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(Actos cuja publicacdo ndo é uma condi¢do da sua aplicabilidade)

COMISSAO

DECISAO DA COMISSAO

de 9 de Setembro de 1997

que descreve um regime temporario de testes para diagnostico, deteccao e identificacio de
Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith na batata

(97/647/CE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade
Europeia,

Tendo em conta a Directiva 77/93/CEE do Conselho, de
21 de Dezembro de 1976, relativa a medidas de protec-
¢do contra a introducio na Comunidade de organismos
prejudiciais as plantas e produtos vegetais e contra a sua
propagagio no interior da Comunidade('), com a ultima
redaccio que lhe foi dada pela Directiva 97/14/CE(?), e,
nomeadamente, o n? 3 do seu artigo 157,

Considerando que, nos termos da Decisio 95/506/CE da
Comissdo, de 24 de Novembro de 1995, que autoriza os
Estados-membros a adoptar provisoriamente medidas
adicionais contra a propagacio de Pseudomonas solana-
cearum (Smith) Smith proveniente do Reino dos Paises
Baixos (*), alterada pela Decisio 96/599/CE (*), e, nomea-
damente, o n? 2, alinea a) bb), do seu artigo 17, os

L 26 de 31. 1. 1977, p. 20.

L 87 de 2. 4. 1997, p. 17.

L 291 de 6. 12. 1995, p. 48.
L 265 de 18. 10. 1996, p. 18.

Estados-membros devem, quando procedam a testes ofi-
ciais ou controlados oficialmente, aplicar o processo de
quarentena n° 26 relativo a Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith, conforme estabelecido pela Organizagio
Europeia para a Protec¢do das Plantas (OEPP)(’) ou
qualquer outro processo aprovado de acordo com o
procedimento previsto no artigo 16°A da Directiva 77/
93/CEE;

Considerando que o Comité ad hoc de Peritos em Doen-
cas Bacterianas das Plantas, estabelecido pelos servigos da
Comissdo das Comunidades Europeias sob os auspicios
do Comité Fitossanitirio Permanente, definiu um regime
temporario de testes que tem em conta os procedimentos
aperfeicoados de detecgdo e realizagdo de testes desenvol-
vidos desde a publicagio do processo de quarentena
n? 26 da OEPP; que esse regime de testes é temporario,
dado que se espera a continuagdo da investigagdo relativa
nomeadamente a sensibilidade e especificidade dos dife-
rentes testes, com o objectivo de seleccionar e normalizar
os testes optimizados a incluir num método de teste
actualizado;

Considerando que o regime temporario de testes previsto
na presente decisio estd em conformidade com o parecer
do Comité Fitossanitario Permanente,

(°) Boletim EPPO/OEPP 20, 255-262 (1990).
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ADOPTOU A PRESENTE DECISAO:

Artigo 1¢

Para efeitos da aplicagdo do disposto no n? 2, alinea a) bb), do artigo 1? da Decisdo 95/506/CE,
o processo de quarentena n° 26 para a Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith, conforme
estabelecido pela Organizagdo Europeia para a Protec¢do das Plantas (OEPP), é substituido pelo
regime temporario de testes para o diagnostico, detecgdo e identificagdo de Pseudomonas
solanacearum (Smith) Smith definido no anexo da presente decisio.

Artigo 2°

Os Estados-membros sio os destinatirios da presente decisio.

Feito em Bruxelas, em 9 de Setembro de 1997.

Pela Comissao
Franz FISCHLER

Membro da Comissdao
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ANEXO

ESQUEMA DE ENSAIO PROVISORIO PARA O DIAGNOSTICO, DETECCAO E IDENTIFICACAO

DE PSEUDOMONAS SOLANACEARUM (SMITH) SMITH

CONTEUDO DO ESQUEMA DE ENSAIO

O esquema de ensaio apresentado descreve os vérios procedimentos envolvidos:

i) no diagndstico do mal murcho em plantas e tubérculos de batateira,

il) na deteccdo de Pseudomonas solanacearum em amostras de tubérculos de batateira,

iii) na identificacio de Pseudomonas solanacearum.

Nos apéndices, sdo fornecidos pormenores para a preparagio dos materiais a utilizar nos testes, isto é,
meios de cultura, solug¢bes tampao, outras solugdes e reagentes.

Seccdo 1.

Seccao II.

Secgao III.

Apéndice 1.
Apéndice 2
Apéndice 3
Apéndice 4
Apéndice 5
Apéndice 6
Apéndice 7
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SECCAO I
APLICACAO DO ESQUEMA DE ENSAIO

1. Diagnéstico do mal murcho em plantas e tubérculos de batateira

Este procedimento destina-se a plantas e tubérculos com sintomas tipicos ou suspeitos de mal murcho da batateira. Implica
um teste rapido de rastreio, isolamento do patogénio do tecido vascular infectado em meios de cultura adequados e, em
caso de resultado positivo, identificagao da cultura como Pseudomonas solanacearum.

Apresentacao do fluxograma

Plantas ou tubérculos de batateira com sintomas ()

v

Testes rapidos de rastreio (?)

Y

ISOLAMENTO

Y

Colénias com morfologia tipica

SIM NAO ()

v

TESTE(S) PARA CONFIRMACAO

Identificacdo (*) de uma cultura
pura como
Pseudomonas solanacearum
e ensaios de patogenicidade (%)

Y ] \

. Plantas e/ou tubérculos
SIM NAO nio infectados por
Pseudomonas solanacearum

Y

Plantas e/ou tubérculos infectados
por Pseudomonas solanacearum
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Referéncias do fluxograma:
(*) A descrigio dos sintomas é apresentada na secgio IL.1.
(%) Testes rapidos de rastreio facilitam um diagnéstico inicial.

O testes adequados sdo:

— teste de exsudagio do tecido vascular do caule (sec¢do 11.2),

— teste para detec¢do de granulos de poli-f-hidroxibutirato (sec¢io 11.2),
— teste IF (secgdo II1.2),

— teste ELISA (sec¢do II1.3),

— teste PCR (secgdo I11.4).

Embora o isolamento do patogénio através de diluigdo em placas a partir de material vegetal que apresente sintomas
tipicos seja simples, o isolamento podera ndo ser possivel em fases avancadas de infec¢do. As bactérias sapréfitas que se
desenvolvem nos tecidos afectados podem ter um crescimento mais rdpido ou inibir o patogénio no meio de cultura. Se
nao for possivel isolar a bactéria, apesar de os sintomas de doenga serem tipicos, o isolamento devera ser repetido, de
preferéncia através de um teste de sementeira em placas com meio selectivo:

o
-~

—_
N

A identificagdo fidvel de uma cultura pura de Pseudomonas solanacearum é alcangada através de, pelo menos, um dos
testes mencionados na sec¢ao 11.4.1, em combinagdo com um teste de patogenicidade (secgio I1.4.3). A caracterizagio
da estirpe é opcional, mas recomendada para cada novo caso.
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Detecgio e identificacao de Pseudomonas solanacearum em amostras de tubérculos de batateira

Este procedimento destina-se 3 detecgio de infecgbes latentes em tubérculos de batateira por um ou, de preferéncia, mais
teste(s) de rastreio que, se positivos, sio complementados pelo isolamento do patogénio, seguido, no caso do isolamento

de colénias tipicas, da identificagdo de uma cultura pura como Pseudomonas solanacearum.

Apresentagio do fluxograma:

Amostra de tubérculos da batata (')

Y

TESTE(S) DE RASTREIO (%)

\

Teste IF (*) e/ou sementeira em
placas com meio selectivo (*)
com testes suplementares opcionais:

Teste ELISA (%)
Teste PCR (%)

Teste(s) de enriquecimento ()

Y

Y

pelo menos um
teste positivo

todos os testes
efectuados negativos

amostra nao
infectada por
Pseudomonas
solanacearum

5

Sementeira
em placas com
meio selectivo

TESTE(S) DE ISOLAMENTO

e/ou bio-ensaio (*)

Y

Colénias com
morfologia tipica

SIM

v

Amostra nio
infectada por
Pseudomonas
solanacearum

TESTE(S) DE CONFIRMACAO

Identificagio (°) da cultura
como Pseudomonas

. solanacearum e ensaio
de patogenicidade (°)

Y Y

SIM NAO

Y

Amostra nido infectada por
Pseudomonas solanacearum

Amostra nio
infectada por
Pseudomonas
solanacearum
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Referéncias do fluxograma:

('Y Dimensdo da amostra

A dimensdo normal da amostra é de 200 tubérculos. Contudo, este procedimento pode ser aplicado a amostras com
menos de 200 tubérculos.

Teste(s) de rastreio

Um teste tnico poderd nido ser suficientemente sensivel ou fidvel para detectar Pseudomonas solanacearum numa
amostra. Portanto, recomenda-se que seja efectuado mais de um teste. Sempre que possivel, estes testes deverdo, de
preferéncia, basear-se em diferentes principios bioldgicos.

Teste de imunofluorescéncia (IF)

O teste ID € um teste de rastreio bem estabelecido, 0 que representa uma vantagem sobre os outros testes que nio
estao ainda completamente desenvolvidos e validados. Este teste € utilizado para muitas outras bactérias de quarentena,
como por exemplo Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Com os pardmetros de leitura especificados neste
método, este teste é sensivel (limiar de sensibilidade de 10°-10* células por ml de sedimento de extracto de batata).

O factor critico para determinagio da fiabilidade do resultado do teste é a qualidade do anti-soro. Apenas um
anti-soro com um titulo elevado (minimo 2 000 para o anti-soro cru) é aceitivel ¢ todos os testes tém que ser
efectuados com o anti-soro no seu titulo ou com uma dilui¢do abaixo do titulo. D4-se preferéncia ao método indirecto.
Os métodos directos podem ser aplicados se tiverem niveis de sensibilidade e de especificidade equivalentes aos do
método indirecto.

O teste IF tem a vantagem de possibilitar uma interpretagio subjectiva da morfologia das células coradas e da
intensidade de fluorescéncia, que fornecem informagdes acerca da especificidade da reac¢do. Sio comuns a reacgdes
cruzadas por parte de bactérias do solo ou associadas aos tecidos de batateira serologicamente relacionadas ou com a
morfologia celular de Pseudomonas solanacearum. O teste IF pode ser utilizado como tnico teste de rastreio, embora
nos testes em que se suspeite da existéncia de reac¢oes cruzadas deva ser feito um teste de rastreio adicional baseado
em diferentes principios biologicos. Neses casos, a sementeira em placas com meio selectivo é o teste mais
apropriado.

Sementeira em placas com meio selectivo

Utilizando o meio SMSA modificado e a metodologia especificada neste método, este é um teste sensivel e selectivo
para Pseudomonas solanacearum. O resultado esta disponivel 3 a 6 dias apds a preparagdo das amostras. O patogénio
¢ isolado directamente em cultura e pode ser facilmente identificado. Para tirar 0 méximo partido das suas
capacidades, o teste requer uma preparagdo cuidada dos hilos, de forma e evitar bactérias secundarias associadas aos
tubérculos da batateira, bactérias essas que sdo concorrentes com Pseudomonas solanacearum no meio ¢ que podem
afectar o desenvolvimento do patogénio. Algumas estirpes podem exibir um crescimento deficiente devido ao facto dos
componentes do meio também serem selectivos em relagdo ao organismo alvo. Também é necessario estar atento de
forma a diferenciar Pseudomonas solanacearum de outras bactérias que possam desenvolver-se no meio. A sementeira
em placas com meio selectivo pode ser utilizada como o unico teste de rastreio, embora deva ser feito um segundo teste
de rastreio quando se obtém um resultado negativo e se suspeite da inibi¢ao de Pseudomonas solanacearum por parte
de outras bactérias presentes no meio. Nesses casos, o tipo de teste mais apropriado é o IF.

Teste ELISA

O teste ELISA tem geralmente um limiar de sensibilidade menor do que o teste IF (10°—10° células por ml de
sedimento de extracto de batata). O teste é econdmico e rapido mas geralmente mais sujeito ao aparecimento de falsos
resultados positivos (reac¢des cruzadas) e de falsos resultados negativos (inibicdo pelas moléculas fenolicas do extracto
de batata). As exigéncias relativas a especificade do anti-soro sdo extremamente elevadas. O teste ELISA nio pode ser
utilizado como o unico teste de rastreio.

Teste PCR

A PCR é, potencialmente, um teste que permite um rastreio extremamente sensivel, embora seja facilmente inibido por
componentes do extracto de planta ou do tubérculo, dai resultando falsos resultados negativos. Algumas cultivares de
batateira contém mais inibidores que outras. E portanto necessdrio eliminar estes inibidores. A inibicdo pode ser
reduzida através da diluigdo, mas a custa da dilui¢io das popula¢des de Pseudomonas solanacearum. Tém que ser
tomadas precaugdes durante todas as etapas de preparagdo da amostra e do teste para evitar contaminagdes, que
resultariam em falsos resultados positivos. Falsos resultados positivos podem igualmente surgir a partir da homologia
de sequéncias de outros organismos. Por estes motivos, e PCR directa ndo pode ser utilizada como tnico método de
rastrelo.

Teste de enriquecimento

A incubacio de amostras de sedimentos de extracto da batata em meio liquido semi-selectivo, como o caldo SMSA
modificado, permite a multiplicagio de Pseudomonas solanacearum. Talvez mais importante, dilui também os
potenciais inibidores dos testes ELISA e PCR. Portanto, Pseudomonas solanacearum em meio enriquecido pode ser
detectada pelos testes IF, ELISA e PCR. Nio se recomenda que seja feita a sementeira em placas directamente a partir
dos meios enriquecidos. Os métodos de enriquecimento ndo forma ainda extensivamente ensaiados e testados. Estdo
aqui incluidos porque tém um bom potencial. No entanto, devido a relativa falta de experiéncia com os mesmos, nao
podem ser utilizados domo unicos métodos de detec¢io.

Bio-ensaio

O bio-ensaio ¢ utilizado para o isolamento de Pseudomonas solanacearum a partir de sedimentos de extractos de
batata, através de um enriquecimento selectivo numa planta hospedeira. Os bio-ensaios podem ser efectuados em
plantas de tomateiro ou de beringela. O teste requer condi¢bes éptimas de incubagdo, especificadas neste método. Nao
€ provavel que as bactérias inibidoras de Pseudomonas solanacearum na meio SMSA interfiram neste teste.

Teste de confirmagio

A identificagio fidvel de uma cultura pura de Pseudomonas solanacearum ¢ alcangada por, pelo menos, um dos testes
mencionados na seccio I1.4.1, em combinagio com um teste de patogenicidade (seccdo 11.4.3). A caracterizagio da
estirpe é opcional mas recomendada para cada novo caso.
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SECCAO 1I

DIAGNOSTICO DO MAL MURCHO DA BATATEIRA EM PLANTAS E TUBERCULOS DE BATATEIRA

Sintomas do mal murcho da batateira

Planta da batateira

Na fase inicial de infecgdo, verifica-se uma murchiddo das folhas na parte superior da planta a temperaturas elevadas e
durante o dia, com recuperagdo a noite. A murchiddo torna-se rapidamente irreversivel, resultando na morte da planta. O
tecido vascular dos caules de plantas afectadas cortados transversalmente pode tornar-se castanho e uma exsudagio leitosa
escorre da superficie cortada ou pode ser facilmente extraida apertando o caule com os dedos. Quando um caule cortado é
colocado verticalmente em 4gua, hd um escorrimento viscoso a partir dos feixes vasculares.

Tubérculo de batateira

Os tubérculos de batateira tém que ser cortados transversalmente junto do hilo (estolho). Na fase inicial da infec¢do hd
uma coloragdo amarela vitrea ou castanha clara no anel vascular, pelo qual emerge espontaneamente, apés alguns minutos
ou quando é aplicada uma ligeira pressdo com os polegares junto da superficie cortada, uma exsudagao de cor creme clara.
Mais tarde, a coloragdo torna-se castanha mais evidente e a necrose pode alastrar ao parénquima. Nas fases mais
avangadas, a infecgio alastra a partir do hilo e dos olhos, podendo observar-se lesdes na casca, de cor vermelha
acastanhada e em ligeira depressdo, a partir das quais se pode manifestar exsuda¢do bacteriana que origina a adesdo de
particulas de terra.

Testes rapidos de rastreio
Testes rapidos de rastreio facilitam o diagnéstico inicial. Utilizar um ou mais dos seguintes testes:

Teste de exsudagdo do caule

A presenga de Pseudomonas solanacearum em caules de batateira com sintomas de murchiddo pode ser avaliada através de
um simples teste inicial:

Cortar o caule imediatamente acima do nivel do solo. Colocar a superficie cortada num recipiente com 4gua. Pouco tempo
depois, haverd uma exsudagido bacteriana espontdnea a partir dos anéis vasculares. Qualquer outra bactéria que provoque
infeccdo vascular em plantas de batateira ndo exibird este fenémeno.

Deteccio de granulos de poli-ff-hidroxibutirato (PHB)

Os granulos de PHB nas células de Pseudomonas solanacearum sio visualizados através da colora¢io com azul de Nilo A
ou com negro de Sudio B.

Preparar um esfregaco a partir do exsudado ou com uma suspensdo do tecido necrosado numa ldmina de microscépio, ou
entdo preparar um esfregaco de uma cultura de 48 horas em YPGA ou SPA (apéndice 1). Preparar esfregacos de controlo
positivo da estirpe Biovar 2/Raca 3 e, se necessdrio, um esfregago de uma estirpe heteréloga como controlo negativo.
Deixar secar. Passar rapidamente a parte de baixo da lamina a chama virias vezes, até que o esfregaco esteja fixo.

Teste azul de Nilo

1. Corar o esfregaco fixo na limina com uma solugdo aquosa a 1% de azul de Nilo A. Incubar durante 10 minutos a
uma temperatura de 55°C.

2. Escorrer a solugdo corante. Lavar brevemente e com cuidado em 4gua corrente. Retirar o excesso de dgua com papel
de filtro.

3. Lavar o esfregago com uma solu¢io aquosa a 8% de acido acético. Incubar durante 1 minuto a temperatura
ambiente.

4. Lavar com cuidado em 4gua da torneira corrente. Secar com papel de filtro.
5. Voltar a humedecer com uma gota de dgua. Cobrir com uma lamela.

6. Examinar o esfregaco corado em microscopio de epifluorescéncia a 450 nm, com lente de imersio em 6leo, e uma
ampliagdo de 1 000 x.

Os granulos de PHB apresentam uma fluorescéncia laranja vivo. Observar também com luz normal para verificar se os
granulos sdo intracelulares e se a morfologia das células é tipica de Pseudomonas solanacearum.
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Teste negro de Sudio
1. Corar o esfregaco fixo na ldmina com uma solugdo a 0,3 % de negro de Sudido B em etanol a 70 %. Incubar durante

10 minutos A temperatura ambiente.

2. Escorrer a solugdo corante. Lavar brevemente e com cuidado em 4gua da torneira corrente. Retirar o excesso de dgua
com papel de filtro.

3. Mergulhar o esfregaco brevemente em xilol. Secar com papel de filtro.

Cuidado! O xilol é um produto nocivo. Trabathar em <«hotte».

4. Lavar o esfregaco com uma solu¢do aquosa a 0,5 % (p/v) de safranina e deixar durante 10 segundos i temperatura

embiente.
Cuidado! A safranina é um produto nocivo. Trabalhar em «hotte».

5. Lavar com cuidado em dgua corrente. Secar com papel de filtro. Cobrir com uma lamela.

6. Examinar o esfregao corado em microscépio com luz transmitida com lente de imersdo em dleo e uma ampliagio de
1000 x. Os grinulos de PHB em células de Pseudomonas solanacearum apresentam uma coloragio azul negra. As
paredes celulares apresentam uma coloragio rosa.

Qutros testes

Outros testes de rastreio considerados apropriados sdo o teste IF (sec¢do II1.2), o teste ELISA (sec¢do I11.3) e o teste PCR

(secgdo IIL.4).

3. Isolamento

3.1. Retirar o exsudado ou secgdes do tecido necrosado do anel vascular do tubérculo ou da zona vascular do caule da planta.
Preparar uma suspensdo num pequeno volume de dgua destilada esterilizada ou de tampio fosfato 50 mM. Deixar em
repouso durante § a 10 minutos.

3.2. Preparar uma série de dilui¢des decimais da suspensido, por exemplo 1/10 e 1/100, ou mais se consideradas necessarias.

3.3. Transferir um volume padrdo da suspensio para um meio nutritivo geral (NA, YPGA e SPA, apéndice 1) e/ou para o meio
de tetrazélio de Kelman (apéndice 1) e/ou para o meio selectivo SMSA (apéndice 7). Espalhar ou riscar com uma técnica
adequada de dilui¢io em placas. Se se considerar necessario, preparar um conjunto separado de placas com cada um dos
meios de cultura utilizados e com uma suspensio diluida de células de uma estirpe virulenta de Biovar 2/Raca 3 de
Pseudomonas solanacearum como controlo positivo.

3.4. Incubar as placas durante 3 dias a uma temperatura de 28°C. A incubagdo pode ser prolongada até 6 dias se o
crescimento for lento mas, frequentemente, as colonias em placas com SMSA tornam-se atipicas e as células bacterianas
morrem.

Em meios nutritivos gerais, os isolamentos virulentos de Pseudomonas solanacearum produzem colénias de cor de pérola,

planas, irregulares e fluidas, exibindo muitas vezes espirais caracteristicas.

Em meio de tetrazélio de Kelman, as coldnias tipicas de isolamentos virulentos de Pseudomonas solanacearum siao cremes,

planas, irregulares e fluidas, com espirais de cor vermelha viva no centro. Formas avirulentas de Pseudomonas
solanacearum desenvolvem coldnias butirosas vermelho-escuras.

Em meio SMSA, os isolamentos virulentos de Pseudomonas solanacearum produzem colénias brancas leitosas, planas,

irregulares ¢ fluidas, com centros vermelho vivo bem distintos. ’

As formas avirulentas de Pseudomonas solanacearum desenvolvem no meio SMSA coldnias menos fluidas, completamente

rosas a vermelhas.

3.5. Purificar as colénias com morfologia caracteristica através de subcultura num meio nutritivo. Evitar a repicagem regular de
subculturas, que pode induzir uma perda de viruléncia.

4. Teste(s) de confirmacio

4.1. Identificacdo de Pseudomonas solanacearum

Identificar as culturas puras de Pseudomonas solanacearum através de, pelo menos, um dos seguintes procedimentos:

Testes nutricionais € enzimaticos

Nota: Incluir estirpes apropriadas de controlo para cada teste utilizado.
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As seguintes caracteristicas fenotipicas de Pseudomonas solanacearum estio universalmente presentes ou ausentes:
Pigmento fluorescente -

Inclusdes de PHB +

Teste de oxidagao/fermentagio (O/F) O+/F-

Catalase +

Oxidase de Kovacs +

Redugio dos nitratos +

Utilizagdo de citrato +

Crescimento a 40°C -

Crescimento em NaCl a 1% +

Crescimento em NaCl a 1% -

Hidrolise da arginina -

Liquefagdo da gelatina -

Hidrélise de amido -

Hidrdlise de esculina -

Produgio de levana -

Os meios de cultura e métodos de ensaio estdo descritos em Lelliott & Stead (1987).

Teste IF

Preparar uma suspensio de 10° células por ml a partir da cultura e de uma estirpe de controlo positivo. Preparar uma série
de dilui¢oes de anti-soro, com duas ordens de dilui¢do. Aplicar o procedimento IF (sec¢io II.2). O titulo de IF da cultura
tem que ser equivalente ao do controlo positivo.

Teste ELISA '

Preparar uma suspensio com uma concentragio superior a 10° células por ml a partir da cultura e de uma estirpe de
controlo positivo. Aplicar o procedimento ELISA (secgdo III.3). O valor ELISA da cultura tem que ser equivalente ao do
controlo positivo.

Teste PCR

Preparar uma suspensdo de 10° células por ml a partir da cultura e de uma estirpe de controlo positivo. Aplicar o
procedimento da PCR (sec¢do III.4). O produto da PCR da cultura tem que ter a mesma dimensio e padrio da anilise
enzimatica restritiva (REA) do controlo positivo.

Hibridizagdo fluorescente in situ (FISH)

Preparar uma suspensio de 10° células por ml da cultura e de uma estirpe de controlo positivo. Aplicar o procedimento
FISH (van Beuningen et al., 1995) com o «primer» OLI-1 (Seal et al., 1993). A cultura tem de manifestar a mesma reacgio
que o controlo positivo.

Perfil proteico

As proteinas desnaturadas de células inteiras sio separadas através de electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
(Stead, 1992a).

Perfil de acidos gordos (FAP)

Incubar a cultura e uma estirpe de controlo positivo durante 48 horas a uma temperatura de 28°C em agar de soja
tripticase e aplicar o procedimento FAP (Janse, 1991; Stead, 1992a; Stead, 1992b). O perfil da cultura tem de ser idéntico
ao do controlo positivo. Nas condigbes especificadas, os dcidos gordos caracteristicos sio 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1
20H e 18:1 20H.

4.2, Caracterizacdo da estirpe

A caracterizagio da estirpe é opcional mas recomendada para cada novo caso, utilizando, pelo menos, um dos
seguintes:
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Determinagdo da biovar
A Pseudomonas solanacearum é dividida em biovares com base na capacidade de produzir dcido a partir de trés alcoois de
hexose e trés acgicares (Hayward, 1964 & 1994):
Biovar
1 2 3 4 N
Utilizagdo de:
— maltose - + + - +
— lactose - + + - +
— celobiose - + + - +
— manitol - - + + +
— sorbitol - - + + -
— dulcitol - - + + -
Testes suplementares diferenciam a Biovar 2 em subfenétipos (Hayward, 1994):
Biovar 2 Biovar 2-A Biovar 2-T
Utilizagio de trealose - + +
Utilizagio de inositol + - +
Utilizagdo de D-ribose - - +
Actividade pectolitica baixa baixa alta
Determinag¢do da raca
A raca (Buddenhagen et al., 1962) é determinada com base no teste de patogenicidade em plantas de tomateiro, beringela
ou tabaco e através de um teste de avaliagio da reacgio de hipersensibilidade (HR) em folhas de tabaco (Lozano &
Sequeira, 1970):
Raga (*)
1 2 3
Reac¢do em:
— plantas de tomateiro/beringela murchidao sem eacgdo murchidio
— plantas de tabaco murchiddo sem reacgao sem reagg¢ao
— folhas de tabaco necrose HR (12-24 h) clorose
(48 h) e (2-8 dias)
murchidio (7-8 dias)
(*) A raga 4 (patogénica para gingeira e poucos mais hospedeiros) e a raca S (patogénica exclusivamente para amoreira) nio estio
incluidas.
A caracterizagdo da raga através de testes de patogenicidade ou hipersensibilidade em folhas de tabaco pode nio ser muito
fiavel pelo que poderd ser deduzida a partir da biovar e do hospedeiro natural de origem.
A cultura pode ser ainda caracterizada através de:
Impressdo digital genémica
A diferenciagao molecular das estirpes do complexo Pseudomonas solanacearum pode ser feita através de:
Anilise RFLP (Cook et al., 1989)
Sequenciagdo repetitiva de PCR [REP-, ERIC- & BOX-PCR (Louws et al., 1995; Smith et al., 1995)]
4.3. Teste de patogenicidade

A finalidade deste teste é a confirmagio da viruléncia das culturas identificadas como Pseudomonas solanacearum.

Preparar inéculos de 10° células por ml a partir da cultura e de uma estirpe de controlo positivo. Inocular 5-10 plantas de
tomateiro ou beringela de preferéncia no estddio de terceira folha verdadeira ou mais velha (sec¢do IIL.6). Incubar até 2
semanas a uma temperatura de 22-28°C e elevada humidade relativa, regando diariamente. Observar sintomas de
murchiddo e/ou epinastia, clorose, nanismo.

Proceder ao iselamento a partir de plantas com sintomas:
— remover uma secgio de tecido do caule 2 ¢cm acima do ponto de inoculagio,

— fragmentd-la e suspendé-la num pequeno volume de dgua destilada esterilizada ou tampao fosfato 50 mM e semear,
incubar e observar a presenca de colénias tipicas de Psendomonas solanacearum.
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SECCAO III
DETECCAO E IDENTIFICACAO DE PSEUDOMONAS SOLANACEARUM EM AMOSTRAS DE TUBERCULOS DE BATATEIRA

Nota: A dimensdo normal da amostra é de 200 tubérculos. Contudo, este procedimento pode ser aplicado a amostras com menos de
200 tubérculos.

1. Preparacao da amostra para o ensaio

Nota: Os sedimentos de extracto de batata obtidos através deste protocolo também podem ser utilizados para a detecgio
de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus.

Opgdes pré-teste, se consideradas tteis:
i) incubar a amostra a uma temperatura de 25-30°C durante um periodo de até 2 semanas, para favorecer a
multiplicagdo das baixas populagdes de Pseudomonas solanacearum,
ii) lavar os tubérculos em dgua corrente com desinfectantes e detergentes adequados. Secar os tubérculos ao ar.
1.1. Retirar a pele na zona do hilo do tubérculo com um bisturi ou faca de cortar legumes, limpos e desinfectados, de forma a
que os tecidos vasculares fiquem visiveis. Retirar cuidadosamente um nicleo cénico (3-S5 mm de didmetro) de tecido

vascular na zona do hilo de cada tubérculo. Limitar a0 mdximo a quantidade de tecido nio vascular. Processar cada um
dos tubérculos que constituem a amostra.

Nota: O exame visual dos tubérculos (sec¢io II.1) pode ser feito nesta fase. Por de lado qualquer tubérculo que exiba
sintomas ou serveras podriddes e testd-los separadamente (secgao II).

1.2. Recolher os hilos num recipiente fechado. Os hilos devem ser, de preferéncia, processadas de imediato. Se tal nio for
possivel, guardi-los durante 24 horas ou nunca mais de 72 horas, a uma temperatura de 4°C.

1.3. Processar os hilos de acordo com um dos seguintes procedimentos:

i) Transferir os hilos para um recipiente adequado.
Adicionar um volume adequado de tampio de maceragdo (apéndice 2) de forma a cobrir o material.

Fragmentar o material num misturador Waring Blender ou Ultra Thurrax até 4 homogeneizag¢do completa. Evitar uma
homogeneizagio exagerada.

Deixar o macerado repousar durante 15-30 minutos.

ii) Transferir os hilos para um recipiente adequado.
Adicionar um volume adequado de tampio de maceracio de forma a cobrir o material.
Colocar o recipiente num agitador rotativo.

Incubar a uma velocidade de 50 a 100 r.p.m. durante 4 horas a uma temperatura de 20-22 °C ou durante 16-24 horas
a uma temperatura de 4°C.

iii) Transferir os hilos para um saco de maceragdo descartiavel forte (por exemplo, um saco Stomacher com
105 x 150 mm, esterilizado por radiagio).

Esmagar cuidadosamente os hilos com uma ferramenta adequada, por exemplo um martelo, até 3 homogeneizagio
completa.

Adicionar um volume suficiente de tampdo de maceracio, de forma a cobrir o material.

Deixar o macerado sedimentar durante 15-30 minutos.

1.4. Extrair as bactérias dos hilos processados através de um dos seguintes procedimentos:

i) Decantar o macerado com cuidado para um tubo de centrifugagio, deixando os residuos no recipiente ou saco. Se o
macerado estiver turvo apds decantagdo, centrifugar a ndo mais de 180 g durante 10 minutos, a uma temperatura
inferior a 10°C.

Centrifugar o macerado decantado, ou o sobrenadante resultante da primeira etapa de centrifuga¢io, a 7 000 g
durante 15 minutos ou a 10 000 g durante 10 minutos a uma temperatura inferior a 10°C.

Desprezar o sobrenadante sem perturbar o sedimento.

ii) Filtrar o macerado através de um sistema de filtragdio com dimensdo de poro de 40-100 um. Intensificar a filtragem
utilizando uma bomba de vécuo.

Recolher o filtrado num tubo de centrifugagio.

Lavar o filtro com tampio de maceragio.

Centrifugar o filtrado a 7 000 g durante 15 minutos ou a 10 000 g durante 10 minutos, a uma temperatura inferior a
10°C.

Desprezar o sobrenadante sem perturbar o sedimento.
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1.5. Ressuspender o sedimento em 1 ml de tampédo de sedimentagdo (apéndice 2).
Dividir em duas partes iguais e transferir cada parte para um microtubo.
Utilizar um microtubo para os testes. Durante o ensaio, conservar o extracto restante a uma temperatura de 4°C.
Adicionar uma solugdo a 10-25 % (v/v) de glicerol esterilizado ao outro microtubo. Agitar em vortex. Armazenar a uma
temperatura de - 18°C (semanas) ou de - 70°C (meses).
2. Teste IF
Utilizar anti-soro para Pseudomonas solanacearum, de preferéncia para a Biovar 2/Raga 3. Determinar o titulo com uma
suspensio de 10° células por ml da estirpe homéloga de Pseudomonas solanacearum, com uma dilui¢io adequada do
conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FITC), de acordo com as recomendagbes do fabricante. O anti-soro nio
purificado deverd ter um titulo de IF de, pelo menos, 1:2 000.
Utilizar ldminas de microscépio com varios pogos, de preferéncia 10, com, pelo menos, 6 mm de didmetro.
Incluir um controlo de conjugado FITC em cada ldmina. O teste devera ser repetido, com um controlo de PBS incluido, no
caso de ser observado qualquer resultado positivo no controlo de FITC.
Preparar laminas de controlo positivo em separado, com uma suspensio de 10° células por ml de uma de Pseudomonas
solanacearum estirpe .de Biovar/Raca apropriadas. Incluir uma lamina em cada conjunto de testes.
2.1. Preparar as laminas através de um dos seguintes processos:
i) Para sedimentos com relativamente pouco amido:
Pipetar um volume padrdo de sedimento ressuspenso para cada um dos pocos de uma fila (15 ul é adequado para um
pogo com 6 mm de didmetro — aumentar o volume a escala para pogos maiores). A fila de pogos restante pode ser
utilizada como um duplicado ou para outra amostra, como indicado na figura 1.
ii) Para outros sedimentos:
Preparar diluigdes decimais, isto é, 1/10, 1/100 e 1/1 000 do sedimento ressuspenso em tampio de sedimentagio.
Pipetar um volume padrido (15 ul é adequado para pogos com 6 mm de didmetro — aumentar o volume 2 escala para
pogos maiores) do sedimento ressuspenso e de cada uma das dilui¢des numa fila de pogos. A fila de pogos restante
pode ser utilizada como duplicado ou para uma segunda amostra, como indicado na figura 2.
2.2, Deixar secar as goticulas. Fixar as células bacterianas na lamina através de aquecimento, a chama ou com etanol a
95 %.
2.3. Procedimento para IF:

i) De acordo com a preparagao da lamina descrita em 2.1.i):

Preparar um conjunto de diluigdes do anti-soro em tampao IF (apéndice 3): 1/4 do titulo (T/4), 1/2 do titulo (T/2), o
titulo (T) e duas vezes o titulo {2T).

ii) De acordo com a prepara¢io da lamina descrita em 2.1.ii):

Preparar a dilui¢do de trabalho (DT) do anti-soro em tampao IF. A dilui¢do de trabalho € a dilui¢do do anti-soro com
especificidade 6ptima e é normalmente igual a metade do titulo.
Figura 1
Preparacdo da lamina de acordo com os pontos 2.1.i) e 2.3.1)

Uma diluigdo padrdo do sedimento ressuspenso

(T = Titulo)
FITC T/4 T2 T 2T = Diluigées do anti-soro
Amostra 1 @1 L _J) ®; @ ®;

Duplicado da
amostra 1 ou

amostra 2 ®s | W @ @ ® 0
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Figura 2
Preparagdo da lamina de acordo com os pontos 2.1.ii) € 2.3.ii)
FITC Dilui¢do padrio do anti-soro
Puro Puro 1/10 1/100 1/1 000 = Diluigdo decimal do
sedimento ressuspenso
Amostra 1 @ @9 @3 @4 ®;
Duplicado da
amostra 1 ou
amostra 2 - @ | W @ @ Q0
2.3.1. Dispor as laminas sobre papel de filtro humedecido.
Cobrir os pocos da amostra com a(s) dilui¢io(Ges) de anti-soro. Juntar PBS aos pogos de FITC. O volume de anti-soro
adicionado aos pogos deve ser equivalente ao volume de extracto utilizado.
2.3.2. Incubar na obscuridade durante 30 minutos a temperatura ambiente.
2.3.3. Eliminar as goticulas de anti-soro da ldmina e enxaguar as liminas cuidadosamente com tampado IF. Lavar durante
5 minutos em tampdo IF-Tween e subsequentemente durante 5§ minutos em tampio IF (apéndice 3).
Retirar cuidadosamente o excesso de humidade.
2.3.4. Dispor as laminas sobre papel de filtro humedecido.
Cobrir os pocos da amostra e o pogo FITC com a diluicao do conjugado FITC utilizada para determinar o titulo. O
volume de conjugado FITC adicionado aos pocos deve ser idéntico ao volume de anti-soro utilizado.
235 Incubar na obscuridade durante 30 minutos a temperatura ambiente.
2.3.6. Eliminar as goticulas de conjugado FITC. Enxaguar e lavar como anteriormente (ponto 2.3.3).
Retirar cuidadosamente o excesso de humidade.
2.3.7 Pipetar 5-10 ul de uma solugdao 0,1 M de tampao fosfato com glicerol (apéndice 3) ou liquido de montagem similar para
cada poco e cobrir com uma lamela.
2.4. Leitura do teste IF

Examinar as laminas do teste num microscopio de epifluorescéncia, com filtros adequados para excitagio do FITC, sob
lente de imersio em 6leo, a uma ampliagio de 500-1000x. Examinar os pogos ao longo de dois didmetros
perpendiculares e a volta do perimetro.

Observar primeiro a lamina do controlo positivo. As células devem apresentar-se com uma fluorescéncia brithante ¢
completamente coradas.

Nota: O teste deve ser repetido se a coloragao for aberrante. N

Ler as laminas do teste. Observar primeiro a auséncia de células fluorescentes nos pogos de controlo FITC. Células
fluorescentes no controlo de FITC indicam ligagdo ndo especifica do conjugado, autofluorescéncia ou contaminagio.

Nota: Repetir o teste se tal for observado.

Observar células fluorescentes brilhantes e com a morfologia caracteristica de Pseudomonas solanacearum nos pogos das
liminas. A intensidade de fluorescéncia deve ser equivalente a da estirpe do controlo positivo, para a mesma dilui¢do do
anti-soro. As células com coloragdo incompleta ou com fluorescéncia fraca nio devem ser consideradas, a ndo ser que
sejam muito abundantes (ver interpreta¢do dos resultados do teste IF).

Interpretacio dos resultados do teste IF

i) Se ndo forem detectadas células fluorescentes brilhantes ¢ com a morfologia caracteristica, o teste IF é negativo.

ii) Se forem detectadas células fluorescentes brilhantes e com a morfologia caracteristica, determinar o nimero médio de
células por cada campo do microscépio ¢ calcular o nimero de células por ml (N) de sedimento ressuspenso
(apéndice 4).

7

r
Uma populagio de aproximadamente 10° células por ml de sedimento ressuspenso ¢ considerada como sendo o limite
de detec¢do para o teste IF:

— para as amostras com N > 10’ células por ml, o teste IF é considerado positivo,

— para as amostras com N < 10’ células por ml, o teste IF pode ser considerado positivo.
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iii) Se nameros mais elevados (N > 10° células por ml) de células, desigual ou incompletamente coradas ou fracamente
fluorescentes forem observadas com o anti-soro no seu titulo, um segundo teste deve ser realizado:
— ou um teste baseado num principio biolégico distinto,
— ou uma repeti¢do do teste IF, utilizando um segundo anti-soro ou uma diluigio decimal do sedimento.
3. Teste ELISA
(Baseado em Robinson-Smith et al., 1995)
Utilizar anti-soro para Pseudomonas solanacearum, de preferéncia para a Biovar 2/Raga 3. Determinar o titulo com uma
suspensio de 10° células por ml de uma estirpe homéloga de Pseudomonas solanacearum.
Recomenda-se a utilizagdo de microplacas NUNC Polysorp.
Incluir um controlo negativo constituido pelo extracto de batata e um controlo de tampio fosfato salino (PBS).
Utilizar uma suspensio de > 10° células por ml de uma estirpe de Pseudomonas solanacearum de Biovar/Raga apropriadas
como controlo positivo. Testar de forma idéntica a da(s) amostra(s), mas dela(s) bem separada na microplaca.
3.1. Pipetar 100-200 ul do sedimento ressuspenso para um microtubo.
Aquecer durante 4 minutos a uma temperatura de 100°C. Retirar o microtubo e coloci-lo em gelo.
3.2. Adicionar um volume igual de tampio carbonato de revestimento 2x (apéndice 5). Agitar em vortex.
3.3. Colocar aliquotas de 100 ul em pelo menos dois dos pogos da microplaca. Incubar durante 1 hora a uma temperatura de
37°C ou de um dia para o outro a uma temperatura de 4°C.
3.4. Retirar os extractos dos pogos. Lavar os pogos trés vezes com PBS-Tween (apéndice 5), deixando a altima solugdo de
lavagem dentro dos pogos durante, pelo menos, 5 minutos.
3.5. Preparar uma diluigio adequada de anti-soro de Pseudomonas-solanacearum em tampio de bloqueio (apéndice S5).
Adicionar 100 ul da dilui¢do de anti-soro aos pogos.
Incubar durante 1 hora a uma temperatura de 37°C.
3.6. Retirér o anti-soro dos pogos. Lavar os pogos como anteriormente (ponto 3.4).
3.7. Preparar uma dilui¢do adequada de conjugado de fosfatase alcalina em tampao de bloqueio. Adicionar 100 ul da diluigio
do conjugado aos pogos.
Incubar durante 1 hora a uma temperatura de 37°C.
3.8. Retirar o conjugado dos pogos. Lavar os pogos como anteriormente (pontos 3.4 e 3.6).
3.9. Preparar a solugdo do substrato de fosfatase alcalina (apéndice 5). Adicionar 100 ul aos pogos. Incubar entre 30 minutos e
1 hora, na obscuridade, a temperatura ambiente.
3.10. Ler a absorvincia a 409 nm.
Interpretacao do teste ELISA
O teste ELISA é negativo se a densidade dptica (DO) da amostra for < 2xDO do controlo negativo.
O teste ELISA é positivo se a densidade éptica (DO) da amostra for > 2xDO do controlo negativo.
4. Teste PCR
(Baseado em Seal et al., 1993)
Nota: Tém de se utilizar pontas de pipeta com filtro durante todas as etapas de preparagio das amostras e durante outras
manipula¢bes que envolvam a PCR.
Preparar uma suspensio de 10° células por ml de uma estirpe de Biovar 2/Raga 3 de Pseudomonas solanacearum como
controlo positivo. Testar de forma idéntica a da(s) amostra(s).
4.1. Pipetar 100 wul do sedimento ressuspenso para um microtubo.

Em alternativa, transferir 90 ul do sedimento ressuspenso para um microtubo contendo 10 ul de hidréxido de sédio
0,5 M. Misturar invertendo repetidamente o microtubo.
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4.2. Aquecer durante 4 minutos a uma temperatura de 100°C. Retirar de imediato o microtubo ¢ colocd-lo em gelo.

4.3. Preparar pelo menos duas dilui¢oes decimais, por exemplo, 1/10 e 1/100 ou mais, se consideradas necessirias, em dgua
destilada esterilizada ou ultra pura (UPW).

4.4. Preparar a mistura de reac¢do da PCR (apéndice 6) num tubo esterilizado adicionando os componentes pela ordem que se
segue:

Para um volume de reac¢ao de 50 ul

Componente Quantidade Concentragao final

Agua destilada esterilizada 30,8 ui-33,8 ul —

ou UPW

Tampdo PCR 10x 5,0 ul 1x

d-ATP 1,0 ul 0,2 mM
d-CTP 1,0 pl 0,2 mM
d-GTP 1,0 ul 0,2 mM
d-TTP - 1,0 ul 0,2 mM
«Primer» OLI-1 (20 uM) 2,5 ul 1 uM
«Primer» Y-2 (20 pM) 2,5 ul 1 uM

Taq Polimerase (5U/ul) 0,2 ul 1,0U

Volume total 45 ul-48 ul

Para mais reac¢oes

Calcular a quantidade de cada componente para o niimero de reacgdes necessirio. Misturar os componentes e transferir
45 pl-48 pl da mistura para tubos de PCR esterilizados. Manter os tubos com a mistura da PCR em gelo.

Para volumes de reaccdo de 25 ul

Reduzir proporcionalmente a quantidade dos componentes.

4.5. Amplificagdo pela PCR

4.5.1. Opcional: centrifugar de forma intermitente os tubos com a amostra fervida e o controlo positivo.
Adicionar, pela ordem especificada, 2-5 ul da(s) amostra(s), controlo de dgua e controlo positivo aos tubos contendo a
mistura de reaccdo PCR. Colocar os tubos no bloco de aquecimento do termociclador de DNA.

4.5.2. Correr o seguinte programa:

1 ciclo de:
i) 2 minutos a uma temperatura de 96 °C: desnaturagdo da amostra original

50 ciclos de:

ii) 20 segundos a uma temperatura de 94 °C: desnaturagio -

iit) 20 segundos a uma temperatura de 68°C: emparelhamento dos «primers»
iv) 30 segundos a uma temperatura de 72°C: extensdo da copia

1 ciclo de:
v) 10 minutos a uma temperatura de 72°C: continuagdo da extensdo

1 ciclo de:
vi) manter a uma temperatura de 4°C

Nota: Estes sio os pardmetros para o aparelho Perkin Elmer 9600. Outros termocicladores poderdo necessitar de uma
camada de 6leo mineral nos tubos de reac¢do da PCR e/ou modificagdo da duragdo das etapas ii), iii) e iv) do
programa de amplificagio.

4.5.3. Retirar os tubos do termociclador. Analisar o produto da PCR. Se ndo for analisado de imediato, armazenar os tubos a
uma temperatura de 4°C para utilizagdo no préprio dia ou a uma temperatura de -18°C durante mais tempo.

4.6. Anilise do produto da PCR
Os fragmentos da PCR sio detectados através de electroforese em gel de agarose e coloragdo com brometo de etidio.

4.6.1. Preparar um gel de agarose adequado, fervendo a agarose cuidadosamente em tampdo tris acetato de electroforese
(TAE).
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4.6.2. Arrefecer a agarose fundida a uma temperatura de 50-60°C. Deitar no molde da unidade de electroforese e inserir o pente.
Deixar a solugio solidificar.

4.6.3. Retirar o pente. Submergir o gel em TAE de forma a que fique ligeiramente coberto (2-3 mm) pelo tampio.

4.64. Colocar goticulas de 3 ul de tampio de carregamento em parafilme. Adicionar 12 ul do produto da PCR de qualquer uma
das amostras, do controlo positivo e do controlo de dgua e misturar através de aspiragdo ligeira na ponta da pipeta antes
de carregar. Os volumes indicados podem ser modificados de acordo com a capacidade dos pogos do gel de agarose.

4.6.5. Encher cuidadosamente os pocos do gel. Como referéncia, incluir pelo menos num dos pogos um marcador de DNA
adequado.

4.6.6. Ligar os cabos a fonte de alimentagio e a tina de electroforese. Submeter o gel a uma carga de 5-8 V/icm até que a frente
de corrida esteja a 1 cm da extremidade do gel.

4.6.7. Desligar a fonte de alimentagdo. Desligar os cabos da tina de electroforese. Retirar cuidadosamente o gel. Mergulha-lo
numa soluc¢io de brometo de etidio durante 30 a 45 minutos.

Nota: Utilizar luvas descartdveis sempre que manusear o brometo de etidio, pois é um potente agente mutagénico!

4.6.8. Retirar o corante em excesso em agua destilada durante 10-15 minutos.

4.6.9. Visualizar o(s) fragmento(s) de DNA num transiluminador com UV. O produto PCR de Pseudomonas solanacearum com
o conjunto de «primers» OLI-1 e Y-2 tem 288 bp de comprimento. Comparar com o marcador de DNA e o controlo
positivo.

Nota: O controlo da 4gua tem que ser sempre negativo. Se for positivo, repetir o teste.

4.6.10. Se for necessirio um registo permanente, tirar uma fotografia ao gel.

4.6.11. Confirmar a autenticidade do fragmento amplificado através de andlise de restricio enzimdtica (REA — Restriction
enzyme analysis). :

4.7. " Analise de restricdo enzimatica (REA)

4.7.1. Transferir 8,5 ul do produto da PCR (ponto 4.5.3) para um microtubo novo. Adicionar 1 ul de tampao da enzima 10 x
concentrado e 0,5 wl da enzima de restricao Avall.

4.7.2. Misturar através de ligeira aspiragdo na ponta da pipeta. Se permanecerem goticulas nas paredes do tubo, centrifugar de
forma intermitente na microcentrifugadora. Incubar durante 1 hora a uma temperatura de 37°C.

4.7..3. Analisar o fragmento da PCR digerido através de electroforese em gel de agarose, como anteriormente (ponto 4.6).
Interpretacio do resultado do teste PCR
O teste PCR ¢é negativo se o fragmento caracteristico de 288 bp ndo for detectado e se o fragmento for detectado para a
estirpe do controlo positivo de Pseudomonas solanacearum.

O teste PCR é positivo se o fragmento caracteristico de 288 bp for detectado e se a anélise REA do fragmento amplificado

for idéntica a da estirpe do controlo positivo de Pseudomonas solanacearum.

s. Teste de sementeira em placas com meio selectivo
(Baseado em Elphinstone et al., 1996)

5.1, Efectuar o teste através de uma técnica de dilui¢io em placas adequada, por exemplo:

i) Preparar, pelo menos, duas dilui¢des decimais, ou seja 1/10 e 1/100 de sedimento ressuspenso em tampio de
sedimentagdo. Pipetar um volume padrio (50-100 ul) do sedimento ressuspenso e de cada dilui¢do para meio selectivo
SMSA modificado (apéndice 7) e espalhar com uma vareta de vidro sobre toda a superficie do meio.

Se for considerado atil, fazer uma diluigdo através de riscado com uma ansada de 10 ul de sedimento ressuspenso.
Passar a ansa pela chama entre cada uma das inoculagdes;

ii) Transferir um volume padrio (50-100 wl) do sedimento ressuspenso para o meio selectivo SMSA modificado e
espalhar com uma vareta de vidro sobre toda a superficie do meio. Repetir o procedimento, sem passar a vareta pela
chama, em mais duas placas de SMSA modificado.

5.2. Inocular, através da mesma técnica de dilui¢do em placas, uma suspensio de 10° células por ml a partir de uma estirpe de
Pseudomonas solanacearum Biovar 2/Raga 3, como controlo positivo, num conjunto de placas de SMSA modificado.

5.3. Incubar as placas a uma temperatura de 28°C. Comegar a ler as placas apés 3 dias de incubagido. Se negativo, incubar
mais tempo, até 6 dias. As colénias de isolamentos virulentos de Pseudomonas solanacearum apresentam-se brancas, de
aspecto leitoso, achatadas, irregulares e fluidas, com centros vermelhos vivos e apresentando estrias ou espirais internas.

54 Purificar as coldnias com morfologia tipica através de subcultura em meio nutritivo geral (apéndice 1).
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5.5. Identificar as culturas puras (sec¢do I1.4.1) e confirmar as culturas de Pseudomonas solanacearum através de um teste de
patogenicidade (seccao 11.4.3).

Interpretacdo do resultado da sementeira em placas com meio selectivo

O teste de sementeira em placas com meio selectivo é negativo se ndo for isolada nenhuma colénia ao fim de seis dias ou
se ndo forem isoladas coldnias caracteristicas de Pseudomonas solanacearum, desde que nio se suspeite de inibicio por
colénias de outras bactérias e que coldnias caracteristicas de Pseudomonas solanaceamm sejam detectadas nos controlos
positivos.

O teste de sementeira em placas com meio selectivo é positivo se forem isoladas colénias caracteristicas de Pseudomonas
solanacearum.

6. Bio-ensaio
(Baseado em Janse, 1988)

6.1. Para cada amostra, utilizar 10 plantulas (plintulas susceptiveis de tomateiro ou beringela) no estadio de terceira folha
verdadeira. Nio regar as plantulas nas 24 horas anteriores a inoculagio.

6.2. Distribuir 100 ul do sedimento ressuspenso entre as plantulas. Inocular o caule, entre os cotilédones e em um ou mais
locais.

6.3. Inocular, através da mesma técnica, 10 plantulas com uma suspensio de 10° células por ml de uma estirpe de
Biovar 2/Raga 3 de Pseudomonas solanacearum, como controlo positivo, e com tampido de sedimentagio, como controlo
negativo. Separar as plantulas que constituem o controlo positivo das outras plantulas a fim de evitar contaminagdes
cruzadas.

6.4. Deixar crescer as plantulas durante 4 semanas a uma temperatura de 22-28°C e elevada humidade relativa, com rega
diaria. Observar o desenvolvimento de sintomas de murchiddo, epinastria, clorose e/ou nanismo.

6.5. Fazer isolamentos a partir das plantulas infectadas (sec¢do II). Identificar culturas puras com morfologia caracteristica
(secgdo I1.4.1) e confirmar as culturas de Pseudomonas solanacearum através de um teste de patogenicidade
(secgdo 11.4.3).

6.6. Se se considerar necessario, verificar a auséncia de infecgdo nos lotes de plantulas ensaiadas que ndo demonstram sinais de
infec¢do. Retirar de cada plintula uma sec¢io de 1 cm de caule, 2 cm acima do ponto de inoculagio. Homogeneizar os
tecidos em tampdo de maceragdo. Proceder a diluicdo em placas (secgdo II1.5.1). Se o resultado for positivo, identificar
culturas puras com morfologia caracteristica (secgao I1.4.1) e confirmar as culturas de Pseudomonas solanacearum através
de um teste de patogenicidade (secgdo 11.4.3).

Interpretagao do resultado do bio-ensaio

O bio-ensaio é negativo se as plintulas ensaiadas ndo estiverem infectadas por Pseudomonas solanacearum e se
Pseudomonas solanacearum for detectada no controlo positivo.

O bio-ensaio é positivo se as plantulas ensaiadas estiverem infectadas por Pseudomonas solanacearum.

7. Teste de enriquecimento
(Baseado em Elphinstone et al., 1996)

7.1. Transferir 100 ul do sedimento ressuspenso para 3 ml de meio liquido SMSA modificado (apéndice 7).

7.2. Incubar durante 48 horas, e nunca mais de 72 horas, a uma temperatura de 28°C, com a tampa do tubo apertada
frouxamente para permitir 0 arejamento.

7.3. Apertar a tampa e agitar em vortex. Separar em aliquotas para o teste IF (ponto 2 da presente secgio), o teste ELISA
(ponto 3 da presente secgao) efou o teste PCR (ponto 4 da presente secgio).

8. Testes de patogenicidade

Ver sec¢io II 4.3.
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Apéndice 1
Meios de cultura para Pseudomonas solanacearum

Agar nutritivo (NA)
Agar nutritivo (Difco) 23 g
Agua destilada 11
Preparar volumes de 0,5 | de meio em frascos de 1 L
Dissolver os ingredientes.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Arrefecer a 50°C. Preparar placas.

Agar de levedura-peptona-glucose (YPGA)

Extracto de levedura (Difco) Sg
Bacto-peptona (Difco) 5g
D(+)glucose {monohidrato) 10 g
Bacto agar (Difco) 15 g
Agua destilada 11

Preparar volumes de 0,5 | de meio em frascos de 1 1.
Dissolver os ingredientes.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Arrefecer a 50°C. Preparar placas.

Agar de sacarose e peptona (SPA)

Sacarose 20 g
Peptona Sg
K,HPO, 0,58
MgSO,-7H,0 025 g
Bacto agar (Difco) 15 g
Agua destilada 11

Preparar volumes de 0,5 | de meio em frascos de 1 1.
Dissolver os ingredientes. Se necessario, acertar o pH a 7,2-7,4.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Arrefecer a 50°C. Preparar placas.

Meio de tetrazélio de Kelman

Casaminoacidos (Difco) lg
Bacto peptona (Difco) 10g
Dextrose Sg
Bacto agar (Difco) : 15¢g
Agua destilada 11

Preparar volumes de 0,5 | de meio em frascos de 1 1.
Dissolver os ingredientes. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Arrefecer a 50°C.

Adicionar o volume necessario de solu¢do aquosa de cloreto de trifenil tetrazélio (Sigma), esterilizada por
filtragdo, para obter uma concentragdo final de 50 mg/l. Preparar placas.
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Apéndice 2
Materiais para preparacao das amostras

Tampédo de maceragdo: tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0

Este tampido ¢ utilizado para maceragdo dos tecidos.

Na,HPO, 4,26 g
KH2PO4 . 2,72 g
Agua destilada 11

Dissolver os ingredientes e verificar o pH. Preparar as aliquotas que forem consideradas necessarias.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Para a realizagio do teste PCR directo, recomenda-se a adi¢io de polivinilpirrolidona 40 000 MWT
(PVP-40) a § %, para reduzir a incidéncia de inibi¢do da amplificagdo por moléculas aromadticas presentes
no extracto.

No caso de se utilizarem os procedimentos de homogeneizagio com Waring Blender ou com Ultra Turrax
para a maceragdo dos hilos de batata, recomenda-se a adi¢gdo de um anti-floculante, antiespuma ou
antioxidante.

Flocos de Lubrol 0,5 g/l
Antiespuma DC Silicone 1 mll
Pirofosfato tetrassédico 1g1

Esterilizar separadamente em autoclave. Adicionar de forma a obter a concentragio desejada.
Tampio de sedimentag¢do: tampao fosfato 10 mM, pH 7,2

Este tampdo ¢é utilizado para a ressuspensio e dilui¢io dos sedimentos dos hilos de batata.

NazHPO4'12H20 2,7 g
NaH,P0O,-2H,0 04¢g
Agua destilada 11

Dissolver os ingredientes e verificar o pH. Preparar as aliquotas que forem consideradas necessarias.

Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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Apéndice 3

Materiais para o teste IF

Tampio IF: tampio fosfato salino (PBS) 10 mM, pH 7,2

Este tampdo é utilizado para a dilui¢do dos anti-soros.

Na,HPO,-12H,0 2,7 g
NaH,PO,4-2H,0 0,4 g
NaCl 8,0 g
Agua destilada 11

Dissolver os ingredientes e verificar o pH. Preparar as aliquotas que forem consideradas necessarias.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Tampiao IF-Tween

Este tampao ¢é utilizado para lavar as laminas. Adicionar 0,1 % de Tween 20 ao tampio IF.

Tampido fosfato com glicerol 0,1 M, pH 7,6

Este tampdo é utilizado como fluido de montagem nos pogos das liminas de IF, para aumentar a

fluorescéncia.

Na,HPO,-12H,0 32¢g
NaH,PO,2H,0 0,15 g
Glicerol 50 ml

Agua destilada 100 ml
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Apéndice 4
Determinagdo do nivel de contaminagio no teste IF
Area (S) de cada pogo da lamina de pogos miltiplos:

~ aD?
-4 (1)

em que D = didmetro do pogo.

Area (S) do campo da objectiva:

_=d
S 4 @)
em que d = didmetro do campo.
Calcular d quer por medigdo directa quer através das seguintes formulas:
nit
$ = 5T
G’K*x 4 (3)
emque: i = coeficiente de campo (depende do tipo de ocular e varia entre 8 e 24),
K = coeficiente do tubo (1 ou 1,25),
G = ampliagio da objectiva (100x, 40x, etc.).
de (2), vem que
d= /%
n 4)

Contar o nimero de células fluorescentes tipicas por campo (c).

Calcular o nimero de células fluorescentes tipicas por pogo (C):
C=c

Calcular o nimero de células fluorescentes tipicas por ml de sedimento (N):

1 000
y

x F

N = Cx

em que: y = volume de sedimento no pogo,

F = factor de diluigdo do sedimento.
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Apéndice 5

Materiais para o teste ELISA

Tampdo carbonato 2 x para revestimento, pH 9,6

Na,CO; 6,36 g
NaHCO; 11,72 g
Agua destilada 11

Dissolver os ingredientes e verificar o pH. Preparar as aliquotas que forem consideradas necessérias.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Pode ser acrescentado, como antioxidante, sulfito de sédio com uma concentragio final de 0,2 %, caso o

extracto contenha uma grande frac¢do de moléculas aromiticas.

Tampio fosfato salino (PBS) 10x, pH 7,4

NaCl 80 g
KH,PO, 2g
Na,HPO,-12H,0 29 g
KCl 2g
Agua destilada 11

Dissolver os ingredientes e verificar o pH. Preparar as aliquotas que forem consideradas necessarias.

Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Tampio fosfato salino — Tween (PBS-T)
PBS 10 x 100 ml
Solugdo a 10% de Tween 20 S ml
Agua destilada 895 ml

Tampao de bloqueio (anticorpo) — deve ser preparado na altura da utilizagio

PBS 10 x 10 ml
Polivinilpirrolidona-44 000 MWT (PVP-44) 2g
Solugdo a 10% de Tween 20 0,5g
Leite em po 0,5 g
Agua destilada perfazer 100 ml

Solugio de substrato de fosfatase alcalina, pH 9,8
Dietanolamina 97 ml
Agua destilada 800 ml

Misturar e acertar a pH 9,8 com HCI concentrado.
Completar até 1 1 com agua destilada.

Juntar 0,2 g de MgCl,.

Dissolver duas pastilhas de 5 mg cada de substrato fosfatase (Sigma) por cada 15 ml de solucio.
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Apéndice 6

Materiais para o teste PCR

Sequéncia dos oligonucledtidos
«Primer» OLI-1 5'-GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC-3'
«Primer» Y-2 5’-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'

Os materiais encontram-se referidos em Seal et al., 1993.

Apéndice 7

Materiais para a sementeira em placas com meio selectivo e testes de enriquecimento

Meio selectivo SMSA (Engelbrecht, 1994, modificado por Elphinstone et al., 1996)

Meio basal

Casaminoécidos (Difco) lg
Bacto peptona (Difco) 10g
Glicerol 5 ml
Bacto agar (Difco) 15 ¢
Agua destilada 11

Preparar volumes de 0,5 | de meio em frascos de 1 L.

Dissolver os ingredientes e verificar o pH. Se necessirio, acertar o pH a 6,5 antes de esterilizar.
Pseudomonas solanacearum nio se desenvolve bem a pH > 7,0.

Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Arrefecer a 50°C.

Juntar os ingredientes seguintes (todos Sigma) para obter as concentragdes finais especificadas:

Violeta cristal 5 mg/l
Sulfato de polimixina B 100 mg/l (cerca de 600 000 unidades) Sigma P-1004
Bacitracina 25 mg/l(*) (cerca de 1250 unidades) Sigma B-0125
Cloranfenicol 5 mg/l Sigma C-3175
Penicilina-G 0,5 mg/l (cerca de 825 unidades) Sigma P-3032
Sais de tetrazolio 50 mg/l

Dissolver os ingredientes em etanol a 70 % de forma a obter as concentragdes indicadas para o volume de
meio preparado. Alguns desses ingredientes, como por exemplo o sulfato de polimixina B e o cloranfenicol,
exigem ligeiro aquecimento e agitagdo.

Caldo SMSA (Elphinstone et al., 1996)
Preparar de forma idéntica a do meio selectivo SMSA excluindo a adi¢do de agar.

Distribuir em aliquotas de 3 ml por tubos universais de 30 ml descartaveis.

(*) Se for considerado necessdrio, o aumento da concentragdo de bacitracina para 300 ppm pode reduzir a contaminagio
por bactérias saprofitas, sem reduzir a recuperagio de Pseudomonas solanacearum.
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