INSTITUTO POLITECNICO DE CASTELO BRANCO

PESQUISA E CARACTERIZACAO DE ISOLAMENTOS
DE Pseudomonas syringae EM CEREJEIRA

Engenharia das Ciéncias Agrarias - Ramo Agricola

Relatério do Trabalho de Fim de Curso

Jodo Pedro Lopes Alves

—’_ e—.
CASTELO BRANCO

2001




indice

B i T ———— 3
2 CATIOT0 Bt B I A s S A S S VR R e 2
PRI o Fo s i o P 2
2.2 OUREDITITA. .y vxocsrnr mismsprses onsemapmsssmuss s s s st s e S s s 3
2.3 Epidetniclonia & SIS QR VAHA.. ..omascsonecinmmmsmsssmmesimmmmsssssmant mnss i 8
LA, TR0 T8 IO s s A Do e s S s b 11
ML e L LT e L — 14
3.1, Selecglio ¢ reoolha o amnOBlEas. cyvs s s o S R 14
3.2, Isolamento e manutencao das culturas bacterianas............ccevvivienens 14

3.3. Origem, material e data da coleccdo de isolamentos caracterizados

R DL RN R Do o S N S AR RS 16

3.4. Caracterizagdo fisiologica e bioquimica de uma coleccdo de

isolamentos de Pseudomonus. SYFIRMGOE, v s e S s 18

3.5. Caracterizacao serologica de uma coleccdo de isolamentos de

PSeUdOMONAS SYFTHGAC .c.cevvereeneeeerresiersirissesessssss s ssssessaesesssssesssasssssssnesasens E— 22
3.6. Caracterizacdo da patogenicidade de uma colec¢do de isolamentos. 24

3.7. Caracterizacdo biomolecular e metodologias utilizadas

(TGO v vovns munsnonsmmomssssnsssosmsmn oo sp s v e O A ISR 28
4. Resultados € DISCUBBAG.. sy s 35
4.1. Isolamento das culturas bacterianas..........o.oceecrieeeicrieiiisecciiienn 35
4.2. Caracterizacdo fisiologica e bioquimica...........ccoccrcevcrnceniniecnnencnnans 36

Al S P RO 0 ORI O, s ionsi soroiivmins st et ek s i 38



4.4. Caracterizacio da patogenicidade...... ... ousmismmsmiimimmmmsmisnsmpmmsassssssss 42

4.5. Caracterizacio biomolecular.......cosssssamssavisssssssssssssssmessvevssssessis 48
5. CONCIUSDES......eocvveieerrsisesesssrssssserass s esssss s s ssssassssbsssasssessessstssssssas s esassssnns 54
B. Releroncins DIIOERANEES. ..o it 57

ANEXOS



Resumo

O cancro bacteriano tem vindo a afectar gravemente a cerejeira (Prunus avium),
limitando assim as planta¢des nos dltimos anos. A doenga ¢ causada pela bactéria
Pseudomonas syringae, que tem causado o cancro bacteriano em cerejeiras, desde pelo
menos o inicio do século XX.

Foram visitados 6 viveiros. De apenas um local foi possivel obter 3 culturas que
foram utilizadas posteriormente em testes de diagndstico, juntamente com outros 48
isolamentos de Pseudomonas syringae da colec¢do de culturas do HRI. A detecc¢do da
bactéria em viveiros, como foi o caso, € particularmente grave.

As técnicas de diagnoéstico testadas basearam-se em testes fisiologicos e
bioquimicos, serologicos (ELISA indirecto e aglutina¢do) e moleculares (REP-PCR).

Os testes fisiologicos e bioquimicos conseguiram identificar facilmente a bactéria
ao nivel da espécie, no entanto, surgiram algumas duvidas em relagdo a patovar,
dificuldade acrescida devido a forte presenca de estirpes intermédias. Certamente sera
necessario o desenvolvimento de mais trabalhos ao nivel da taxonomia. Apesar do REP-
PCR ter sido bastante variavel para permitir a identifica¢do de isolamentos de P. s. pv.
syringae, pode no entanto ser usado para os distinguir das formas tipicas de P. s. pv.
MOFSPrunorum.

O teste ELISA indirecto parece ser o que apresentou melhores resultados. No
entanto, o teste da aglutinagdo com Staphylococcus aureus, usado com um antissoro de
boa especificidade, consegue discriminar facilmente a espécie como também a patovar.
Havendo a vantagem deste ultimo método ser bastante mais simples, rapido e

economico.
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de aglutinacdo com Staphylococcus aureus.



