universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Fitopatologia
Programa de Pés-Graduacdo em Fitopatologia

B

CARACTERIZACAO POLIFASICA E ANALISE GENOMICA
DE Xanthomonas citri, AGENTE CAUSAL DA MANCHA
BACTERIANA DA TECA (Tectona grandis)

VITORIA LAIZE BATISTA MONTEIRO

Brasilia — DF
2020



VITORIA LAIZE BATISTA MONTEIRO

CARACTERIZACAO POLIFASICA E ANALISE GENOMICA DE Xanthomonas citri,
AGENTE CAUSAL DA MANCHA BACTERIANA DA TECA (Tectona grandis)

Dissertacdo apresentada a Universidade de
Brasilia como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Fitopatologia pelo Programa

de Pds-Graduacdo em Fitopatologia

Orientador

Dr. Mauricio Rossato

BRASILIA
DISTRITO FEDERAL - BRASIL
2020



FICHA CATALOGRAFICA

Monteiro, Vitéria Laize Batista
Caracterizagdo polifésica e analise genémica de Xanthomonas citri, agente causal da
mancha bacteriana da teca (Tectona grandis). / Vitdria Laize Batista Monteiro.
Brasilia, 2020.
NUmero de paginas p.104

Dissertacdo de mestrado. Programa de Pés-graduacdo em Fitopatologia, Universidade
de Brasilia, Brasilia.

1. Taxonomia — Filogenia.
I. Universidade de Brasilia. PPG/FIT.
Il. Caracterizacdo polifésica e anélise gendmica de Xanthomonas citri, agente causal da
mancha bacteriana da teca (Tectona grandis)



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pois sem Ele nada sou.

A minha familia que sempre me apoiou e me estimula a ser uma Gtima profissional, sem
esquecer de ser primeiramente uma boa pessoa.

Agradeco aos professores da Universidade Federal de Mato Grosso e ao professor Paulo
Afonso, meu orientador da graduacéo, pela paciéncia e confianca.

A todos os meus professores da Universidade de Brasilia, que me concederam a
oportunidade de realizar o sonho de fazer o mestrado em Fitopatologia. Obrigada por todas as
lighes. Serei eternamente grata!

Agradeco ao meu orientador de mestrado, professor Mauricio Rossato, que me acolheu
de bracos abertos quando o procurei. Obrigada pela paciéncia, compreensao, pelo estimulo a
pensar de forma critica e por ter me permitido tomar decisdes em diversas situacdes. Sou sua
primeira orientanda, mas nao tenho dividas de que tera uma trajetoria de sucesso, porgue possuli
dois elementos essenciais: competéncia e humanidade.

Agradeco ao professor Fernando Lucas Melo por todo suporte com a parte de
bioinformatica. A Dra. Adriane da Embrapa arroz e feijao pelos isolados BRM e IBSBF e Dra.
Alice Quezado da Embrapa Hortalicas pelos isolados P-89 e P-120.

A todos os meus colegas da pos-graduacdo, por todos 0s momentos gque vivenciamos.
Todos vocés me ensinaram importantes licdes, cada um do seu jeito. Posso dizer que tive uma
Otima experiéncia em Brasilia e vocés sdo em parte, responsaveis por isso.

Ao grupo de jovens da Igreja Luterana pelo acolhimento e carinho que sempre me
ofereceram enquanto estive em Brasilia e as amigas que fiz em casa: Juliana Verde, lana Nunes
e Carla Brasil.

A Universidade de Brasilia pela oportunidade e ao CNPq pela bolsa concedida e

financiamento do projeto de pesquisa.



Trabalho realizado junto ao Departamento de Fitopatologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade de Brasilia, sob orientagdo do Professor Mauricio Rossato, com apoio do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico (CNPq).

CARACTERIZACAO POLIFASICA E ANALISE GENOMICA DE Xanthomonas citri,
AGENTE CAUSAL DA MANCHA BACTERIANA DA TECA (Tectona grandis)

VITORIA LAIZE BATISTA MONTEIRO

DISSERTACAO APROVADA em 31/08/2020 por:

Prof. Dr. Marco Aurélio Siqueira Da Gama

Examinador Externo

Profa. Dra. Marisa Alvares Velloso Ferreira

Examinador Interno

Prof. Dr. Mauricio Rossato

Orientador (Presidente)

Profa. Dra. Rita de Cassia Pereira Carvalho

(Suplente)

BRASILIA — DISTRITO FEDERAL
BRASIL
2020



SUMARIO

LISTA DE TABELAS . ...t e e e e e e e e s e e a e e e e e e e s s e enneees i
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e nnnees iv
RESUMO GERAL ..ottt e e e e s s a e e e e e e s st aaeraeaeeaaans Vi
GENERAL ABSTRACT oottt e e e e e s st a e e e e e e e s s nnnraareaeeeas Vil
L. INTRODUGAOD. ..ottt n st 1
ODJEEIVO GEIAL ...ttt ettt ettt 5
ODJELIVOS BSPECTTICOS ...ttt ettt b ettt et s et ene e 5
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 6
TECLONA GFANTIS ...ttt b e bt et e bt st et e e bttt et e s e et e e s 6
O GBNEIO XaNTNOMONES. .. ...uviieieiiii ittt ettt e nbeenbeennaeen 10
Taxonomia e gendmica de espécies de XanthOmonas ...........cccocvereiieriiiieiiiie e 11
Efetores € gama de NOSPEUBITD .........eeiviiiiiiieeie e 16
3. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt en e, 19
(0] 1 (<] T (oI F- Woto] [<Tor: o PP PP R TP PRPPPUPRRPRRN 19
Teste de PAtOGENICIAAUR .........eeiieiie ittt ettt e nnees 20
Identificacdo do género Xanthomonas POr PCR............cooiiiiiii et 20
L o Lo o (T D\ PSSR 21
BOX-PCR e selecdo de haplOtipoS.........ccoiiveiiiiiiie ittt 22
SequENCIAMENTO GENOMICO. ... ..ciuiiiiie e it se st e et e s e e st e e et e e st e e e stb e e esteeestbeeessaeearbeeessneeesnneeans 23
Y o) Yo T a o (oo <o o] o T NSRS 23
Multilocus sequence analysisS (MLSA) ......cuv i e e 24
Average nucleotide identity (AN ........oi i 27
10T [=T T3 o USSR 28
ANAliSe dOS SISEMAS A8 SECIEGAD .....ciuvvieiiireiitieeiie e e stie e et e e e ite e e sbe e et e e e be e e st e e e st e e e taeeanbeeesnaeeesneas 28
Identificacdo de efetores TALE € regifes CRISPR..........cccoiiiiiiii i 28
ANALISE & BFEIOIES SST 3 ... ittt bbb nneas 28
ANALISe de reCOMDINACAD ... ...cvvii it e et e e st e e s e e e s raeeenaeeas 29
(G T W0 N 10T 00 [T oL SRR OPSSI 29
Identificacdo de genes de insensibilidade a0 CODIe (COP) ....oovevriiriieiiiiiie e 30
4, RESULTADOS ...ttt e e e e e s st e e e e e e s s n bbb e e e e e e e e e e anneeees 31
(0] T=Tor: (ol [T o] = To [0 LS PSR PPUPPPRPRRN 31
e (0T [=T T T o = Vo PSPPSR 32
Identificacdo dO GENEIO POI PCR......cc.iiiiiiiieiie ettt st nees 33
Analise da diversidade de isolados de Xanthomonas por BOX-PCR...........ccccevviiiiiiceiiie e, 34
Sequenciamento dos genomas € CaraCteriStiCaS........ccvveiviiiiiie i st ree e 36
Identificacdo de efetores TALE € regifes CRISPR..........cocooiiiiiiiiiiie e 37
Multilocus Sequence ANAIYSIS (IMLSA) ......oco it 37
Comparacdo dos genomas por Average Nucleotide Identity (AN .....ccccoevieiiiiiieiieieeece s 41
][0T [=T 10T 1o o USROS 44
Y ] T [Tl £ o o F SR P PRSPPI 46
oy (=0 =0 [0 TS 1 TR STS 46



ANAlISE de rECOMDINAGED ... .couviiiiie et 49

GaM@ A8 NOSPEUBIIO ...ttt e ettt e b et e e b e ene e 51
Identificacéo de genes de insensibilidade a0 coObre (COP) .......cccveiiiiiiiiiiiicieee e 62
5. DISCUSSAD. ..ottt ettt 63
B. CONCLUSOES ...ttt 75
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooviieeeeeeeeeev et en st 76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Lista dos 26 isolados de Xanthomonas de Mato Grosso e S&o Paulo que

compuseram a COIEGAOD dE BSTUTD ........oouuieiiiiiie et 19
Tabela 2. Espécies, isolados e acessos de Xanthomonas extraidas do GenBank para as
ANALISES TIIOGENELICAS ... ettt nneas 25
Tabela 3. Caracteristicas gerais dos genomas de Xanthomonas citri pv. tectonae.................. 37
Tabela 4. Efetores mapeados no genoma de UnB-Xtec2D, coordenadas e presenca ou
auséncia de recombinagdes nas regifes CoOm fetOresS. ..........covviiiieriierie e 49
Tabela 5. Avaliacdo da presenca de sintomas em plantas hospedeiras em resposta a
inoculacdo com isolados de X. citri pv. tectonae UnB-XtecTg02(2) e UnB-XtecFFTL1.......... 53

Tabela 6. Isolamento de bactérias do género Xanthomonas em plantas de diferentes espécies
inoculadas com dois isolados de X. citri pv. tectonae. (+):presenca de colénias apos
isolamento e (-): auséncia de colbnias apds iSOlAMENTO. ..........cccuviiieiiieiie e 53



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Folhas sintométicas de Tectona grandis (teca) apresentando manchas foliares. A:

viveiro de Mato Grosso (2016, 2017 e 2018). B: viveiro de S&o Paulo (2020)....................... 31
Figura 2. Col6nias isoladas a partir de folhas sintomaticas de Tectona grandis (teca)
cultivadas em meio NA @ 28° C POI 72N, .....ooiiiiiieiie e 32

Figura 3. Produtos da PCR com os primers X-gumD F7/R7 visando detec¢do do gene gumD,
tipico de espécies de Xanthomonas, na colecdo de isolados de teca. M: marcador DNA ladder
1 Kb plus Invitrogen. N: controle negativo. *: 100 Pb. ......ccooviiiieiiiiiiiiiee e 33
Figura 4. Perfis de BOX-PCR com o primer BOX-A1R dos isolados de Xanthomonas
originarios de Mato Grosso e Xanthomonas citri pv. fuscans (BRM 48911, BRM 48898 e
IBSBF 1346). M: marcador DNA ladder 1 Kb Plus Invitrogen. N: controle negativo. *: 100
0] PO TSRO P PP URTOPRPPRUPRPTS 35
Figura 5. Perfis de BOX-PCR com o primer BOX-A1R dos isolados de Xanthomonas
originarios de Mato Grosso e Sao Paulo e Xanthomonas citri pv. fuscans (BRM 48898 e
IBSBF 1346). M: marcador DNA ladder 1 Kb Kasvi. N: controle negativo.................cccoe..... 36
Figura 6. Arvore filogenética por inferéncia Bayesiana, modelo GTR+G+| com sequéncias
concatenadas de sete genes housekeeping (atpD, dnak, efp, fyuA, gInA, gyrB e rpoD) de
isolados de teca e demais espécies de Xanthomonas e Xanthomonas albilineans GPE PC73
como outgroup. Retangulo vermelho: isolados de teca deste estudo. ..........cccccveeviveeiiirennnen. 39
Figura 7. Arvore filogenética por inferéncia Bayesiana, modelo GTR+G+l, com quatro genes
housekeeping (dnakK, fyuA, gyrB e rpoD) de espécies de Xanthomonas e Xanthomonas
albilineans GPE PC73 como outgroup. Retangulo azul: isolados de X. axonopodis pv.
eucalyptorum. Retangulo vermelho: isolados de teca deste estudo. ..........ccceevvveeviiieeiiieennnen. 40
Figura 8. Heatmap de average nucleotide identity (ANI) no triangulo inferior e MLSA
(triangulo superior) de 61 isolados da espécie Xanthomonas citri. Os valores de ANI e MLSA
sdo demonstrados pelas cores: amarelo = 96 % ANI, verde = 98 %, azul claro = 99 % e azul
MArinNo = 100%0 AN ..eiiiiiiie ettt 43
Figura 9. Arvore filogendmica de SNPs de isolados de Xanthomonas montada por FastTree,
modelo GTR, com remocéo prévia de sitios recombinantes. Xanthomonas euvesicatoria foi

USAAA COMO OULGIOUD. .. veeerreeeiuteeesteeeeteeessteeeessteeessteeeasteeessseeeastaaeaseeeasseeeeasaaeaaseeeesnseeesnenens 45
Figura 10. Matriz de auséncia e presenca de efetores identificados em 23 genomas de
Xanthomonas. Presenga = vermelho, auséncia = VErde. ........cccceeivirrieeeiiiiieeeesiirieeeesinneeee s 48
Figura 11. Regides de recombinacdo no genoma de UnB-Xtec2D. Efetores em vermelho:
recombinacdo presente. Efetores em preto: recombinaGdo ausente. ...........cccccveeviiveeviiieeiiinnnn, 50

Figura 12. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Tectona grandis. (A)
Controle negativo (agua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo (dgua
destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecFFT1 ampliado. Digitalizacdes realizadas quatro semanas apos inoculagéo........... 54
Figura 13. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Citrus spp. (A)
Controle negativo (agua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo (dgua
destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-



XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecFFT1 ampliado. Digitaliza¢fes realizadas quatro semanas ap0s inoculagéo........... 55
Figura 14. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Eucalyptus spp. (A)
Controle negativo (dgua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo (agua
destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecFFT1 ampliado. Digitalizacfes realizadas quatro semanas ap6s inoculagéo........... 56
Figura 15. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Corymbia spp. (A)
Controle negativo (agua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo (dgua
destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02 na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecFFT1 em maior aumento. DigitalizacGes realizadas quatro semanas apos

1T Tol 0] o= Lo PSSP P PP UPPPRTP 57
Figura 16. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Phaseolus spp. (Feijao
preto). (A) Controle negativo (4gua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo
(agua destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecTg02(2) ampliado. DigitalizacOes realizadas quatro semanas apos inoculagao....... 58
Figura 17. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Phaseolus spp. (Feijao
carioca). (A) Controle negativo (agua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo
(agua destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02 na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-XtecFFT1
na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por UnB-
XtecTg02(2) em maior aumento. Digitalizagdes realizadas quatro semanas apos inoculacéo.59
Figura 18. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Vigna unguiculata
(Feijdo caupi cv. Guariba). (A) Controle negativo (dgua destilada) em superficie adaxial; (B)
Controle negativo (adgua destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie
adaxial; (D) UnB-XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie
adaxial; (F) UnB-XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H)
Sintomas causados por UnB-XtecTg02(2) ampliado. Digitalizacdes realizadas quatro semanas
T oL LS [ 0TI U ] F- Vo Lo SRRSO 60
Figura 19. Produto da PCR com os primers X-gumD F7/R7 visando detec¢do do gene gumD
(402 pb) obtidos ap6s gama de hospedeiras. M: marcador DNA ladder 1 Kb Ludwig. N:
CONEIOIE NEGALIVO .....vvee ettt e e et e e et e e et e e e ta e e e are e e e anaeeeanteeesnneas 61
Figura 20. Produto da PCR com os primers X-gumD F7/R7 visando detec¢do do gene gumD
(402 pb) obtidos ap6s gama de hospedeiras. M: marcador DNA ladder 1 Kb Ludwig. N:
controle negativo. Neg.: plantas do controle negativo. Fpreto: feijao preto. Fcarioca: feijao
carioca. Fcaupi: FEIJAO CAUPI. ...ccveeeiiie ettt et e 61
Figura 21. Produto da PCR com os primers copAF/AR visando detec¢do do gene copA, (870
pb) na colecdo de isolados de Xanthomonas citri pv. tectonae. P-89: isolado sensivel ao cobre.
P-120: isolado insensivel ao cobre. M: marcador DNA ladder 1 Kb Ludwig. N: controle
4cT0 T LAY TSR OPROPRROPRS 62



RESUMO GERAL
MONTEIRO, Vitéria Laize Batista. Caracterizacdo polifasica e andalise gendmica de
Xanthomonas citri, agente causal da mancha bacteriana da teca (Tectona grandis). 2020.

104p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Teca (Tectona grandis) € uma espécie florestal nativa de florestas tropicais na Asia que pertence
a familia Lamiaceae. E apreciada pela qualidade da madeira, durabilidade e resisténcia a pragas
e doencas. Sua madeira pode ser utilizada em construcbes exteriores, barcos, navios e
construces marinhas, esculturas e moéveis. H4 mais de 90.000 hectares de teca plantados no
Brasil. Apesar da resisténcia natural, pragas e doengas podem afetar seu estabelecimento,
crescimento e qualidade da madeira, como aquelas causadas por fungos, bactérias, nematoides
e virus. Nesse contexto, bactérias fitopatogénicas foram isoladas de mudas de teca de viveiro
em Roséario Oeste, Mato Grosso - Brasil e Gar¢a — S&o Paulo. O objetivo deste trabalho foi
identificar o género das bactérias causadoras da mancha foliar em teca por primer especifico e
analisar a diversidade de 26 isolados de Xanthomonas de teca por meio do marcador BOX-PCR
e identificar o agente causal por meio do sequenciamento do genoma, multilocus sequence
analysis (MLSA) utilizando-se sete genes housekeeping: atpD, dnakK, efp, fyuA, gInA, gyrB e
rpoD, average nucleotide identity (ANI), filogendmica com SNPs (single nucleotide
polymorphism), repertorio de efetores e identificacdo de genes de resisténcia ao cobre. O
sequenciamento de dois genomas dos isolados de teca demonstrou ndo haver plasmideos, genes
TAL e regibes CRISPR. O tamanho corresponde ao esperado para o género Xanthomonas e
conteudo G+C: 64,6%. MLSA e ANI revelaram que os isolados de Xanthomonas de teca
pertencem a espécie Xanthomonas citri e foram filogeneticamente proximas de bactérias
isoladas de Phaseolus spp. A analise filogendmica também confirmou a espécie X. citri, porém
os isolados foram geneticamente mais proximos de bactérias isoladas de Citrus spp. Os isolados
de Xanthomonas de teca sdo descritos aqui como Xanthomonas citri pv. tectonae. A analise de
sistemas de secrecdo e efetores revelou que X. citri pv. tectonae possui todos os sistemas de
secrecdo encontrados em bactérias gram-negativas e possuem um repertorio de 25 efetores.
Além disso, os isolados ndo possuem genes de resisténcia ao cobre, indicando a possibilidade
de utilizar compostos de cobre no controle de X. citri pv. tectonae.

Palavras-chave: filogenia, genoma bacteriano, multilocus sequence analysis, taxonomia

Orientador — Dr. Mauricio Rossato — Universidade de Brasilia
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GENERAL ABSTRACT
MONTEIRO,Vitédria Laize Batista. Polyphasic characterization and genomic analysis of
Xanthomonas citri, causal agent of bacterial spot disease in teak (Tectona grandis). 2020.

104p. Dissertation (Master in Plant Pathology — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil

Tectona grandis or teak is a forest species, native to tropical forests in Asia, and belongs to the
Lamiaceae family. It is appreciated by its high-quality timber, durability and resistance against
pests and diseases. Its wood may be used for exterior construction, boats, ships, marine
building, carving and furniture. There are over 90,000 hectares of teak planted in Brazil. Despite
its natural resistance, pests and plant diseases may affect its establishment, growth and wood
quality, as plant diseases caused by fungi, bacteria, nematodes and viruses. In this context, plant
pathogenic bacteria were isolated from teak seedlings from nurseries in Rosario Oeste, Mato
Grosso - Brasil and Garga — Sdo Paulo. The aim of this work was to identify the species of
bacteria causing leaf spot on teak by specific primer and to analyze diversity of 26
Xanthomonas strains through BOX-PCR marker and to identify the causative agent through
genome sequencing, phylogenetic analysis with multilocus sequence analysis (MLSA) using
seven housekeeping genes: atpD, dnaK, efp, fyuA, gInA, gyrB e rpoD, average nucleotide
identity (ANI) and SNPs (single nucleotide polymorphism) phylogenomic, effectors repertoire
and identification of copper resistance genes. The sequencing genome from teak strains
demonstrated there is no plasmids, TAL genes and CRISPR regions. Multilocus sequence
analysis and average nucleotide identity have revealed Xanthomonas strains from teak belong
to Xanthomonas citri species and are closely related to bacteria isolated from Phaseolus spp.
The phylogenomic analysis also confirmed X. citri species, however strains were genetically
closer from strains isolated from Citrus spp. Xanthomonas strains from teak are described here
as Xanthomonas citri pv. tectonae. Secretion system analysis and effector analysis show X. citri
pv. tectonae has all secretion systems found in gram-negative bacteria and a repertoire with 25
effectors. Moreover, strains from X. citri pv. tectonae do not have cop genes, copper resistance

genes, becoming its control possible in greenhouses through copper-based compounds.

Keywords: bacterial genome, multilocus sequence analysis, phylogeny, taxonomy

Master’s advisor — Dr. Mauricio Rossato — Universidade de Brasilia
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1. INTRODUCAO

A teca (Tectona grandis Linn f.) € uma arvore nativa das florestas tropicais do Sudeste
da Asia e teve seu plantio expandido para zonas tropicais como a Africa Ocidental, América
Central e América do Sul, especialmente na Costa Rica e Brasil. Cresce naturalmente entre
latitudes de 23 a 10 N e pode atingir até 60 metros de altura (Weaver 1993, Figueiredo e de Sa
2015).

A madeira da teca é uma das madeiras tropicais mais valiosas e mais conhecidas, pois
possui  propriedades fisicas desejaveis: naturalmente duravel, altamente estavel,
moderadamente pesada, facil de trabalhar e esteticamente bonita, sendo utilizada em
construcdes navais, equipamentos externos, maéveis e carpintaria em geral (Miranda et al.
2011).

O cultivo de teca esta concentrado principalmente na Asia e as Américas, responsaveis
por 6% da producdo (Kollert e Kleine 2018). O Brasil tem cerca de 93.000 hectares de teca
plantados (Iba 2019) e aqui seu cultivo teve inicio no final dos anos 60 em Caceres, uma cidade
do estado de Mato Grosso, na qual as condi¢des de clima se aproximam aquelas dos paises de
origem da teca (Tsukamoto Filho et al. 2003).

Vaérios fatores bidticos podem interferir na producdo da teca, sendo uma cultura alvo de
muitos insetos praga e doencas. Alguns patdgenos tem sua importancia reconhecida por
causarem sérios problemas em viveiros como murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum e manchas foliares causadas por diversas espécies de fungos (Lee 2003), com
frequentes novos relatos de acordo com a expansao da area cultivada com essa espécie. Ainda
existe significativa pobreza de informacdo quanto aos danos e perdas que os fitopatdgenos

podem causar nessa cultura.



O quadro de doengas fangicas no mundo é extenso, podendo-se listar podriddo de raiz,
manchas foliares, murchas e cancros (Mohd Farid et al. 2005, Daly et al. 2006, Huang et al.
2017) . No Brasil ha varios relatos de doencas fungicas, como as causadas pelas espécies Olivea
tectonae, Ceratocystis fimbriata, Lasiodiplodia theobromae e Fusarium oxysporum (Cabral et
al. 2010, Firmino et al. 2012, Borges et al. 2015, Borges et al. 2018b).

No caso de virus, hd apenas um caso registrado no Brasil em 2018. Mudas exibindo
sintomas de amarelecimento internerval em mudas jovens testaram positivo para Tomato
Chlorosis Virus (ToCV) nas quais também notou-se a presenca de moscas-brancas, inseto vetor
desse fitopatdgeno (Borges et al. 2019a). Silva et al. (2008) fez um levantamento de
fitonematoides em areas com cultivo de teca, onde encontrou Meloidogyne javanica causando
a morte de algumas plantas (Oliveira e Silva 2013). Dutra et al. (2006) relata géneros
importantes ocorrendo em mudas da espécie como: Pratylenchus brachyrus, Aphelenchoides
spp. e Rotylenchus reniformes, mas chama atencéo para o fato da teca ser uma boa hospedeira
para M. exigua.

Entre as bacterioses ja descritas, pode-se citar a espécie Ralstonia solanacearum, relatada
desde o passado infectando a cultura (Smith 1914), causando sintomas de murcha e queima
foliar (Lee 2003). No Brasil, a murcha bacteriana ndo foi relatada em periddicos académicos,
porém é conhecida entre os produtores brasileiros. Galha da coroa causada por Agrobacterium
tumefaciens foi relatada causando o sintoma tipico de galhas na base da planta, porém na
publicacdo ndo existe informacdo sobre estado ou municipio (Borges et al. 2019b). Erwinia
spp. também foi relatada causando problemas na América Central, porém com pouca
informacdo sobre sintomas ou outros aspectos (Arguedas 2011). Em 2018, Xanthomonas

fuscans foi relatada causando sintomas de manchas pequenas, necroticas com halo amarelo



circundando em plantas de um mini jardim clonal no Estado de Mato Grosso. Ap6s o isolamento
foi confirmada a etiologia, porém sabe-se pouco sobre essa Xanthomonas (Borges et al. 2018c).

Xanthomonas é um género de bactérias gram-negativas amplamente distribuida e sdo
reconhecidas por causarem doencas em diversos hospedeiros vegetais (Leyns et al. 1984). S&o
caracterizadas pela coloragcdo amarelada resultante de um pigmento, a xantomonadina (Starr e
Stephens 1964). Porém, destaca-se que algumas espécies ndo apresentam pigmentacdo como
X. axonopodis pv. manihotis (Bezerra et al. 2017). E um género com ampla diversidade genética
e a taxonomia tem sofrido mudancas ao longo dos anos (Vauterin et al. 1995, Constantin et al.
2016, Timilsina et al. 2020).

Young et al. (1978) propds uma alteracdo na lista de espécies de Xanthomonas publicada
por Dye e Lelliot em 1974, no qual havia apenas cinco espécies reportadas, incluindo
Xanthomonas campestris. Os autores sugerem o termo patovar para diferenciar isolados que se
diferenciam por patogenicidade em hospedeiros. Patovar é uma classificagdo infra-
subespecifica e muito utilizada em situacfes em que um isolado ¢ de uma mesma espécie,
divergindo somente no seu circulo de hospedeiras (Young et al. 2001). Em 1995 ap6s um estudo
de hibridizacdo DNA-DNA realizado por Vauterin et al. (1995) com 183 isolados do género
Xanthomonas, vérias patovares de X. campestris foram realocadas em Xanthomonas
axonopodis. Outros estudos foram feitos desde entdo para diferentes grupos: (Jones et al. 2004,
Schaad et al. 2005, Young et al. 2008, Constantin et al. 2016, Timilsina et al. 2019a, Moriniére
et al. 2020).

O género conta com mais de 35 espécies (Kaster 2020) infectando importantes culturas
como arroz (Swings et al. 1990), feijao (Weller e Saettler 1980), tomate (Cook e Stall 1969,

Osdaghi et al. 2017), citrus (Brunings e Gabriel 2003), cana de acUcar (Rott et al. 1995, Sun et



al. 2017), banana (Ndungo et al. 2006), mandioca (Verdier et al. 1994), manga (Robbs et al.

1978, Pruvost et al. 2011), brassicas (Jensen et al. 2010) e muitas outras.



Objetivo geral

Analisar o posicionamento taxondmico de isolados causadores da mancha bacteriana da
teca por meio de uma caracterizacdo polifasica e estudo de gama de hospedeiros, também

avaliando a sensibilidade ao cobre.

Objetivos especificos

Estabelecer uma colecgéo de isolados bacterianos causadores da mancha bacteriana da

teca;

e Analisar a diversidade genética da colecdo dos isolados associados a mancha
bacteriana em mudas de teca por meio de marcador molecular BOX-PCR;

e Sequenciar o genoma completo de isolados representativos da colecéo de estudo;

e Identificar por métodos filogenéticos e gendmicos a espécie do agente causal da
mancha bacteriana da teca;

e Analisar os genomas dos isolados sequenciados para caracterizar fatores de
patogenicidade que podem estar associados com a capacidade de infectar teca;

e Determinar o circulo de hospedeiras dos isolados capazes de infectar teca;

e Investigar a sensibilidade ao cobre in silico dos isolados que infectam teca por analise

gendmica visando inferir sobre a possibilidade de controle desta bacteriose em

condicdes de viveiro.



2. REVISAO DE LITERATURA
Tectona grandis
Tectona grandis € uma planta pertencente a familia Lamiaceae, ap6s sua realocacao

original vinda da familia Verbenaceae (Cantino et al. 1992, Li e Olmstead 2017). Sua
distribuicdo natural é limitada ao sudeste asiatico, sendo indigena a Peninsula indiana e em
paises como Burma, Tailandia e Laos (Troup 1921, Kaosa-ard 1981), mas estabeleceu-se na
Asia tropical, Africa tropical, América Latina e Caribe (Pandey e Brown 2000).

Teca é uma arvore grande e caducifolia capaz de ultrapassar 30 metros de altura quando
em condigdes favoraveis. As folhas sdo simples, opostas, raramente alternadas, sendo brilhosas
na superficie adaxial e pilosas na superficie abaxial. Sua casca € marrom com rasas fissuras
longitudinais e o sistema radicular pouco profundo, frequentemente ndo ultrapassando 50 cm
de profundidade, caracteristica compensada pelas raizes laterais que podem se estender até 15
metros a partir do caule. As flores sdo pequenas, cerca de 8 mm de didmetro, variando a
coloracdo do amarelo ao branco, arranjadas em panicula. O fruto, drupa que possui quatro
camaras nas quais as sementes se desenvolvem, sdo verdes no inicio e marrons na maturidade
(Orwa et al. 2009).

Nos tropicos € considerada uma das madeiras de maior valor. Extensivamente usada na
construcao naval, para a fabricacdo de mobilias, esculturas e muitos outros propdésitos. O seu
valor se deve a leveza juntamente com forca, estabilidade, durabilidade, facil manuseio, ser
desprovida de rachaduras e apresentar resisténcia a cupins, resisténcia as intempéries e possuir
a propriedade de nédo sofrer corrosdo. Suas propriedades fisicas e mecanicas se igualam ou até
superam as madeiras de clima temperado (Kaosa-ard 1981).

Tem preferéncia por clima tropical quente e Umido, suportando temperaturas entre 13-

44 °C e precipitacdo ideal variando de 1.200 a 2.500 mm. Os solos arenosos, profundos e bem



drenados propiciam seu melhor desenvolvimento, assim como pH de neutro a alcalino. E
exigente quanto célcio no solo e com elevada demanda por a luz (Kaosa-ard 1981, Dotaniya et
al. 2013).

A floresta plantada de teca ocupa cerca de 4,35 a 6,89 milhdes de hectares, sendo a Asia
responsavel por mais de 80% da producio com india, Indonésia e Myanmar como principais
produtores, enquanto a Africa produz cerca de 10% e as Américas 6%. Anualmente, colhe-se
entre 2 a 2,5 milhGes de metros cubicos em florestas naturais e implantadas, com capacidade
para produzir mais (Kollert e Kleine 2018).

A introducdo da teca no Brasil ocorreu em 1968 e o plantio em escala comercial teve
inicio em 1971 pela empresa Céceres Florestal S/A na cidade de Caceres, estado de Mato
Grosso. A cultura sobressaiu-se em Mato Grosso devido a rusticidade e crescimento rapido em
altura, com um ciclo de corte de 25 anos no Estado, enquanto em outros paises onde € nativa,
necessita-se de 60 a 100 anos (Florestal 2006).

O Brasil possui cerca de 7,84 milhdes de hectares plantados com arvores, dos quais seu
uso destina-se a industria de celulose, papel, painéis de madeira, piso laminado e carvao vegetal,
gerando uma receita bruta de 73,8 bilhdes de reais. A area plantada de teca cresce
continuamente, passando de 67.693 ha plantados em 2012, para 93.957 ha em 2018 (Iba 2019).

A reducdo da producdo pode ter vérias razdes, desde condicdes edafloclimaticas ndo
favoraveis como também por uma gama de pragas e doencas, podendo ndo somente reduzir a
producdo como prejudicar a qualidade da madeira e comercializacdo (Dotanyia et al., 2013).

Mais de 100 insetos sdo relatados como associados a cultura, sendo que na india, duas
espécies sdo bem conhecidas como pragas em cultivos de teca: Hyblaea puera e Eutectona
machaeralis, ambos da ordem Lepidoptera (Nair 1988). No Brasil encontra-se principalmente:

o cupim do solo [Syntermes molestus, (Burmeister)], grilo-comum (Gryllus assimilis Fabricius),
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lagarta-rosca (Agrotis repleta Walker), satva-liméo (Atta sexdens rubropilosa Forel), lagarta-
da-teca (Hyblaea puera Cramer) e coleobrocas (Silva et al. 2013).

Entre os fitopatdgenos fungicos, Olivea tectonae, fungo causador da ferrugem em teca,
foi relatado pela primeira vez no Brasil em 2010 em mudas de teca ornamentais infectando
folhas e inflorescéncias em Minas Gerais e Espirito Santo e no ano seguinte em Mato Grosso.
Em 2011, detectou-se a doenca novamente no Mato Grosso, agora com novos relatos no
Maranh&o, Tocantins e S&o Paulo. As manchas foliares comegcam com pequenos pontos que
necrosam, coalescem e déo a folha um aspecto de queima, com urediniésporos na superficie
abaxial (Cabral et al. 2010, Bonaldo et al. 2011, Pieri et al. 2011). ApGs as primeiras
ocorréncias, foram registradas novamente em Tocantins, mas também no Amazonas, Goiéas e
Sergipe (Bonaldo et al. 2011, dos Santos et al. 2011, Gasparotto e Pereira 2013, Marques et al.
2015, Mesquita et al. 2016).

Em 2008, Poltronieri et al. (2008) coletou folhas com lesbes foliares inicialmente
pequenas, verdes e Umidas que aumentavam de tamanho gerando necrose irregular no limbo e
constataram Rhizoctonia solani como agente causal. Em 2009 Rondon et al. (2009)
diagnosticaram Colletotrichum spp. causando lesGes necroticas que acompanhavam as nervuras
na face abaxial, sintoma tipico do género.

Murcha foi relatada sendo causada por dois patdgenos no pais: primeiramente
Ceratocystis fimbriata em 2012 e Thielaviopsis basicola em 2014 (Firmino et al. 2012, Borges
et al. 2014). A infeccdo provocada por C. fimbriata ocorre por meio das raizes atingindo o colo,
no qual o fungo se desloca no xilema apds a penetracdo no sentido radial. Os sintomas
observados iniciam pela murcha da copa, galhos, brotac6es até progredir para a planta inteira.
Devido a morte do cambio vascular, pode-se notar depressdo na casca e descoloracdo interna
(Ferreira et al. 2013). Em 2015, Borges et al. (2015) observaram arvores apresentando
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exsudacdo de uma resina viscosa, além de descoloragdo do tecido vascular, podriddo central e
queima das folhas e por meio de isolamento e postulados de Koch, foi constatado Lasiodiplodia
theobromae como agente causal do cancro em teca.

Phomopsis sp. foi relatada ocorrendo no Brasil pela primeira vez em 2012 no estado de
Mato Grosso e em 2018 em Sergipe, afetando folhas e brotos jovens. Nas folhas, a coloracéo
marrom predomina no limbo, levando a necrose generalizada (dos Santos et al. 2018).

Identificado em 2018, somente registrado no estado de Mato Grosso, Paramirothecium
roridum provoca manchas foliares com bordas bem definidas e frequentemente causa desfolha,
atraso no crescimento e desenvolvimento das plantas. Em 2018, Fusarium oxysporum foi
registrado no Brasil ocasionando murcha vascular, além de sintomas como escurecimento do
cerne, alburno, amarelecimento de folhas e absciséo foliar (Borges et al. 2018a, Borges et al.
2018b)

As espécies do género Meloidogyne como Meloidogyne arenaria, M. javanica e M.
exigua sdo relatadas causando sintomas de galhas e deficiéncia nutricional em plantas de teca,
tanto em plantios como em teste de patogenicidade e hospedabilidade (Dutra et al. 2006, de
Araujo Filho et al. 2012, Oliveira e Silva 2013). Apesar de Silva et al. (2008) nao relatarem os
sintomas em areas com implantacéo de teca, descrevem a ocorréncia de M. javanica em solos
e raiz.

O unico relato de doenca causada por virus no pais foi feito em 2019 por Borges et al.
(2019a), no qual detectou-se em mudas sintomaticas de teca em plantio no Distrito Federal, o
Crinivirus da espécie Tomato Chlorosis Virus. No mesmo estudo foi registrada a presenca do
vetor responsavel pela transmissdo, Bemisia tabaci.

Doencas bacterianas também podem ocorrer e causar perdas na cultura da teca no Brasil

e no mundo. Entre essas, 0 primeiro relato de bacteriose é de 1914, quando Erwin Smith
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observou que plantas de teca, que estavam entre plantas de tabaco, apresentavam sintomas
tipicos de murcha. O isolamento levou a identificagdo de Pseudomonas solanacearum,
renomeada mais tarde para Ralstonia solanacearum (Smith 1914). Essa mesma bacteriose foi
registrada em um levantamento feito nas florestas de Java causando doenga em T. grandis
(Ismail e Anggraeni 2008), mas também em viveiros causando podriddo no cotilédone,
podrid&o no colo, murcha de plantulas e murcha vascular em plantios jovens na india (Mohanan
2009). Xanthomonas axonopodis pv. melhusii foi isolada a partir de T. grandis na India em
1950 (Patel et al. 1952). Em 2010, Islam et al. (2010) isolou cepas de Agrobacterium
tumefasciens em galhas de diferentes dicotileddneas, incluindo T. grandis em Banglandesh,
india.

Ha apenas duas doencas de origem bacteriana relatadas no Brasil. Agrobacterium
tumefasciens foi registrada causando galhas tipicas na regido do colo de plantas em Mato
Grosso em 2018, e Xanthomonas fuscans, isolada a partir de manchas necroticas com halo
amarelo em mudas de um mini jardim clonal no estado de Mato Grosso (Borges et al. 2018c,

Borges et al. 2019b).

O género Xanthomonas

O género Xanthomonas foi proposto por Dowson em 1939 e possui as seguintes
caracteristicas: as células bacterianas sdo gram-negativas e baciliformes, ligeiramente curvadas
com tamanho variando de 0,2-0,6 um por 0,8-2,9 um e ocorrem principalmente sozinhas ou em
pares. Ndo formam esporos e as células sdo circundadas por um polissacarideo extracelular, a
goma xantana e sdo em sua maioria mdveis, devido a presenca de um flagelo polar. Grande

maioria das Xanthomonas produzem pigmentos amarelos e insolUveis em &gua
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(xantomonadinas) quando s&o cultivadas, variando a cor da colonia conforme envelhecem
(Dowson 1939, Swings et al. 1993).

O género € encontrado normalmente associado a plantas e vérias espécies infectam
plantas em todo o mundo. Os sintomas dominantes s&o: lesdes necroéticas em folhas, ramos e
frutos, também manchas, estrias e cancros, murchas (infeccdes vasculares), apodrecimentos e
hiperplasias. Além de infectar o hospedeiro principal, podem associar-se a hospedeiros
alternativos, estes contribuindo para a sobrevivéncia destas bactérias e servindo como fonte de
indculo para infecgdes posteriores ao hospedeiro principal. Pelo menos 124 espécies de
monocotileddneas e 268 espécies de dicotiledéneas sdo infectadas por bactérias do género

Xanthomonas (Starr 1981, Leyns et al. 1984).

Taxonomia e gendmica de espécies de Xanthomonas

A classificacdo de bactérias por caracteristicas fenotipicas € um critério considerado
acessivel e tradicional. No entanto, essa abordagem nédo é capaz de diferenciar organismos
geneticamente distantes com caracteristicas fenotipicas similares (Johnson e Chen 1995).

A taxonomia bacteriana configura-se como um problema na microbiologia até os dias
atuais (Timilsina et al. 2019a, Moriniere et al. 2020). Nos Ultimos tempos, surgiu a taxonomia
polifasica na qual integra-se diferentes formas de dados, como informacgdes fenotipicas,
genotipicas e filogenéticas. Para o género Xanthomonas, estudos de hibridizacdo de DNA,
sequéncias de RNA ribossomal 16S, porcentagem G+C e caracteristicas fenotipicas séo
algumas das técnicas empregadas na taxonomia polifasica. Os avancos dos Ultimos anos
ocorreram principalmente quanto a genémica e filogenia, sendo esta ultima um procedimento

de rotina na taxonomia de bactérias (Vandamme et al. 1996, Gillis et al. 2001, Chun et al. 2014).
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Entre as técnicas moleculares utilizadas para estudar as relacdes entre isolados pode-se
citar fingerprinting de plasmideo, ribotipagem, AFLP (amplified fragment length
polymorphism), RAPD (random amplified polymorphic), RFLP (restriction fragment length
polymorphism), rep-PCR, repeticGes Unicas de sequéncias e PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis) (Heras et al. 2016).

Técnicas de fingerprinting genémico como rep-PCR podem ser usadas para determinar a
diversidade bacteriana e a estrutura filogenética de popula¢des bacterianas, apresentando alta
correlagdo com a homologia DNA-DNA (Rademaker et al. 2000). Paiva et al. (2018) avaliou a
diversidade de bactérias causadoras do crestamento bacteriano comum em feijdo por meio de
rep-PCR. As técnicas geraram: sete, cinco e oito haplotipos para os marcadores BOX, REP e
ERIC, respectivamente. Lee et al. (2008) identificou e diferenciou isolados iranianos
causadores do cancro citrico por meio de rep-PCR.

A analise das sequéncias do gene ribossomal 16S (rRNA) é um método de identificacdo
universal de bactérias por possuir diversas caracteristicas que o fazem um marcador
interessante: esta presente em todas as bactérias; sua funcdo é constante mesmo com mutagdes
gue possam ocorrer; seu tamanho é grande o bastante e contém informacGes relevantes na
sequéncia (Patel 2001). O gene ribossomal € altamente conservado dentro do mesmo género e
espécie (Woo et al. 2008). Entretanto, a regido 16S ndo resolve suficientemente as questdes
filogenéticas a nivel de espécie. Para aumentar a resolucdo, uma alternativa € realizar analises
com regides que codificam para proteinas, contudo um dnico gene ndo reflete a historia
filogenética e analises baseadas em mdltiplos genes que codificam para proteinas foram
introduzidas para minimizar o viés acometido pelo uso de um gene s6 (Glaeser et al. 2015).

O maior conhecimento a respeito do DNA e o desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular contribuiram para que bactérias fossem melhor classificadas pela comparacédo de
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seus genomas (Krieg 1988). De acordo com Wayne, abordagens que envolvem a reassociacao
de sequéncias de DNA sdo o padrdo para a definicdo de espécies bacterianas. O DNA é um
padrdo para determinar a filogenia, e esta, a taxonomia. Assim, dois organismos sdo
considerados da mesma espécie filogenética se obtiverem um valor de 70% ou superior de
reassociagdo na hibridizagio DNA-DNA com 5 °C ou menos ATm (Wayne et al. 1987).
Entretanto, mesmo o método de hibridizacgdo DNA-DNA sendo um inequivoco “padrdo de
ouro” para a definigdo de novas espécies, tem inconvenientes como gasto de tempo, dinheiro e
ser laborioso (Janda e Abbott 2007). Alternativas ao método de DDH sdo: DDH in silico (Auch
et al. 2010) e o uso do ANI, Average Nucleotide identity. O segundo método tem o mesmo
fundamento do método de hibridizagdo DNA-DNA, mas utiliza sequéncias de DNA que podem
ser recuperadas de banco de dados. Além disso, o resultado do ANI concorda com o de DDH e
0s 70% em DDH equivalem a 95%-96% em ANI (Richter e Rossell6-Mora 2009).

Em 1995 foram publicados os primeiros genomas bacterianos sequenciados (Fleischmann
et al. 1995, Fraser et al. 1995). Sequenciamentos posteriores mostraram o quanto a diversidade
encontrada nos genomas era vasta e maior do que se esperava, existindo grande variacao até
mesmo dentro da mesma espécie devido a diversos mecanismos (Binnewies et al. 2006, Land
et al. 2015). Xylella fastidiosa foi a primeira bactéria fitopatogénica a ter o genoma sequenciado
(Simpson et al. 2000) e desde entdo diversas espécies foram sequenciadas (Salanoubat et al.
2002, Monteiro-Vitorello et al. 2004, Feil et al. 2005). No inicio, 0 genoma era utilizado para
responder perguntas fundamentais para a pesquisa como a evolucgdo das bactérias. Entretanto,
com o desenvolvimento de tecnologias de alta performance, montagem das sequéncias em
computador, inferéncia funcional e analise gendmica, as sequéncias agora sdo uma importante
ferramenta para a bacteriologia (Fournier et al. 2007). O sequenciamento do genoma pode

indicar a troca de DNA entre estirpes, como indicado por Aritua et al. (2015) no qual ha genes
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idénticos sendo compartilhados por organismos relativamente distantes geneticamente,
sugerindo uma recente aquisicdo por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli a partir de
Xanthomonas fuscans subsp. fuscans.

A plataforma Illumina é a mais utilizada atualmente nos estudos de gendmica bacteriana.
Entretanto, por se tratar de uma tecnologia de short reads, mesmo entregando um genoma
curado, dificilmente conseguira entrega-lo completo. Tecnologias que geram sequéncias com
long reads apresentam um custo maior por base sequenciada e uma maior taxa de erros, mas
como geram sequéncias de kilobases, permite a montagem completa do genoma e permite
conhecer sua estrutura (Wick et al. 2017a, Wick et al. 2017b).

Apesar do volume de dados disponivel, & necessario haver critérios para a selecdo dos
genes que serdo utilizados nas analises filogenéticas. O primeiro deles é: genes que ndo estejam
sujeitos a transferéncia horizontal génica (THG) ou sujeitos, mas a uma baixa taxa, assim aceita-
se genes housekeeping, ou seja que sejam componentes chave de fun¢des metabolicas basicas
ou estruturais; Unica copia no genoma; independéncia genética frente a outros genes candidatos
para a analise, a fim de evitar genes que possam sofrer THG; 0 gene deve estar presente em
todos os isolados. Usar mais de um gene tem preciséo superior em relacdo a apenas um gene e
genes que codificam proteinas tem poder em predizer relacGes filogenéticas de forma acurada
(Zeigler et al. 2003, De Vos 2011).

Até o momento, maio de 2020, ha cerca de 27.235 genomas de espécies de bactéria
disponiveis no banco de dados Genbank. Para X. citri ha 196 genomas sequenciados, sendo 78
completos e 118 incompletos (NCBI, 2020).

A espécie causadora do cancro citrico, X. citri, passou por algumas mudancas em sua
taxonomia, sendo dividida em dois grupos filogeneticamente distantes e dentro de cada grupo

h& subgrupos que sdo separados com base na gama de hospedeiro. Xanthomonas citri,
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responsavel pelo cancro asiatico, foi nomeada no passado como X. campestris pv. citri (Dye et
al. 1980), X. axonopodis pv. citri (Vauterin et al. 1995) e X. citri pv. citri (Constantin et al.
2016). O outro grupo, sul americano, foi nomeado X. campestris pv. citri (Dye et al. 1980), X.
campestris pv. aurantifolii (Gabriel et al. 1989) e X. axonopodis pv. aurantifolii (Vauterin et
al. 1995). Schaad et al. (2005) propuseram que a variante fuscans como em X. axonopodis pv.
phaseoli var. fuscans fosse elevada a status de espécie e que a diferenciacdo das fuscans
ocorresse por subespécies, renomeando X. axonopodis pv. aurantifolii como X. fuscans subsp.
aurantifolii para designar o agente relacionado a citrus e X. fuscans subsp. fuscans para isolados
de feijdo. Constantin et al. (2016) estudando X. axonopodis pv. dieffenbachie separa diversas
X. citri por filogenia, sugerindo a alteragcdo de X. fuscans subsp. aurantifolii para X. citri pv.
aurantifolii e X. fuscans subsp. fuscans em X. citri pv. fuscans.

Em 20009, Pieretti et al. (2009) realiza um estudo com Xanthomonas albilineans no qual
utiliza sete genes housekeeping para a analise filogenética por MLSA: gyrB, groEL, recA,
dnakK, efp, atpD e gInA no qual observa a proximidade desta com Xylella fastidiosa, sendo as
duas portadoras de genomas reduzidos. Em 2015, os mesmos genes sdo utilizados para estudar
uma bactéria com caracteristicas de patogenicidade, culturais e bioguimicas semelhantes a X.
albilineans (Pieretti et al. 2015). Quatro anos depois, a identificacdo filogenética de X.
albilineans é estudada utilizando-se apenas cinco genes: gyrB, abc, rpoD, atpD e gInA (Ntambo
et al. 2019).

Ngoc et al. (2010) estudou a relacdo entre duas espécies que infectam citrus por meio
de MLSA: X. citri pv. citri e X. campestris pv. bilvae e observou que a segunda é proxima do
isolado tipo de X. citri, propondo a mudanca desta para a espécie X. citri que permanece

atualmente. Em 2016, Constantin et al. (2016) revisa a taxonomia de Xanthomonas axonopodis
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pv. diffenbachie por meio de MLSA, DDH e ANI e propde alteragBes para espécies como
Xanthomonas citri, Xanthomonas phaseoli e Xanthomonas axonopodis.

Segundo Constantin et al. (2016), Xanthomonas axonopodis pv. punicae, Xanthomonas
axonopodis pv. mandiferaindicae, Xanthomonas axonopodis pv. glycines, Xanthomonas
axonopodis pv. vignicola, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, X. fuscans subsp. fuscans

estdo incluidas dentro de Xanthomonas citri.

Efetores e gama de hospedeiro

Bactérias, assim como outros seres, desenvolveram sistemas dependentes de contato para
entender o que acontece ao redor. Esses sistemas realizam sinalizacéo intracelular e liberacéo
de proteinas efetoras. Até 0 momento ha sete sistemas descritos em bactérias. Os sistemas I,
IV, V e VI sdo estruturas localizadas na superficie da célula bacteriana no qual fazem contato
com a célula alvo e liberam DNA ou proteinas (Hayes et al. 2010).

O sistema de secrecdo do tipo | (SST1) encontrado em gram-negativas secretam
substratos que podem ser enzimas digestivas como proteases, lipases e/ou também adesinas
(Green e Mecsas 2016). As exoproteinas do SST2 sdo enzimas hidroliticas que degradam
biopolimeros como carboidratos, lipideos, proteinas, acidos nucleicos e secretam toxinas e
adesinas (Nivaskumar e Francetic 2014). O SST4 é classificado em 3 subgrupos: 1) sistema de
conjugacdo que transporta DNA e é dependente de contato célula a célula contribuindo para a
adaptacdo da bactéria ao ambiente; 2) absorcéo e liberacdo de DNA e ndo é dependente de
contato célula a célula; 3) sistema que transloca efetores na célula hospedeira, tais como fatores
de viruléncia. E um sistema versatil que se torna tnico pelo fato de transportar acido nucleico
e proteinas (Cascales e Christie 2003, Trokter et al. 2014) . O SST5 ndo possui um aparato para

transportar o substrato, pois o substrato possui um dominio que facilita o préprio transporte,
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sendo a fungdo do substrato principalmente relacionada a viruléncia (Desvaux et al. 2004). O
SST6 consiste de um complexo de proteinas com estrutura similar a estrutura contratil de um
fago em forma de bainha usado para realizar a entrega de efetores, contribuindo para o
antagonismo entre as bactérias (Russell et al. 2011, Basler et al. 2012, Basler et al. 2013). O
SST7 encontrado em bactérias gram-positivas ainda ndo tem seu papel inteiramente
caracterizado, mas sugere-se sua participacdo na competicao bacteriana (Cao et al. 2017, Lopez
e Feldman 2018).

O sistema de secrecdo do tipo Il encontrado em bactérias gram-negativas € um aparato
composto aproximadamente por 25 proteinas que atuam injetando proteinas de viruléncia na
célula do hospedeiro. Essas proteinas subvertem o funcionamento da célula, comunicacdes
intracelulares, favorecendo a entrada e sobrevivéncia da célula invasora. Em bactérias
fitopatogénicas, o sistema ndo so contribui para a doenga como elicita 0s mecanismos de defesa
da planta relacionados a resisténcia. O aparato prové um canal continuo para as proteinas
efetoras entre o citoplasma bacteriano e o citoplasma da célula eucaridtica (Cornelis e Van
Gijsegem 2000, Bittner e He 2009).

Os efetores podem atuar de diversas maneiras, como: inibidores do mecanismo de morte
celular programada, suprimindo-o, estimulando a rota de sintese de acido jasménico e
negativamente regulando as defesas induzidas por acido salicilico, pois sdo rotas antagonicas;
suprimindo respostas de defesa relacionadas a parede celular e formacéo de papilas; modulando
a transcricdo do hospedeiro e suprimindo a ativacdo de proteinas de resisténcia (Beth Mudgett
2005, Kay et al. 2007).

Vérios trabalhos demonstram a relacdo entre o repertorio de efetores com a capacidade
de causar doencgas em hospedeiros. Hersemann et al. (2017) sugeriu que a patogenicidade de X.
translucens pv. graminis acontece devido a uma combinacgdo de fatores, incluindo proteinas
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efetoras especificas da patovar e alteragdes em sistemas do tipo IVP e SST3 impedem o
reconhecimento por parte da célula e consequentes respostas de defesa, permitindo a
colonizagéo de Lolium multiflorum. O estudo revelou por MLSA a existéncia de trés linhagens
de bactérias causadoras de crestamento bacteriano comum. Ruh et al. (2017) sugeriu que genes
de efetores TAL sdo associados a adaptacdo de duas espécies filogeneticamente distantes X.
citri pv. fuscans e X. phaseoli pv. phaseoli a feijdo comum e verificou eventos de recombinagao
e THG contribuindo para a adaptacéo a hospedeiros.

Hajri et al. (2009) identificaram genes core para a espécie X. axonopodis e infere a sua
heranca a partir de um ancestral da espécie, antes das patovares se diversificarem e a
especializacdo a hospedeiro acontecer e também infere sobre a relacdo entre o repertério de
proteinas efetoras do tipo Il determinando a gama de hospedeiros A perda de genes efetores
pode levar a expansao da gama de hospedeiros como demonstrado por Schwartz et al. (2015),
no qual a delecdo de XopQ no isolado Xe85-10 ocasionou o desenvolvimento de sintomas em
Nicotiana benthamina, sendo que esta estirpe em condi¢fes naturais ndo é patogénica a esta
cultura. O mesmo trabalho inferiu a respeito da viruléncia de X. perforans a pimentéo,
normalmente restrita a tomate devido a auséncia do efetor AvrBsT. Além disso, AvrBsT esta
relacionamento com o aumento do fitness da espécie em campo de tomate (Abrahamian et al.
2018).

Cho et al. (2019) sequenciaram 25 isolados de R. solanacearum que pertenciam a quatro
patotipos capazes de infectar tomate, batata, berinjela e pimentdo. A andlise de pan-genoma e
efetores indicou a presenca de efetores como possiveis determinantes de especificidade a

hospedeiro.
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3. MATERIAL E METODOS
Obtencéo da colecéo
A colecdo com 26 isolados associados com a mancha angular da teca foi obtida com

representantes de duas regides. Da primeira, as coletas foram realizadas em um viveiro
localizado em Rosério Oeste - Mato Grosso, com capacidade para 400.000 mudas, nos anos
2016, 2017 e 2018. Da segunda regido, dois isolados foram obtidos de mudas provenientes de
viveiro do Estado de Sdo Paulo em 2019. Folhas de mudas de teca apresentando pequenas
manchas necréticas circundadas por um halo clorético foram selecionadas para isolamento.
Realizou-se o isolamento cortando-se tecido lesionado e tecido sadio e submetendo a
desinfestacdo em alcool 50% por 30 segundos, hipoclorito de sodio 2% por 1 minuto e 3
minutos em agua destilada autoclavada. Os isolados (Tabela 1) foram preservados em agua
filtrada e autoclavada. Além dos isolados de teca, foram utilizados Xanthomonas citri de

feijoeiro, BRM 48911, BRM 48898 e IBSBF 1346, cedidos pela Dra. Adriane Wendland

Ferreira da Embrapa Arroz e Feijao.

Tabela 1. Lista dos 26 isolados de Xanthomonas de Mato Grosso e S&o Paulo que
compuseram a colecdo de estudo

Isolado Origem Isolado Origem
UnB-XteclA | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-Xtec6C Roséario Oeste-Mato Grosso
UnB-XteclB | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-Xtec8A Roséario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec1C | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-Xtec9A Roséario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec2A | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-Xtec9C Roséario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec2B | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-Xtec9D Roséario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec2C | Roséario Oeste-Mato Grosso | UnB-XtecTg01(1) | Rosario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec2D | Roséario Oeste-Mato Grosso | UnB-XtecTg02(1) | Rosario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec4A | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-XtecTg03(1) | Rosario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec4B | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-XtecTg01(2) | Rosario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec4C | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-Xtectg02 (2) | Rosario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec5A | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-XtecTg03(2) | Rosario Oeste-Mato Grosso
UnB-Xtec6A | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-XtecFFT1 | Garca-Séo Paulo
UnB-Xtec6B | Rosario Oeste-Mato Grosso | UnB-XtecFFT2 | Garca-Séo Paulo
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Teste de patogenicidade

Os isolados foram cultivados em meio NA por 48 h em estufa a 28 °C e col6nias tipicas
foram repicadas para outras placas com meio NA ap6s esse periodo. Uma suspensédo bacteriana
de 1 x 10° UFC/mL foi preparada com agua destilada e autoclavada. Mudas de teca de origem
seminal com quatro folhas foram utilizadas no teste de patogenicidade. Para o processo de
inoculacdo, um suporte com agulhas foi utilizado para perfurar as folhas de teca. Ap6s as
perfuragdes, algoddo embebido na suspenséo bacteriana foi pressionado na regido perfurada em
ambas faces foliares. Como controle negativo, plantas de teca tiveram perfuracées nas folhas e
no algodao foi utilizado agua destilada e autoclavada. As plantas foram mantidas em camara

Umida por duas semanas para entdo serem avaliados os sintomas nas folhas inoculadas.

Identificacdo do género Xanthomonas por PCR

Para confirmacéo do género das bactérias estudadas, foi utilizada a técnica de PCR, com
os primers X-gumD F7 e X-gumD R7 (Adriko et al. 2014) tendo como alvo a regido interna do
gene gumD, componente do operon responsavel pela biossintese da goma xantana (gumB-
gumM) (Katzen et al. 1998). Os isolados bacterianos foram cultivados em meio Nutriente Agar
(NA) a 28 °C por 72 horas e ap0s repicagem e crescimento, uma coldnia foi selecionada para
servir como template para a reacdo. A PCR foi realizada utilizando-se 0,3 pL do primer X-
gumD F7/R7 a 10 uM, 0,5 pL de cada dNTP: dATP, AdCTP, dGTP e dTTP, 1,25 uL de
tampdo de reacéo, 0,5 pL de MgCl,, 0,2 U de Tag polimerase (Thermo Fischer, Estados Unidos
da América) e como template utilizou uma col6nia e a reacdo completada com agua ultrapura
para volume final de 12,5 puL. As amplificaces foram conduzidas em um termociclador Bio-
Rad T100™ (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos da América). O aparelho foi programado

para uma desnaturacdo inicial de 4 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C,
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30sa58°Celmina72 °C comum passo de elongacéo final de 6 min a 72 °C. O produto da
reacdo foi submetido a eletroforese a 100V em gel de agarose a 1 % em tampéo de corrida TAE
e 0 gel corado por imersdo em brometo de etidio (10 mg/mL), visualizado sob luz UV com

transiluminador Loccus (Sdo Paulo, Brasil).

Extracido de DNA

Os isolados foram cultivados em meio Nutriente Agar (NA) a 28 °C em uma estufa por
72 horas, col6nias tipicas foram repicadas para novas placas e cultivadas em novas placas de
Petri com meio NA com as mesmas condi¢des. Apds esse periodo, as bactérias foram retiradas
da placa com uma alca bacteriologica e transferidas para microtubos de 1,5 mL com 1,3 mL de
agua ultrapura. Os microtubos contendo bactéria foram vortexados, centrifugados a 13.200 rpm
por seis minutos e o sobrenadante foi retirado. Foi adicionado 1,3 mL de &gua ultrapura € 0
pellet bacteriano ressuspenso com um vortex. O procedimento de lavagem foi efetuado trés
vezes para remocao de exopolissacarideos ou outros compostos sollveis em agua que poderiam
prejudicar a extracdo de DNA ou o produto final. Para o procedimento de BOX-PCR, o DNA
dos isolados foi extraido usando o protocolo CTAB com modificacdes de Boiteux et al. (1999),
posteriormente quantificado com o aparelho Nanodrop (Thermo Fisher, Estados Unidos da
América) e a concentracdo ajustada para 50 ng/pL. Para sequenciamento utilizou-se o kit de
extracdo Quick-gDNA MiniPrep (Zymo Research, Estados Unidos da América), seguindo as
instrucdes do fabricante e com a quantificacdo realizada no aparelho Nanovue (Biochrom,

Estados Unidos da América).
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BOX-PCR e selecdo de hapl6tipos
A PCR utilizando o primer BOX-ALR (Versalovic et al. 1994), foi conduzida para gerar

o fingerprint dos isolados e permitir identificar a diversidade genética dos mesmos para selecéo
de haplétipos. Como referéncia para a PCR foram usados os isolados originarios de feijao:
BRM 48898 (X. citri pv. fuscans) e IBSBF 1346 (X. citri pv. fuscans). Um controle negativo
sem DNA foi adicionado. A reagdo com os isolados de Mato Grosso continha 2,4 pL do primer
BOX a 10 uM, 0,96 pL de cada dNTP: dATP, AdCTP, dGTP edTTP, 1,2 uL de tampdo de
reacdo, 0,36 puL de MgCl,, 0,2 U de Taq polimerase (Thermo Fischer, Estados Unidos da
América), 1 uL DNA e a reacdo completada com agua ultrapura para volume final de 12,5 pL.
A reacdo com os isolados de Mato Grosso e Séo Paulo foi conduzida de acordo com o protocolo
do kit master mix GoTaq RT gPCR (Promega, Wisconsin, Estados Unidos da América), com 2
pL de DNA. A ultima reagéo foi conduzida devido ao fato de que os isolados de S&o Paulo
foram obtidos posteriormente. A reacédo foi feita em um termociclador Bio-Rad T100™. O
equipamento foi programado para uma desnaturacdo inicial de 7 min a 95 °C, seguido por 30
ciclosde 1 mina 94 °C, 1 min a 53 °C e 8 min a 65 °C com um passo de elongacéo final de 15
min a 65 °C. Para visualizacdo, a eletroforese foi realizada em gel de agarose (1,5 %) com
tampdo TBE e corado por imersd@o em brometo de etidio (10 mg/mL). O marcador utilizado foi
0 1 Kb DNA Ladder (Kasvi, Parana, Brasil) e a visualizacdo do gel de eletroforese com o
transiluminador Loccus (S&o Paulo, Brasil).

Haplétipos entre os isolados originarios de teca foram, pela analise visual do padrédo de

fragmentos amplificados encontrados nos géis.
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Sequenciamento genémico

Dois isolados apresentando o mesmo haplétipo foram selecionados por BOX-PCR, UnB-
Xtec2D e UnB-XtecTg02(2), tiveram seus genomas sequenciados. O genoma do isolado UnB-
Xtec2D foi sequenciado usando a abordagem hibrida (long read/short read), primeiramente
sequenciado com o sistema MinlON (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido), com flow
cell modelo FLO-MIN106, seguindo o protocolo do kit de sequenciamento gendmico SQK-
RADO004 por 30 minutos. Apds a aquisi¢cdo dos long reads gerados pelo MinlON, o genoma do
isolado UnB-Xtec2D foi enviado para sequenciamento em Illumina Hiseq 4000 na empresa
Beijing Genome Institute (BGI, Co.Ldt, Hong Kong) com biblioteca preparada com kit proprio
da empresa. O isolado UnB-XtecTg02(2) foi sequenciado somente na plataforma Illumina

Hiseq 4000 utilizando as mesmas condigdes descritas anteriormente.

Montagem do genoma

Os sinais originarios do sequenciamento do isolado UnB-Xtec2D pela plataforma
MinlON foram convertidos para nucleotideos com o basecaller Guppy (Oxford Nanopore
Technologies, Reino Unido) e os reads foram montados no software Canu (Koren et al. 2017)
com corre¢do no Nanopolish (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido) para posterior
montagem hibrida. A qualidade dos reads gerados no sequenciamento Illumina foram avaliados
com o software FastQC (Andrews 2010). Os adaptadores foram removidos pela empresa antes
do envio das sequéncias. A montagem do isolado UnB-Xtec2D foi realizada no programa
Unicycler (Wick et al. 2017b) utilizando-se 0 genoma montado pelo Canu/Nanopolish e os
reads provenientes do sistema MinilON e Illumina. O isolado UnB-XtecTg02(2) foi
inicialmente montado no Unicycler com posterior correcdo no Geneious Prime 2020 (Kearse et

al. 2012) usando os reads do sequenciamento. Os genomas montados foram submetidos ao
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Genbank para anotacédo via Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) (Tatusova et al.

2016) e depdsito das sequencias na base de dados.

Multilocus sequence analysis (MLSA)

Para a filogenia por multilocus sequence analysis (MLSA), foram obtidos do Genbank
102 genomas/isolados do género Xanthomonas (Tabela 2). A partir das anotagdes originais,
extraiu-se 0s genes housekeeping gyrB (DNA gyrase subunit B), rpoD (RNA polymerase sigma
factor 70), atpD (ATP synthase- beta chain), dnaK (70-kDa heat shock protein), efp (elongation
factor P), fyuA: proteina transmembrana (Ton-B dependent transporter) e glnA (glutamine
synthetase |) para a realizacdo da analise (Ferreira et al. 2019). As sequéncias dos genes
housekeeping foram alinhadas e concatenadas no software Geneious Prime 2020 (Kearse et al.
2012) com o plugin do algoritmo de alinhamento Clustal Omega (Sievers et al. 2011). O método
de inferéncia Bayesiana (I1B) foi utilizado para a construcdo da arvore filogenética, conduzida
no MrBayes (Huelsenbeck e Ronquist 2001) com o plugin do servidor CIPRES (Miller et al.
2010) dentro do programa Geneious Prime 2020 com 4 milhdes de geracdes e modelo
GTR+I+G. Modelo previamente selecionado no MrModeltest (Nylander 2002) baseando-se no
Critério de Informacdo Akaike (AIC). Como outgroup foi selecionado uma espécie mais
distante, Xanthomonas albilineans.

Uma segunda arvore foi construida contendo isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
eucalyptorum. Realizou-se o0 alinhamento e concatenamento de quatro genes (dnaK, fyuA, gyrB
e rpoD) para os isolados da arvore anterior adicionando-se os isolados LPF 564, LPF 582, LPF
590 e LPF 600. A escolha foi baseada no fato de cada isolado estar em um subclado diferente

na andlise filogenética (Ferraz et al. 2018). A filogenia por inferéncia bayesiana foi construida
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no MrBayes com modelo GTR+G+I previamente selecionado no MrModeltest via servidor

CIPRES em um plugin do Geneious Prime 2020 com 2 milhdes de geragdes.

Tabela 2. Espécies, isolados e acessos de Xanthomonas extraidas do GenBank para as
andlises filogenéticas

Espécie Isolado Acesso
Xanthomonas albilineans GPE PC73 NC_013722.1
Xanthomonas arboricola pv. juglandis Xaj 417 NZ_CP012251.1
Xanthomonas axonopodis Xac29-1 NC_020800.1
Xanthomonas axonopodis pv. commiphoreae LMG26789 NZ_CP031059.1
Xanthomonas axonopodis pv. melhusii LMG9050 NZ_LOJW00000000.1
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli CFBP412 CP020964.1
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli CFBP6982 CP020975.1
Xanthomonas bromi CFBP1976 NZ_MDCE00000000.1
Xanthomonas bromi LMG947 NZ_FLTX00000000.1
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC 33913 AE008922.1
Xanthomonas campestris pv. campestris ICMP 4013 NZ_CP012146.1
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 85-10 NZ_CP017190.1
Xanthomonas citri pv. aurantifolii FDC 1609 NZ_CP011163.1
Xanthomonas citri pv. aurantifolii 1566 NZ_CP012002.1
Xanthomonas citri pv. citri FB19 NZ_CP009022.1
Xanthomonas citri pv. citri GD2 NZ_CP009019.1
Xanthomonas citri pv. citri X4 NZ_CP009013.1
Xanthomonas citri pv. citri JX5 NZ_CP009010.1
Xanthomonas citri pv. citri jx-6 NZ_CP011827.2
Xanthomonas citri pv. citri LH201 NZ_CP018858.1
Xanthomonas citri pv. citri LH276 NZ_CP018854.1
Xanthomonas citri pv. citri LJ207-7 NZ_CP018850.1
Xanthomonas citri pv. citri LLO74-4 NZ_CP018847.1
Xanthomonas citri pv. citri MN10 NZ_CP009004.1
Xanthomonas citri pv. citri MN11 NZ_CP009001.1
Xanthomonas citri pv. citri MN12 NZ_CP008998.1
Xanthomonas citri pv. citri NT17 NZ_CP008995.1
Xanthomonas citri pv. citri BL18 NZ_CP009025.1
Xanthomonas citri pv. citri MF20 NZ_CP009007.1
Xanthomonas citri pv. citri 306 NC_003919.1
Xanthomonas citri pv. citri 5208 NZ_CP009028.1
Xanthomonas citri pv. citri Xcc29-1 NZ_CP023661.1
Xanthomonas citri pv. citri Xcc49 NZ_CP023662.1
Xanthomonas citri pv. citri AW13 NZ_CP009031.1
Xanthomonas citri pv. citri AW14 NZ_CP009034.1
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Xanthomonas citri pv. citri TX160042 NZ_CP020882.1
Xanthomonas citri pv. citri TX160197 NZ_CP020889.1
Xanthomonas citri pv. citri TX160149 NZ_CP020885.1
Xanthomonas citri pv. fuscans CFBP6990 NZ_0CYU00000000.1
Xanthomonas citri pv. fuscans CFBP6992 NZ_0CYZ00000000.1
Xanthomonas citri pv. fuscans 1ISO12C3 NZ_CP012055.1
Xanthomonas citri pv. fuscans 1ISO118C1 NZ_CP012053.1
Xanthomonas citri pv. fuscans 1ISO118C5 NZ_CP012051.1
Xanthomonas citri pv. fuscans CFBP6166 NZ_OCYR00000000.1
Xanthomonas citri pv. glycines str. 8ra NZ_JDSU00000000.1
Xanthomonas citri pv. glycines str. 12-2 CP015972.1
Xanthomonas citri pv. malvacearum MS14003 NZ_CP023159.1
Xanthomonas citri pv. malvacearum MSCT CP017020.1
Xanthomonas citri pv. malvacearum AR81009 NZ_CP023155.1
Xanthomonas citri pv. malvacearum XcmH1005 NZ_CP013004.1
Xanthomonas citri pv. malvacearum XcmN1003 NZ_CP013006.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP6988R NZ_CP020979.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP6989 NZ_CP020981.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP6991 NZ_CP021015.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP6994R NZ_CP020987.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP6996R NZ_CP020989.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP6167 NZ_CP021018.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP4885 NZ_CP020992.1
Xanthomonas citri pv. phaseoli var. fuscans CFBP6165 NZ_CP020998.1
Xanthomonas citri pv. vignicola CFBP7111 NZ_CP022263.1
Xanthomonas citri pv. vignicola CFBP7113 NZ_CP022270.1
Xanthomonas citri subsp. citri ulé NZ_CP008992.1
Xanthomonas citri subsp. citri ul7 CP008989.1
Xanthomonas citri subsp. citri AW15 CP009037.1
Xanthomonas citri subsp. citri AW16 CP009040.1
Xanthomonas citri subsp. citri Aw12879 NC_020815.1
Xanthomonas citri subsp. citri A306 NZ_CP006857.1
Xanthomonas citri subsp. citri gd3 CP009016.1
Xanthomonas codiaei CFBP 4690 NZ_MDEC00000000.1
Xanthomonas cucurbitae CFBP 2542 NZ_MDED0O0000000.1
Xanthomonas cynarae CFBP 4188 NZ_MDFM00000000.1
Xanthomonas dyei CFBP 7245 NZ_MDEE00000000.1
Xanthomonas dyei PLY_1 NZ_QREU00000000.1
Xanthomonas euvesicatoria LMG930 NZ_CP018467.1
Xanthomonas floridensis WHRI 8848 NZ_LXNG00000000.1
Xanthomonas fragariae Fap21 CP016830.1
Xanthomonas fragariae Fap29 CP016833.1
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii FDC 1559 CP011160.1
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii FDC 1561 CP011250.1
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Xanthomonas fuscans subsp. fuscans 4834-R FO681494.1
Xanthomonas gardneri 1§749-3 NZ_CP018728.1
Xanthomonas gardneri ICMP 7383 NZ_CP018731.1
Xanthomonas hortorum B07-007 NZ_CP016878.1
Xanthomonas hyacinthi CFBP 1156 NZ_CP043476.1
Xanthomonas melonis CFBP 4644 NZ_MDEH00000000.1
Xanthomonas nasturtii WHRI 8984 NZ_QUZM00000000.1
Xanthomonas oryzae pv. oryzae ICMP3125 NZ_CP031697.1
Xanthomonas oryzae pv. oryzae AUST2013 NZ_CP033196.1
Xanthomonas perforans 91-118 NZ_CP019725.1
Xanthomonas perforans LH3 NZ_CP018475.1
Xanthomonas pisi CFBP 4643 NZ_MDEI00000000.1
Xanthomonas pisi DSM 18956 NZ_JPLE00000000.1
Xanthomonas Populi CFBP 1817 NZ_MDEJ00000000.1
Xanthomonas prunicola CFBP8354 NZ_PHKW00000000.1
Xanthomonas prunicola CFBP8355 NZ_PHKX00000000.1
Xanthomonas theicola CFBP 4691 NZ_MIGX00000000.1
Xanthomonas translucens pv. undulosa ICMP 11055 NZ_CP009750.1
Xanthomonas translucens pv. undulosa Xtu 4699 NZ_CP008714.1
Xanthomonas vasicola NCPPB 902 NZ_CP034657.1
Xanthomonas vasicola NCPPB 1060 NZ_CP034649.1
Xanthomonas vesicatoria LM159 NZ_CP018470.1
Xanthomonas vesicatoria LMG 911 NZ_CP018725.1

Average nucleotide identity (ANI)

Com o proposito de determinar a espécie de Xanthomonas que infecta teca, realizou-se a

analise de Average Nucleotide Identity (ANI) no programa fastANI (Jain et al. 2018) com todos

os isolados usados na analise de MLSA. Os dados de output da analise foram usados para

construir uma matriz de identidade. As sequéncias usadas para realizar MLSA (gyrB, rpoD,

atpD, dnakK, efp, fyuA e gInA) foram utilizadas para construir uma matriz de identidade no

programa SDT (Mubhire et al. 2014) com o algoritmo de alinhamento MAFFT (Katoh et al.

2002).
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Filogendmica
Para a analise filogendmica com a abordagem de single nucleotide polymorphism (SNP),

foi utilizado o software Snippy (Seemann 2015) para gerar o alinhamentos de SNPs dos
genomas de Xanthomonas, porém, sendo necessaria a remocdo de regifes putativas
recombinantes para evitar a ma interpretacdo das relacdes filogenéticas. A andlise de
recombinacdo foi realizada pelo programa Gubbins (Croucher et al. 2015) utilizando a
configuracdo default do programa. A arvore foi construida pelo Gubbins usando 0 modelo GTR

via FastTree.

Analise dos sistemas de secrecao

Para detectar a presenca e caracterizar os sistemas de secrecdo nos genomas
sequenciados foi utilizado o programa TXSSCAN (Abby et al. 2016) na plataforma de
bioinformatica Galaxy (Afgan et al. 2018) e com visualizacdo dos dados no MacSyView (Abby

et al. 2014).

Identificacdo de efetores TALE e regides CRISPR
A fim de identificar a presenca de regies CRISPR (Clustered Regularly Interspaced

Short Palindromic Repeats) e de efetores do tipo TAL (Transcription Like-Effectors) utilizou-
se 0s genomas montados com o Unicycler no servidor CRISPRfinder online (Grissa et al. 2007)
e no software AnnoTALE (Grau et al. 2016), respectivamente. Todos os programas foram

usados com as configuragdes default.

Analise de efetores SST3

Entre os genomas mais proximos dos isolados de teca (>99%) de identidade, foram

selecionados 21 genomas, visando avaliar o arsenal de efetores associados com a capacidade
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de infecgdo das espécies. Os genomas foram comparados via BLAST local com as sequéncias
de 65 familias de efetores disponiveis no site Xanthomonas.org. As sequencias dos efetores
com menos de 60% de cobertura e/ou identidade foram considerados ausentes no genoma em
analise. Uma matriz de auséncia e presenca de efetores foi construida para cada genoma usando-

se 0 Microsoft Excel e a figura construida no Heatmapper (Babicki et al. 2016).

Anélise de recombinacéo

Com o output da andlise de recombinacdo gerada pelo programa Gubbins (descrito no
item Filogenémica), foi comparada a posicdo das regides recombinantes com os efetores
detectados nos isolados de teca, visando confirmacéo de possiveis aquisicdes de efetores por
meio de recombinagdo. A visualizagdo do resultado foi feita na plataforma web Phandango

(Hadfield et al. 2018).

Gama de hospedeiros

Com base no resultado de ANI, foram selecionados os hospedeiros dos isolados que
apresentaram maior identidade de sequencias com os originalmente de teca. Assim, 0sS
hospedeiros Phaseolus vulgaris cultivar Pérola (mudas com quatro semanas), Vigna
unguiculata cv. Guariba (mudas com quatro semanas) e Citrus latifolia cv. BRS Passos (planta
adulta s/ idade determinada) foram selecionados para o teste de gama de hospedeiros.
Eucalyptus urograndis e Corymbia citridora também foram selecionados por serem comuns
em viveiros de espécies florestais, podendo ser um espaco compartilhado com teca. O processo
de inoculacdo foi similar ao teste de patogenicidade, havendo quatro plantas por isolado e em
cada planta, seis folhas foram inoculadas, perfurando-se quatro a seis pontos da folha de teca.

As plantas foram mantidas em camara Umida por duas semanas e apds esse periodo, transferidas
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para um telado da Estacdo Experimental do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade
de Brasilia. Quatro semanas apds a inoculacdo, duas folhas de Citrus e Tectona, trés folhas de
Eucalyptus, Corymbia, P. vulgaris e V. unguiculata foram selecionadas, destacadas e
digitalizadas para a avaliagdo de sintomas. Independente de sintomas detectados nas plantas
avaliadas, foi feito o isolamento do tecido préximo a lesdo e quando detectadas coldnias

bacterianas, foi realizado Bio-PCR com os primers X-gumD F7/R7.

Identificacéo de genes de insensibilidade ao cobre (cop)

O cobre e compostos com esse elemento sdo amplamente usados no controle de
bacterioses, inclusive as causadas por espeécies do género Xanthomonas. Foi verificada a
presenca de genes associados com a insensibilidade ao cobre nos genomas dos isolados de teca.
Sequéncia completas dos genes copL, copA, copB foram baixadas do GenBank e comparados
por BLAST contra os genomas sequenciados dos isolados de teca. A fim de verificar a presenca
do operon cop no restante da colecdo de isolados de teca, realizou-se a PCR com o0s primers
copAF/AR com alvo o gene copA desenvolvidos por Behlau et al. (2013) e reacdo de acordo
com o protocolo do kit master mix GoTag RT gPCR (Promega, Wisconsin, Estados Unidos da
Ameérica). As condicdes configuradas no termociclador para essa reacdo foi: desnaturacédo
inicial de 5 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30sa 64 °Ce 45sa
72 °C com um passo de elongacdo final de 10 mina 72 °C.

Dois isolados de Xanthomonas euvesicatoria com niveis de sensibilidade ja conhecidos
foram utilizadas como controle, P-89 (sensivel a cobre) e P-120 (insensivel), ambos cedidos

pela Dra. Alice Maria Quezado Duval da Embrapa Hortalicas.
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4. RESULTADOS
Colecéo de isolados

Folhas de mudas de teca apresentando sintomas de pequenas manchas necroticas
circundadas por um halo clorético e/ou apresentando manchas amarelas podendo ou ndo haver

necrose, foram selecionadas para isolamento. (Figura 1). Col6nias mucoides de coloracdo

amarelada foram obtidas a partir dos isolamentos (Figura 2).

Figura 1. Folhas sintomaticas de Tectona grandis (teca) apresentando manchas foliares. A:
viveiro de Mato Grosso (2016, 2017 e 2018). B: viveiro de Séo Paulo (2020).
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Figura 2. Colbnias isoladas a partir de folhas sintomaticas de Tectona grandis (teca) cultivadas
em meio NA a 28° C por 72h.

Patogenicidade
Os isolados UnB-Xtec2D, UnB-XtecTg02(2) e UnB-XtecFFT1 foram inoculados em

mudas de teca para confirmacdo de patogenicidade. O isolado UnB-Xtec2D nédo induziu
sintomas em teca. O isolado UnB-XtecTg02(2) foi capaz de causar sintomas nas mudas,
entretanto, proporcionou sintomas leves quando comparados aqueles dos viveiros. O UnB-
XtecFFT1, isolado mais recente, causou sintomas tipicos, com pequenas manchas necraticas e
manchas amarelas préximo ao ponto de inoculacdo. O isolamento confirmou a presenca dos
isolados UnB-XtecTg02(2) e UnB-XtecFFT1 nos tecidos da planta. Com esses resultados
foram selecionados somente os isolados UnB-XtecTg02(2) e UnB-XtecFFT1 para o teste de

gama de hospedeiras.
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Identificacéo do género por PCR
Os 24 isolados de teca de Mato Grosso e os trés isolados originarios de feijoeiro

amplificaram um fragmento de 402 pb, correspondente a sequéncia parcial do gene gumbD,
tipico em bactérias do género Xanthomonas (Figura 3). A amplificacdo confirma o género dos
isolados da cole¢do. O mesmo procedimento foi realizado com os dois isolados de S&o Paulo
(UnB-XtecFFT) e a amplificagdo do fragmento de 402 pb foi confirmada (dado ndo

apresentado).
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Figura 3. Produtos da PCR com os primers X-gumD F7/R7 visando deteccdo do gene gumD,
tipico de espécies de Xanthomonas, na cole¢do de isolados de teca. M: marcador DNA ladder
1 Kb plus Invitrogen. N: controle negativo. *: 100 pb.
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Anélise da diversidade de isolados de Xanthomonas por BOX-PCR

A partir dos fragmentos amplificados pelo BOX-PCR para verificar a diversidade,
somente foi possivel identificar trés hapl6tipos entre os isolados avaliados (Figuras 4 e 5). Os
25 isolados de teca foram similares, tanto originarios de plantas de Mato Grosso como de S&o
Paulo, demonstrando ndo haver diversidade entre eles, portanto, considerados clonais e
configurando um Unico hapl6tipo. Entretanto, observa-se que quando comparados com 0s
isolados de feijdo (também X. citri), ha diferenca, BRM 48911 e BRM 48898 (X. citri pv.
fuscans) apresentam um padrdo diferente da colecdo de isolados de teca (haplétipo 2),
diferenciando-se do grupo de isolados de teca pela presenca de bandas exclusivas e auséncia de
bandas presentes em isolados de teca, formando um segundo grupo entre os isolados analisados.
IBSBF 1346 (X. citri pv. fuscans) possui fingerprint diferente dos demais caracterizando o

haplotipo 3 desta analise.
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Figura 4. Perfis de BOX-PCR com o primer BOX-A1R dos isolados de Xanthomonas
originarios de Mato Grosso e Xanthomonas citri pv. fuscans (BRM 48911, BRM 48898 e
IBSBF 1346). M: marcador DNA ladder 1 Kb Plus Invitrogen. N: controle negativo. *: 100 pb.
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Figura 5. Perfis de BOX-PCR com o primer BOX-A1R dos isolados de Xanthomonas
originarios de Mato Grosso e S&o Paulo e Xanthomonas citri pv. fuscans (BRM 48898 e IBSBF
1346). M: marcador DNA ladder 1 Kb Kasvi. N: controle negativo.

Sequenciamento dos genomas e caracteristicas

Com o BOX-PCR indicando um Gnico haplétipo entre os isolados de teca, os isolados
UnB-Xtec2D e UnB-XtecTg02(2) foram selecionados para o sequenciamento, estudos
taxonémicos, gendmicos, filogenéticos e patogénicos. Dois isolados foram sequenciados a fim
de obter maiores informac6es sobre o genoma e possiveis variacdes que nao puderam ser
detectadas com o uso de marcador. O isolado UnB-XtecFFT1, utilizado em anélises de BOX-
PCR, patogenicidade e gama de hospedeiro, foi adquirido posteriormente ao sequenciamento

dos isolados UnB-Xtec2D e UnB-XtecTg02(2) e sera sequenciado futuramente.
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O sequenciamento de ambos indicou um Unico cromossomo circular sem a presenga de
plasmideos ou outros replicons. O genoma do isolado UnB-Xtec2D possui 5.153.268 pb e 4.071
genes, enquanto o isolado UnB-XtecTg02(2) possui 5.153.348 pb e 4.252 genes, ambos com
64,6 % de contetdo GC (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas gerais dos genomas de Xanthomonas citri pv. tectonae

Caracteristicas | UnB-Xtec2D | UnB-XtecTg02(2)
Comprimento (pb) 5.153,268 5.153,348
Contetdo G+C (%) 64,6 64,6

CDS 4.271 4.252

RNAt 53 53

RNAr 6 6
Plasmideo 0 0

CRISPR 0 0

TALE 0 0

Identificacéo de efetores TALE e regides CRISPR

A busca realizada pelo AnnoTALE néo foi capaz de localizar nenhum gene efetor do tipo
TAL ou TALe, assim como o CRISPRFinder nao localizou regies CRISPR nos genomas dos

isolados de teca (Tabela 3).

Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

A confirmacéo do género e identificacdo da espécie realizada pela analise de multilocus
de sete genes housekeeping foi conduzida com 102 genomas do género Xanthomonas (Tabela
2). A sequéncia concatenada utilizada na andlise resultou em um tamanho de 12.156 pb, sendo
1.407 pb (atpD), 1.926 pb (dnaK), 567 bp (efp), 2.457 pb (fuyA), 1.410 (gInA), 2.445 para gyrB,
com excecdo para X. axonopodis pv. melhusii no qual obteve-se apenas 1.148 pb e 1.878 pb
(rpoD). A arvore filogenética, com elevados valores de probabilidade posterior, revelou a
formacéo de dois clados de X. citri (Figura 6). O 1 é composto por 40 isolados obtidos a partir

dos hospedeiros: Citrus spp., havendo C. sinensis, C. paradisi, C. aurantifolia, C. hystrix, C.
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limon, Gossypium spp., Glycine max e T. grandis. Houve a formag&o de 5 subgrupos, separados
principalmente por hospedeiro com dois subgrupos separados a partir do género Citrus, outro
proveniente de Gossypium, um subgrupo com X. axonopodis pv. melhusii sozinha e um Gltimo
subgrupo com isolados de Glycine spp. O clado 2 abrange 25 isolados obtidos de Phaseolus
spp., Vigna spp., Tectona grandis e Citrus spp. distribuidos em 6 subgrupos. O subgrupo 1 do
clado 2 é composto por espécies isoladas a partir de Phaseolus spp. O subgrupo 2 com bactérias
isoladas a partir de Vigna spp. e o subgrupo 3 contendo espécies de Phaseolus spp. O subgrupo
4 composto apenas pelos isolados de teca obtidos neste estudo. Subgrupo 5 composto por
isolados de Phaseolus spp. e o subgrupo 6 com isolados de Citrus: FDC 1559 (C. aurantifolia),
FDC 1609 (C. paradisi), 1566 (C. aurantifolia) e FDC 1561 (C. limon). De acordo com a
filogenia dos genes housekeeping, as bactérias isoladas a partir de teca foram agrupadas
juntamente com X. citri provenientes de Phaseolus spp., Vigna spp. e espécies de Citrus spp. e
as bactérias filogeneticamente mais proximas foram as causadoras do crestamento bacteriano
comum em feijdo. A analise filogenética demonstrou que X. axonopodis pv. melhusii que
possui T. grandis como hospedeira, ndo é filogeneticamente proxima (clado 1) dos isolados da
mesma hospedeira encontrados no Brasil, como UnB-Xtec2D e UnB-XtecTg02(2) (clado I1).
Diante do relato de Ferraz et al. (2018) da patovar eucalyptorum de X. axonopodis do
Eucalyptus spp. ser filogeneticamente proxima a X. citri, foi avaliada a possibilidade de isolados
de teca serem idénticos ou proximos a essa variante. A analise filogenética incluindo isolados
de X. axonopodis pv. eucalyptorum confirmou que sdo de um clado distante de isolados de teca

(Figura 7).
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Figura 6. Arvore filogenética por inferéncia Bayesiana, modelo GTR+G+| com sequéncias
concatenadas de sete genes housekeeping (atpD, dnaK, efp, fyuA, gInA, gyrB e rpoD) de
isolados de teca e demais espécies de Xanthomonas e Xanthomonas albilineans GPE PC73
como outgroup. Retangulo vermelho: isolados de teca deste estudo.
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Figura 7. Arvore filogenética por inferéncia Bayesiana, modelo GTR+G+l, com quatro genes
housekeeping (dnaK, fyuA, gyrB e rpoD) de espécies de Xanthomonas e Xanthomonas
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albilineans GPE PC73 como outgroup. Retangulo azul: isolados de X. axonopodis pv.
eucalyptorum. Retangulo vermelho: isolados de teca deste estudo.

Comparacao dos genomas por Average Nucleotide Identity (ANI)
Outra abordagem utilizada na identificacdo da etiologia da doenca de teca por ANI. Para

isso0, 102 genomas do género Xanthomonas foram utilizados para a comparacao e os valores de
ANI foram calculados. Apds a anélise fez-se uma matriz de identidade menor contendo apenas
os isolados da mesma espécie da bactéria isolada a partir de T. grandis.

O resultado da analise de ANI confirmou que os isolados provenientes de teca devem ser
classificados como X. citri, com valores de identidade superiores a 95% (Figura 8), valor
determinante para a delimitacdo de espécies (Goris et al. 2007). Dentro da espeécie X. citri foram
encontrados valores maiores do que 95%, variando de 96% a 99%. Os valores de ANI
encontrados s&o proximos aos valores de identidade com sete genes housekeeping.

O valor de ANI entre os clados 1 e 11 foi de 96%, sugerindo pertencerem a mesma espécie
apesar de estarem em clados separados na filogenia. Quanto ao clado I, os valores de ANI do
subgrupo | em relacdo ao Il, ambos possuindo Citrus spp. como hospedeiro foram 100%, mas
quando se compara o subgrupo I com o subgrupo 11l composto por bactérias provenientes de
Gossypium spp. os valores variam entre 98% e 99%. Quando se compara o subgrupo | de Citrus
spp. com bactérias isoladas de Glycine spp. (subgrupo V) foi visto 99% no ANI. O ANI entre
os isolados de Glycine spp. e Gossypium spp. é de 98%. Os resultados mostram valores de ANI
abaixo de 100% quando se compara isolados de diferentes hospedeiros.

Quanto ao clado 11, o subgrupo | comparado com os subgrupos Il e V, todos isolados a
partir de Phaseolus spp. possuem 99% no ANI. A comparacgdo do subgrupo I com o subgrupo
IV contendo isolado de T. grandis e subgrupo VI de Citrus spp. resultou em um ANI de 99%.
A comparacdo entre 0s subgrupos de Phaseolus spp. se fixou em 99%, mas o valor de ANI é

reduzido para 98% quando a comparacdo € feita com isolados de Vigna spp. Comparando-se
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apenas isolados de Citrus spp. os valores de ANI variaram entre 99% e 100%. Houve relagéo
entre os resultados de ANI e MLSA na matriz, como ja foi demonstrado por Constantin et al.

(2016).
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Figura 8. Heatmap de average nucleotide identity (ANI) no triangulo inferior e MLSA
(triangulo superior) de 61 isolados da espécie Xanthomonas citri. Os valores de ANI e MLSA
sdo demonstrados pelas cores: amarelo = 96 % ANI, verde = 98 %, azul claro = 99 % e azul
marinho = 100% ANI.
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Filogendmica

Para confirmar os dados encontrados por MLSA e ANI, os isolados de teca foram
analisados também por filogendmica de SNPs. Os isolados de teca se localizaram em um
subclado no qual ha também X. citri provenientes de Citrus spp. Assim, de acordo com 0s
marcadores SNP, os isolados de X. citri advindos de citros sdo mais préximos aos isolados de
teca. No mesmo clado encontram-se isolados provenientes de feijao, todos X. citri pv. fuscans
de acordo com a nova classificacdo. Entretanto, algumas pv. fuscans originérias de feijdo

encontram-se em um clado separado e mais distante dos isolados deste estudo (Figura 9).
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Figura 9. Arvore filogendmica de SNPs de isolados de Xanthomonas montada por FastTree,
modelo GTR, com remocdo prévia de sitios recombinantes. Xanthomonas euvesicatoria foi

usada como outgroup.
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Sistemas de secregdo

Os sistemas de secrecdo do tipo I, 11, 111, 1V, V e VI foram buscados e identificados como
presentes nos isolados sequenciados UnB-Xtec2D e UnB-XtecTg02(2).

No sistema de secre¢do do tipo I, os genes abc, mfp e omf foram localizados, todos
essenciais para o SST1. O sistema de secrecdo do tipo 11 pode ter de 12 a 16 componentes (Abby
et al. 2016) e neste trabalho localizou-se nove genes conservados: gspM, gspK, gspJ, gspl,
gspH, gspG, gspF, gspE, gspD e trés genes com sequéncias menos conservadas: gspN, gspL e
gspC. O SST3 ndo flagelar dos isolados de teca conta com nove genes core: gspD, sctT, sctN,
sctJ, sctU, sctV, sctQ, sctR e sctS e ndo possui outros genes que estdo presente na maior parte
dos sistemas (Abby e Rocha 2012), mas encontra-se de acordo com o modelo do programa
utilizado (Abby e Rocha 2017). O sistema do tipo IV aparece em duas diferentes versdes: a
primeira ligada a conjugacéo devido a presenca de uma relaxase (MOBB) (Guglielmini et al.
2014) e apresenta 21 genes no total, sendo trés conservados: MOBB, t4cpl e virb4 e 18 nédo
conservados: virb4 tfcl0, tfcll, tfcl2, tfcl3, tfcl4, tfcls, tfcl8, tfcl9, tfc2, thc22, tfe23, tfc23,
tfc3, tfch, tfc7, tfc8, tfc9 e virB1; a segunda versdo codifica para o pilus do tipo IV com 11
genes e encontra-se de acordo com o sistema previsto em Xanthomonas com pequenas
variacdes (Dunger et al. 2016). O SST5 possui trés subtipos e o programa localizou trés deles
nos isolados: T5aSS (PF03797), T5bSS (translocator) e T5¢SS (PF03895) de acordo com o
modelo proposto (Abby et al. 2016). O SST6 possui 12 genes: tssB, tssC, tssD, tssE, tssF, tssG,

tssH, evpJ, tssl, tssK, tssL e tssM e auséncia de tssA e tssJ.

Efetores do SST3

Dos 65 efetores conhecidos, listados no Xanthomonas.org e avaliados dentre os 23
genomas de Xanthomonas citri escolhidos ap06s analise de ANI, dez destes estdo presentes em

todos 0s genomas estudados: XopA, HapA, XopAU, XopAZ, XopF2, XopJ5, XopN, XopQ,
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XopX e XopZ1 e 27 s&o ausentes em todos 0s genomas. XopAG aparenta ser exclusivo entre
isolados de teca e isolado CFBP 7113 (Vigna unguiculata). XopE2 e XopE1 estdo ausentes
apenas nos isolados de teca e presentes nos isolados dos demais hospedeiros. XopAD encontra-
se ausente apenas nos isolados de teca e no isolado CFBP 7111 (V. unguiculata), XopF1 esta
ausente apenas nos isolados de teca e no isolados FDC 1561 e FDC 1566 de Citrus spp. (Figura

10).
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Figura 10. Matriz de auséncia e presenca de efetores identificados em 23 genomas de
Xanthomonas. Presen¢a = vermelho, auséncia = verde.
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Anélise de recombinagéo

Dos 65 efetores descritos para Xanthomonas, um total de 24 efetores foram mapeados no

genoma de UnB-Xtec2D e foram comparados com as regides identificadas como recombinantes

(Figura 11). Dos 24 efetores identificados nos isolados de teca, 13 efetores estdo localizados

em regides no qual ndo ha indicios de recombinacdo e 11 deles encontram-se em regifes nas

quais houve processos de recombinacdo. Os efetores e coordenadas no genoma encontram-se

na Tabela 4.

Tabela 4. Efetores mapeados no genoma de UnB-Xtec2D, coordenadas e presenca ou

auséncia de recombinacdes nas regides com efetores.

Efetor | Coordenada no genoma (pb) | Recombinacéo
AvrBs2 57.192-59.333 NAO
XopAG 229.629-230.894 SIM

XopR 306.454-307.032 SIM
XopAE 453.321-454.961 SIM

HpaA 468.001-468.813 SIM

XopA 4829.49-483.257 SIM

XopM 484.588-485.636 NAO

XopX 621.778-623.853 NAO

XopV 715.494-716.294 NAO

Xopll 905.103-906.305 NAO
XopAU 1.351.650-1.352.696 SIM
XopAY 1.353.629-1.354.339 SIM

XopP 1.399.571-1.401.712 NAO
XopAZ 1.606.482-1.606.952 NAO
XopZ1 2.389.105-2.392.974 SIM
XopE3 2.516.300-2.616.367 NAO
XopF2 3.298.457-3.298.915 NAO

XopN 3.301.589-3.303.787 NAO
XopAP 3.509.093-3.510.166 NAO
XopJ5 3.522.590-3.523.321 NAO

XopK 3.626.310-3.628.376 SIM

XopL 3.632.112-3.633.725 SIM
XopAK 4.322.238-4.322.651 SIM

XopQ 5.094.804-5.096.195 NAO
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Figura 11. RegiGes de recombinacdo no genoma de UnB-Xtec2D. Efetores em vermelho: recombinagdo presente. Efetores em preto: recombinagéo
ausente.
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Gama de hospedeiro

Nenhuma das plantas ndo inoculadas, independente da espécie hospedeira, apresentou
sintomas progressivos, ou seja, que evoluiram ao longo do tempo. Notou-se lesdes necréticas
préximas ao ponto de perfuracdo, o qual foram levadas em consideracdo na analise,
comparando-se estas as lesdes de plantas inoculadas. O isolamento do tecido proximo ao ponto
de perfuracéo foi realizado, o qual ndo houve crescimento bacteriano em placa. Em T. grandis,
o0 isolado UnB-XtecTg02(2) causou discretos sintomas em folha e o isolado UnB-XtecFFT1
(Figura 12C-D) causou sintomas tipicos, com manchas necréticas e halo amarelo circundando
a lesdo (Figura 12E-F). O isolamento do tecido préximo ao ponto de inoculagéo resultou em
colonias amarelas, mucoides, tipicas do género Xanthomonas para os dois isolados (Figura 19).
Para Citrus, ndo houve manifestacdo de sintomas independente do isolado. As plantas ndo
inoculadas apresentaram leves sintomas de necrose no ponto onde houve perfuracéo, as quais
também foram observadas nos individuos inoculados, porém sem progresso da lesdo (Figura
13). Néao houve crescimento bacteriano em placa apos o isolamento. Em plantas de Eucalyptus
spp., o isolado UnB-XtecTg02(2) causou leves sintomas préximos do ponto de inoculagéo
(Figura 14C-D), enquanto o isolado UnB-XtecFFT1 causou sintomas mais intensos,
extrapolando o ponto de inoculacdo (Figura 14E-F). Quando isoladas, houve crescimento de
coldnias tipicas apenas do isolado UnB-XtecFFT1 (Figura 19). Os sintomas provocados pelos
isolados foram discrepantes em relacdo aos sintomas no controle negativo, apesar de haver leve
necrose neste (Figura 14G-H). Plantas de C. citridora responderam diferentemente aos
isolados. Enquanto os sintomas provocados por UnB-XtecTg02(2) foram leves em C. citridora
com lesGes pequenas e avermelhadas (Figura 15C-D), o isolado UnB-XtecFFT1 causou
sintomas mais severos, com maiores lesdes necrdticas intensas (Figura 15E-F), ambos distintos

do controle negativo (Figura 15A-H). O crescimento bacteriano de col6nias amarelas e
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mucoides foi observado apenas para o isolado UnB-XtecFFT1 (Figura 19). A inoculagdo em
plantas de feijdo resultou em doenca para os feij0es carioca (Figura 16) e preto (Figura 17)
ocasionando necrose coalescendo entre os pontos de perfuracdo e nitido halo amarelo, mas
nenhum isolado foi capaz de causar sintomas em feijéo caupi (Figura 18). O isolamento resultou
em crescimento para todos os isolados em todas as hospedeiras. Vigna spp. ndo apresentou
sintoma, mas colénias de Xanthomonas foram obtidas ap6s isolamento, indicando que a
bactéria foi capaz de sobreviver na hospedeira (Figura 20).

A fim de confirmar se as bactérias isoladas pertenciam ao género Xanthomonas, realizou-
se PCR com primers especificos (X-gumD F7/R7). Em T. grandis, confirmou-se a presenca da
bactéria do género de interesse. Assim, os isolados UnB-XtecTg02(2) e UnB-XtecFFT1 foram
capazes de causar sintomas em sua hospedeira original, havendo, entretanto, variacdo na
intensidade do sintoma. Como ndo houve crescimento do isolado UnB-XtecTg02(2) em plantas
de Eucalyptus spp. e C. citridora, coldnias caracteristicas do isolado UnB-XtecFFT1 foram
repicadas para realizar o procedimento de PCR. Confirmou-se a presenca do género em ambas
as plantas. Ambos isolados: UnB-XtecTg02(2) e UnB-XtecFFT1, foram capazes de causar
sintomas em Phaseolus spp., mas ndo em V. unguiculata., mas a PCR identificou Xanthomonas
em ambas as hospedeiras.

Os isolados de teca foram capazes de infectar aléem de teca, Eucalyptus spp., C. citridora
e P. vulgaris (Tabela 5). O isolado UnB-XtecTg02(2) ndo foi encontrado a partir dos

isolamentos de folhas de Eucalyptus spp. e C. citridora (Tabela 6).
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Tabela 5. Avaliacdo da presenca de sintomas em plantas hospedeiras em resposta a
inoculacdo com isolados de X. citri pv. tectonae UnB-XtecTg02(2) e UnB-XtecFFT1.

UnB-XtecTg02(2) |UnB-XtecFFT1
Tectona grandis + +
Citrus spp. - -
Eucalyptus spp. + +
Corymbia citridora + +
Phaseolus vulgaris (Feijdo preto) + +
Phaseolus vulgaris (Feijéo carioca) + +
Vigna unguiculata - -

Tabela 6. Isolamento de bactérias do género Xanthomonas em plantas de diferentes espécies
inoculadas com dois isolados de X. citri pv. tectonae. (+):presenca de col6nias apds isolamento
e (-): auséncia de col6nias apds isolamento.

UnB-XtecTg02(2) |UnB-XtecFFT1
Tectona grandis + +
Eucalyptus spp. - +
Corymbia citridora - +
Phaseolus vulgaris (Feijdo preto) + +
Phaseolus vulgaris (Feijéo carioca) + +
Vigna unguiculata (Feijao caupi) + +
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Figura 12. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Tectona grandis. (A)
Controle negativo (4gua destilada) em superficie adaxial, (B) Controle negativo (agua
destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial;, (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecFFT1 ampliado. Digitalizac6es realizadas quatro semanas apds inoculagéo.
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Figura 13. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Citrus spp. (A) Controle
negativo (dgua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo (dgua destilada) em
superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-XtecTg02(2) na
superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-XtecFFT1 na superficie
abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por UnB-XtecFFT1 ampliado.
Digitalizaces realizadas quatro semanas apés inoculacéo.
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Figura 14. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Eucalyptus spp. (A)
Controle negativo (4gua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo (agua
destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial, (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecFFT1 ampliado. Digitaliza¢6es realizadas quatro semanas ap6s inoculagéo.
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Figura 15. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Corymbia spp. (A)
Controle negativo (4gua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo (agua
destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02 na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial;, (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecFFT1 em maior aumento. Digitaliza¢Oes realizadas quatro semanas apos inoculagéo.
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Figura 16. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Phaseolus spp. (Feijao
preto). (A) Controle negativo (adgua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo
(dgua destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-
XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por
UnB-XtecTg02(2) ampliado. Digitaliza¢Ges realizadas quatro semanas ap6s inoculagéo.
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Figura 17. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Phaseolus spp. (Feijao
carioca). (A) Controle negativo (agua destilada) em superficie adaxial; (B) Controle negativo
(dgua destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie adaxial; (D) UnB-
XtecTg02 na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial; (F) UnB-XtecFFT1
na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas causados por UnB-
XtecTg02(2) em maior aumento. Digitalizagdes realizadas quatro semanas apos inoculagéo.
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Figura 18. Sintomas causados por Xanthomonas citri pv. tectonae em Vigna unguiculata
(Feijdo caupi cv. Guariba). (A) Controle negativo (dgua destilada) em superficie adaxial; (B)
Controle negativo (agua destilada) em superficie abaxial; (C) UnB-XtecTg02(2) na superficie
adaxial; (D) UnB-XtecTg02(2) na superficie abaxial; (E) UnB-XtecFFT1 na superficie adaxial;
(F) UnB-XtecFFT1 na superficie abaxial; (G) Controle negativo ampliado; (H) Sintomas
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causados por UnB-XtecTg02(2) ampliado. Digitalizagdes realizadas quatro semanas ap0s
inoculacéo.
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Figura 19. Produto da PCR com os primers X-gumD F7/R7 visando detec¢cdo do gene gumD

(402 pb) obtidos ap6s gama de hospedeiras. M: marcador DNA ladder 1 Kb Ludwig. N:
controle negativo
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Figura 20. Produto da PCR com os primers X-gumD F7/R7 visando detec¢do do gene gumD
(402 pb) obtidos ap6s gama de hospedeiras. M: marcador DNA ladder 1 Kb Ludwig. N:

controle negativo. Neg.: plantas do controle negativo. Fpreto: feijdo preto. Fcarioca: feijdo
carioca. Fcaupi: feijdo caupi.
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Identificacdo de genes de insensibilidade ao cobre (COP)
Geralmente presentes em plasmideos de isolados insensiveis ao cobre, 0s genes cop,

buscados por BLAST nas ORFs dos genomas sequenciados ndo foram encontrados. Resultado
ja esperado diante da auséncia de plasmideos entre os genomas analisados. Os demais isolados
foram testados para a presenga do gene copA por PCR e ndo houve amplificagdo do fragmento
de 870 pb, confirmando a auséncia do operon e a possivel sensibilidade ao cobre (Figura 21).
Somente o isolado P-120 (Xanthomonas euvesicatoria) e conhecidamente insensivel ao cobre

que gerou o fragmento esperado.
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Figura 21. Produto da PCR com os primers copAF/AR visando detec¢do do gene copA, (870
pb) na colecdo de isolados de Xanthomonas citri pv. tectonae. P-89: isolado sensivel ao cobre.
P-120: isolado insensivel ao cobre. M: marcador DNA ladder 1 Kb Ludwig. N: controle
negativo.
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5. DISCUSSAO

Identificadas pela primeira vez em 2018 por Borges et al. (2018c), isolados de X. fuscans
capazes de infectar plantas de teca em viveiro, até 0 momento ndo tiveram uma caracterizaco,
além da taxonémica por MLSA. O presente trabalho analisa uma colecdo de isolados por
diferentes métodos, visando a caracterizacdo dessa bactéria facilmente encontrada em viveiros
de teca no Brasil.

Folhas sintomaticas demonstrando lesdes necroticas circundadas por um halo amarelo,
foram selecionadas para isolamento, resultando em col6nias amarelas e mucoéides, tipicas do
género Xanthomonas. Pela técnica de PCR confirmou-se 0 género Xanthomonas, resultado
confiavel como apresentado pelo préprio autor dos primers, que destaca que somente 0 DNA
das espécies Xanthomonas hyacinthi, Xanthomonas sacchari, Xanthomonas theicola e
Xanthomonas translucens, ndo amplificou a regido parcial do gene gumD (Adriko et al. 2014).

O uso do marcador BOX-PCR demonstrou ndo haver variacdo entre os isolados de teca
coletados em Mato Grosso e Sdo Paulo, sendo assim considerados clonais. Varios autores ja
relataram que marcadores moleculares, como REP-PCR, ERIC-PCR e em especial o BOX-PCR
sdo eficientes na analise de diversidade de isolados de véarias bactérias, incluindo o género
Xanthomonas (Zhai et al. 2010, Raghavendra et al. 2013, Rouhrazi e Khodakaramian 2014,
Ivanovi¢ et al. 2015, Aragjo et al. 2017). Além de mostrar variagdes, 0os marcadores
moleculares também podem indicar a auséncia de variabilidade genética, ou seja,
homogeneidade entre os isolados (Aritua et al. 2007, Odipio et al. 2009, Zamani et al. 2011).
Zamani et al. (2011) relatou resultado similar ao deste estudo, no qual os isolados iranianos de
X. axonopodis pv. phaseoli provenientes de trés provincias diferentes foram relativamente
homogéneos, com baixa diversidade genética, sugerindo que poucos eventos de introducédo

tenham acontecido no pais e tenha ocorrido a disseminacédo para as trés areas infectadas.
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Pelo perfil clonal entre os isolados de teca, levanta-se duas hipoteses, a primeira é que
esse fitopatdgeno é exdgeno e entrou por material propagativo, e a segunda, que ocorreu a
adaptacdo a um novo hospedeiro (teca).

Para a primeira hipotese, especula-se uma Unica ou poucas introducdes, dado indicado
pela homogeneidade genética dos isolados. Podendo ocorrer por via de mudas infectadas ou até
mesmo por sementes, algo comum entre espécies de Xanthomonas em vérias hospedeiras
(Okechukwu et al. 2010, Darrasse et al. 2018, Arias et al. 2020). A entrada de um patégeno em
uma nova area acontece devido a fluxo de material propagativo sem os devidos cuidados
quarentenérios (Boudon et al. 2005, Shimwela et al. 2017). Portanto, mais estudos seriam
necessarios para verificar a sobrevivéncia da bactéria em sementes de teca, algo que poderia
trazer luz a possivel meio de entrada do patdgeno. N&o é possivel datar com precisdo 0s
primeiros relatos de Xanthomonas em teca no Brasil, ja que a doenca € amplamente conhecida
entre produtores de mudas, porém o primeiro relato na literatura € de 2018 (Borges et al. 2018c).

Na segunda hipotese seria um processo de adaptacdo a teca, ou seja, um evento de host
jump ou host shift, em que um fitopatdgeno poderia ter se adaptado a uma nova hospedeira
(Schulze-Lefert e Panstruga 2011). Essa mudanca de hospedeiro foi relatada em outras
Xanthomonas, como por Coutinho et al. (2015), quando isolados de X. vasicola, originalmente
associados com cana de acucar foram encontrados em eucalipto e por Bophela et al. (2019),
quando X. perforans, tipica de tomate foi encontrada causando crestamento e dieback em
eucalipto. Dependendo do tempo decorrido entre a adaptacéo e a disseminacéo, poderia resultar
em uma baixa variabilidade da populacéo, como descrito para Xylella fastidiosa subsp. morus,
a qual apresenta reduzida diversidade genética e especula-se que seja um novo patdgeno

resultante de eventos de recombinacdo entre espécies de Xylella (Nunney et al. 2014).
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Por meio de MLSA demonstrou-se que os isolados de teca ndo representam uma nova
espécie, mas pertencem a espécie X. citri, estando mais proximos de Xanthomonas patogénicas
ao feijoeiro, separadas em um subclado proprio com elevados valores de probabilidade
posterior. Os isolados de Xanthomonas em teca foram descritos inequivocadamente como X.
fuscans em 2018 (Borges et al. 2018c), pois segundo a recente classificacdo proposta por
Constantin et al. (2016), a espécie em questdo é uma X. citri. Os isolados de teca apresentaram
valores de ANI de 96% quando comparados a isolados de Citrus spp. e 98% em relacdo aos
isolados de P. vulgaris, ambos superiores a 95%, considerado o limiar para determinagéo de
uma espécie pelo uso dessa técnica (Richter e Rossell6-Mdra 2009). Assim, os resultados da
analise de ANI confirmam MLSA. Constantin et al. (2016) encontraram congruéncia entre 0s
dados de ANI e MLSA, no qual estirpes compartilhando 95% no ANI obtiveram pelo menos
>98,7% em similaridade de sequéncia MLSA. Outros autores encontraram 0 mesmo, Pieretti et
al. (2015) confirmam o resultado de ANI por anéalise filogenética com MLSA e propde uma
nova espécie muito proxima geneticamente X. albilineans, X. pseudalbilineans; Vicente et al.
(2017) observa que tanto MLSA quanto ANI classificam isolados de agrido como uma espécie
distinta das espécies de Xanthomonas ja conhecidas, reforcando ser uma nova espécie,
Xanthomonas nasturtii; Lopez et al. (2018) propuseram a espécie Xanthomonas prunicola
suportada por resultados de MLSA e ANI.

No presente trabalho também foi testada uma técnica para a divisao de espécie usando 0s
principios do ANI, ou analise de identidade de sequéncias, porém somente com sequencias de
genes de housekeeping. Pelos valores foi possivel confirmar que essa técnica, que evita a
necessidade de usar o genoma completo, também identifica os limiares entre espécies. Young
et al. (2008) utilizou matriz de similaridade e apontou o0 seu possivel uso em substituicdo ao

método de reassociacdo DNA-DNA.
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Xanthomonas axonopodis pv. melhusii foi incluida nas analises filogenéticas por ter sido
isolada de teca em 1952 na india (Patel et al. 1952) que é também o centro de origem dessa
espécie vegetal. Entretanto, a analise confirma a distancia filogenética entre esta e os isolados
brasileiros de teca (Figura 6), reforcando a possibilidade de entrada de um variante
desconhecido ou de um host jump de isolados brasileiros. A patovar ndo foi incluida nas demais
andlises por estar com regides do genoma incompletas, o que poderia prejudicar as analises e
gerar resultados enviesados.

Tectona grandis pode ser cultivada em viveiros onde ha a presenca de outras espécies,
como Eucalyptus spp. Ferraz et al. (2018) propds a patovar X. axonopodis pv. eucalyptorum,
capaz de infectar Eucalyptus spp. e outras espécies da familia Myrtaceae em experimento de
gama de hospedeiro. Com a finalidade de verificar se os isolados de teca pertencem a X.
axonopodis pv. eucalyptorum, realizou-se uma nova analise de MLSA, a qual confirmou se
tratarem de isolados distintos e filogeneticamente distantes. Contudo, a espécie X. axonopodis
pv. eucalyptorum foi agrupada com Xanthomonas citri e, de acordo com a recente proposta de
classificacdo, deveriam ser consideradas Xanthomonas citri pv. eucalyptorum (Constantin et al.
2016).

A analise de filogendmica baseada nos SNPs do genoma completo identificou os
isolados de teca como mais proximos de bactérias especializadas em hospedeiros citricos. Esse
resultado juntamente com ANI e MLSA podem sugerir um ancestral comum de X. citri, no qual
o processo de evolucdo levou a diferenciacdo a diferentes hospedeiros. A andlise de SNPs
apresenta alta resolucdo e desconsidera fatores que podem interferir negativamente na analise
como eventos de recombinacdo (Schirch et al. 2018). Aritua et al. (2015) observou que a analise
de SNPs apresentou maior resolucdo do que MLSA com seis genes, revelando a presenca de

sub-linhagens dentro de cada linhagem. Resultado semelhante foi obtido por Schwartz et al.
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(2015) no qual a analise com SNP permitiu a separacdo de isolados geneticamente muito
préximos de espécies causadoras de mancha bacteriana em tomate e pimentdo. A filogenia de
SNP também contribuiu para a identificacdo de X. vasicola pv. vasculorum em amostras de
milho (Plazas et al. 2018). Essa andlise corrobora o encontrado nas anteriores, como ANI e
MLSA, porém com algumas altera¢cdes quanto a distancia entre os isolados.

Os isolados de teca foram capazes de causar sintomas em outras plantas hospedeiras,
como Eucalyptus spp., Corymbia spp. e P. vulgaris, enquanto as plantas de citros e Vigna spp.
ndo foram infectadas. Em eucalipto, doencas de origem bacteriana representam uma grande
preocupacéo e sdo causadas por diferentes agentes (Coutinho et al. 2002, Coutinho et al. 2015,
Ferraz et al. 2018), acarretando prejuizo de milhGes apenas no Brasil (Gongalves et al. 2008).
Apesar dos sintomas terem sido provocados por meio de inoculacdo artificial, o ensaio
demonstra a habilidade destas bactérias em causar doenca nestas hospedeiras, ndo devendo ser
desconsiderada em condi¢fes como viveiros, no qual costuma-se cultivar teca com outras
espécies florestais como Eucalyptus spp. As espécies P. vulgaris e V. unguiculata foram
selecionadas devido a proximidade dos isolados de teca com isolados dessas hospedeiras nas
analises de ANI e MLSA. O ensaio de gama de hospedeiras com essas duas espécies
demonstrou a capacidade destes em causar doenca as culturas, sugerindo que a origem dos
isolados de teca pode vir de alguma adaptacdo de isolados de feijao, Corymbia spp. ou
Eucalyptus spp., perdendo parte da sua viruléncia na hospedeira original.

Considerando os dados gerados pelas analises de filogenia MLSA, filogendmica, ANI
e gama de hospedeiras, prople-se aqui a criacdo de uma nova patovar dentro da espécie
Xanthomonas citri, a patovar Tectonae.

O genoma sequenciado possui um tamanho préximo ao encontrado para o género
Xanthomonas que apresenta grande plasticidade, com genoma variando de maneira geral de
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4,8 a 5,3 Mb e contetdo G+C acima de 60% (Ryan et al. 2011). Essas variagdes podem ser
conferidas por meio de diversos trabalhos contendo sequenciamento de genomas completos
(Lee et al. 2005, Bogdanove et al. 2011, Jalan et al. 2013b, Pereira et al. 2015, Richard et al.
2017). Os plasmideos estdo ligados a fungdes metabolicas e adaptacdo a hospedeiros, mas nao
s8o itens essenciais ao hospedeiro e sua permanéncia a longo prazo depende se proporcionam
efeito de selecdo positiva ou melhoram o fitness ao hospedeiro e/ou condigdes ambientais
(Sundin 2007). Em 2015, Niu et al. (2015) relata plasmideo em Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
no qual a estrutura do plasmideo encontrado sugere mdaltiplos rearranjos de DNA por
transferéncia horizontal de genes. Resultando semelhante é encontrado por Kaur et al. (2019)
estudando o genoma de X. oryzae pv. oryzae estirpe BXO1, no qual verificou a presencga de um
plasmideo que também esta presente em X. albilineans estirpe GPE PC73, sugerindo a possivel
relacdo deste com a adaptacdo de ambas para o tecido vascular dos seus respectivos
hospedeiros. Nenhum plasmideo foi encontrado nas sequéncias deste estudo, fato também visto
em outras Xanthomonas, como X. campestris pv. campestris (da Silva et al. 2002), X. oryzae
pv. oryzae (Lee et al. 2005), X. campestris pv. vesicatoria (Canteros et al. 1995) e até em outros
géneros como Dickeya spp. (Ali¢ et al. 2019)

A auséncia de plasmideos nos isolados de teca indicam um repertério inferior para genes
associados a viruléncia e resisténcia a substancias antibacterianas, como o cobre, que 0 operon
cop se localiza em plasmideos (Behlau et al. 2013).

Bactérias sdo alvo constante de elementos genéticos exdgenos, mas ha sistemas de defesa
que as protegem de invasdes de DNA exdgeno (Horvath e Barrangou 2010). Sequéncias
CRISPR foram descobertas na década de 1980 (Ishino et al. 1987), mas apenas nos anos 2000
notou-se que parte das sequéncias CRISPR derivam de elementos méveis como bacteriéfagos
e plasmideos conjugativos, sugerindo haver funcdo bioldgica (Mojica et al. 2005, Barrangou et
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al. 2007). Essas regides ndo foram encontradas em X. citri pv. tectonae, mas nem todas as
bactérias possuem tais elementos CRISPR (Grissa et al. 2007). N&o ter regides CRISPR néo
significa ser suscetivel a qualquer DNA externo, pois ha varios outros mecanismos que podem
proteger a célula bacteriana de uma invasdo (Rostal et al. 2019).

Todos os sistemas de secregdo foram encontrados em X. citri pv. tectonae. O programa
utilizado ndo encontrou o gene omf que faz parte do T1SS, mas os criadores do programa
relatam que o sistema pode ser funcional, pois dentre 95 locus codificando abc e mfp com
auséncia de omf em 94 o locus para omf foi encontrado em outro replicon (Abby et al. 2016).
Ja sabe-se que fatores de viruléncia secretados via T1SS tais como: proteases, metaloproteases,
adesinas e glicanases podem ser encontrados em bactérias fitopatogénicas (Delepelaire 2004,
Ali¢ et al. 2019). O T2SS é composto por 12 a 16 genes (Abby et al. 2016) e o programa
encontrou 12 genes para esse sistema. Esse sistema contribui para a patogenicidade de diversas
bactérias em plantas devido a liberagéo pectinases, celulases:, espécies como: Erwinia (Corbett
et al. 2005), Dickeya (Ali¢ et al. 2019), Xanthomonas (Baptista et al. 2010), Ralstonia (Kang et
al. 1994) e sua auséncia pode levar a perda da capacidade de colonizar sistemicamente e
consequente perda de viruléncia nesta ultima (Tsujimoto et al. 2008). O T4SS é um sistema
bastante versatil, estando envolvido na conjugacdo de DNA por pili, secrecdo de proteinas e
efetores na célula do hospedeiro e absorcéo e liberacdo de DNA (Cascales e Christie 2003) e
sua aplicacdo pode ser vista em competicdo com outras bactérias (Souza et al. 2015) e na
patogénese de A. tumefaciens (Cascales e Christie 2004). Os isolados deste estudo possuem
TASS e T4P, envolvido na formacao de pili (pili tipo 1V). Este Gltimo esta envolvido na
mobilidade em superficie independente de flagelo: twitching, adesdo a superficie e formacao
de biofilme (Li et al. 2007, Jarrell e McBride 2008, Dunger et al. 2014, Granato et al. 2016),

absorcdo de material genético e também na secrecdo de proteinas (Hager et al. 2006). Espécies
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do género Xanthomonas podem codificar para este sistema, assim como outros géneros de
bactérias fitopatogénicas (Burdman et al. 2011, Dunger et al. 2016). Quanto ao T5SS, as
bactérias deste trabalho possuem os tipos T5sSS, T5bSS e T5¢SS. O T5SS é dividido em 5
subtipos que sdo diferenciados quanto a estrutura e modo de secrecdo. T5aSS é um
autotransportador monomeérico, T5bSS é um sistema de secrecdo two-partner e T5¢cSS sdo
autotransportadores triméricos e sdo normalmente adesinas. Os outros dois tipos foram
recentemente propostos e o programa utilizado, em sua construcdo nao possuia modelo para
eles, motivo pelo qual possivelmente ndo tenha sido detectados (Abby et al. 2016). O sistema
é encontrado em algumas bactérias do género Xanthomonas (Pieretti et al. 2012, Darrasse et
al. 2013) e para X.s citri a mutacdo de um gene que possivelmente faz parte de T5bSS prejudica
a adesdo a superficie e formacao de biofilme (Mendonca et al. 2017). T5SS é relacionado com
secrecdo de toxinas em Dickeya spp. e o arsenal por este produzido pode variar de uma estirpe
para outra (Pédron et al. 2014). O T6SS também foi detectado. A maior parte das espécies de
Xanthomonas possuem o T6SS, mas ha casos no qual o sistema nédo € encontrado, como para
X. albilineans (Pieretti et al. 2012). Ele é associado principalmente a interagdo com outras
bactérias (Basler et al. 2013), secrecdo de toxinas (Pédron et al. 2014), mas pode ser associado
com a formacéo de biofilme como visto em Ralstonia (Zhang et al. 2012). Esse sistema é usado
por X. citri para evitar a predacao por Dictyostelium discoideum, uma ameba de solo e a ativacao
deste ocorre durante a colonizacdo epifitica da bactéria (Bayer-Santos et al. 2018, Ceseti et al.
2019). Xanthomonas citri pv. tectonae ndo possui o gene tssJ no cluster do T6SS, entretanto, o
estudo de Choi et al. (2020) demonstra que a auséncia do gene tssJ em um dos cluster de X.
oryzae pv. oryzae ndo limita seu desempenho em contribuir para a viruléncia. A presenca destes
sistemas em X. citri pv. tectonae sugere a capacidade desta em realizar as atividades descritas

acima, contudo o ideal € sempre realizar a confirmacédo por meio de ensaios funcionais.

70



O T3SS é um sistema especializado utilizado pelas bactérias invadir e colonizar os
hospedeiros eucarioticos, secretando e translocando proteinas efetoras (Buttner e He 2009). Os
efetores atuam em diversos processos celulares favorecendo crescimento da populagdo
bacteriana, expressdo génica, respostas de defesa e processos de sinalizacdo (Kim et al. 2008,
Lorenz et al. 2008, Raymond et al. 2013, Ustiin et al. 2013, Teper et al. 2018). O efetoma de X.
citri pv. tectonae é composto por 25 efetores. Dentre estes, 0 efetor XopAG é compartilhado
apenas entre os isolados de teca e um isolado de feijdo caupi. O efetor XopAG é relacionado
com a inducéo de HR (resposta de hipersensibilidade) em toranja e laranja doce e sua auséncia
ou delecdo leva a formacdo de sintomas de cancro citrico (Escalon et al. 2013). Apesar de ter
sido encontrado apenas nos isolados de teca e feijao caupi neste estudo, homologos de XopAG
sdo encontrados em X. campestris pv. campestris (Qian et al. 2005), X. vesicatoria (Potnis et
al. 2011), X. citri pv. bilvae (Escalon et al. 2013) e X. arboricola (Roach et al. 2019). Gochez
et al. (2015) encontrou um homologo de XopAG, avrGf2 apenas no patétipo C de X. citri pv.
aurantifolii, o qual é responsavel pela inducdo de HR em toranja. No patétipo B o gene é
danificado pela presenca de um transposon e isso pode estar associado com a diferencga quanto
a gama de hospedeiros entre os patotipos. Efetores XopAG possuem um dominio que quando
mutado, interrompe a elicitacdo de HR (Gochez et al. 2016). Os efetores XopE2 e XopEL1 estdo
ausentes apenas nos isolados de teca. A expressdo de XopE1l mediada por Agrobacterium em
Nicotiana benthamiana levou a inducdo de morte celular (Thieme et al. 2007, Adlung et al.
2016) e este efetor mostrou-se relacionado com a manipulacdo da cascada de MAPK, uma
importante rota de sinaliza¢do que se associa com as respostas de defesa e inducéo de HR (Teper
et al. 2015). XopE2 induziu morte celular (HR) em Solanum pseudocapsicum (Thieme et al.
2007) e sua auséncia reduziu a viruléncia um isolado de X. vesicatoria, demonstrando a

capacidade do efetor em suprimir HR (Lin et al. 2011). XopE2 inibe a ativacdo de genes
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relacionados com as respostas de defesa, induzidos por flg22, e inibe a deposi¢éo de calose em
Arabidopsis spp. e contribui para o aumento dos sintomas de Pseudomonas syringae pv.
tomatoe atenuadas em tomate (Popov et al. 2016). O trabalho de Popov et al. (2016) sugere que
X. euvesicatoria empregue boa parte de seu repertorio para suprimir as respostas de defesa
interferindo na sinalizacdo tanto de forma seletiva quanto atuando em outros processos
celulares. O efetor XopF1 é ausente apenas nos isolados de X. citri pv. tectonae e nos isolados
FDC 1561 e FDC 1566, enquanto o efetor XopAD esta ausente apenas no isolado CFBP 7111
além dos isolados de teca. A delecdo de XopF1 ndo ocasionou diferencas na viruléncia de X.
vesicatoria em pimentdo , sugerindo que esse efetor ndo possui um papel 6bvio na interagédo
(Buttner et al. 2007), mas Popov et al. (2016) demonstra a capacidade deste efetor em inibir a
ativacdo de gene envolvido com as respostas de defesa. X. oryzae pv. oryzae causa HR em N.
benthamiana como resposta a interag@o de nao hospedeiro e dentre os efetores envolvidos nessa
resposta encontra-se XopF1 (Li et al. 2015). O efetor XopAD esta presente em todos os isolados
de Xanthomonas causadoras de cancro citrico (Moreira et al. 2010, Jalan et al. 2013a), mas a
delecdo de XopAD nao foi capaz de alterar a gama de hospedeiro (Escalon et al. 2013).

O conjunto de efetores € variavel entre as bactérias do género. Moreira et al. (2010) prediz
um repertorio de 27 efetores para as bactérias causadoras do cancro citrico, enquanto Escalon
et al. (2013) determina um conjunto de 26 efetores como core levando em consideracao a
comparacdo de 55 genomas de bactérias causadoras de cancro citrico de todas as partes do
mundo. Contudo, Jalan et al. (2013a) encontram 19 efetores em comum levando-se em
consideracdo genomas de variantes do cancro citrico. Fonseca et al. (2019) estudando os
patotipos de X. citri causadoras do cancro citrico e bactérias relacionada identificou a presenca
de quatro efetores presentes em todos os isolados estudados. Em nosso estudo, 10 efetores sdo

comuns dentro da espécie, entretanto o nimero de genomas e os isolados diferem de um estudo
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para o outro, além dos limites escolhidos para o limiar de auséncia e presenca, 0 que poderia
explicar a diferenca quanto ao contetido dos efetores core. O presente trabalho utilizou o limiar
de 60 %, como feito por Fonseca et al. (2019).

Genes TAL ndo foram encontrados no genoma de X. citri pv. tectonae. Sequenciadores
que geram long reads como o utilizado para o sequenciamento de UnB-Xtec2D facilitam a
montagem dos genomas e dos efetores TAL (Peng et al. 2016). Os efetores TAL sdo proteinas
que se ligam a sequéncias alvo no DNA do hospedeiro e apés a ligacdo, induzem a transcricdo
do gene alvo ocasionando a doenca para individuos suscetiveis ou elicitando respostas para 0s
resistentes (Char et al. 2018). Em Xanthomonas causadoras do cancro citrico, o efetor TAL
PthA é associado com os sintomas hipertroficos (Swarup et al. 1991). Ruh et al. (2017)
demonstra isolados geneticamente distantes compartilhando genes para efetores TAL
semelhantes, sugerindo que eventos de transferéncia horizontal possam ter ocorrido e
contribuido para a adaptacdo ao feijoeiro. O numero de genes TAL é variavel no género
(Schandry et al. 2018). Xanthomonas oryzae € abundante em genes TAL, outras espécies ndo
ultrapassam quatro efetores TAL, mas ha casos de Xanthomonas que ndo possuem nenhum
TAL (Salzberg et al. 2008).

A recombinacédo é um dos principais processos que podem contribuir para a variabilidade
e evolucdo de procariotos (Darmon et al. 2014, Dixit et al. 2017) e acontece em espécies de
Xanthomonas (Gordon et al. 2015, Merda et al. 2017, Jibrin et al. 2018). Ja se sabe o grande
impacto que a recombinacdo pode exercer na evolucdo de uma espécie, como o caso de X.
perforans (Timilsina et al. 2019b). O processo de recombinacdo pode ocorrer em um gene efetor
(Gordon et al. 2015), mas também levar a aquisicdo de efetores entre bactérias
filogeneticamente préximas (Jibrin et al. 2018, Newberry et al. 2019). O presente trabalho

demonstra sitios de recombinacdo em regides com a presenca de efetores, sugerindo uma
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possivel perda ou ganho nessas regifes, a que pode ter contribuido para a patogenicidade em
teca.

Os isolados de X. citri pv. tectonae sdo possivelmente sensiveis a cobre, pois ndo possuem
0s genes relacionados a resisténcia. Os cluster copLAB e copABCD, responsaveis pela
resisténcia estdo presentes tipicamente em plasmideos (Behlau et al. 2013, Behlau et al. 2020)
e nenhum plasmideo foi encontrado nos isolados sequenciados. Embora os genes de resisténcia
a cobre estejam localizados principalmente em grandes plasmideos, podem ser encontrados em
cromossomos (Lee et al. 1994), porém a busca por meio de blast ndo localizou genes homologos
nos isolados deste estudo. Ha ainda os isolados tolerantes a cobre (CuT), no qual ndo sdo
considerados susceptiveis, pois toleram doses maiores que estes e nem resistentes, pois estes
possuem 0s genes cop, ndo encontrados nos isolados tolerantes (Marin et al. 2019) e este
trabalho demonstra que em isolados tolerantes ocorre a expressdo de genes cromossomais
homologos como cohA e cohB. Os genes coh estdo envolvidos com a homeostase ou
metabolismo de cobre, sendo a homeostase presente em todas as bactérias e contribuindo para
o correto balango de cobre no interior da célula (Arguello et al. 2013). Os isolados deste estudo
ndo apresentam genes de resisténcia a cobre, entretanto, a possibilidade de um futuro evento de
conjugacdo e transferéncia destes genes ndo deve ser descartada, assim como o fendétipo
tolerante, no qual sdo necessarios ensaios de sensibilidade a cobre visando a confirmacéo do
fenotipo. Assim, bactericidas formulados a base de cobre poderiam ser utilizados para o

controle da mancha ocasionada por X. citri pv. tectonae em condicdes de viveiro.
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6. CONCLUSOES

Vinte e seis isolados de Xanthomonas foram obtidos de folhas sintomaticas de teca de
mudas provenientes de Mato Grosso e S&o Paulo;

Os isolados de Xanthomonas da teca obtidos neste estudo néo apresentaram diversidade
genética e foram considerados assim, clonais. A baixa diversidade indica a possibilidade
de ter havido um dnico evento de introdugdo no pais ou host jump;

Os genomas de dois isolados da colegdo foram sequenciados por meio de duas
tecnologias;

Os isolados de teca, identificados em 2018 como X, fuscans foram analisados neste
trabalho por mais de um método e pertencem a espécie Xanthomonas citri, sendo
renomeados para Xanthomonas citri pv. tectonae;

Os isolados de Xanthomonas citri pv. tectonae possuem um repertdério com 23 efetores,
diversos deles relacionados a resposta de hipersensibilidade (HR). Os efetores XopE1l e
XopE2 estdo presentes em todos os isolados, exceto nos isolados originarios de teca;
Os isolados de Xanthomonas citri pv. tectonae ndo apresentam o operon com genes de
resisténcia a cobre, indicando a possibilidade de utilizar produtos a base deste composto

no controle desta bactéria em condic6es de viveiro.
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