/’ Ministério da Agricultura,

‘ ? Pecuaria e Abastecimento

v

Circular
écnica

T

Brasilia, DF
Novembro, 2007

Autores

Alice M. Quezado-Duval
Eng®. Agré., DSc
Embrapa Hortalicas

C. Postal 218

70359-970 Brasilia-DF
alice @cnph.embrapa.br

Olinda Maria Martins

Eng®. Agre., PhD

Embrapa Recursos
Geneéticos e Biotecnologia

C. Postal 2372

70770-900 Brasilia-DF

olinda @cenargen.embrapa.br

En@a

Hortalicas

ISSN 1415-3033

Necrose da medula: uma
ameaca para o tomate
estaqueado no Brasil

Varias doencas bacterianas podem afetar o tomateiro (Solanum
lycopersicon L.= Lycopersicon esculentum Mill.). Algumas séo de
ocorréncia mais frequentes e, portanto, mais conhecidas pelos produtores

e extensionistas, como a mancha bacteriana, a pinta bacteriana, o talo oco,
0 cancro bacteriano e a murcha bacteriana. A necrose da medula, uma
doenca amplamente relatada nos paises mediterraneos (BUONAURIO et al.,
1993; DEMIR,1990; SCORTICHINI, 1997), por sua vez, é pouco conhecida,
com apenas alguns relatos de ocorréncia no Brasil (RODRIGUES NETO et
al.,1989; MARTINS et al., 1990). Porém, sua importancia para a tomaticultura
nacional ndo deve ser subestimada, devido ao status da praga em outros
paises (JANSE, 2005). A ocorréncia da doenca tem sido associada ao
tomateiro estaqueado, tanto em cultivos protegidos como em campo aberto,
em razao das praticas culturais adotadas que favorecem a disseminacéao do
patdégeno dentro da lavoura.

Nomes da doenca

Tomato pith necrosis (Inglés)

Moelle noir (Francés)

Necrosi del midollo (ltaliano)

Necrose de la moelle (Espanhol)
Stengelmarknekrose der Tomate (Alemao)
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Etiologia

Pseudomonas corrugata Roberts e Scarlett foi
a primeira bactéria fitopatogénica relatada
como agente causal da necrose da medula
(SCARLETT et al., 1978). No entanto, em
alguns paises, a doenca tem sido atribuida
também a algumas Pseudomonas fluorescentes
como P. fluorescens (Trevisan) Migula, P.
viridiflava (Burkholder) Dowson e P. cichorii
(Swingle) Stapp (SAHIN et al., 2005), além de
P. mediterranea, uma espécie recentemente
proposta para uma variante de estirpes de

P. corrugata (CATARA et al., 2002; SAHIN

et al., 2005). P. corrugata, assim como P.
mediterranea, é uma bactéria ndo fluorescente,
aerébica e moével por meio de flagelos polares
multiplos (CATARA et al., 2002). Em meio de
cultura Nutriente-Agar com 5% de glicose,

as colbnias sdo geralmente arredondadas,
chatas, rugosas, podendo ser levemente
rosadas no inicio do crescimento e com o centro
esverdeado a partir de dois dias de cultivo
(Figuras 1A e 1B). Pode ocorrer, ainda, difuséo

de um pigmento amarelo-esverdeado no meio
de cultura (Figuras 1C e 1D) (BRADBURY,
1986).

Hospedeiras

Além do tomateiro, infeccdes naturais de P.
corrugata foram registradas em lavouras de
pimentao (Capsicum annuum L.), em cultivos
protegidos de crisantemo (Chrysanthemum
spp.), ambos na Itélia (SCORTICHINI et al.,
1998; FIORI, 1992) e em viveiros de gerénio
(Geranium spp.) (MAGYAROSY e BUCHANAN,
1995).

Historico e distribuicao da doenca no
mundo

A necrose da medula foi relatada primeiramente
no Reino Unido (SCARLETT et al., 1978).

A doenca afetava tomateiros em estadios

de crescimento mais maduros, causando
descoloracao, necrose e destruicao da medula.
Uma bactéria ndo fluorescente, apresentando
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Fig. 1. Colonias de
Pseudomonas corrugata e
difuséo de pigmento amarelo-
esverdeado em meio de cultura
NA com 5% de glicose. Ae C

- Isolado CNPH 2006-1. B e D

- Isolado-tipo IBSBF 647.
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oxidase positiva, reducao de nitrato, hidrélise de
gelatina, metabolismo oxidativo, utilizacdo de
fontes de carbono, crescimento a 370C e reacéo
de hipersensibilidade em fumo foi identificada
como P. corrugata (SCARLETT et al., 1978). A
bactéria ja foi relatada nos seguintes paises:
Albania, Africa do Sul, Alemanha, Argentina,
Belarus, Brasil, Canada, Dinamarca, Estados
Unidos, Franca, Grécia, india, Israel, Italia,
Japé&o, Lituania, Macedbnia, Paises Baixos,
Nova Zelandia, Noruega, Polbdnia, Portugal,
Reino Unido, Russia, Suécia, Suica, Siria,
Tanzénia e Turquia (JANSE, 2005). A bactéria
foi isolada também de tomate na Espanha e de
pimentao em Tenerife (LOPEZ et al., 1994).

Ocorréncias no Brasil

No Brasil, a necrose da medula foi relatada pela
primeira vez no Estado de S&o Paulo, ocorrendo
em lavouras de tomate estaqueado na regido de
Paulinia (RODRIGUES NETO et al., 1989). Outras
ocorréncias da doenca foram confirmadas no
Estado do Rio Grande do Sul, em diferentes
municipios, tanto em campo, quanto em cultivo
protegido (MARTINS et al., 1990). Em 2006, foi
também constatada a ocorréncia da necrose

da medula no municipio de Goianapolis-GO,

Foto: Agristar do Brasil

em uma lavoura de tomate a campo aberto, sob
sistema de irrigacéo por sulcos (dados nao-
publicados).

Sintomatologia e importancia da
doenca

A necrose da medula inicia-se com uma
clorose nas folhas mais novas que, com a
evolugcao da severidade, toma todo o topo da
planta, que também pode murchar em razao
de necroses na parte inferior (JONES, 1997;
LOPES e QUEZADO-DUVAL, 2005) (Figura
2A). Esses sintomas podem ser confundidos
com os sintomas de outras doencas vasculares
do tomateiro, tais como as fungicas murcha

de fusario (Fusarium oxysporum Schlechtend:
Fr. f.sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder;

H.N. Hans. e murcha de verticilio (Verticillium
spp.) (Figura 3) e as bacterianas, cancro
bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith) Davis et al.), murcha
bacteriana (Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. e talo-oco (Pectobacterium spp.)
(Figura 4). No entanto, algumas caracteristicas
sdo peculiares da necrose da medula e
importantes para a diagnose diferencial:
coloracédo amarela mais generalizada da

Fig. 2. Sintomas causados por Pseudomonas corrugata em tomateiro. A - Amarelecimento das folhas (cor de “gema-de-ovo”).

B - Cavidade provocada pela necrose da medula. C - Escurecimento externo da haste da planta.
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folhagem, que lembra cor de “gema-de-ovo”
(Figura 2A); formacédo de cavidades nas hastes
deixadas pela destruicao da medula (Figura 2B),
que se diferencia dos sintomas de talo oco por
nao ser uma podriddo mole e formacéao profusa
de raizes adventicias. Pode ocorrer, como para
a murcha bacteriana e talo oco, escurecimento
externo na base do caule e nos pontos de
ramificagao (Figura 2C).

Pseudomonas corrugata é considerada um
patdégeno oportunista, assim como as demais
espécies que podem causar a necrose da
medula. No entanto, perdas significativas tém
sido registradas em cultivos de tomate em
alguns paises, especialmente em determinadas
condicdes ambientais propiciadas pelo clima e
pelo sistema de cultivo (CATARA e ALBANESE,
1993; MOURA et al., 2005; SCARLETT et al.,
1978). Experimentos conduzidos em Portugal
mostraram perdas na produc¢éo. Entretanto,
ndo foram observadas diferencgas significativas

entre as espécies P. corrugata e P. mediterranea
(MOURA et al., 2005). Ambas espécies
apresentaram uma reducéo de 0,4 kg por planta
no peso de frutos, classificados como graudos
(= 67mm). A incidéncia de plantas doentes em
infecces naturais em campo tem sido em torno
de 5 a 10% (SCORTICHINI, 1997). Infeccbes
em mudas também ja foram registradas e, neste
caso, causando perdas mais elevadas do que
em infeccdes tardias (SESTO et al., 1996). No
Brasil ndo ha estimativas de perdas.

Variabilidade do patégeno

As primeiras observacdes de variabilidade em P.
corrugata sao as de heterogeneidade fenotipica
(caracteristicas bioquimicas, sorolégicas e
morfologia de coldnias) (SIVERIO et al., 1993).
Isolados coletados em uma mesma casa de
vegetacéo apresentaram diferentes padroes
nutricionais e reacdo com diferentes antissoros
(CATARA et al., 1997). Posteriormente, a

[BANC] OpBZaNY) 82I)y :S0J04

Fig. 3. Sintomatologia comparativa. A -
Murcha de fusario. B - Murcha de verticilio.
C e D - Cortes transversais e longitudinais
das duas doencas, respectivamente. Fotos
A, B e D, cortesia de Ailton Reis.
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existéncia de dois grupos genémicos distintos,
denominados “phenon” A e “phenon” B, foi
evidenciada entre as estirpes (CATARA et

al., 2000). Em 2002, Catara et al. revisaram

a taxonomia da espécie e propuseram que
estirpes “phenon” B fossem classificadas
COomo pertencentes a uma nova espécie, P.
mediterranea. Nestes estudos, as técnicas
moleculares empregadas foram RAPD, REP-
PCR, BOX-PCR, restricao da regiéo intergénica
(ITS) e hibridizacdo DNA-DNA (CATARA et al.,
2002).

No Brasil, a variabilidade genética de isolados
originarios do Rio Grande do Sul e identificados
como P. corrugata foi avaliada utilizando-se
BOX-PCR (MARTINS e COUTO, 2005). Padrdes
distintos foram encontrados entre isolados
obtidos de amostras de tomate cultivado a
campo aberto e aqgueles de cultivo protegido.

Fotos: Alice Quezado Duval

Identificacéao

“Primers” especificos foram obtidos para a
identificac&o das espécies P. corrugata e P.
mediterranea por meio da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Enquanto os iniciadores
PC5/1 (5 CCACAGGACAACATGTCCAC 3)

e PC5/2 (5 CAGGCGCTTTCTGGAACATG

3’) produzem um fragmento de 1.100

pb especificos para isolados de P.

corrugata (Figura 5), o conjunto PC1/1 (5’
GGATATGAGCCAGGTCTTCG 3’) e PC1/2 (5
CGCTCAAGCGCGACTTCAG 8’) produz um
fragmento de 600 pb especifico para isolados
de P. mediterranea. As condigdes da PCR

s80 as mesmas para os dois conjuntos de
iniciadores: um ciclo de 5 min. a 940C seguido
de 30 ciclos de desnaturacao a 940C por 30 s,
pareamento a 620C por 30 s e extenséo a 720C
por 1 min. (CATARA et al., 2002).

Fig. 4. Sintomatologia comparativa. A. Cancro bacteriano. B. Murcha bacteriana. C. Talo oco.
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Para a PCR com os iniciadores especificos,
pode-se utilizar tanto o DNA genémico, como
tecidos de tomate infectados. Na Embrapa
Hortalicas, o DNA genbmico de P. corrugata
tem sido extraido com sucesso pelo método
CTAB (WILSON, 1999). As células bacterianas
armazenadas em tamp&o fosfato pH 7,0 séo
recuperadas em meio Nutriente-Agar, com
5% de glicose, apos incubacéo a 280C por
até cinco dias. Uma colénia individualizada
por cultura é repicada para o0 mesmo meio
sem adicao de acucar e incubada na mesma
temperatura por 2 dias. Uma massa bacteriana
¢ transferida para tubos de fundo cénico

com capacidade para 15 mL contendo 5 mL
de Caldo-Nutriente. Apés homogeneizacao,

a suspensao € incubada a temperatura
ambiente por cerca de 16 h sob agitacéo.
Apos esse periodo, as concentracdes das
suspensdes bacterianas séo ajustadas

para uma absorbancia de 0,3 a 600 nm em
espectrofotbmetro para padronizacao. Células
sedimentadas a partir de 2 mL da suspenséao
(duas vezes 1,0 mL no mesmo microtubo) sdo
obtidas pela centrifugacéo por 5 min a cerca
de 13.000 rpm em microcentrifuga. Faz-se um
procedimento de lavagem em 1 mL de agua
estéril, repetindo-se o0 processo para obtencéo
do sedimentado. Este é diluido em 567 pL

de tampéo TE, pH 8,0. Adicionam-se 10% de

SDS e 3 pL de proteinase K (20 mg/mL). Apds
agitacao, os microtubos séo entéo incubados a
370C por no minimo 1,5 h em banho-maria ou
estufa. Apds esse periodo, adicionam-se 100 pL
de NaCl 5M e agita-se novamente. Em seguida,
¢ adicionado CTAB/NaCl (4,1 gNaCle 10 g

de CTAB em 100 mL de agua) e a suspensao
resultante € incubada por 10 min a 650C em
banho-maria. Adiciona-se entdo 780 pL de
cloroférmio-alcool iso-amilico (24:1), agita-se
suavemente por 10 min e centrifuga-se por mais
5 min (aprox. 13.000 rpm). O sobrenadante é
transferido para novos tubos, adicionando-se
fenol-cloroférmio-alcool iso-amilico (25:24:1) e
procedendo-se como no procedimento anterior.
Transfere-se o sobrenadante para novos tubos,
adicionando-se 600 uL de isopropanol para a
precipitacdo do DNA. As amostras sao entao
incubadas por no minimo 10 min. a —=700C e em
seguida centrifugadas por 20 a 25 min. Efetua-
se cuidadosamente o descarte do sobrenadante
e a lavagem do DNA precipitado em 1 mL de
etanol 70% por meio de centrifugacéo por 10
min. Apos o descarte do etanol, o precipitado é
seco em estufa a 370C por 10 a 15 min. O DNA
€ entdo suspendido em 50 uL de tampéo TE
com enzima RNAse (10 yL/mL), e armazenado
apos 1 h a 4oC até o uso. A reacao de PCR,

em um volume final de 25 uL, é composta de
aproximadamente 25 ng de DNA gendmico, 2,5

SUILE|\ BPUI|O (0104

Fig. 5. Produto da amplificagdo do DNA gendémico
dos isolados IBSBF 647, estirpe-tipo de Pseudomonas
corrugata (1), CNPH 2006-1 (2) e CNPH 2006-2 (3). A
- Amplificacdo com os iniciadores PC5/1 and PC5/2.

B - Amplificagdo com os iniciadores PC1/1 e PC1/2,
especificos para P. mediterranea. M. - Marcador 1 kb
plus.
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UL de tampao de amplificagcédo da enzima, 1,5
mM de MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 0,4 uM de
cada iniciador e 1,25 U de Tag DNA polimerase.
O produto da PCR é detectado por eletroforese
em gel de 1,5 % de agarose em tampao de
corrida TBE 0,5X a 5 V/cm de gel. Os géis sao
corados com brometo de etidio (0,5 ug/mL) e
documentados. A metodologia para deteccéo e
identificac&o direta a partir de tecidos infectados
foi adaptado de Audy et al. (1994) por Catara

et al. (2000) e recomenda a utilizagcdo de uma
secéo transversal da haste de tomate com
sintomas de necrose da medula de cerca de

3 mm de espessura, com a transferéncia para
microtubos de 1,5 mL com 200 pL de NaOH 0,5
N e trituracao dos tecidos para permitir melhor
difuséo das células bacterianas. Um volume

de 5 yL da suspensao resultante € transferido
para novo tubo contendo 20 mM de Tris-HCI,
pH 8,0. Um volume de 5 pL de extrato de

DNA ¢ entédo submetido a PCR. Existe ainda a

M 1 2 3 4
>
1.500 bp s
- - - -

500 bp

Fig. 6. Perfis gendmicos dos isolados IBSBF 647 (1), CNPH
2006-1 (2) e CNPH 2006-2 (3) de Pseudomonas corrugata
e do isolado IBSBF 2039 de P. viridiflava (4) gerados por
BOX-PCR. M - Marcador 1 kb plus.

SUILIBIN BPUIIO 0104

possibilidade do armazenamento a —200C dos
tecidos infectados por até 1 més antes da PCR
(CATARA et al., 2000).

Similaridade entre perfis genémicos produzidos
por elementos repetitivos (ERIC, REP e/ou BOX),
seguindo a metodologia descrita por Louws

et al. (1994), além de possibilitar o estudo da
diversidade genética entre os isolados, pode
auxiliar na identificacdo dos mesmos por
comparacéo com isolados de referéncia das
espécies (Figura 6).

Epidemiologia (ambiente,
sobrevivéncia e transmissao)

Com base em estudos feitos até agora, pode-se
dizer que a fonte de in6culo primério da necrose
da medula (isto €, de onde veio 0 patdégeno que
infectou as primeiras plantas de uma lavoura

ou de um cultivo protegido) poderia ser de trés
naturezas: de sementes ou mudas infectadas,
do solo e da agua de irrigacdo. A possibilidade
de P. corrugata ser transmitida por sementes

foi comprovada em Israel (ZUTRA, 1989;
KRITZMAN, 1991, 1993). Esclarecimentos s&o
necessarios sobre a infeccao ou infestacao da
bactéria em sementes, se ocorre sistemicamente
Ou por vias externas, bem como a eficiéncia da
transmissdo e capacidade de sobrevivéncia.
Pseudomonas corrugata é capaz de sobreviver
no solo e dai afetar plantas (BELLA et al., 2003;
SCORTICHINI, 1989). Nenhuma célula viavel de
P. corrugata foi encontrada apdés tratamento do
solo por meia hora a 600C (BELLA et al., 2003).
Pseudomonas corrugata tem sido também
encontrada na rizosfera de plantas como

alfafa e trigo, sem causar sintomas (LUKEZIC,
1979; ROBERTS; BREWSTER, 1991). Do solo,

a bactéria pode atingir as aguas de irrigacéo,
onde ja foi detectada (SCARLETT et al., 1978).
O comportamento das demais espécies de
bactérias que podem causar a necrose da
medula em relacio aos fatores mencionados
ainda necessita estudos.

v
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As infeccbes secundarias, de planta para planta
dentro da lavoura ou cultivo protegido, parecem
ocorrer por meio de operacdes de desbrota
e/ou eliminacao de folhas baixeiras, atividades

comumente efetuadas em tomateiro estaqueado.

O fato de ocorrer necroses externas, associadas
as cavidades na regido da medula, em pontos
onde foi realizada a desbrota, é uma forte
evidéncia de que este seja realmente um ponto
de entrada da bactéria. Infeccdes secundarias
de Pectobacterium spp. (= Erwinia spp.),
causando talo oco em tomateiro também
ocorrem dessa maneira.

A ocorréncia da necrose da medula esta
condicionada a fatores ambientais como

alta umidade, necessaria para a maioria das
bactérias fitopatogénicas e um diferencial
elevado entre temperaturas noturnas (mais frias)
e diurnas (mais quentes) (SCARLETT et al.,
1978). Teor elevado de nitrogénio também pode
favorecer a doenca (JONES, 1997). O grau de
suscetibilidade das variedades provavelmente
também pode determinar a maior ou menor
severidade da doenca.

Pelos poucos relatos de ocorréncia no Brasil,
acredita-se que P. corrugata seja uma praga
exotica introduzida. As condicGes necessarias
para a sua sobrevivéncia ou adaptacéo ainda
ndo s&o bem conhecidas. Para se estabelecer
uma estratégia eficiente de controle, sé&o
necessarios estudos sobre as caracteristicas
genéticas da bactéria, arelacéo ou sua
interagcdo com a hospedeira, considerando
fatores climaticos e condi¢oes de solo. O
treinamento de produtores e extensionistas para
o reconhecimento da doenca € necessario para
se fazer uma melhor avaliacdo da extensao de
sua ocorréncia no pais.

Perspectivas de controle

Ainda ndo existem medidas especificas para
o controle da necrose da medula disponiveis
para os produtores de tomate. Alguns cuidados
béasicos nas operacdes de desbrota, amarracéo

e eliminacao de folhas baixeiras devem ser
tomados tais como: evitar desbrotas tardias
que podem provocar ferimentos maiores; evitar
direcionar-se de plantas doentes para plantas
sadias durante a realizac&o dos tratos culturais,
e realizar desinfestacao de implementos,
ferramentas e maos. Algumas pesquisas tém
sido desenvolvidas em outros paises, como a
identificacdo de fontes de resisténcia genética
em Lycopersicon sp. (SCORTICHINI; ROSSI,
1993), o tratamento de sementes (KRITZMAN,
1991, 1993) e o controle biolégico (LOPEZ et al.,
1991; RYDER; ROVIRA, 1993).

Pseudomonas corrugata como agente
de controle bioldgico

Devido a capacidade de colonizacéo da
rizosfera, a bactéria tem sido avaliada como
agente de controle bioldgico. A estirpe ‘2140R’
tem sido utilizada no controle do ‘mal-do-pé’

do trigo (Triticum aestivum L.), causado pelo
fungo Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx e
Oliver var. tritici Walker (RYDER; ROVIRA, 1993).
Segundo Chun (2000), P. corrugata apresentou
acao antagonista contra algumas bactérias
fitopatogénicas e um numero consideravel de
espécies de fungos.
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