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RESUMO

A mancha bacteriana do tomateiro é causada por, pelo menos, quatro espécies de
Xanthomonas (Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri),
sendo uma das doengas mais importantes tanto para o tomate de mesa, quanto para o de
industria no Brasil. Oitenta e um isolados oriundos de campos comerciais de tomate
para mesa, coletados em 23 localidades nas Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e
Nordeste do Brasil, entre os anos de 2005 a 2009, foram identificados para determinar a
ocorréncia dessas espécies. Esses isolados foram caracterizados por rep-PCR (BOX e
REP), PCR com iniciadores especificos e testes de patogenicidade em genotipos
suscetiveis de tomateiro e pimentdo. Alta frequéncia de X. perforans (49,4%) e X.
gardneri (40,7%) foi observada. Somente dois isolados corresponderam a X.
euvesicatoria e seis a X. vesicatoria. Apenas na Regido Sudeste do pais foi detectada a
presenca das quatro espécies. Todos os isolados causaram sintomas em tomate, e
somente isolados de X. euvesicatoria e 30 isolados de X. gardneri causaram sintomas
em pimentdo. Para determinacdo das racgas, avaliou-se a presenca/auséncia dos genes
avrRxv (presentes na raca T1) e avrXv3 e reacdo no genotipo de tomateiro CNPH 1500,
portador do gene Xv3. Todos os isolados de X. perforans induziram reacdo de
hipersensibilidade neste genotipo, indicando que pertencem a raca T3, o que foi, na
maioria dos casos, confirmado por avrXv3-PCR. lIsolados de X. vesicatoria e X.
gardneri foram classificados como raca T2, pois nenhum produto foi detectado por PCR
(genes avrRxv e avrXv3). Dentre os 81 isolados, portanto, foram identificadas as racas
T1, T2 e T3, ndo sendo encontradas as racas T4 e T5. Avaliou-se também a
sensibilidade in vitro de todos os isolados ao cobre e estreptomicina. Utilizou-se sulfato
de cobre nas concentracdes 50, 100 e 200 pg/mL e sulfato de estreptomicina nas
concentragdes 25, 50 e 100 pg/mL, considerando-se resistentes os isolados que
apresentaram crescimento confluente em trés repeticGes. Nenhum isolado foi resistente
ao cobre na concentragdo de 200 pg/mL. Entretanto, 97,53% dos isolados foram
resistentes a 100 pg/mL e 98,77% foram resistentes a concentracdo de 50 pg/mL. A
frequéncia de isolados resistentes a estreptomicina foi 8,64% (100 pg/mL), 76,54% (50
pg/mL) e 83,95% (25 pg/mL). Isolados representantes das quatro espécies apresentaram
resisténcia a ambos, cobre e estreptomicina. Este é o primeiro levantamento e

caracterizacao de espécies de Xanthomonas em tomate de mesa no Brasil.
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ABSTRACT

Tomato bacterial spot is caused by at least four Xanthomonas species
(Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans and X. gardneri), and is one
of the most important diseases of both processing and fresh market tomato crops in
Brazil. Eighty one isolates, collected from 23 commercial tomato fields, located in
southern, southeastern, central-west and northeastern regions of the country, from 2005
to 2009, were identified to determine the occurrence of these species. These isolates
were characterized through rep-PCR-based fingerprint analysis (BOX and REP-PCR),
PCR with species-specific primers and pathogenicity tests on tomato and pepper
susceptible varieties. Highest frequencies were observed for X. perforans (49.4%) and
X. gardneri (40.7%). Only two isolates were X. euvesicatoria and six were X.
vesicatoria. The occurrence of all four species was detected only in the southeast region
of Brazil. All isolates were pathogenic on tomato. On pepper, only those of X.
euvesicatoria and 30 isolates of X. gardneri caused bacterial spot symptoms. Isolates
were also classified in races by avrRxv (present in race T1) and avrXv3-PCR
amplification and by hypersensitive reaction on tomato genotype carrying the Xv3 gene.
All X. perforans isolates induced hypersensitive response on this genotype, indicating
that they belong to race T3, and in most cases confirmed by avrXv3-PCR. Xanthomonas
vesicatoria and X. gardneri isolates were classified as race T2 since no PCR products
were detected for avrRxv or avrXv3. Among the 81 isolates, races T1, T2 and T3 were
identified, while races T4 and T5 of X. perforans were not detected. Sensitivity of all
isolates to copper and streptomycin was evaluated by in vitro assays, with 50, 100 and
200 pg/mL of copper sulfate and 25, 50 and 100 pg/mL of streptomycin sulfate, with
three replicates. Resistance was detected when bacterial growth was observed in all
three replicates. None of the isolates was resistant to copper at 200 pg/mL. However,
97.53% were resistant to copper at 100 pg/mL and 98.77% were resistant to copper at
50 pg/mL. The frequencies of isolates resistant to streptomycin were 8.64% (100
ug/mL), 76.54% (50 pg/mL) and 83.95% (25 pg/mL). Isolates representing all four
Xanthomonas species showed resistance, both to copper and streptomycin. This is the

first survey and characterization of xanthomonads on fresh market tomatoes in Brazil.
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) tem como centro primario de origem um
territério limitado ao norte pelo Equador, ao sul pelo Chile, oeste pelo oceano pacifico e
leste pela Cordilheira dos Andes. Antes da colonizacdo espanhola, a cultura foi levada
para 0 México, onde foi cultivada e melhorada (Filgueira, 2000). No Brasil, a cultura foi
introduzida no final do século XIX por imigrantes europeus (Filgueira, 2003).

O tomateiro € uma das plantas horticolas mais cultivadas no mundo. Seu fruto,
0 tomate, € amplamente utilizado na culinaria em diversos paises. Pertence a familia
Solanaceae e, no Brasil, é a espécie do grupo das hortalicas com maior volume de
producdo (Alves et al., 2008). O tomateiro é cultivado em dois tipos de segmentos
produtivos, o destinado ao mercado para 0 consumo in natura (“de mesa”) e o para
processamento industrial. No primeiro, as plantas geralmente sdo de crescimento
indeterminado, sendo cultivadas estaqueadas com excecdes de cultivos rasteiros para
mesa, principalmente em lavouras do nordeste. J& o tomateiro destinado a industria de
sucos, molhos e polpas é o de porte rasteiro.

O Brasil apresenta uma grande diversidade de area de plantio de tomate. Do
total da area cultivada de tomate de mesa, o segmento salada é o de maior importancia.
Outros segmentos importantes sdo: o italiano/saladete, santa cruz e o cereja (ABC sem,
2009) .

China e Estados Unidos produzem cerca de 30% do total mundial, sendo que a
porcentagem destinada ao consumo in natura (“de mesa”) é de 95% na China, enquanto

que nos Estados Unidos, apenas 21% da producédo tem esse destino (Agrianual, 2008).



A cadeia produtiva de tomate tem forte relevancia econémica no agronegocio
brasileiro, movimentando em torno de R$ 2 bilhGes por ano (cerca de 16 % do PIB da
producdo de hortalicas no Brasil). Em 2008, a area cultivada de tomate foi de 55.000
hectares, sendo 69% destinado para consumo in natura e 31% para 0 processamento
industrial (ABC sem, 2009). A produg&o nacional em 2007 foi de 3.200.846 toneladas,
sendo que cerca de 65% foi destinado ao consumo in natura (Agrianual, 2008).

A Regido Sudeste tem a maior concentracdo da area plantada de tomate para
consumo in natura, com 57 %, sendo que Sdo Paulo e Minas Gerais correspondem a
43% desse total. A Regido Sul tem 19 %, distribuidos entre Parana (9%), Santa Catarina
(6%) e Rio Grande do Sul (4%). O Centro-Oeste e Nordeste participam com 24 % do
total da area plantada. Goias tem a maior concentracéo de area plantada de tomate para
processamento industrial (62%), seguido por S&o Paulo (20%) e Minas Gerais (16%)
(ABC sem, 2009).

A cultura do tomateiro esta sujeita a varios problemas fitossanitarios, que podem
ser causados por fungos, virus, nematoides e bactérias. Entre as bactérias de ocorréncia
no Brasil, destacam-se: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith 1910)
Davis et al, 1984. (cancro bacteriano); Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi
et al., 1996 (murcha bacteriana); Pseudomonas syringae pv. tomato Van Hall 1904

(pinta bacteriana) e Xanthomonas spp. (mancha bacteriana) (Malavolta Junior, 2007).

2- Mancha bacteriana do tomateiro

2.1 - Historico
A mancha bacteriana é considerada uma das doencas mais importantes do
tomateiro, principalmente devido a eficiéncia varidavel do controle quimico,

indisponibilidade de cultivares com resisténcia adequada, rapida disseminacdo na



lavoura sob condicGes favoraveis e através do uso de sementes contaminadas (Jones et
al, 1997).

A ocorréncia da doenca foi mencionada pela primeira vez em 1914 na Africa do
Sul, onde foi denominada de cancro do tomateiro (Doidge, 1920). No Brasil, foi
relatada pela primeira vez no Estado de Sdo Paulo, em 1959 (Rodrigues Neto et al.,
1984). A distribuicdo é generalizada e provoca perdas consideraveis tanto em tomate
para consumo in natura como em tomate para processamento industrial. Em regides
onde as condicGes climaticas ndo sdo favoraveis a doenca, como as areas de cerrado, a
situacdo tende a se agravar, pois a umidade advinda do uso da irrigacdo por aspersao
cria um microclima favoravel a doenca (Silva - Lobo, 2000). A mancha bacteriana afeta

ndo so o cultivo do tomateiro, mas também do pimentéo.

2-2 - Sintomatologia

Sintomas da mancha bacteriana podem ser observados em folhas, frutos, flores e
caules. Nas folhas, os sintomas aparecem como pequenas manchas, encharcadas, de
formato irregular e com os bordos definidos. Essas manchas tornam-se deprimidas,
passando de coloracdo amarelada ou verde-clara para marrom escuro até a necrose do
tecido (Goode & Sasser, 1980) (Figura 1). O coalescimento das lesdes nas folhas ocorre
seguido de secagem e destruicdo da folhagem a partir da parte inferior da planta (Lopes
& Quezado-Soares, 1997). Em plantas de pimentdo a mancha bacteriana leva a queda
das folhas, j& no tomateiro isto ndo ocorre.

Nos frutos, as lesbes iniciais aparecem como pequenas areas encharcadas a
amareladas, tornando-se marrons, de textura aspera e com o0s bordos ligeiramente

elevados (Jones et al., 1997).



As perdas causadas por essa doenga ocorrem em fungdo da queda de
produtividade em decorréncia direta dos sintomas, do custo dos produtos quimicos
utilizados como estratégia de controle e de suas aplicacdes as lavouras (Quezado-Duval

et al., 2003b). Sob condi¢des experimentais de campo, ja foi registrada reducéo de 52%

da producéo de tomate rasteiro no Brasil (Quezado-Soares et al., 1998).
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Figura 1 Sintomas de mancha bacteriana do tomateiro causado por Xanthomonas spp. em folhas e frutos
A - B: sintomas em folhas; C e D: sintomas em frutos. Fotos: A. M. Quezado Duval




2.3 — Etiologia

A mancha bacteriana € causada por espécies do género Xanthomonas. As bactérias
sdo baciliformes (0,7 — 1,0 x 2,0 — 2,4 um), gram negativas, aerobias e moveis por um
flagelo polar (Jones et al., 1997). Suas coldnias séo lisas, mucoides, amarelas, havendo a
producdo do pigmento xantomonadina (Stall, 1993). As bactérias sdo classificadas dentro
do dominio Bacteria, filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, Ordem
Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae e género Xanthomonas (Garrity & Holt,
2000).

Desde a descricdo feita por Doidge (1920) o patdgeno mostrou-se bastante variavel
de acordo com suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas, 0 que ocasionou diversas
reclassifica¢6es ao longo do tempo (Figura 2).

Na mesma época em que a doenga foi descrita como cancro do tomateiro na Africa
do Sul, foi relatada nos Estados Unidos uma doenca similar denominada de “’bacterial spot”
ou mancha bacteriana (Gardner & Kendrick, 1921), denominacdo pela qual a doenca é
conhecida atualmente. Os nomes atribuidos aos agentes causadores dessas supostas duas
doencas foram, respectivamente, Bacterium vesicatorium e Bacterium exitiosa. Também
nessa mesma época, Sherbakoff (1918) descreveu a ocorréncia de mancha bacteriana em
pimentéo.

Em 1923, Gardner & Kendrick usaram varios testes determinativos para comparar
B. vesicatorium, B. exitiosa e um isolado de piment&o oriundo da Florida, e concluiram que
0s trés patdgenos deveriam pertencer a uma Unica espécie de bactéria, a qual denominaram
B. vesicatorium Doidge.

A nomenclatura do patdgeno sofreu seguidas alteracdes: Pseudomonas vesicatoria
(1925), Phytomonas vesicatoria (1930), Xanthomonas vesicatoria (1939) e Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria Dowson (1978) (Quezado-Duval, 2003a).



Em 1957 Sutic identificou, na Yugoslavia, a bactéria Pseudomonas gardneri que
atacava tomate, causando sintomas de “olho de passarinho” em frutos. A espécie, no
entanto, foi considerada sinbnimo de Xanthomonas vesicatoria por Dye (1966), pois
ndo havia como diferencia-las através de testes fisiologicos e de patogenicidade (Jones
et al., 1998). Em 1990, Hildebrand et al, através de estudos de hibridizacdo de DNA,
verificaram que X. gardneri estava mais relacionada a X. campestris pv. carotae, X.
campestris pv. pelargoni e X. campestris pv. taraxaci e que X. campestris pv.
vesicatoria pertencia a um grupo separado .

Pelo fato do patdgeno ter se mostrado variavel em suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, foi possivel distingui-lo em quatro grupos (A, B, C e D).
Vauterin et al. (1995) separaram Xanthomonas campestris pv. vesicatoria em duas
espécies: X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A) para os isolados ndo amiloliticos e X.
vesicatoria (grupo B) para os isolados fortemente amiloliticos. Jones et al. (2000)
propuseram a criacdo de quatro grupos: A e C como X. axonopodis pv. vesicatoria, B
como X. vesicatoria e D como X. gardneri. O grupo C foi colocado como uma
subespécie do grupo A, pois apresentava diferencas fenotipicas, mas alta homologia em
experimentos de hibridizacdo DNA-DNA. J& o grupo D mostrou-se pouco relacionado
aos grupos A e B, no entanto, foi classificado como uma terceira espécie, também
associada a doenca.

Jones et al. (2004a) mostraram que X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A) tinha
menos de 70% de homologia de DNA com outros X. axonopodis, e que o grupo C diferia
do grupo A por ser fortemente amilolitico e pectolitico e também por diferencas na
utilizacdo de fontes de carbono. Por isso, foi proposto que esses dois grupos fossem
elevados ao status de espécie, sendo renomeados como X. euvesicatoria e X. perforans,

respectivamente.



Hist érico da etiologia da mancha bacteriana

Bacterium vesicatorium Doidge , 1920 P. gardneri
| . —  suiic, 1957

X. campestris pv. vesicatoria Dye 1978 = .

v
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Figura 2 Evolugdo taxonémica dos agentes causais da mancha bacteriana. Fonte: A. M. Quezado

Duval

2.3.1 — Ocorréncia de racas de Xanthomonas spp.

De acordo com Leach & White (1996), racas sdo definidas de acordo com as
reacOes de um grupo definido de gendtipos da hospedeira. Portanto, alguns individuos
atacam certas variedades da planta hospedeira, mas ndao outras. Em Xanthomonas spp.
foram identificadas cinco ragas, sendo denominadas T1 (Xanthomonas euvesicatoria), T2
(Xanthomonas vesicatoria e Xanthomonas gardneri), T3, T4 e T5 (Xanthomonas
perforans) com base nas reacdes quando inoculadas em gendtipos diferenciais (Souza et
al., 2008). A raca T1 causa reacdo de hipersensibilidade no gendtipo Hawaii 7998,
enquanto que a raca T3 causa reacdo de hipersensibilidade no genétipo Hawaii 7981. Ja
ambos 0s genoétipos sdo suscetiveis a raca T2 (Jones et al.,1998). Racas T4 e T5 sdo
mutacOes da raca T3 (Jones et al., 2005) e reacdo de hipersensibilidade é observada no

genotipo LA 716 a raga T4 (Robbins et al., 2009). No Brasil, as racas T1, T2 e T3 foram



encontradas associadas com plantas de tomate rasteiro, em lavouras comerciais para a

industria (Quezado-Duval & Camargo, 2004a), ndo havendo relatos de ocorréncia das

racas T4 e T5.

2.4 - Distribuicdo geogréfica

A mancha bacteriana do tomateiro € um problema grave em regifes tropicais,

subtropicais e temperadas. Xanthomonas euvesicatoria e X. vesicatoria, grupos A e B

respectivamente, estdo distribuidas mundialmente. Xanthomonas perforans foi isolada

originalmente em 1991 e tem sido encontrada, nas regides produtoras de tomate nos

Estados Unidos, México, Tailandia e Brasil. Xanthomonas gardneri, originalmente da

Costa Rica e Yugoslavia, tem sido encontrada no Brasil e nos Estados Unidos (Tabela

1) (Jones et al., 2005).

Tabela 1 Distribuicdo das racas e espécies de Xanthomonas associadas a mancha

bacteriana do tomateiro.

Espécie Hospedeira Grupo Racas Distribuicao
X. euvesicatoria  Tomate / pimentdo A T1 Mundial
X.vesicatoria Tomate B T2 Mundial
X. perforans Tomate c T3T4,T5 Brasil, México, Tailandia, EUA
X.gardneri Tomate / pimentéo D T2

Costa Rica, EUA, Yugoslavia, Brasil

Fonte: Jones et al., 2005 (adaptada).



2.5 — Diagnose

A diagnose da mancha bacteriana pode ser feita através da observacdo dos
sintomas, observacdo do fluxo bacteriano, isolamento da bactéria em cultura pura, testes
bioquimicos, teste de patogenicidade (com observacdo de sintomas caracteristicos) e
também através de testes moleculares.

A caracterizacdo das espécies de Xanthomonas pode ser feita tanto fenotipica
quanto genotipicamente. Jones et al. (1998) citou a presenca de forte atividade amilolitica
e pectolitica na espécie pertencente ao grupo B, e negativa ou fraca atividade amilolitica e
pectolitica na espécie pertencente ao grupo A. Outras caracteristicas fenotipicas como
perfis de proteinas totais (Vauterin et al., 1991), utilizacdo de fontes de carbono,
composicdo e contetdo de &cidos graxos e sensibilidade ao cobre e estreptomocina
(Bouzar et al., 1999) também foram utilizadas. Caracteristicas genotipicas tem sido muito
usadas na identificacdo e caracterizacdo do patdgeno. Segundo Louws et al., 1999,
métodos baseados na analise do DNA podem ser divididos em dependentes e
independentes de amplificacdo por PCR (polymerase chain reaction).

Dentre os que independem da amplificacdo do DNA, o grau de homologia DNA-
DNA tem sido considerado o maior determinante para definicdo de espécies de bacteérias.
Métodos baseados na digestdo do genoma total ou do DNA plasmidial com enzimas de
restricdo e analise dos padrfes de bandas resultantes (Restriction Enzyme Analysis,
REA), ou apds hibridizacdo utilizando sondas gendmicas especificas (Restriction
fragment length polymorphism, RFLP) também sdo empregados (Louws et al., 1999).
Analises genémicas independentes da amplificacdo por PCR sdo menos usadas do que as
que dependem de amplificacdo, que em geral exigem apenas uma pequena quantidade de

DNA e proporcionam maior especificidade, sensibilidade e rapidez.



Alguns métodos vém sendo estabelecidos para a deteccdo e identificagdo de
Xanthomonas spp. causadora da mancha bacteriana, com o emprego da técnica de PCR.
Bouzar et al. (1999) utilizaram rep-PCR (PCR repetitivo) em isolados de Xanthomonas
spp. causadoras de mancha bacteriana no Caribe e Ameérica Central, revelando a presenga
de quatro grupos distintos (A-D). Cuppels et al. (2006) também utilizaram rep-PCR para
comparar isolados de Xanthomonas gardneri de diferentes locais, concluindo que todos 0s
isolados utilizados apresentavam padrdes iguais de rep-PCR. O método rep-PCR €
baseado em sequéncias de DNA conservadas, dispersas no genoma. Esses elementos sdo
denominados: REP (repetitive extragenic palindromic), ERIC (enterobacterial repetitive
intergenic consensus) e BOX. Os iniciadores utilizados contém seqléncias
correspondentes a esses elementos, porém amplificam a regido entre dois elementos
consecutivos. As sequéncias nucleotidicas REP foram descritas primeiramente em
Escherichia coli e Salmonella thyphimurium. Estas sequéncias possuem cerca de 35
nucleotideos (Stern et al., 1984). As sequéncias nucleotidicas ERIC foram descritas
inicialmente em regides intergénicas dos cromossomos de E. coli e S. thyphimurium e
apresentam uma sequéncia de 126 pb (Sharples & Lloyd, 1990). Ja o elemento BOX foi
descrito primeiramente em Streptococcus pneumoniae e consiste de varias combinacdes
de trés subunidades: BOX A, BOX B e BOX C, com 59, 45 e 50 nucleotideos,
respectivamente (Martin et al., 1992). Segundo Louws et al. (1994) a distribuicdo dessas
sequéncias reflete a organizacdo gendmica da bactéria, além de ser uma técnica simples e
reprodutivel para a identificacdo de isolados. Este método além de ser usado para
diagnose, também é empregado para a diferenciacdo de estirpes, assim como avaliar a
diversidade genética de patdgenos de planta (Louws et al., 1999). De acordo com
Rademaker et al. (2005), os dados gerados por rep-PCR permitem uma avaliacdo

detalhada da diversidade genética a nivel sub-especifico e também podem ser usados para
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a criagdo de um banco de dados de padrdes gendmicos, Uteis para comparacdo e
identificacéo de isolados desconhecidos.

O desenvolvimento dos iniciadores especificos, como os pares BSX1/2 e RST
65/69, tornaram a técnica da PCR passivel de utilizacdo na identificacdo. Os iniciadores
BSX1/2 (Cuppels et al., 2006) foram desenvolvidos a partir da sonda KK1750 e
produzem amplicons de 579-pb, para os grupos A, B e D. No entanto, nenhum produto foi
obtido para o grupo C (X. perforans) (Cuppels et al., 2006). Os iniciadores RST 65/69,
derivados dos iniciadores RST2/3 (Leite Junior et al., 1995), produzem amplicons de 420-
pb para os quatro grupos, que devem ser posteriormente identificados em uma segunda
etapa, através de analise de restricdo utilizando-se as enzimas Cfol, Taql e Haelll (Leite
Junior et al., 1995; Obradovic et al., 2004). Analise de restricdo enzimatica de regides
gendbmicas como a espacadora do rDNA 16S-23S (ITS) revelou polimorfismo entre
isolados de Xanthomonas causadora da mancha bacteriana, no entanto, ndo foi possivel
diferenciar as quatro espécies ( Rabalho, 2007).

Iniciadores especificos para as quatro espécies de Xanthomonas ja foram
desenvolvidos a partir de sequenciamento de fragmentos de DNA obtidos por AFLP. A
especificidade desses iniciadores foi testada com diferentes isolados, porém, devido ao
pequeno numero de representantes das espécies, ha necessidade de valida-los com
namero maior de isolados (Koenraadt et al., 2009). Recentemente foram desenvolvidos
iniciadores especificos para X. euvesicatoria, desenhados a partir da sequéncia de
fragmentos de DNA obtidos por REP-PCR, disponibilizando-se assim, um método
rapido, sensivel e especifico para esta bactéria (Moretti et al., 2009).

Quezado-Duval et al. (2004b) caracterizaram isolados oriundos de campos de
tomate industrial no Brasil através de PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado),

atividades amiloliticas e pectoliticas e relataram a presenca de X. vesicatoria, X.
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axonopodis pv. vesicatoria e X. gardneri. Este foi o primeiro relato de X. gardneri no

Brasil.

2.6 — Epidemiologia

Xanthomonas spp. pode atacar todos os 6rgaos aéreos da planta, resultando no
comprometimento da produtividade devido a reducdo da area foliar, queda de flores e
frutos em formacdo, além da reducdo da qualidade dos frutos para consumo (Jones et
al.,1997).

A mancha bacteriana encontra condicOes ideais de temperaturas entre 20 e 30°C
(Lopes & Santos, 1994). A doenga é favorecida com temperaturas altas e umidade relativa
entre 95 e 100%, associada com a presenca de agua livre. A doenga é mais severa quando
h& chuvas com ventos fortes (Barreto & Scaloppi, 2007). A bactéria penetra na planta
através dos estbmatos ou por ferimentos provocados por equipamentos ou tratos culturais
(\Vakili, 1967). A disseminacdo ocorre por respingos de agua por mudas ou por sementes
infectadas (Lopes & Quezado-Soares, 1997).

O uso de sementes infectadas representa uma das principais fontes de indculo
primario para a ocorréncia de epidemias de mancha bacteriana (Corréa et al., 2008).
Plantas de tomate originadas do ciclo anterior da cultura, e plantas daninhas também sao
fontes de in6culo. Na literatura internacional, ha relatos da ocorréncia da mancha
bacteriana em outros hospedeiros, como: Capsicum frutescens L., Datura stramonium L.,
Solanum dulcamara L., S. rostratum Dunal e S. tuberosum L. (citados por Silva — Lobo,
2000).

Sementes podem ser contaminadas durante o processo de extracdo, quando ficam

em contato direto com as les6es presentes no fruto. Uma vez infectado, o patégeno pode
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ser encontrado tanto na superficie quanto no interior das células da semente (Maringoni &
Kurozawa, 1994).
A principio, a bactéria ndo sobrevive no solo por longos periodos. No entanto,

pode sobreviver em restos de cultura infectados (Quezado-Duval et al., 2008).

2.7 — Controle

O controle da doenca depende da combinacdo de praticas culturais, incluindo uso
de sementes e plantulas livres do patogeno, limpeza da area, rotacdo de cultura,
tratamento quimico e uso de cultivares resistentes (Silva-Lobo et al., 2005). Esse controle
deve ser realizado desde antes do plantio até a fase de comercializacdo (Lopes &

Quezado-Soares, 1997).

2.7.1 — Controle genético

De acordo com Silva-Lobo et al. (2005), a resisténcia genética € a melhor opcao
de controle. No entanto, poucos genotipos com resisténcia a esta doenca foram
identificados, ndo havendo materiais comerciais resistentes disponiveis no Brasil nem
para o tomate de mesa, nem para o tomate de industria.

Para o sucesso de um programa de melhoramento é necessario conhecer o tipo de
heranca, visando a escolha do método mais adequado a ser aplicado no desenvolvimento
de novas cultivares (Silva-Lobo et al., 2005). Formas de resisténcia quantitativa e
hipersensibilidade a Xanthomonas spp. causadora da mancha bacteriana ocorrem tanto em
tomate quanto em pimentdo (Stall et al., 2009). Resisténcia a raca T1 foi descrita em
‘Hawaii 7998’, o qual apresentou reacdao de hipersensibilidade. A raga T1 ¢ portadora do
gene avrRxv, que interage com pelo menos trés genes ndo dominantes (rx1, rx2 e rx3) do

genotipo ‘Hawaii 7998°. Para a raga T2, um estudo usando ‘PI 114490’ como fonte de
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resisténcia concluiu que o controle genético da resisténcia é conferido por um minimo de
dois genes. Resisténcia a raca T3 foi observada em 'Hawaii 7981°. Neste caso a
resisténcia é controlada por um gene de dominancia incompleta Xv3 que confere reacdo
de hipersensibilidade (citado por Souza et al., 2008). Isolados da raga T3 séo portadores
dos genes de aviruléncia avrXv3 e avrXv4 e interagem com o gene de resisténcia Xv3 e
Xv4 (Quezado — Duval, 2003a).

Stall et al. (2009) relataram que resisténcia quantitativa ou multigénica parece ser
mais durdvel que a resisténcia por hipersensibilidade, ressaltando que a durabilidade de
um gene de resisténcia baseada em reacdo de hipersensibilidade na planta, depende da
estabilidade do gene avr no patdgeno.

O desenvolvimento de variedades com a resisténcia tem sido dificil devido a
emergéncia de novas espécies e racas, a falta de uma correlagdo entre uma resposta de
hipersensibilidade e resisténcia no campo, e a heranca quantitativa da resisténcia (Yang et

al., 2004).

2.7.2 - Controle quimico

Fungicidas clpricos e antibioticos (estreptomicina e oxitetraciclina) registrados
para 0 uso agricola sdo muito utilizados em lavouras de tomate para o controle da
mancha bacteriana, no entanto, nem sempre resultam em controle eficiente. O
aparecimento de estirpes resistentes € uma das causas dessa baixa eficiéncia.

Fungicidas cupricos atuam na protecdo do tecido vegetal contra infeccdo, e na
reducdo da populacdo bacteriana na superficie foliar. Entretanto, sdo necessarias varias
aplicacGes desses produtos para alcancar o controle adequado da doenca, pois 0 excesso
de cobre pode causar toxidez as células bacterianas, afetando suas fungfes metabdlicas.

O antibidtico oxitetraciclina inibe a sintese de proteinas em bactérias por interferir com
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a incorporacdo de aminoacidos ativados (aminoacil-tRNA) a cadeia proteica em
formac&o, nos ribossomos. Ja o antibidtico estreptomicina, pode atuar tanto no inicio da
sintese proteica, por bloguear a formacdo do complexo iniciante (associacdo do
aminoacil-tRNA aos ribossomas), como interferir com a leitura correta do cddigo
genético, o que causa a incorporacdao de amino&cidos diferentes dos esperados,
resultando numa enzima inativa ou ndo funcional (Kurylowicz, 1981).

Segundo Carmo et al. (2001), a eficiéncia do controle quimico a base de
fungicida clprico é bastante variavel e na maioria das vezes ineficiente. Em
experimento realizado em campo, plantas infectadas foram submetidas a tratamentos
com e sem aplicacdo de oxicloreto de cobre, em diferentes épocas do ano. Foi
constatado que em épocas de altas temperaturas e elevada precipitacdo havia maior
intensidade da doenca. A isto foi atribuido o fato de que, com 0 aumento da
temperatura, hd maior frequéncia nas irrigacdes e na aplicacéo de fungicidas, e com isto
pode haver o desenvolvimento de variantes resistentes ao longo do periodo de
pulverizacdes provocado pela constante lavagem do produto e exposicao a subdosagens.

O primeiro relato de resisténcia ao cobre em Xanthomonas do tomateiro foi
constatado na Florida. Marco & Stall (1983) relataram a ineficiéncia de produtos a base
de cobre no controle da mancha bacteriana, relatando pela primeira vez estirpes de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria com resisténcia ao cobre. Também na Flérida foi
feito o primeiro relato de resisténcia ao antibidtico estreptomicina, que até entdo era
utilizado (Stall & Thayer, 1962).

Quezado-Duval et al. (2003b) citam a ocorréncia de resisténcia ao cobre em
estudos realizados na Italia, EUA, Caribe e América Central. Aguiar et al (2000)

detectaram isolados de Xanthomonas spp. resistentes ao cobre no Brasil.
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Quezado-Duval et al. (2003a) verificaram a sensibilidade ao cobre,
estreptomicina e oxitetraciclina de isolados de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(grupo A, raga T1 e grupo C, raga T3), X. vesicatoria (grupo B, raca T2) e X. gardneri
(grupo D, raca T2) provenientes de lavouras para industria no Brasil. Na ocasido,
observaram que nenhum dos isolados testados foi resistente a oxitetraciclina. Quanto a
estreptomicina, a frequéncia de isolados resistentes foi alta para X. gardneri (98%) e X.
axonopodis pv. vesicatoria (38%), sendo baixa para X. vesicatoria (2%). Quando avaliado
0 uso de cobre, nenhum dos isolados foi resistente, na concentragdo de 200 pg /mL,
porém houve resisténcia na concentragdo menor (50 pg /mL).

A acdo de hidroxido de cobre foi avaliada, in vitro, em isolados de X. gardneri e
X. perforans de tomate para processamento industrial, no estado de Goiés, revelando que
0 produto testado ndo teve acdo sobre os isolados na dosagem recomendada, havendo

efeito apenas em dosagem cem vezes superior (Nascimento, 2009).

2.7.3 - Controle cultural

Vérias medidas de controle podem ser adotadas para evitar o aparecimento da
doenca. Lopes & Quezado—Soares (1997) mencionaram a importancia de plantar mudas
selecionadas a partir de sementes de boa qualidade; ndo plantar tomate seguidamente na
mesma area ou intercalados com pimentao; evitar cultivo proximo a lavouras mais velhas
de tomate e pimentdo; evitar irrigacdo excessiva e eliminar restos culturais logo apos a
colheita.

Carmo et al. (2004) compararam a eficiéncia de tratamentos fisicos e quimicos
na erradicacdo de X. vesicatoria em sementes de tomate “Santa Clara Miss Brasil”, e
também avaliaram seus efeitos sobre a qualidade fisiologica e sanitaria das sementes. O

tratamento consistiu do uso de HCI (5%), calor seco (70°C/96 horas) e imersdao em agua

16



(50° C). HCl erradicou X. vesicatoria das sementes proporcionando maior velocidade de
germinacdo, quando a semeadura foi feita logo apo6s a aplicagdo do tratamento. No
entanto, esse tratamento foi prejudicial a germinagéo e ao vigor das plantulas, quando as
sementes foram armazenadas. O tratamento com calor seco reduziu a populagédo
bacteriana e a velocidade de germinacdo, 24 horas ap0s a aplicacdo dos tratamentos,
com a vantagem da manutencdo da qualidade fisiolégica das sementes durante o
armazenamento. Ja o tratamento com imersdao em agua quente ndo afetou a qualidade
fisiolégica das sementes, porém, ndo erradicou, nem reduziu a populacdo de X.
vesicatoria.

2.7.4 — Controle bioldgico

Nos Ultimos anos, tem aumentado o interesse no uso do controle biolégico das
doencas bacterianas de plantas por meio de bacteriéfogos, bactérias antagonistas, ou a
ativacdo de mecanismos de defesa natural da planta por resisténcia sistémica adquirida
(SAR). Um relato sobre antagonismo bacteriano por estirpes ndo-patogénicas para a
mancha bacteriana do tomate foi realizado por Colin et al (1984) que determinaram em
experimentos in vitro, que Pseudomonas spp. era antagbnica a Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria. Contudo, além de bactérias ndo-patogénicas, estirpes
bacterianas patogénicas mostraram ser antagonicas a estirpes bacterianas intimamente
relacionadas. Como exemplo, a raga T3 mostrou ser antagonista a raca T1 pela
producdo de compostos tipo bacteriocina. A raca T3 continha pelo menos trés diferentes
bacteriocinas que inibiram a raca T1. Hert (2001) demonstrou que duas daquelas
bacteriocinas foram essenciais para a vantagem competitiva da estirpe T3 sobre a T1
(citados por Jones et al., 2004b). Hert et al., (2009) relataram o uso de isolados de X.
perforans produtores de bacteriocina com patogenicidade atenuada colonizando tecido

foliar de X. euvesicatoria, sendo efetivo na supressdo de X. euvesicatoria.
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Jones et al. (2004b) demonstraram a importancia de bacteriéfagos e aplicacbes
de acibenzolar-S-metil (que € indutor de resisténcia sistémica adquirida), sozinhos ou
combinados, para o controle da mancha bacteriana e aumento na produgdo sob
condigdes de campo.

Jones et al. (2007) relataram o uso de bacteri6fagos com grande potencial para
substituir o controle quimico, ressaltando a facilidade na preparacdo de tratamentos com
fagos e o baixo custo de producdo. O estudo demonstrou que a combinacdo de fagos e
ASM (acibenzolar-S-metil) promoveu a reducdo da doenca, resultando em maior
eficiéncia do controle da doenga do que o uso de fagos, ASM ou cobre-mancozeb
sozinhos. Obradovic et al. (2005) também mencionaram o efeito positivo do uso de
bacteriofagos combinado com ASM para controlar a mancha bacteriana no tomateiro.

Experimentos em campo na Florida demonstraram que o uso de PAS (sais de
acido fosfdrico) combinado com ASM reduziu significativamente a mancha bacteriana
no tomateiro, sem afetar o rendimento. No entanto, sdo necessarios mais experimentos

em campo para confirmar esse efeito sobre a cultura do tomate (Wen et al., 2009).

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A mancha bacteriana do tomateiro tem ocorréncia mundial, sendo considerada
uma das principais doencas da cultura (Silva-Lobo et al., 2005). A doenca atinge tanto
tomate para processamento industrial, quanto para 0 consumo in natura, causando
severos danos. No Brasil, ha relatos sobre a ocorréncia das espécies de Xanthomonas
associadas a mancha bacteriana em tomate industrial (Quezado-Soares et al., 1998;
Silva-Lobo VL, 2000; Quezado-Duval et al., 2003a; Quezado-Duval et al., 2004). No
entanto, pouco se sabe sobre a ocorréncia de espécies e racas de Xanthomonas em

lavouras de tomate para mesa. A resisténcia da bactéria a produtos culpricos e
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antibidticos, os quais sdo empregados para o controle da doenca, também vem sendo
observada em tomate industrial no Brasil (Quezado — Duval et al., 2003b; Nascimento,
2009), mas nenhum estudo foi realizado em lavouras de tomate para mesa.

Considerando o exposto acima, 0s objetivos deste estudo foram:

(1) Manter uma colegdo de isolados de Xanthomonas associados a mancha
bacteriana em tomate de mesa, originados de diferentes regides produtoras do Brasil.

(2) Identificar os isolados ao nivel especifico através de rep-PCR, comparando-
os aos isolados de referéncia de cada espécie, obtidos da Colecdo de Bactérias
Fitopatogénicas do Instituto Bioldégico (IBSBF) e determinar a variabilidade
intraespecifica das espécies de Xanthomonas.

(3) Caracterizar os isolados quanto a patogenicidade em tomate e pimentdo e
identifica-los quanto a raga.

(4) Caracterizar os isolados quanto a sensibilidade in vitro ao cobre e a

estreptomicina.

HIPOTESES

(1) Quatro espécies de Xanthomonas (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X.
perforans e X. gardneri) causam a mancha bacteriana em lavouras produtoras de tomate
de mesa no Brasil.

(2) Assim como no tomate de industria, apenas as racas T1, T2, e T3 estdo

presentes em lavouras de mesa.
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CAPITULO 2

Ocorreéncia, identificacdo e caracterizagao das espécies de
Xanthomonas, causadoras de mancha bacteriana em tomate
para mesa no Brasil
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A mancha bacteriana do tomateiro é causada por, pelo menos, quatro espécies de
Xanthomonas (Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri),
sendo uma das doengas mais importantes tanto para o tomate de mesa, quanto para o de
industria no Brasil. Oitenta e um isolados oriundos de campos comerciais de tomate
para mesa, coletados em 23 localidades nas Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e
Nordeste do Brasil, entre os anos de 2005 a 2009, foram identificados para determinar a
ocorréncia dessas espécies. Esses isolados foram caracterizados por rep-PCR (BOX e
REP), PCR com iniciadores especificos e testes de patogenicidade em genoétipos
suscetiveis de tomateiro e pimentdo. Alta frequéncia de X. perforans (49,4%) e X.
gardneri (40,7%) foi observada. Somente dois isolados corresponderam a X.
euvesicatoria e seis a X. vesicatoria. Apenas na Regido Sudeste do pais foi detectada a
presenca das quatro espécies. Todos os isolados causaram sintomas em tomate, e
somente isolados de X. euvesicatoria e 30 isolados de X. gardneri causaram sintomas
em pimentdo. Para determinacdo das racas, avaliou-se a presenca/auséncia dos genes
avrRxv (presentes na raca T1) e avrXv3 e reacdo no genotipo de tomateiro CNPH 1500,
portador do gene Xv3. Todos os isolados de X. perforans induziram reacdo de
hipersensibilidade neste genotipo, indicando que pertencem a raca T3, o que foi, na
maioria dos casos, confirmado por avrXv3-PCR. lIsolados de X. vesicatoria e X.
gardneri foram classificados como raca T2, pois nenhum produto foi detectado por PCR
(genes avrRxv e avrXv3). Dentre os 81 isolados, portanto, foram identificadas as ragas
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T1, T2 e T3, ndo sendo encontradas as racas T4 e T5. Avaliou-se também a
sensibilidade in vitro de todos os isolados ao cobre e estreptomicina. Utilizou-se sulfato
de cobre nas concentragdes 50, 100 ¢ 200 ug/mL e sulfato de estreptomicina nas
concentragdes 25, 50 e 100 pug/mL, considerando-se resistentes os isolados que
apresentaram crescimento confluente em trés repeticGes. Nenhum isolado foi resistente
ao cobre na concentragdo de 200 pg/mL. Entretanto, 97,53% dos isolados foram
resistentes a 100 pg/mL e 98,77% foram resistentes a concentracdo de 50 pg/mL. A
frequencia de isolados resistentes a estreptomicina foi 8,64% (100 pg/mL), 76,54% (50
ug/mL) e 83,95% (25 pg/mL). Isolados representantes das quatro espécies apresentaram
resisténcia a ambos, cobre e estreptomicina. Este € o primeiro levantamento e
caracterizacao de espécies de Xanthomonas em tomate de mesa no Brasil.

Palavras-chave: Diagnose, rep-PCR, resisténcia ao cobre, Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria
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INTRODUCAO

A mancha bacteriana do tomateiro é causada por pelo menos quabtro espécies de
Xanthomonas: X. euvesicatoria (grupo A); X. vesicatoria (grupo B); X. perforans
(grupo C); e X. gardneri (grupo D) (Jones et al., 2004). E considerada uma das doencas
mais importante para a cultura, devido a eficiéncia variavel do controle quimico,
indisponibilidade de cultivares com resisténcia adequada, rapida disseminacdo nas
lavouras sob condicGes favoraveis e transmissdo por sementes contaminadas (Jones et
al., 1997).

Cinco ragas foram identificadas entre as espécies de Xanthomonas causadoras
da mancha bacteriana, denominadas: T1 (X. euvesicatoria), T2 (X. vesicatoria e X.
gardneri), T3, T4 e T5 (X. perforans) (Jones et al., 2005). As racas T1, T2 e T3 tém
sido identificadas com base em reacOes diferenciais em gendtipos de tomateiro. As
racas T4 e T5 de X. perforans (grupo C) foram identificadas na Florida, EUA. Essas
racas surgiram devido a mutacdes no gene avrXv3 e nos genes avrXv3 e avrXv4,
respectivamente (Jones et al, 2005). No Brasil foram encontradas as racas T1, T2 e T3
em tomate para processamento industrial (Quezado-Duval & Camargo, 2004).

Métodos moleculares tém facilitado analises gendmicas dos microrganismos,
possibilitando o aumento da capacidade de caracterizar e classificar estirpes, e de
avaliar a diversidade genética das populacbes. A diversidade das populaces pode ser
analisada de maneira eficiente, com o uso de métodos como o rep-PCR (repetitive-
polymerase chain reaction), AFLP (amplified fragment lenght polymorphism) e o PCR-
RFLP (Restriction fragment length polymorphism) (Louws et al., 1999) .

O rep-PCR € baseado em sequéncias de DNA conservadas, dispersas no
genoma. Os elementos REP (repetitive extragenic palindromic), ERIC (enterobacterial

repetitive intergenic consensus) e BOX correspondem a essas sequéncias de DNA
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repetitivas, que sdo usadas para a distincdo de estirpes relacionadas e também para
avaliar a diversidade genética de patogenos de planta (Louws et al., 1999). O método
rep-PCR foi util na diferenciacdo dos isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
e 0s de X. axonopodis pv. phaseoli var. fuscans (Mahuku et al., 2006). Isolados de
Xanthomonas que infectam alho também foram caracterizados por rep-PCR, entre
outras técnicas (Gent et al., 2004). Bouzar et al. (1999) também utilizaram rep-PCR
para caracterizar isolados de Xanthomonas spp. causadoras da mancha bacteriana em
tomateiro, identificando os quatro grupos descritos até entdo (A, B, C e D).

Andlises de PCR-RFLP da regido intergénica 16S-23S do rDNA e de uma regido
do gene groEL foram realizadas por Marques (2000) permitindo a diferenciacdo entre X.
axonopodis pv. vesicatoria e X. vesicatoria, através da analise dos polimorfismos nessas
regides. Rabalho (2007) atraves da analise de restricdo enzimatica da regido 16S-23S do
rDNA, também observou polimorfismos entre isolados de Xanthomonas causadora da
mancha bacteriana, no entanto, ndo foi possivel diferenciar as quatro espécies.

Iniciadores (“primers”) especificos foram desenvolvidos para as espécies de
Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana. O uso da PCR com tais iniciadores
pode vir a ser um método rapido, sensivel e especifico para a deteccdo e identificacdo
das espécies envolvidas, em novas areas ou em material propagativo (Moretti et al.,
2009; Koenraadt et al., 2009). Koenraadt et al. (2009) desenvolveram iniciadores
especificos para as quatro espécies de Xanthomonas a partir de sequenciamento de
fragmentos de DNA obtidos por AFLP. A especificidade desses iniciadores foi testada
com isolados de diferentes origens geograficas, no entanto, especialmente para X.
vesicatoria, X. perforans e X. gardneri, devido ao pequeno numero de isolados
utilizados, os autores sugeriram a necessidade de uma validacdo mais ampla desses

iniciadores. Recentemente foram desenvolvidos iniciadores especificos para X.
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euvesicatoria, desenhados a partir da sequéncia de fragmentos de DNA obtidos por
REP-PCR (Moretti et al., 2009).

Além de métodos moleculares, caracteristicas fenotipicas também podem ser
utilizadas para diferenciar algumas espécies de Xanthomonas. Segundo Jones et al.
(2004), X. perforans e X. vesicatoria sdo fortemente amiloliticas e pectoliticas. J& X.
euvesicatoria € fracamente amilolitica e pectolitica e X. gardneri é caracterizada por
ndo hidrolizar amido ou pectato (Bouzar et al., 1999).

O controle quimico da mancha bacteriana do tomateiro tem sido feito utilizando
fungicidas cupricos e antibidticos agricolas. No entanto, o aparecimento de estirpes
resistentes a esses produtos tem contribuido para a baixa eficiéncia do controle. O
primeiro relato de resisténcia ao antibiotico estreptomicina foi feito na Florida, cujo uso,
na época, era permitido para a hortalica (Stall & Thayer, 1962). Também na Flérida, foi
feito o primeiro relato de resisténcia ao cobre (Marco & Stall, 1983). Bouzar et al.
(1999) relataram o aparecimento de estirpes resistentes a estreptomicina e ao cobre, no
Caribe e na América Central. Relatos da baixa eficiéncia de produtos clpricos em
lavouras de tomate (Quezado-Soares & Lopes, 1999) e de pimentdo (Carmo et al.,
2001) também estdo descritos. Quezado—Duval et al. (2003b) relataram a existéncia de
isolados de tomate para processamento industrial no Brasil resistentes ao cobre e a
estreptomicina. Na ocasido, 0s autores descreveram que nenhum dos isolados foi
resistente ao cobre na concentragdo de 200 pg/mL de sulfato de cobre, havendo
diferenca de sensibilidade na concentracdo de 50 ug/mL. Todos os isolados do grupo C
(atualmente X. perforans) foram sensiveis a estreptomicina. Nascimento (2009) avaliou
a sensibilidade, in vitro, de isolados de X. perforans e X. gardneri oriundos de tomate de
lavoura para processamento industrial aos agrotoxicos registrados para o controle da

mancha bacteriana. A eficiéncia do hidroxido de cobre foi testada em seis concentracdes
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e a sensibilidade foi constatada somente na maior concentragdo utilizada, a qual
corresponde a dosagem cem vezes superior a recomendada.

A caracterizacdo das espécies de Xanthomonas que causam a mancha bacteriana
em tomate e sua distribuicdo nas regiGes produtoras no pais € importante como suporte
para futuros projetos de melhoramento genético, auxiliando na escolha de gendtipos ou
cultivares de tomate mais adequados para cada regido. Por outro lado, as ferramentas
moleculares podem ser extremamente Uteis para a diagnose correta da mancha
bacteriana. Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar, através
de métodos fenotipicos e moleculares, as espécies e racas de Xanthomonas, isoladas de
tomateiro em lavouras para mesa das Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do
Brasil, entre os anos de 2005 a 2009 e avaliar os isolados quanto a sensibilidade in vitro

ao cobre e estreptomicina.

MATERIAIS E METODOS
Obtencéo, cultivo e preservacado dos isolados

Folhas e frutos apresentando sintomas foram coletados em campos de producéo
de tomate de mesa em 11 estados das Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do
pais, nos anos de 2005 a 2009 (Tabela 1).

Das amostras de folhas ou frutos com sintomas de mancha bacteriana foram
retirados pedacos do tecido lesionado, sendo entdo desinfestados superficialmente com
etanol 70% durante 10 segundos. Em seguida, os pedacos foram colocados em
hipoclorito de sodio 3 % por 30 segundos e enxaguados em agua destilada estéril. Apos
esse procedimento, fez-se a maceracao dos tecidos em 100 pL de &gua destilada esteéril.
A suspenséo obtida foi distribuida em meio Agar Nutriente (AN) (10 g de peptona; 3 g

de extrato de carne; 20 g de agar em 1 L de agua), pelo método de estrias ou riscas. As
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placas foram incubadas em camaras de crescimento a temperatura de 28°C durante trés
dias. Colbnias tipicas de Xanthomonas foram repicadas para novas placas contendo
meio AN para obtencdo de culturas puras. Para preservacao a curto e médio prazo, 0s
isolados foram armazenados em tampéo fosfato (1,48 g de K;HPOy; 1,02 g de KH,PO4

em 1 L de 4gua; pH 7,0) e mantidos a temperatura ambiente.
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Tabela 1 Designacdo, origem e caracterizagdo fenotipica e molecular de isolados de Xanthomonas coletados
em campos de tomate de mesa com sintomas de mancha bacteriana

Variedade ou Patogenicidade Haplétipo
Isolado Local / ano de coleta  segmento  Cv. Bonny Best Cv. Early Calwonder BOX REP  Espécie® Raga
varietal (Tomate) (Pimentao)
CNPH 2009-46  Uberaba-MG /2009  Alambra + + HB1  HR1 XE Tl
CNPH 2009-47 Uberaba-MG /2009  Alambra + + HB2 HR1 XE T1
CNPH 2008-32 Luziania-GO /2008 SI? + - HB3  HR2 XV T2
CNPH 2008-167 Paty do Alferes-RJ/  Gladiador + - HB4  HR3 XV T2
2008
CNPH 2008-168 Paty do Alferes-RJ/  Gladiador + - HB4  HR3 XV T2
2008
CNPH 2008-170 Paty do Alferes-RJ/  Gladiador + - HB4  HR3 XV T2
2008
CNPH 2008-169 Paty do Alferes-RJ/  Gladiador + - HB5 HR4 XV T2
2008
CNPH 2009-42 Uberaba-MG /2009  Alambra + - HB6  HR5 XV T2
CNPH 2005-11 Séo José dos Sl + + HB7 HR6 XG T2
Pinhais-PR / 2005
CNPH 2007-20  Marilandia do sul-  Dominador + + HB7 HR6 XG T2
PR/ 2007
CNPH 2007-22  Marilandia do sul-  Dominador + + HB7 HR6 XG T2
PR /2007
CNPH 2007-31 Caxias do Sul-PR/  Nemonetta + + HB7 HR6 XG T2
2007
CNPH 2007-32  Caxias do Sul-PR/  Nemonetta + + HB7 HR6 XG T2
2007
CNPH 2007-35 Cai-RS / 2007 Empire + + HB7 HR6 XG T2
CNPH 2007-37 Cai-RS / 2007 Empire + + HB7 HR6 XG T2
CNPH 2006-06 Mucugé-BA /2006  Saladinha® + + HB8  HR6 XG T2
CNPH 2007-12  Goianapolis-GO / Sl + + HB8  HR6 XG T2
2007
CNPH 2006-08 Ibicoara -BA /2006  Saladinha” + + HB9 HR6 XG T2
CNPH 2007-13  Goianapolis-GO / Sl + + HB9 HR6 XG T2
2007
CNPH 2008-171  S&o Sebastidodo  Dominador + + HB9 HR6 XG T2
Alto-RJ / 2008
CNPH 2008-179  Espirito Santo-ES/ Sl + + HB9 HR6 XG T2
2008
CNPH 2009-22  Goianapolis-GO/  Dominador + + HB9 HR6 XG T2
2009
CNPH 2007-17  Marilandia do sul- Pollyana + + HB10 HR6 XG T2
PR/ 2007
CNPH 2007-18  Marilandia do sul- Pollyana + + HB11 HRY XG T2
PR/ 2007
CNPH 2007-19  Marilandia do sul- Pollyana + - HB11 HRY XG T2
PR/ 2007
CNPH 2007-34  Caxias do Sul-PR/  Nemonetta + + HB12 HR6 XG T2
2007
CNPH 2007-40 Cai-RS / 2007 Sl + + HB13 HRS8 XG T2
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CNPH 2007-41

CNPH 2007-42

CNPH 2007-43

CNPH 2007-44

CNPH 2007-45

CNPH 2008-35
CNPH 2008-22

CNPH 2009-30
CNPH 2009-33

CNPH 2009-37

CNPH 2009-40

CNPH 2009-45

CNPH 2009-49

CNPH 2009-183

CNPH 2006-10

CNPH 2008-172

CNPH 2008-173

CNPH 2008-174

CNPH 2008-175

CNPH 2008-176

CNPH 2008-177

CNPH 2009-12

CNPH 2009-13

CNPH 2009-14

CNPH 2009-15

CNPH 2009-20

CNPH 2008-36

CNPH 2009-21

CNPH 2009-23

CNPH 2009-05

Cai-RS / 2007

Santa Lucia-RS /
2007
Santa Lucia-RS /
2007
Santa Lucia-RS /
2007
Santa Lucia-RS /
2007

Séo Paulo-SP / 2008
Espirito Santo-ES /

2008

Araguari-MG / 2009
Uberaba-MG / 2009
Uberaba-MG / 2009
Uberaba-MG / 2009
Uberaba-MG / 2009

Araguari-MG / 2009

Teresopolis-RJ /
2009

Ibicoara -BA / 2006

Sao Sebastido do
Alto-RJ / 2008
Sao Sebastido do
Alto-RJ / 2008
Sao Sebastido do
Alto-RJ / 2008
Sao Sebastido do
Alto-RJ / 2008

Miracema-RJ / 2008
Miracema-RJ / 2008
Anéapolis-GO / 2009
Anéapolis-GO / 2009
Anéapolis-GO / 2009

Anéapolis-GO / 2009

Goianéapolis-GO /
2009
Cataldo-GO / 2008

Goianépolis-GO /
2009
Goianépolis-GO /
2009

Camocim Sao Félix-

PE / 2009

Sl
Empire
Empire
Empire
Empire

Paron

Sl
Sl
Alambra
Alambra
Alambra
Alambra
Paron
Cerejinha”
Itapita
Dominador
Dominador
Dominador
Dominador

Alambra

Alambra
Dominador
Dominador
Dominador
Dominador
Dominador

San Vito
Dominador

Dominador

Sl

HB13

HB13

HB13

HB13

HB13

HB13
HB14

HB15
HB15

HB15

HB15

HB15

HB15

HB15

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB16

HB17

HB17

HB17

HB18

HR8

HR8

HR8

HR8

HR8

HR8
HR9

HR6
HR6

HR6

HR6

HR6

HR6

HR6

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR10

HR11

HR11

HR11

HR12

XG

XG

XG

XG

XG

XG
XG

XG

XG

XG

XG

XG

XG

XG

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

T2

T2

T2

T2

T2

T2
T2

T2

T2

T2

T2

T2

T2

T2

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3
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CNPH 2009-31 Uberaba-MG /2009  Alambra HB18 HR12
CNPH 2009-32 Uberaba-MG /2009  Alambra HB18 HR12
CNPH 2009-38 Uberaba-MG /2009  Alambra HB18 HR12
CNPH 2009-39 Uberaba-MG /2009  Alambra HB18 HR12
CNPH 2009-44 Uberaba-MG /2009  Alambra HB18 HR12
CNPH 2009-24  Goianapolis-GO/  Dominador HB19 HR11
2009
CNPH 2009-48 Araguari-MG / 2009 Paron HB19 HR13
CNPH 2009-26  Goianapolis-GO/  Dominador HB20 HR11
2009
CNPH 2009-34 Uberaba-MG /2009  Alambra HB20 HR10
CNPH 2009-55 Araguari-MG / 2009 Paron HB20 HR10
CNPH 2009-56 Araguari-MG / 2009 Paron HB20 HR10
CNPH 2009-57 Araguari-MG /2009  Alambra HB20 HR10
CNPH 2009-58 Araguari-MG /2009  Alambra HB20 HR10
CNPH 2009-59 Araguari-MG /2009  Alambra HB20 HR10
CNPH 2009-61 Araguari-MG /2009  Alambra HB20 HR10
CNPH 2009-78 Guaraciaba do Dominador HB20 HR10
norte-CE / 2009
CNPH 2009-79 Guaraciaba do Dominador HB20 HR10
norte-CE / 2009
CNPH 2009-80 Guaraciaba do Dominador HB20 HR10
norte-CE / 2009
CNPH 2009-95 Vigosa do Ceard-CE  Dominador HB20 HR10
/ 2009
CNPH 2009-97 Vigosa do Ceard-CE  Dominador HB20 HR10
/ 2009
CNPH 2009-177  Tangara da Serra- Juliana HB20 HR10
MT /2009
CNPH 2009-179  Tangara da Serra- Juliana HB20 HR10
MT / 2009
CNPH 2009-181  Tangara da Serra- Juliana HB20 HR10
MT /2009
CNPH 2009-182 Tangara da Serra- Juliana HB20 HR10
MT / 2009

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP
XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

XP

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3
T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

T3

S| = Sem identificagdo
bSegmento varietal
“XE = Xanthomonas euvesicatoria; XV = X. vesicatoria; XG = X. gardneri; XP = X. perforans



Caracterizacao bioquimica

Testes bioquimicos foram realizados para confirmagdo da identificacdo dos
isolados ao nivel de género, de acordo com Schaad et al. (2001). Apos o isolamento em
meio AN, os isolados que apresentaram colonias convexas, brilhantes, lisas e de cor
amarela foram repicados e submetidos aos seguintes testes: teste KOH (alternativo ao
teste Gram); teste de crescimento aerdbico; fluorescéncia em meio King’s B;
crescimento de colonias amarelas em meio AN; crescimento a 33° em meio YDC; e

atividade de catalase.

Reacdo de hipersensibilidade em fumo (Nicotiana tabacum L.)

Os isolados foram cultivados em meio AN e em seguida foram incubados a 28°C
por um periodo de 3 a 5 dias. Uma colonia foi selecionada e repicada sob as mesmas
condicdes. Preparou-se suspensdo bacteriana com sulfato de magnésio (10 mMol/L) e a
concentracdo ajustada para aproximadamente 5 x 10° UFC/mL (Ago= 0,3) em
espectrofotometro (Micronal B495). Em seguida, procederam-se as infiltragdes na
epiderme, na face abaxial das folhas de fumo. A infiltracdo foi realizada com o auxilio
de seringas hipodérmicas de plastico com capacidade de 1 mL. A suspensdo bacteriana
foi infiltrada até a obtencdo de uma area encharcada. As plantas foram submetidas a
ciclos de 12h/12h (luz/escuro) a 28°C e a reacdo de hipersensibilidade foi constatada

através da necrose dos tecidos em até 24 horas apds a inoculagéo.

Testes de patogenicidade
Os isolados, com caracteristicas de colbnias tipicas de Xanthomonas, foram
inoculados em plantas das cultivares suscetiveis Bonny Best (tomate) e Early

Calwonder (pimentdo) (Jones et al., 2000). As plantas foram obtidas através do semeio
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de 1-2 sementes por célula em bandeja de poliestereno de 128 células com substrato
Plantmax®. As plantas foram transplantadas (uma planta/vaso) 3-4 semanas apds o
semeio, para vasos preenchidos com solo esterilizado. Os isolados foram riscados em
meio AN conforme descrito anteriormente. Col6nias bacterianas foram transferidas para
tubos Falcon contendo 30 mL de sulfato de magnésio (10 mMol/L). A suspensdo obtida
foi agitada e a concentracio foi ajustada para aproximadamente 5 X 10 UFC/mL em
espectrofotometro (Asoo= 0,3) (Micronal B495). A suspensdo foi inoculada com auxilio
de borrifador manual quando as plantas estavam com cerca de cinco folhas verdadeiras.
As plantas foram mantidas em camaras Umidas feitas com sacos de plastico
transparente, durante dois dias e permaneceram em casa de vegetacdo (25 a 35°C) até o

desenvolvimento dos sintomas.

Caracterizacdo molecular
Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido utilizando-se 0 método CTAB de Ausubel et al.
(1992) com modificacbes. Colbnias bacterianas cultivadas em meio sélido AN foram
transferidas para meio nutriente liqguido e mantidas sob agitacdo por um periodo de 20-
24 horas. Ap0s esse periodo seguiu-se com a centrifugacdo de 1,5 mL da cultura a 4600
X g por 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em 520 uL de TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM
EDTA) e agitado. Adicionou-se 15 puL de SDS 20% ¢ 3 pL de proteinase K (20
mg/mL). A suspensdo foi incubada por uma hora a 37°C. Em seguida adicionou-se 100
uL de NaCl 5M e 80 uL de CTAB/NaCl (CTAB 10% em 0,7 M de NaCl). A suspensao
foi incubada a 65°C por 10 minutos e mantida no gelo por 15 minutos. Um volume

igual de cloroférmio: alcool isoamil (24:1) foi adicionado a suspensdo e esta foi,
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mantida em gelo por 5 minutos até nova centrifugacdo a 7200 x g /20 minutos. O
sobrenadante foi transferido para tubo novo, adicionando-se 0,6 do volume de
isopropanol para a precipitacdo do DNA a -20°C por cerca de 20 horas. Seguiu-se com
a centrifugacdo a 7200 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado, 0 DNA foi
lavado com 500 uL de etanol 70% e o precipitado foi seco a 37° por uma hora em
estufa. Os acidos nucléicos precipitados foram entdo dissolvidos em 50 uL de TE e

armazenados a - 20°C.

Quantificacdo do DNA

A quantificagdo foi realizada através da comparagdo visual com o marcador
molecular High DNA Mass Ladder (Invitrogen). Através de eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, preparado em tampdo 0,5X TBE (5,4 g de Tris—base, 2,759 de acido
borico € 0,375g de EDTA para 1000 mL). Para tal, 5 uLL. do DNA extraido dos isolados
foram misturados a 2 uL. do tampédo de carregamento 6X loading dye (Promega). Os
isolados foram submetidos a uma corrente constante de 90V/lhora e, em seguida,
corados com brometo de etidio (0,5 pg/ mL) por 15 minutos. Em seguida realizou-se a
descoloracdo em agua destilada por 15 minutos e a digitalizacdo em fotodocumentador

L-PIX ST (Loccus biotecnologia).

Identificacdo das espécies de Xanthomonas por métodos moleculares
Os isolados obtidos de lavouras de tomate foram identificados quanto a espécie
através da comparacdo dos perfis gendémicos obtidos por rep-PCR com os isolados de
referéncia das quatro espécies, e com iniciadores especificos e posterior confirmacao
por PCR dos haplétipos com iniciadores especificos. Os isolados de referéncia foram

fornecidos por Julio Rodrigues Neto, curador da Colecdo de Fitobactérias Patogénicas
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do Instituto Biolégico de Campinas, sendo denominados: IBSBF 2363 (Xanthomonas
euvesicatoria), IBSBF 2364 (X. vesicatoria), IBSBF 2370 (X. perforans) e IBSBF 2373
(X. gardneri). Replicatas dos isolados de referéncia foram preservados em meio
nutriente liquido contendo 30% de glicerol, a -80°C e em tampéo fosfato (1,48 g de
K;HPOy; 1,02 g de KH,PO, em 1 L de agua; pH 7,0) a temperatura ambiente, e
mantidos nas cole¢des de trabalho da Universidade de Brasilia e da Embrapa Hortalicas,

Brasilia, DF.

rep-PCR

Para as reagdes de amplificagdo utilizou-se iniciadores correspondentes as
sequéncias repetitivas BOX 1AR (5’CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G) e o par
REP 1R (5°-111 ICG ICG ICA TCI GGC) e REP 2 (5’-ICG ICT TAT CIG GCC TAC)
(Versalovic et al., 1991). A reacdo foi composta de: Tampéo 1X; 1,5 mM de MgCl,; 0,2
mM de cada um dos dNTPs; 2 uM de cada iniciados; 1,26 U de Taq DNA polimerase;
aproximadamente 50 ng de DNA; e agua milliQ para um volume final de 12uL. Os
isolados foram amplificados em termociclador My Cycler™ (BIO RAD). O programa
utilizado para amplificacdo foi 95°C/7min seguido de 30 ciclos (para BOX-PCR) e 35
ciclos (para REP-PCR) de: 94°C por 1 minuto para a desnaturacdo, 53°C por 1 minuto
(BOX) e 44°C por 8 minutos (REP) para anelamento e 65°C por 8 minutos para a
extensdo. A extensdo final foi realizada a 65°C por 15 minutos. Os produtos de PCR
foram analisados em gel de agarose a 1,5%, por eletroforese conduzida a 90 V durante 2
horas e 45 minutos. Apds esse periodo, o gel foi corado, descorado e digitalizado como
descrito anteriormente. O marcador utilizado foi o 100 pb-DNA ladder (Promega). Para

cada isolado, cada reacéo foi repetida pelo menos duas vezes.

39



Os perfis de amplificacdo dos isolados, obtidos por BOX e REP-PCR, foram
analisados visualmente de acordo com a presenca (1) e auséncia (0) de bandas,
separados e conjuntamente por meio do programa MVSP 3.1 (Multi-Variate Statistical
Package, version 3.11h/1985-2000 (Kovach, 1999). A similaridade entre os isolados foi
determinada pelo coeficiente de Sorensen, e a analise de agrupamento de acordo com
método UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages) para a

construgdo de um dendrograma.

PCR com iniciadores especificos

Os iniciadores desenhados por Koenraadt et al. (2009) foram testados
primeiramente com os isolados de referéncia (IBSBF) para verificacdo da especificidade
e otimizacdo do programa para amplificacdo. Para tal, foram testadas cinco diferentes
temperaturas de anelamento (49,8; 56,2; 61,3; 65,7 e 68,0 °C) em termociclador Master
Cycler Gradient (Eppendorf). O ciclo utilizado foi: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de
94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. A
extensdo final foi feita a 72°C por 7 minutos. Para X. euvesicatoria os iniciadores
foram BS-XeF (5’-CTA GAA GAA CTC GGC GTA TCG) e BS-XeR (5’-GTC GGA
CAT AGT GGA CAC ATA C) com amplificacdo esperada de um fragmento de 173 pb;
X. vesicatoria com iniciadores BS-XvF (5’-CCA TGT GCC GTT GAAATACTTG) e
BS-XvR (5’- ACA AGA GAT GTT GCT ATG ATT TGC) com fragmento de 138 pb;
X. gardneri com iniciadores BS-XgF (5’-TCA GTG CTT AGT TCC TCATTG TC) e
BS-XgR (5’-TGA CCG ATA AAG ACT GCG AAA G) com fragmento de 154 pb; e X.
perforans com iniciadores BS-XpF (5’-GTC GTG TTG ATG GAG CGT TC) e BS-
XpR (5’-GTG CGA GTC AAT TAT CAG AAT GTG G) com fragmento de 197 pb. A

composicdo da reacdo de amplificacdo foi a mesma utilizada para rep-PCR.
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Identificagdo da raga T1 de Xanthomonas euvesicatoria

A presenca do gene avrRxv foi verificada através de PCR, com a utilizagdo de
primers especificos RST 27 (5’- AGT CGC GCG GAC ATT TAG CCC CGC C) e RST
28 (5’-CGT CGA TGG TGC GCC TGG AAT GCG C) (Bouzar et al., 1994). A reacdo
foi composta por tampédo 1X; 1,5 mM de MgCl,. 0,1 mM de cada dNTP; 0,5 uM de
cada primer; 0,3 U de Tag DNA polimerase; e aproximadamente 50 ng de DNA em um
volume final de 50 pl. As reacdes foram realizadas em termociclador My Cycler™ (BIO
RAD) com temperatura inicial de 95°C por cinco minutos, seguidos de 30 ciclos de
95°C por 30 segundos (desnaturagéo), 64°C por 30 segundos (anelamento), e 72°C por

45 segundos (extensdo). A extensdo final foi a 72°C durante 5 minutos.

Identificacdo das racas de Xanthomonas perforans

A analise foi realizada com os 40 isolados, que tiveram perfis de BOX e REP-
PCR semelhantes ao isolado de referéncia de X. perforans (IBSBF 2370). Verificou-se a
presenca do gene avrXv3 por meio de PCR, com a amplificacdo de um
fragmento de 654-pb. Utilizaram-se os iniciadores RST88 (5’-CCG CTC GAG A TGA
CAA GTA GTATCA ATC) e RST89 (5’-CTC GAG CTA CTT AAC GAG ATT TGT
TAC) (Astua-Monge et al., 2000). A reacdo foi composta como descrita para
amplificacdo do gene avrRxv, com excecdo da concentracdo dos iniciadores que foi de
1,0 uM. O programa para amplificagdo foi composto de: desnaturagdo inicial de 95°C
por 30 segundos, anelamento de 48°C por 30 segundos, extensdo de 72°C por 60
segundos, seguida de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C
por 60 segundos. A extensao final foi a 72°C durante 5 minutos.

Apos a realizacdo da PCR para deteccdo do gene avrXv3, foi conduzido o teste

de inoculacdo em gendtipo de tomate CNPH 1500 (= FL7060-NIL216). O gen6tipo NIL
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216 foi obtido pela Universidade da Florida, sendo uma linha quase isogénica de
FL7060, mas portando resisténcia por hipersensibilidade & raca T3 (X. perforans)
originalmente encontrada no acesso Pl 128216. O teste foi realizado de acordo com a
metodologia descrita para o teste em fumo e a reacdo de hipersensibilidade foi
constatada pela observagdo de necrose dos tecidos em até 36 horas apds a inoculagéo.
Além de CNPH 1500, foi feita a inoculacéo por infiltracdo na cultivar suscetivel Bonny
Best. Paralelamente a infiltracdo, todos os isolados foram inoculados por pulverizacdo
em CNPH 1500 e Bonny Best. A reacdo de hipersensibilidade é induzida em CNPH
1500 por isolados da raca T3, ja para os isolados pertencentes as racas T4 e T5, 0

mesmo nao ocorre.

Hidrolise de amido

Isolados identificados como X. vesicatoria e X. gardneri, ambos pertencentes a
raca T2, puderam também ser diferenciados pela capacidade em hidrolisar amido. Os
isolados foram cultivados em meio AN suplementado com 1% de amido de milho
(Maizena®). A hidrélise foi observada pela presenca de um halo transparente ao redor
da colonia formada. Os isolados IBSBF 2364 (X. vesicatoria) e IBSBF 2373 (X.

gardneri) foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Sensibilidade ao cobre e estreptomicina

Foram avaliados todos os 81 isolados quanto a sensibilidade in vitro ao cobre e
ao antibiotico estreptomicina. Para a realizacdo dos testes, esses isolados (mantidos em
tampdo fosfato) foram transferidos para meio AN e incubados por 48 horas a 28°C.
Apos repicagem, as placas foram mantidas nas mesmas condi¢bes e as colonias

bacterianas dissolvidas em 1 mL da solucdo sulfato de magnésio (10mMol/L), com
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obtencdo de suspensdo bacteriana. Aliquotas de 10 pL desta suspensdo foram
depositadas em meio MMCC (medium minimal complexing copper) (Pohronezny et
al.,1992) e em meio AN para os testes de sensibilidade a cobre e ao antibidtico,
respectivamente. O meio MMCC possui baixa capacidade de complexar ions cobre e foi
suplementado com sulfato de cobre (CuSO4.5H,0—-Merk) nas concentracfes de 200 e
100 pg/mL (Obradovic et al, 2004) e 50 pg/mL (Quezado-Duval et al, 2003b). O meio
AN foi suplementado com sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich) nas concentragdes
de 25 pg/mL (Quezado-Duval et al, 2003), 50 e 100 pg/mL (Obradovic et al, 2004).
Cada isolado foi testado em trés repeticdes e avaliado ap6s 72 horas de incubacdo a
28°C. Considerou-se resistentes os isolados que apresentaram crescimento confluente

nas trés repeticoes.

RESULTADOS
Caracterizacao bioquimica

Todos os 81 isolados apresentaram: reacdo positiva no teste KOH, portanto,
gram negativos; crescimento aerobico em meio agar-extrato de levedura-glucose 0,1%;
auséncia de fluorescéncia em meio King’s B; colonias amarelas em meio AN;
crescimento a 33°C em meio YDC; e atividade catalase positiva. Dessa forma, todos os
isolados apresentaram caracteristicas tipicas do género Xanthomonas (Schaad et al,

2001).

Reacdo de hipersensibilidade em fumo (Nicotiana tabacum L.)
O teste de hipersensibilidade em folhas de fumo foi positivo para todos os 81

isolados, com reacdo necrotica e dessecamento da regido infiltrada. A resposta pode ser
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observada em até 24 horas apés a inoculacdo, indicando que todos os isolados tratavam-

se de bactérias fitopatogénicas.

Testes de patogenicidade

Do total, 32 isolados foram patogénicos ao tomate e ao pimentdo, enquanto 49
isolados foram patogénicos somente a tomate (Tabela 1). Os sintomas observados em
ambas as hospedeiras foram caracteristicos de mancha bacteriana, com observacao de

perfuracdes causadas por isolados de X. perforans em tomateiro (Figura 1D).

Caracterizacdo molecular
rep-PCR

De acordo com os padrdes gerados com BOX e REP-PCR (Figura 2) foi
possivel diferenciar as quatro espécies de Xanthomonas e identificar os 81 isolados
comparando-os aos isolados de referéncia. Dos 81 isolados, dois corresponderam a X.
euvesicatoria, seis a X. vesicatoria, 40 a X. perforans e 33 a X. gardneri. Foi possivel
distinguir 20 haplétipos por BOX-PCR (Tabela 1), dos quais dois em X. euvesicatoria,
quatro em X. vesicatoria, cinco em X. perforans e nove em X. gardneri. REP-PCR
gerou 13 haplétipos (Tabela 1), sendo um em X. euvesicatoria, quatro em X.
vesicatoria, quatro em X. perforans e quatro em X. gardneri. A analise de similaridade e
agrupamento revelou quatro grupos distintos, correspondentes a cada uma das espécies

e seus respectivos isolados de referéncia (Figuras 3 e 4).
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Figura 1 Sintomas de mancha bacteriana em tomateiro observados ap6s inoculagéo por pulverizagio de:
A) isolado CNPH 2008-32 (XV); B) isolado CNPH 2008-171 (XG); C) isolado CNPH 2009-46 (XE); D)
isolado CNPH 2009-56 (XP); e em pimentdo E) isolado CNPH 2008-171 (XG); F) isolado CNPH 2009-
46 (XE). XV = Xanthomonas vesicatoria; XG = X. gardneri; XE = X. euvesicatoria; XP = X. perforans.
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Figura 2 Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de PCR obtidos com os iniciadores (A) BOX
e (B) REP: M1: marcador 100 pb DNA ladder — (Promega); M2: marcador 1 Kb plus DNA Ladder —
(Invitrogen); (1) IBSBF 2363— XE; (2) IBSBF 2364— XV; (3) IBSBF 2370- XP; (4) IBSBF 2373- XG;
(5) CNPH 2009-46 — XE; (6) 2009-47 — XE; (7) 2009-42 — XV; (8) 2006-10 — XP; (9) 2008-36 — XP;
(10) 2006-06 — XG: (11) 2007-12—- XG. XE = Xanthomonas euvesicatoria; XV = X. vesicatoria; XP = X.
perforans; XG = X. gardneri.
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Figura 3 Dendrograma gerado por UPGMA a partir dos perfis gendmicos obtidos BOX-PCR dos isolados de Xanthomonas
tomateiro.O nimero de isolados com o mesmo haplétipo é indicado entre parénteses.
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Figura 4 Dendrograma gerado por UPGMA a partir dos perfis gendmicos obtidos REP-PCR dos isolados de Xanthomonas spp., causadores de mancha bacteriana do
tomateiro. O nimero de isolados com o mesmo hapl6tipo é indicado entre parénteses.
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PCR com iniciadores especificos

Os iniciadores BS-XeF e BS-XeR amplificaram o DNA de Xanthomonas
euvesicatoria e 0 DNA de X. vesicatoria em todas as cinco temperaturas testadas. BS-
XVF e BS-XVR amplificaram somente o DNA de X. vesicatoria, conforme o esperado.
BS-XgF e BS-XgR amplificaram apenas o DNA de X. gardneri, nas temperaturas de
65,7°C e 68,0°C. Os iniciadores para X. perforans foram especificos nas temperaturas
61,3; 65,7; e 68,0°C, pois ndo amplificaram o DNA de nenhuma das outras espécies. A
temperatura de 65,7°C foi escolhida para o programa de amplificagdo. No entanto,
testes adicionais ainda sdo necessarios para se chegar a uma temperatura ideal para os
iniciadores BS-XeF e BS-XeR, de X. euvesicatoria, uma vez que estes ndo foram
especificos. Desta forma, o programa usado foi: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 65,7°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. A extensao final foi 72°C
por 7 minutos. Apos a otimizacdo das condi¢des de amplificacdo para os quatro pares de
iniciadores com os isolados de referéncia, foi confirmada a especificidade de todos os
pares de iniciadores, com excecdo de BS-XeF e BS-XeR, que também amplificaram o
DNA de X. vesicatoria (Figura 5). Representantes de todos os 20 hapldtipos tiveram
suas identidades confirmadas pelos iniciadores, corroborando os resultados obtidos por

BOX-PCR (Tabela 2).
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Figura 5 Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da amplificacdo do DNA de espécies de
Xanthomonas com iniciadores desenvolvidos para as quatro espécies. M1:1kb DNA ladder — (Gibco -
BRL); M2: Marcador 100 pb DNA ladder - (Promega); XP: 197 pb; XE: 173 pb; XG: 154pb; XV: 138
pb. Isolados utilizados: (A) IBSBF 2363 — XE; (B) IBSBF 2364 — XV; (C) IBSBF 2370 — XP; (D) IBSBF
2373 — XG. XE = Xanthomonas euvesicatoria; XV = X. vesicatoria; XP = X. perforans; XG = X.
gardneri.
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Tabela 2 Identificacdo de Xanthomonas spp. do tomateiro, através de PCR com
iniciadores especificos

Espécie / Isolado Bs-XgF/ XgR ~ Bs-XpF/XpR  Bs-XVF/XvR  Bs-XeF/XeR
X.gardneri / 2007-12 + - - -
X.gardneri / 2007-13 + - - -
X.gardneri / 2007-17 + - - -
X.gardneri / 2007-19 + - - -
X.gardneri / 2007-22 + - - -
X.gardneri / 2007-34 + - - -
X.gardneri / 2007-41 + - - -
X.gardneri / 2008-22 + - - -
X.gardneri / 2009-37 + - - -

X. perforans / 2008-177 - + - -
X. perforans / 2009-23 - + - -
X. perforans / 2009-32 - + - -
X. perforans / 2009-34 - + - -
X. perforans / 2008-48 - + - -
X. vesicatoria / 2008-32 - - + +
X. vesicatoria / 2008-167 - - + +
X. vesicatoria / 2008-169 - - + +
X. vesicatoria / 2009-42 - - + +
X. euvesicatoria / 2009-46 - - - +
X. euvesicatoria / 2009-47 - - - +
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Identificagdo da raga T1 de Xanthomonas euvesicatoria
A amplificacdo de um fragmento de 680 pb contendo o gene avxRxv foi
observada com o DNA dos dois isolados (CNPH 2009-46 e CNPH 2009-47) que
apresentaram perfis semelhantes de BOX e REP-PCR (Figura 2) ao do isolado de
referéncia IBSBF 2363 (X. euvesicatoria). Ndo foi detectada amplificacdo com os

demais isolados (Figura 6A).

Identificacdo das racas de Xanthomonas perforans
Um fragmento de 654 pb contendo o gene avrXv3 foi amplificado em 27 dos 40
isolados que tiveram perfis semelhantes de BOX e REP-PCR ao do isolado IBSBF 2370
(X. perforans) (Figura 6B). Reacdo de hipersensibilidade no gendtipo CNPH1500 foi
observada em todos os 40 isolados num periodo de 24 a 36 horas apds a infiltragéo.
Quanto ao teste de inoculagcdo por pulverizacdo, todos isolados causaram sintomas em

Bonny Best e ndo foram patogénicos ao CNPH 1500.

Hidrélise de amido

Nenhum dos isolados de X. gardneri foi capaz de degradar o amido, ja todos 0s

isolados de X. vesicatoria degradaram o mesmo, confirmando sua atividade amilolitica.
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Figura 6 Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de PCR obtido com os iniciadores RST27 e RST 28
contendo o gene avrRxv (A) e RST88 e RST89 contendo o gene avrXv3(B). M: Marcador 100 pb DNA Ladder -
(promega); Isolados: (1) CNPH 2009-46; (2) CNPH 2009-47; (3) CNPH 2008-173; (4) CNPH 2008-175; (5)
CNPH 2008-177; (6) CNPH 2009-12; (7) CNPH 2009-13; (8) CNPH 2009-20; (9) CNPH 2009-21; (10) CNPH
2009-23; (11) CNPH 2009-24; (12) CNPH 2009-26; (13) CNPH 2009-31.
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Sensibilidade ao cobre e estreptomicina

Nenhum isolado foi resistente ao sulfato de cobre na concentracdo de 200
png/mL. No entanto, 97,53% dos isolados foram resistentes a 100 pg/mL e 98,77%
foram resistentes na concentragio de 50 pg/mL.

Quanto a estreptomicina, 8,64% dos isolados se mostraram resistentes a maior
concentracdo utilizada (100 pg/mL), enquanto a 50 e 25 pg/mL, as porcentagens de
isolados resistentes foram 76,54% e 83,95%, respectivamente. Dos sete isolados que
apresentaram resisténcia ao antibiotico na maior concentracao, trés foram X. gardneri,
dois X. perforans, um X. euvesicatoria e um X. vesicatoria (Tabela 3).

Em relacdo as espécies, 100% dos isolados X. gardneri foram resistentes as duas
menores concentracfes de cobre testadas, enquanto que todos os isolados de X.
vesicatoria foram resistentes as duas menores concentracdes de cobre e estreptomicina

utilizadas (Figura 7).
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Figura 7 Porcentagem dos isolados de Xanthomonas spp. resistentes as diferentes concentracdes de
cobre (A) e estreptomicina (B) determinada por testes in vitro. XE = Xanthomonas euvesicatoria; XV =
X. vesicatoria; XP = X. perforans; XG = X. gardneri
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Tabela 3 Sensibilidade ao cobre e ao antibiotico estreptomicina de isolados
Xanthomonas spp., causadores de mancha bacteriana em tomateiro

de

 Espécie / Isolado

Cobre (ng/mL)

Estreptomicina (ng/mL)

(62
o
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XG/CNPH 2007-31
XG/CNPH 2007-32
XG/CNPH 2007-35
XG/CNPH 2007-37
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XG/CNPH 2007-12
XG/CNPH 2006-08
XG/CNPH 2007-13
XG/CNPH 2008-171
XG/CNPH 2008-179
XG/CNPH 2009-22
XG/CNPH 2007-17
XG/CNPH 2007-18
XG/CNPH 2007-19
XG/CNPH 2007-34
XG/CNPH 2007-40
XG/CNPH 2007-41
XG/CNPH 2007-42
XG/CNPH 2007-43
XG/CNPH 2007-44
XG/CNPH 2007-45
XG/CNPH 2008-35
XG/CNPH 2008-22
XG/CNPH 2009-30
XG/CNPH 2009-33
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XP/CNPH 2008-173
XP/CNPH 2008-174
XP/CNPH 2008-175
XP/CNPH 2008-176
XP/CNPH 2008-177
XP/CNPH 2009-12
XP/CNPH 2009-13
XP/CNPH 2009-14
XP/CNPH 2009-15
XP/CNPH 2009-20
XP/CNPH 2008-36
XP/CNPH 2009-21
XP/CNPH 2009-23
XP/CNPH 2009-05
XP/CNPH 2009-31
XP/CNPH 2009-32
XP/CNPH 2009-38
XP/CNPH 2009-39
XP/CNPH 2009-44
XP/CNPH 2009-24
XP/CNPH 2009-48
XP/CNPH 2009-26
XP/CNPH 2009-34
XP/CNPH 2009-55
XP/CNPH 2009-56
XP/CNPH 2009-57
XP/CNPH 2009-58
XP/CNPH 2009-59
XP/CNPH 2009-61
XP/CNPH 2009-78
XP/CNPH 2009-79
XP/CNPH 2009-80
XP/CNPH 2009-95
XP/CNPH 2009-97
XP/CNPH 2009-177
XP/CNPH 2009-179
XP/CNPH 2009-181
XP/CNPH 2009-182

++++++++++++++ A+ A+ +

+ 4+ + A+ + A+ ++ o+

++++++++ A+ A+ 4

1
+ + +

1
+ 4+ + 4+ ++ + + +

1 1
Vot 4+ o+ +

1
+ + +

- +
- +

Do+ o+ 4+ o+ 4

+ + +

+
+

aXE = Xanthomonas euvesicatoria; XV = X. vesicatoria;

XP = X. perforans; XG = X. gardneri.

b (+) - Crescimento confluente (positivo) no meio MMCC suplementado com sulfato de cobre, avaliado

apos 72 horas de incubagéo a 28°C.

¢ (+) - Crescimento confluente (positivo) no meio AN suplementado com sulfato de estreptomicina,
avaliado apds 72 horas de incubacéo a 28°C.
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DISCUSSAO

A partir do levantamento realizado em diversas regides produtoras de tomate de
mesa no Brasil, observou-se a ocorréncia das quatro espécies (Xanthomonas
euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri) envolvidas no complexo da
mancha bacteriana do tomateiro. Xanthomonas perforans ocorreu nas Regides Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste do pais. Na Regido Sul, somente X. gardneri foi detectada e a
Regido Sudeste foi a Gnica onde ocorreu a presenca das quatro espécies (Figura 8). Um
fator para a introducdo de espécies em determinados locais e em outros ndo, pode ser
atribuido ao emprego de sementes contaminadas. A presenca de apenas X. gardneri na
Regido Sul pode estar relacionada com a temperatura, a qual pode ter favorecido esta
espécie, fazendo com que houvesse predominancia sobre as outras. Apenas dois
isolados (oriundos de Uberaba-MG) foram identificados como X. euvesicatoria,
havendo mais representantes de X. perforans (40 isolados), o que talvez esteja
relacionado com uma maior competitividade (“fitness”) de X. perforans sobre X.
euvesicatoria, como observado por Jones et al. (1998). As duas espécies que
predominaram neste estudo foram X. perforans (49,4%) e X. gardneri (40, 7%).

Os perfis gendmicos obtidos com rep-PCR foram reproduziveis e eficientes para
a diferenciacdo inter e intraespecifica. O numero de haplétipos identificados foi
diferente para BOX e REP-PCR, havendo mais bandas polimoérficas verificadas em
BOX-PCR. Outros estudos também revelaram diferencas quanto a resolucdo dos
iniciadores, como o observado por Louws et al. (1995), onde o elemento REP foi o
menos Util para discriminacdo entre isolados dentro do grupo A de Xanthomonas spp.
da mancha bacteriana. Estudo realizado por Trindade et al. (2005) mostrou que ERIC-
PCR revelou mais bandas polimérficas do que BOX e REP em isolados de X.

campestris pv.viticola, que causa o0 cancro bacteriano da videira. De acordo com
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Rademaker et al. (2000), a resolucdo taxonémica ao se utilizar BOX, REP ou ERIC-
PCR ndo é sempre idéntica, sendo que isto pode ocorrer devido a diferencas no nimero
de bandas geradas com cada iniciador, a condicdo de anelamento e também porque a
prevaléncia ou a distribuicdo dos elementos repetitivos pode variar em cada espécie ou
isolado. Nesse estudo, apenas os iniciadores BOX e REP-PCR foram utilizados, uma
vez que ERIC-PCR néo gerou perfis reproduziveis para todos os isolados.

Os dendrogramas gerados por BOX e REP-PCR mostraram a separacdo de
quatro espécies distintas, contendo suas respectivas espécies de referéncia. Para BOX-
PCR, o isolado IBSBF 2363 (X. euvesicatoria) apresentou 63% de similaridade com os
isolados de X. euvesicatoria; IBSBF 2370 (X. perforans) apresentou similaridade de 53
a 81% com os isolados de X. perforans; IBSBF 2364 (X. vesicatoria) apresentou
similaridade de 40 a 54% com os isolados de X. vesicatoria; e IBSBF 2373 (X.
gardneri) apresentou similaridade de 61 a 73% com os isolados de X. gardneri. O maior
namero de haplétipos observados em X. gardneri pode ser atribuido aos diferentes anos
de coleta (2005 a 2009) e origens diversas dos isolados, mostrando que a espécie esta se
estabelecendo no pais e aumentando sua diversidade. Quando analisou-se REP-PCR, a
similaridade de IBSBF 2363 com isolados de X. euvesicatoria foi de 68%; IBSBF 2370
teve 54% com isolados de X. perforans; IBSBF 2364 teve 46% de similaridade com
isolados de X. vesicatoria; e IBSBF 2373 teve 59% de similaridade com isolados de X.
gardneri. Quando foi feita a analise de similaridade com os dados combinados de BOX
e REP-PCR (dados ndo mostrados), a similaridade entre os isolados de referéncia (entre
espécies) foi inferior a 40%.

O uso de iniciadores especificos permitiu a confirmacdo da identificacdo das
espécies X. perforans, X. gardneri e X. vesicatoria. No entanto, os iniciadores utilizados

para X. euvesicatoria ndo mostraram a especificidade esperada ja que amplificaram
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também DNA dos isolados de X. vesicatoria. Assim, tornam-se necessarios estudos
posteriores para se otimizar as condi¢cbes da PCR com os iniciadores BS-XeF e BS-
XeR, testando-se outros parametros, além de temperatura de anelamento, ou ainda, o
desenvolvimento de novos iniciadores. Neste sentido, foram desenvolvidos iniciadores
especificos para X. euvesicatoria (Moretti et al., 2009) que ndo foram testados no
presente estudo.

Quanto a patogenicidade, isolados de X. euvesicatoria causaram sintomas em
tomate e piment&o, isolados de X. vesicatoria e X. perforans causaram sintomas apenas
em tomate (com a presenca de perfuragdes tipicas causadas por X. perforans) e isolados
de X. gardneri foram patogénicos ao tomate e variaveis quanto a patogenicidade em
pimentdo. Isolados de X. gardneri com patogenicidade variavel a pimentdo tambem
foram encontrados por Quezado-Duval (2003a) em tomate para processamento
industrial.

Embora os perfis de rep-PCR de X. vesicatoria e X. gardneri sejam distintos, o
teste do amido foi utilizado como um teste confirmatorio adicional para separacao
dessas duas espécies que correspondem a raca T2. A hidrolise do amido foi observada
em isolados identificados como X. vesicatoria. A mesma ndo foi observada com o0s
isolados de X. gardneri. Resultados semelhantes foram descrito por Jones et al. (2004).

Assim como foi relatado em tomate para processamento industrial no Brasil
(Quezado-Duval & Camargo, 2004), a presenca das racas T1 (X. euvesicatoria), T2 (X.
vesicatoria e X. gardneri) e T3 (X. perforans) foram relatadas neste trabalho, nédo
havendo ocorréncia das racas T4 e T5 (ambas X. perforans).

A amplificacdo do fragmento de 680 pb contendo o gene avrRxv foi observada
com os dois isolados identificados como X. euvesicatoria. DNA de isolados

representantes das racas T2 e T3 foram utilizados com o0s mesmos iniciadores
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(RST27/RST28), porém nenhum produto foi amplificado. Ja o fragmento de 654 pb
contendo o gene avrXv3 foi amplificado em apenas 27 dos 40 isolados identificados
como raca T3. A identificacdo dessa raca sO foi possivel através da verificacdo da
reacdo de hipersensibilidade no genétipo CNPH 1500, o que s6 é observado quando
inocula-se isolados pertencentes a raca T3. A auséncia de amplificacdo do fragmento de
654 pb pode ser explicada pela ocorréncia de mutacdo no sitio de anelamento dos
iniciadores, ndo havendo amplificacdo eficiente do fragmento, no entanto, o gene pode
ter permanecido funcional e por isso houve reacdo de hipersensibilidade em CNPH
1500. Outra hip6tese seria um problema na composicdo da reagdo, reagentes ou
inibidores na amostra, entretanto, os testes foram repetidos trés vezes sem sucesso e,
alem disso, foram utilizados controles positivos (isolado CNPH 2005-29) e negativos
(reacdo sem DNA) e os DNAs foram os mesmos utilizados para realizagdo de rep-PCR.
Isolados pertencentes a raca T2 também foram testados e causaram sintomas de mancha
bacteriana em CNPH 1500 e ndo amplificaram o fragmento de 654 pb, como era
esperado.

Os isolados analisados nesse estudo apresentaram resisténcia tanto ao cobre
quanto ao antibidtico estreptomicina, ndo havendo uma relacdo entre espécie e
resisténcia. Somente na maior concentracdo de cobre ndo houve resisténcia, porém o
namero de isolados resistentes foi alto nas outras duas concentracdes (50 e 100 pug/mL).
Relatos de resisténcia ao cobre ja tinham sido feitos anteriormente por Marco & Stall
(1983), Aguiar et al. (2000) e Nascimento (2009). Isolados de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria na Sérvia também foram resistentes ao cobre na concentracdo de 100
ug/ml e de 200 pg/ml (Obradovic et al., 2004). Outro relato, feito por Quezado-Duval

et al. (2003b) constataram auséncia de resisténcia ao cobre na concentracdo de 200
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ug/mL em isolados de Xanthomonas spp. causadores da mancha bacteriana em tomate
industrial no Brasil.

Com relacdo ao antibidtico estreptomicina, o numero de isolados resistentes foi
baixo na maior concentracdo (100 pg/mL) e alto para as outras duas concentracoes (25 e
50 pug/mL). A presenga de isolados resistentes a 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina
ja tinha sido relatada por Ritchie & Dittapongpitch (1991), que também relataram a
presenca de isolados de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria resistentes a uma
concentracdo maior do produto (200 pg/mL). Quezado-Duval et al. (2003b)
demonstraram igualmente a resisténcia a concentracdo de 200 pug/mL do antibiético em
isolados de Xanthomonas spp. da mancha bacteriana oriundos de lavouras para industria
no Brasil.

Para a realizacdo de testes de sensibilidade in vitro ao cobre e estreptomicina,
normalmente utilizam-se concentracdes 10 vezes menores do que as recomendadas para
o0 controle da doenca no campo, uma vez que, in vitro, a bactéria € exposta diretamente
a acdo dos produtos. Com isso, ha uma correspondéncia das concentracGes usadas no
laboratério e as utilizadas em campo. De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho e o observado na literatura, espera-se uma baixa eficiéncia de produtos
quimicos para o controle da mancha bacteriana, com exce¢do da maior concentracdo de
sulfato de cobre (200 pug/mL), 0 que indica a necessidade de outras alternativas para o
controle da doenca.

De acordo com os testes realizados e resultados obtidos, um fluxograma para
identificacdo das espécies e racas de Xanthomonas é proposto (Figura 9). O fluxograma
mostra um conjunto de testes fenotipicos e moleculares que podem ser empregados em
laboratdrios de diagnose e em diversos estudos envolvendo a epidemiologia da mancha

bacteriana, deteccdo das bactérias em sementes e novos registros de ocorréncia.

62



O X euvesicatoria
OX vesicatoria

® X perforans

® X gardneri

Figura 8 Distribuicdo das espécies de Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana nos 11 estados
brasileiros onde foram realizadas coletas.
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Planta de tomate com sintomas de mancha bacteriana

l

Isolamento em meio de cultura
NA / 28°C / 3 dias

|

Colbnias amarelas

Teste de patogenicidade (tomate/pimentdo)

|

(+1+)

}

|
(+

|

XG ou XE XP ou XV
PCR PCR PCR PCR
(BS — XgF/XgR) (BS — XeF/XeR) (BS — XpF/XpR) (BS — XVF/XVR)
l Ragas l
Raca T2 v Raca T2
v Inoculacéo no gendtipo
PCR diferencial
RST27/RST28 CNPH 1500
(gene avrRxv)
\ 4 \ 4
S

) RlH

Raca T1

A 4

Raca T3

Inoculacéo no gendtipo

LA 716=CNPH 409

A 4

A 4

RH

S

Raca T4

I

;

Raca T5

Figura 9 Fluxograma para identificacdo de Xathomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans, X.
gardneri e suas respectivas ragas. RH: Reac¢do de hipersensibilidade; S: Suscetibilidade.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi verificado a ocorréncia das quatro espécies de Xanthomonas
causando mancha bacteriana no tomateiro para mesa, distribuidas em 11 estados
brasileiros. A Regido Sudeste foi a Unica onde ocorreu a presenca das quatro espécies e
na Regiéo Sul, somente X. gardneri foi detectada. X. gardneri e X. perforans foram as
espécies predominantes (90,1% dos isolados), e maior variabilidade foi detectada em X.
gardneri. Apenas as ragas T1, T2 e T3 estdo presentes entre os 81 isolados coletados,
ndo tendo sido detectada a ocorréncia das racas T4 e T5. Os iniciadores especificos
utilizados, mostraram-se eficientes para a identificacdo das espécies, com excecao de X.
euvesicatoria.

Hé& necessidade de caracterizagdo de um numero maior de isolados, abrangendo
todas as regides produtoras de tomate de mesa no Brasil, para que haja conhecimento
mais detalhado da distribuicdo das espécies no pais, assim como uma maior amostragem
em estados onde poucos isolados foram caracterizados. A ocorréncia de quatro espéecies
indica a ocorréncia de quatro doencas distintas, embora com sintomas semelhantes. Isto
deve refletir em praticas de manejo diferenciadas para cada um dos patossistemas, assim
como uma nova designacao para as racas. E interessante também investigar a possivel
maior adaptacdo das espécies segundo as zonas climaticas, uma vez que apenas X.
gardneri foi encontrada na Regidao Sul do Brasil.

Quanto aos métodos de diagnose molecular, deve-se testar os iniciadores
desenvolvidos para X. euvesicatoria por Moretti et al. (2009), assim como testar a
especificidade e sensibilidade dos demais iniciadores frente a uma colecdo maior de
isolados. A possibilidade de desenvolvimento e uso de PCR-multiplex para a deteccao
e identificacdo simultanea das espécies envolvidas no complexo da mancha bacteriana

também é uma perspectiva a ser explorada.
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ANEXOS
I. Testes Bioquimicos

1- Teste KOH (3%0)

Adicionou-se algumas gotas de KOH sobre uma lamina na qual depositou-se uma alca
de massa bacteriana. O aumento da viscosidade da preparacdo foi um indicativo de que
as bactérias eram gram negativas.

2- Teste de crescimento aerébico

- 10 g de peptona

- 5 g de extrato de levedura

- 1 g de glicose

- 15 g de &gar

- 1000 mL de agua destililada
As bactérias foram inoculadas na parte inferior dos tubos contendo o meio e incubadas
por 3 dias. O crescimento aerdbico foi observado quando houve crescimento bacteriano
na parte superior do meio.

3- Fluorescéncia em meio King’s B

- 20 g de protease peptona

- 15 g de bacto agar

- 8,7 g de glicerol

- 1,5 g de K;HPO,

- 1,5 g de MgSQO,4.7H,0

- 1000 mL de agua destilada
Apos inoculacao das bactérias no meio e trés dias de incubacédo a 28 °C, observou-se a
presenca de pigmentos fluorescentes sob luz UV.

4- Crescimento em meio AN

- 3 g de extrato de carne

- 5 g de peptona

- 159 daégar

- 1000 mL de agua destilada
Apos inoculacao das bactérias no meio e trés dias de incubacdo a 28 °C, avaliou-se a
presenca de crescimento.

5- Crescimento a 33°C em meio YDC

- 10 g de extrato de levedura

- 20 g de dextrose

- 20 g de carbonato de calcio

- 18 g de &gar

- 1000 mL agua destilada
Apos inoculacao das bactérias no meio e trés dias de incubacdo a 33°C, avaliou-se a
presenca de crescimento.

6- Atividade de catalase

Adicionou-se algumas gotas de peroxido de hidrogénio (H,0,) 20 volumes sobre uma
lamina na qual depositou-se uma al¢ca de massa bacteriana. A formacéo de bolhas indica
a liberacdo de oxigénio e, consequentemente, atividade de catalase positiv
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I1. Planilha para anélise de similaridade

(BOX-PCR)

0ooooo000000O0O101000000O00O0001001000010010001011000000010011011

IBSBF 2363 (XE)
IBSBF 2364 (XV)
IBSBF 2370 (XP)
IBSBF 2373 (XG)
CNPH 2007-12 (2)

001121000000110100000000101010000010010001010010000100000100

0ooo001120011210010001001121000000100010000001001000001000110101

ooooo000000O1112010001000001010000110000101000000010000000000
0ooo0oo0001000011010001000011010000100000101000000100001000100
0oooo0o00100001101000100000101000011210000101000001100001000100

CNPH 2007-13 (5)

0o0o0000110001101000100000101000011210001101000000100001000100

CNPH 2007-17 (1)

0ooo0oo0o0000O0OO0OO0O0OO0O0OO0OO0OOO0O1000O0O0O101000O00O10000O001000100100001000100O

CNPH 2007-19 (2)

000000010001 101000100000101000011210000101000000100001000100

CNPH 2007-22 (7)

0000000100011 00000100000112110001000100101000000100001000000
0ooo0oo0001100011000001000001010000110000101000001100001000000O0
0oo00001100011010001000001010000110000101000000100000000100
0ooooo00000OO0OO0O0OO0OO0OOOOOOOO1I1O0O01000O0100010000O00OO0O0O0O0O0O1ITO0O00O10100011O00O

CNPH 2007-34 (1)

CNPH 2007-41 (7)

CNPH 2008-22 (1)

CNPH 2008-32 (1)

0oo0o00100000000100000O0O00O1010100000O0000101000100000D0O00DO0O0ODO0OCO0O0O11IO0O
0oooo0o0000O0OO0O0O0O0O1000O00O0O00O1010100000O0000110000O000O10000010001100O

CNPH 2008-167 (3)
CNPH 2008-169 (1)

CNPH?2008-177(12) 1 1 0 0 0011 01000000000000001010110000000001001001001000100101

CNPH 2009-23 (3)

0000110011000100010000010000000010000001001001001000110101

0oo0o0000O0O0O10000O0O000OO0O0OO0OO0O0OO0O1I01000O00O100010010010000O010001001100O0

CNPH 2009-32 (6)

0000110011000100010000000010100010000001001001001000110101

CNPH 2009-34 (17)
CNPH 2009-37 (7)

0000000000001 0000010001010000001100001010000000D0O00DO01000100O0

0000O0O0O0O0O0OO0O0OO0OOOOODOOOOOOOO1I1O0OO0OO0OODOODOOOOODOOOOO0O1010010010100O0OO00O11O00O

CNPH 2009-42 (1)

0oo00000OO0O0OO0O0O1010100000010100100001112120001010000000010110000

CNPH 2009-46 (1)

000000000001 0101000000101001000111000011000000000010110000

CNPH 2009-47 (1)

0000110001000100010000010000000000000001001001001000110101

CNPH 2009-48 (2)
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(REP-PCR)

00000000101 0000O0O001100101001000000O0O0O0O0ODO0O0O0OD110O0
00000011001 001000100010000000O0O0100O0101000
11001100101 000010001100101001000100001011
11010110001 000100001010101010001000000100
00010010001 00000O010100010101000010000O0100
0000001000101 0000101000001010000O011000100
0001001000101 0000101000101010000000000100
0001001000101 0000101000100010000101000110
0000011000101 0000100010001000O0ODO00D1100100100
00000000011 000O0OO0O01O00O0O1000O1O0O0O0O0OO0O0OO0OO0OO0O11O0O0OO0CDO0
00100010001 001000000010001000O0O00DO0O0O0O0O0O010O0OO0TP0O

IBSBF 2363 (XE)
IBSBF 2364 (XV)
IBSBF 2370 (XP)
IBSBF 2373 (XG)

CNPH 2007-12 (23)
CNPH 2007-19 (2)

CNPH 2007-41 (7)

CNPH 2008-22 (1)

CNPH 2008-32 (1)

CNPH 2008-167 (3)
CNPH 2008-169 (1)

CNPH2008-177(30) 1 1 0 0 01 101010100011 00000000001011100100111

CNPH 2009-23 (3)

1100111010101 0001000110000001010100100111
0100001010101 0001100010001000011100100001
00100010001 101000100000000001000000001000P0O0
00000010101 000000010001010110000010000100
01100110101 0000000001000O00000O100100101111

CNPH 2009-32 (6)

CNPH 2009-42 (1)

CNPH 2009-46 (2)

CNPH 2009-48 (1)
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Lista de isolados analisados por BOX-PCR:

Gel 1. M- marcador 100 pb-DNA Ladder

Gel 2.

1- CNPH 2007-18
2- CNPH 2007-19
3- -

4- CNPH 2007-40
5- CNPH 2007-42
6- CNPH 2007-42
7- CNPH 2007-43
8- CNPH 2007-44
9- CNPH 2007-45
10- CNPH 2008-32
11- CNPH 2008-35
12- CNPH 2008-36

1- CNPH 2008-179
2- CNPH 2009-12
3- CNPH 2009-13
4- CNPH 2009-14
5- CNPH 2009-15
6- CNPH 2008-167
7- -

8- CNPH 2008-169
9- CNPH 2008-170
10- CNPH 2008-171
11- CNPH 2008-172
12- CNPH 2008-173
13- CNPH 2008-174
14- CNPH 2008-175
15- CNPH 2008-176

I11. Géis de BOX-PCR

16- CNPH 2008-177

17- -
18- CNPH 2008-22

M- marcador 100 pb-DNA

Ladder

1- CNPH 2007-12
2- CNPH 2007-13
3- CNPH 2007-17
4- CNPH 2007-20
5- CNPH 2007-22
6- CNPH 2007-31
7- CNPH 2007-32
8- CNPH 2007-35
9- CNPH 2007-37

1- CNPH 2006-10
2- CNPH 2008-36
3- CNPH 2008-177
4- CNPH 2009-23
5- CNPH 2009-24
6- CNPH 2009-26
7- CNPH 2009-32
8- CNPH 2009-34
9- CNPH 2009-48

Gel 3. M- marcador 100 pb-DNA Ladder

Gel 4. M- marcador 100 pb DNA Ladder
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M1 23 4 5§ 67 8 9101112 12 34 5678 9101112131415 161718 M

M1 23456 789 M12 3456789
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Géis de REP-PCR

Lista de isolados analisados por REP-PCR:

Gel 1.

Gel 2.

1- CNPH 2007-41
2- CNPH 2007-42
3- CNPH 2007-43
4- CNPH 2007-44
5- CNPH 2007-45
6- CNPH 2008-32
7- CNPH 2008-35
8- -

9- CNPH 2008-179
10- CNPH 2009-12
11- CNPH 2009-13
12- -

13- CNPH 2009-15
14- CNPH 2008-167
15- CNPH 2008-168
16- CNPH 2008-169
17- CNPH 2008-170

Gel 3. M-marcador 100 pb-DNA Ladder

M-marcador 100 pb-DNA Ladder

1- CNPH 2008-172
2- CNPH 2008-173
3- CNPH 2008-174
4- CNPH 2008-175
5- CNPH 2008-176
6- CNPH 2008-177
7- -

8- CNPH 2008-22

9- CNPH 2009-20

10- CNPH 2009-21
11- CNPH 2009-22
12- CNPH 2009-23
13- CNPH 2009-24
14- CNPH 2009-26

1- CNPH 2006-06
2- CNPH 2007-12
3- CNPH 2007-13
4- CNPH 2007-17
5- -

6- CNPH 2007-22
7- CNPH 2007-34
8- CNPH 2007-41
9- CNPH 2008-32
10- CNPH 2009-37
11- CNPH 2009-46
12- CNPH 2009-47
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123 4567 8 91011121314151617M @1 23 4 5 6 7 8 9 1011121314

M1 2345 678 9101112
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IV. PCR para otimizagao do programa para amplificacdo com os iniciadores
especificos, realizada em termociclador de gradiente

XE XV XP XG
A A

M123 4512345 12345 12 345
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XE XV XP XG
A A

M12345123451234512345

D

Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da amplificagdo do DNA dos isolados de referéncia, com
iniciadores especificos. (XE) IBSBF 2363-Xanthomonas euvesicatoria; (XV) IBSBF 2364-X. vesicatoria;
(XP) IBSBF 2370-X. perforans; (XG) IBSBF 2373-X. gardneri; (1) 49,8°C; (2) 56,2°C; (3) 61,3°C; (4)
65,7°C; (5) 68,9°C; (A) iniciadores para XE; (B) iniciadores para XV; (C) iniciadores para XP; (D)
iniciadores para XG; M (em A e B): marcador 50bp-ladder; M (em C e D): marcador 1 Kb-ladder.
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