolados 961, 1014 ¢ 1016 nfio foram enquadrados em nenhum dos patovarss

conhecidos como patogénicos ao pepino,
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7 - APENDICE
7.1. Meios de culturs utilizados:
~ Para isolamento e cultivo

Nutriente-4gar (NA) (LEVINE, 1954)

Peplona ... 5g
EXrato de Carme oo, 3g
MaCl Sg
AT e 15g
Agua destilada ..o 1600mi

Proteosepeplonan®3 20g
KGHPOy e, 1,5¢
MgSOL THY O 1.5g
Glicerol ..., e 10g
AGAT e i5g
Agua destiaga ... 1000ml

o172,



o
Lad

- Para a producio de dcidos de carboidratos, utilizagfio de acidos orglnicos e
aminoacidos

Meio de Ayers (AYERS, RUPP, JOHNSON, 1919)

NHHPO, lg
KO 0,2g
MeSO, THO 0,2g
Azulde bromotimol. ... 0,0016%
Agar (0peional).. ..o oo i2g
Agua destilada. ..o 1000m]}

Os carboidratos, apos esterilizacfio por filtracBo, s8o acrescentados ao meio basal
autoclavado ¢ resfriado a 50°C ¢ a concentracio final dos carboidratos nomeio ¢de 04 a
1%.

OUs acidos orgénicos {geralmente na forma de sais sodicos) ¢ aminoacidos sdo

acrescentados em uma concentragfo de 0.2%.



- Para testar a presenga de arginina-dihidrolase

Meto de Thornley (THORNLEY, 1960}

PEPLOTIZL oo ig
NalCl S¢
ROHPOu 03¢
ABBL e 3g
“Phenol-red”. . 001g
E{+yargimina HCL... 10g
Aguadestilada.... ..., 1000mi

- Para testar a lgquefacio da gelating (LELLIOTT, STEAD, 1987)

Extratode levedo............... 3g
PePIONA. ..o 5¢
Gelatima (BDH Joon 120

Agua destilada. ..o 1000ml
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7.2. Tampdes ¢ géis utilizados (BENEDETTI, 1992}

- (el de resolucio-acrilamida 10%

Misturar;
Acrnilamida + bisacrilamida (30: 0.8 8,3mi
Tris-HCLIMpH &8 9 3mi
SDS 10%. o e 0,25mi
Agnadestilada. ... 5,9ml
Persulfato de amonio 30%........ooii . 1.25mi
Temed e 0,0015ml
- Gel de empacotamento-acrilamida 3,75%
Misturar:
Acrilamida + bisacrilamida............... (,9mi
Trs-HCLIMpH 6,8 ..., $,9mi
SDS 10%.. oo 0,07mi
Agua destilada................................... 4.8ml
Persulfato de amdnio 3%. ... 0,35ml

T o 0,015mi



- Tampio de amostra

Tris-HCI 63mM pH 6,8 ... 0.76g
DS e 2g

2 B-mercaptostanol. ... 5g
SACATOSE. ..ot 10g
Agua destilada. oo, 100mi

- Tampéo do reservatério 10x concentrado

Tris 0,25M. . U 15,14¢
Glicina 1L,92M. e, T2g
SDE 1% 5g
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7.3, Coloracdo por prata (BLUM, BEYER, GROSS, 1987}

Fixar o gel de eletroforese em acido acético 12% + etanol 50%  (soluclic
fixadora) por no minimo 1 hora;

Lavar com etanol 50% por 3 x 20 min.

Tratar com tiossulfato de s6dio (Na,S;04) (0.2g/1) por T min

Lavar com agua destilada 3 x 20 seg.

Tratar com impregnagdo de solucfo de nitrato de prata (AgNO; 0,2%) + 75 ul
formaldeido por 20 seg.

Lavar com 4gua destilada 3 x 20 seg.

Tratar com o lguido revelador:

NapCOs 6g
Naas O Zml
Formaldeido ... 50 ul
AZUB . 100ml

Apos a revelaglio suficiente, colocar em solugfo fixadora, como descrita no inicio

deste item.



