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Resumo Geral

Paiva, Bruna Alicia Rafael. Crestamento bacteriano do feijoeiro no Brasil:
distribuicdo, diversidade e deteccdo de seus agentes causais
(Xanthomonas spp.). 2018. 160 p. Doutorado em Fitopatologia — Universidade
de Brasilia, Brasilia, DF.

O crestamento bacteriano comum (CBC) é a doenca de origem bacteriana mais
importante do feijoeiro comum. E causado por quatro linhagens genéticas
pertencentes a duas espécies do género Xanthomonas, Xanthomonas citri pv.
fuscans, Xcf (linhagem fuscans, NF2 e NF3) e X. phaseoli pv. phaseoli,Xpp
(NF1). Os objetivos deste estudo foram: i) validar a PCR multiplex com todos
os iniciadores especificos ja disponiveis para a deteccdo simultanea das duas
espécies; ii) a partir de uma colecéo representativa caracterizar a colecao de
isolados quanto as linhagens genéticas e a diversidade dos genes efetores tipo
[1I; iii) avaliar a viruléncia de isolados, representativos dos diferentes perfis de
efetores, em genotipos de feijoeiro; vi) avaliar a transmissdo dos patdgenos
planta-semente ao longo de duas geracdes; v) desenvolver um método LAMP
para identificacdo rapida e sensivel de Xpp e Xcf em sementes e folhas de
feijoeiro. A metodologia empregada incluiu testes de patogenicidade na cultivar
BRS Artico, técnicas moleculares (PCR multiplex, amplificacdo de genes
efetores tipo lll, validagédo de ensaio LAMP, e sequenciamento dos genes gyrB
e rpoD), ensaios de viruléncia em casa de vegetagcado e ensaios de transmisséo
para a semente em campo. A identidade de 117 isolados da colecéo foi
confirmada como fuscans (55 isolados) e nao fuscans (62 isolados) pela
patogenicidade na cultivar BRS Artico, e PCR multiplex com iniciadores
especificos. Isolados de Xanthomonas coletados em Goiais em 2014, nédo

foram enquadrados em nenhuma das duas espécies, no entanto, sua
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patogenicidade foi confirmada via inoculagéo por aspersdo sem ferimentos na
cultivar BRS Artico sob condi¢cdes de alta temperatura e umidade. A analise
filogenética permitiu discriminar os isolados nas quatro linhagens genéticas das
espécies Xpp e Xcf, e identificar a ocorréncia da espécie X. cannabis pv.
phaseoli (Xcp) no Brasil. Uma sub-amostra de 42 isolados de Xpp e Xcf foi
avaliada quanto a presenca de 15 genes efetores tipo lll, e verificou-se a
ocorréncia de 6 haplotipos (perfis distintos). X. cannabis pv. phaseoli
apresentou apenas cinco efetores tipo Ill. Entre os isolados da linhagem
fuscans apenas um haplétipo foi identificado, enquanto para as demais
linhagens os perfis de efetores foram variaveis. Um isolado representante de
cada haplétipo foi inoculado em 15 cultivares de feijoeiro revelando
variabilidade na viruléncia entre as linhagens genéticas, sendo a linhagem
fuscans (Xcf) a mais virulenta, seguida da linhagem NF1 (Xpp) e depois NF2
(Xcf). Houve interacdo significativa entre os isolados e gendtipos, indicando a
possivel ocorréncia de racas do patdgeno. A transmissao do patégeno pela
semente foi avaliada em 24 gendtipos de feijoeiro em campo durante duas
geracdes. Observou-se que a reducéo da severidade da doenca nédo implica na
reducdo da populacédo bacteriana na semente, e que a transmissdo planta-
semente ndo é influenciada pelo gendétipo da hospedeira. Por fim, foi
desenvolvido um método LAMP para a deteccdo de Xcf e Xpp nas sementes e
parte aérea, que se mostrou especifico e sensivel, além de reduzir
significativamente o tempo da diagnose, em funcdo da deteccdo visual dos

produtos da amplificacao.

Projeto apoiado pela Fundacao de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF),
processo n® 0193.000959/2015.
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General Abstract

Paiva, Bruna Alicia Rafael. Common bacterial blight in Brazil: Distribution
and diversity of its causal agents (Xanthomonas spp.). 2018. 160 p.
Doctorate in Plant Pathology — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Common bacterial blight (CBB) is the most important bacterial disease of
common bean. It is caused by four genetic lineages belonging to two species of
the genus Xanthomonas, Xanthomonas citri pv. fuscans (lineage fuscans, NF2
and NF3) and X. phaseoli pv. phaseoli (NF1). The objectives of this thesis were:
i) to validate a multiplex PCR protocol with specific primers for the simultaneous
detection of the two species; ii) to identify the genetic lineages present in the
collection of Brazilian isolates and to determine the diversity of the type Il
effector genes; iii) to evaluate the virulence of isolates, representatives of the
different profiles of effectors, by inoculating genotypes of common bean; iv) to
evaluate the transmission of pathogens to the seed over two generations; v) to
develop a LAMP assay for fast and sensitive identification of Xpp and Xcf in
bean seeds and leaves. The methodology employed included pathogenicity
tests on the susceptible cultivar BRS Artico, molecular techniques (multiplex
PCR, amplification of type Il effector genes validation of LAMP assay, and
sequencing of gyrB and rpoD genes), greenhouse virulence assays and seed
transmission assays in the field. The identity of 117 isolates was determined as
fuscans (55 isolates) and non fuscans (62 isolates) by pathogenicity testing and
multiplex PCR with specific primers. Isolates of Xanthomonas collected in Goias
in 2014 could not be assigned to either species, however, their pathogenicity
was confirmed by inoculation by spraying without wounds in the cultivar BRS
Artico under conditions of high temperature and humidity. The phylogenetic

analysis allowed to discriminate the isolates in the four genetic lineages of the
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species Xpp and Xcf, and to confirm the occurrence of the species X. cannabis
pv. phaseoli (Xcp) in Brazil. A sub-sample of 42 Xpp and Xcf isolates was
evaluated for the presence of 15 type Il effector genes, and 6 haplotypes
(distinct profiles) were found. X. cannabis pv. phaseoli presented only five type
[l effectors. Among isolates of the fuscans lineage only one haplotype was
identified, while for the other strains the profiles of effectors were variable. A
representative isolate of each haplotype was inoculated on 15 common bean
cultivars revealing variability in virulence among the genetic lineages, with the
fuscans line (Xcf) being the most virulent, followed by the NF1 line (Xpp) and
NF2 (Xcf). The interaction between isolates and genotypes was significant
indicating the possible occurrence of races of the pathogen. Seed transmission
of the pathogen was evaluated in 24 genotypes of common bean during two
field generations. It was observed that reduced disease severity was not
correlated with a reduction of the bacterial population in the seeds, and that
plant to seed transmission was not affected by the host genotype. Lastly, a
LAMP method was developed for the detection of Xcf and Xpp in bean seeds
and aerial parts, which proved to be specific and sensitive, while significantly
reducing the time for diagnosis, due to the visual detection of amplification

products.



Introducéo Geral e Revisao de Literatura

A cultura do feijoeiro-comum

O feijdao (Phaseolus vulgaris L.) é historicamente um dos principais
alimentos consumidos e produzidos no Brasil. A cultura do feijoeiro é um fator
de seguranca alimentar e nutricional e de importancia cultural na culinaria de
diversos paises (Barbosa e Gonzaga, 2012). Apresenta uma ampla adaptacéo
edafoclimética permitindo o seu cultivo no Brasil durante o ano todo. A cultura
pode ser explorada em trés épocas diferentes: a safra “das aguas” ou 1° safra,
cujo plantio é feito entre agosto e dezembro, com predominancia na Regido
Sul; a safra “das secas” ou 2° safra, realizada durante os meses de janeiro a
abril, abrangendo todos os estados produtores; e a safra de “inverno” ou 3°
safra, realizada entre maio e agosto na regido Centro-Oeste (Moreira et al.,
2003). O Estado de Goias fugura entre os maiores produtores nas trés safras,
sendo o plantio concentrado na safra das “aguas” e “seca”, de outubro a margo
(Silva e Wander, 2013).

De acordo com dados do Levantamento Sistematico da Producao
Agricola para a safra 2017, a producao nacional de feijao foi de 3,3 milhdes de
toneladas, considerando as trés safras do produto, sendo que a 12 safra
participa com 46,8% da producéo nacional, a 22 safra com 35,7% e a 3?2 safra
com 16,9%. Estima-se que haja um aumento de 5,6% na producdo em 2018.
Nesse levantamento, os maiores produtores, somadas as trés safras sao,
Parana com 22%, Minas Gerais com 16,4% e Goias com 9,8% de participacéo

na producédo nacional (IBGE, 2018).



Embora a producéo nacional tenha tido um aumento nos ultimos anos,
ainda é insuficiente para atender a demanda interna, que é de 15
kg/habitante/ano (CONAB, 2018). Produtividades baixas sao observadas, em
funcdo da tecnologia utilizada, das variagbes climéaticas e do esgotamento
progressivo da fertilidade do solo. No entanto, produtividades elevadas séo
alcancadas com a adocdo de tecnologias como o uso de cultivares
melhoradas, preparo adequado do solo, adubagdo equilibrada, técnicas
avancadas de irrigacdo, e controle de pragas, doencas e plantas daninhas
(Zucareli, 2005).

Diversos fatores contribuem para a baixa produtividade do feijoeiro,
dentre eles destaca-se a incidéncia de doencas (Sartorato, 2006). Mesmo com
a adocao de medidas de controle, perdas de 15% no rendimento devido as
doencas fangicas, bacterianas e virais sdo estimadas (Manten, 2008). Dentre
as principais doencas que acometem o feijoeiro comum, destacam-se o
crestamento bacteriano comum, a murcha de curtobacterium, a antracnose, a
mancha angular, o mofo branco e a murcha de fusarium (Paula Junior e

Wendland, 2012).

Crestamento bacteriano comum (CBC)

Historico, distribuicdo geografica e importancia

O crestamento bacteriano comum (CBC) foi inicialmente observado em
Nova York em 1892 por Beach e foi relatada pela primeira vez em 1897
(Gilbertson e Maxwell, 1992). No Brasil, a doenca foi constatada pela primeira

vez no Estado do Para, por Caldeira e Vieira em 1938 (Robbs, 1954), sendo



posteriormente, determinada a presenca da linhagem fuscans no estado de
Séao Paulo (Paradela Filho et al., 1967).

A doenca tem ampla distribuicho mundial e apresenta grande
importancia econdmica para a producdo de feijdo em muitos paises e, em
particular, na Argentina, Brasil, Coldmbia, México, Uganda, Zambia, Zimbébue,
Africa do Sul, Estados Unidos e Ird (Fourie, 2002, Lak et al., 2002, Harveson,
2009, Karavina et al., 2011). E relatado na Africa perdas de até 40% do

rendimento de gréaos (Opio et a., 1996).

Etiologia

O CBC ¢é causado por um complexo de espécies bacterianas,
inicialmente classificadas como X. campestris pv. phaseoli e X. campestris pv.
phaseoli var. fuscans (Young et al.,1978), posteriormente reposicionadas
dentro da espécie X. axonopodis apds o estudo de reclassificacdo do género
empregando a homologia de DNA e testes fenotipicos (Vauterin et al., 1995). A
patovar phaseoli agrupava, segundo esses autores, todas as estirpes de
Xanthomonas patogénicas ao feijoeiro, no entanto, determinou-se
posteriormente tratar-se de uma patovar geneticamente diversa (Mkandawire et
al.,, 2004, Alavi et al., 2008), que hoje sabe-se que compreende quatro
linhagens genéticas distintas. Uma dessas linhagens corresponde a “variante”
fuscans que produz um pigmento marrom em meio de cultura, resultado da
secrecdo e oxidacdo de acido homogentisico, um intermediario da via
catabolica da tirosina (Burkholder, 1930; Goodwin & Sopher, 1994).

Posteriormente, a “variante” fuscans foi classificada em uma espécie distinta,



X. fuscans subsp. fuscans (Xff) com base em homologia de DNA,
sequenciamento do DNA ribossomal e AFLP (Schaad et al., 2005).

Estudos mais recentes reposicionaram algumas espécies do género
Xanthomonas, empregando uma caracterizacao polifasica (Ah-You et al., 2009)
e analises simultdneas de sequéncias de genes (multilocus sequence analysis)
(Constantin et al., 2016). Assim, atualmente a etiologia do CBC é complexa e
atribuida a duas espécies de Xanthomonas, contendo linhagens fuscans e néo
fuscans. A linhagem fuscans e as linhagens ndo fuscans 2 (NF2) e 3 (NF3)
pertencem a espécie Xanthomonas citri pv. fuscans (Xcf). A linhagem néo
fuscans 1 (NF1l) é classificada como X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp)
(Rademaker et al., 2005, Constantin et al., 2016). Um breve historico da
classificacdo taxondmica dessas duas espécies esta descrito na Tabela 1.

As bactérias causadoras do CBC sao baciliformes (0,4-0,9 x 0,6-2,6 um),
gram-negativas, méveis por um flagelo, estritamente aerdbias e possuem
crescimento 6timo a 25 °C. Em meio nutriente agar contendo glicose ou
sacarose, as coldnias apresentam crescimento com bordo liso, convexas, e cor
amarelo brilhante (Ferreira e Salgado, 1995).

Os genomas de todas as linhagens genéticas ja foram sequenciados.
Primeiramente foi sequenciado o genoma da estirpe 4834-R, pertencente a X.
citri. pv. fuscans (fuscans) (Darrasse et al., 2013), revelando genes
compartilhados com outras Xanthomonas que incluem seis tipos de sistemas
de secrecao, aléem de multiplos efetores. Mais tarde foi sequenciado o genoma
de 9 isolados de Xpp e 13 isolados da linhagem fuscans identificando eventos
de transferéncia horizontal envolvendo mais de 100 genes (Aritua et al., 2015).

Por dltimo, Ruh et al. (2017) sequenciaram isolados de todas as linhagens



genéticas (NF1, NF2, NF3 e fucans) e concluiram que os genes efetores TAL
sdo capazes de contribuir para adaptacdo na hospedeira quando transferidos

horizontalmente entre as linhagens.

Tabela 1. Resumo do historico da classificacdo taxondmica de Xanthomonas

phaseoli pv. phaseoli e Xanthomonas citri pv. fuscans

Autores Classificacao
Dye & Lelliott, 1974 1 espécie e 1 variante: Xanthomonas campestris pv.
citado por Young et al. phaseoli e X. c. pv. phaseoli var. fuscans
(1978)
Vauterin et al. (1995) 1 espécie e 1 variante: X. axonopodis pv. phaseoli e X.

a. pv. phaseoli var. fuscans

Schaad et al. (2005), 2 espécies: X. axonopodis pv. phaseoli (Xap) e X.
(2006) fuscans subsp. fuscans (Xff)

Rademaker et al. (2005) 2 grupos rep-PCR: 9.4 (X. a. pv. phaseoli ) 9.6 (X. a. pv.
phaseoli e X. fuscans subsp. fuscans)

Alavi et al. (2008) 4 linhagens genéticas dentro de 2 espécies: linhagem
fuscans (Xff); Xap GL1; Xap GL2 e Xap GL3

Constantin et al. (2016) 4 linhagens genéticas dentro de 2 espécies: linhagem
fuscans (X. citri pv. fuscans); NF3 (X. citri pv. fuscans);
NF2 (X. citri pv. fuscans) e NF1 (X. phaseoli pv.

phaseoli)



Sintomatologia

As diferentes linhagens genéticas envolvidas na ocorréncia de CBC
causam sintomas indistinguiveis no feijoeiro (Mutlu et al., 2008). Em todos os
casos a bactéria penetra nos tecidos da hospedeira pelos estématos ou por
ferimentos invadindo os espacos intercelulares, causando a dissolucao gradual
da lamela média (EPPO, 2008). Os sintomas manifestam-se em toda a parte
aérea da planta (Bianchini et al. 1997), podendo-se observar inicialmente
pequenas lesdes encharcadas nas folhas, que posteriormente tornam-se secas
e quebradicas com bordo amarelo (Figura 1). As lesbes podem estar esparsas
no limbo, ou nas margens das folhas (Saettler, 1991).

Nas vagens, surgem pequenas manchas aquosas, que aumentam
progressivamente de tamanho, tornando deprimidas e ligeiramente
avermelhadas. A infeccdo da vagem frequentemente ocorre pelo sistema
vascular, alcancando a semente pelo funiculo (Gilbertson e Maxwell, 1992).
Nas sementes, 0 patégeno permanece tanto externa quanto internamente e
pode causar ou nao sintomas, que podem ser desde a ligeira descoloragao no

hilo até presenca de manchas e enrugamentos (Wallen e Sutton, 1965).



Figura 1. Sintomas de crestamento bacteriano comum observados no limbo foliar de

feijoeiro comum.

Epidemiologia

As bactérias causadoras do CBC do feijoeiro podem sobreviver como
epifiticas na superficie da hospedeira ou de plantas daninhas (Pernezny &
Jones 2002). Em condicbes favoraveis, podem penetrar no tecido da
hospedeira e colonizar, multiplicando-se exponencialmente (fase patogénica).
A idade da planta, a idade do tecido, a resisténcia e o vigor do hospedeiro sédo
fatores que influenciam o crescimento bacteriano e a resposta a doenca (Belete
& Bastas, 2017).

A sobrevivéncia no solo ou nos restos de cultura pode ser influenciada
pela area geogréfica, tipo de solo, clima, e praticas culturais (Karavina et al.
2008). No entanto, essa sobrevivéncia ndo apresenta importancia na maioria
das principais areas de cultivo de feijdo do mundo onde o periodo de

decomposicdo do material vegetal é rapido (Akhavan et al, 2013).



Muitas hospedeiras além do feijoeiro comum sdo conhecidas, como a
soja, mucuna, outras espécies de Phaseolus, e varias espécies de Vigha
(Bradbury, 1986). As hospedeiras naturais conhecidas sdo: Beta vulgaris,
Calopogonium sp., Dolichos lablab, Euphorbia heterophylla, Glycine max,
Helianthus annuus, Lupinus polyphyllus, Mucuna deeringiana, Macroptilium
lathyroides, Phaseolus vulgaris, P. lunatus, P. acutifolius var. acutifolius, P.
acutifolius var. latifolius, P. coccineus, Vigna aconitifolia, V. angularis, V.
mungo, V. radiata, V. umbellata, V. unguiculata, Pisum sativum, Pueraria sp.,
Strophostyles helvola e Solanum nigrum (Bradbury, 1986, Vidaver, 2012,
Akhavan et al., 2013). Segundo Schuster et al (1973), os restos de cultura
colonizados também servem como fonte de inéculo de um ano para o outro, e
sdo mais eficientes na superficie do solo do que enterrados.

Em geral, condigbes de alta pluviosidade e umidade associadas a,
temperaturas elevadas (25 - 35 ° C) séo ideiais para o desenvolvimento do
CBC (Saettler, 1989, Gilbertson e Maxwell, 1992). A irrigacdo por aspersao,
assim como a precipitacdo aumentam o tamanho da populagcdo no campo e
facilitam a dispersédo bacteriana (Akhavan et al., 2013, Akhavan et al., 2009),
tendo em vista que respingos de agua, contendo o patégeno, associados ao
vento sdo responsaveis por dispersar a bactéria para plantas vizinhas sadias
(Lindemann e Upper, 1985).

O in6culo é transportada tanto interna quanto externamente na semente
do feijoeiro e pode sobreviver por periodos de até cinco anos, quando
armazenada em condicfes adequadas, mantendo as populagcdes bacterianas
elevadas e com capacidade de causar doenca em plantulas emergentes

(Marques et al., 2005). A semente é um importante veiculo de disseminagéao a



curtas e a longas distancias, representando potencial para introducdo do
patbgeno em areas em que a doenca ainda ndo existia (Sartorato e Rava,
1994). Nas sementes, a presenca da bactéria é observada desde o tegumento
até as superficies dos embrides (Darrasse et al., 2018). A infec¢cdo pode
ocorrer por meio do sistema vascular da planta mée, onde a transmisséo para
a planta jovem ocorre através das lesdes cotiledonares ap6s a germinacao
(Akhavan et al., 2013), ou ainda por meio do contato da bactéria ao estigma da

flor.

Deteccéo e Diagnose

A precisdo da diagnose é fundamental para a tomada de decisdes,
quanto as medidas de controle que devem ser empregadas, que podem incluir
até mesmo a condenacdo de um lote de sementes. A deteccdo de
fitopatogenos via PCR é um método répido, especifico e sensivel, e
dependendo dos iniciadores especificos, pode-se detectar um Unico patdgeno
ou varios membros de um grupo de patdégenos relacionados em uma mesma
amostra (Berg et al., 2006, Robéne-Soustrade et al., 2010). Para a detec¢éo de
Xpp e Xcf por PCR, estdo disponiveis os iniciadores X4c/X4e (Audy et al.,
1994), Xf1/Xf2 (Toth et al., 1998), Am1F/Am1R e Am2F/Am2R (Boureau et al.,
2013).

Os iniciadores especificos X4c/X4e desenvolvidos por Audy et al. (1994)
sdo derivados de uma sequéncia do DNA plasmidial do patdgeno, que
amplificam um fragmento de 730 pb, porém sem a capacidade de distingdo
consistente entre a linhagem fuscans e ndo fuscans, e com ocorréncia de

falsos negativos. Halfeld-Vieira et al., (2001) demonstraram a ocorréncia de



falsos negativos usando os iniciadores X4c/X4e em uma cole¢édo de isolados
brasileiros. Os iniciadores Xf1/Xf2 foram desenvolvidos a partir de uma
sequéncia de regido conservada amplificada (SCAR), derivada da andlise de
RAPD do patogeno X. citri pv. fuscans (linhagem fuscans), e amplificam um
fragmento do DNA de 450 pb para esta linhagem (Toth et al., 1998). A partir
dos genes de efetores avrBst e xopL, Boureau et al. (2013) desenvolveram os
iniciadores Am1F/R e Am2F/R, que amplificam fragmentos de 257 pb e 394 pb,
respectivamente, e quando usados em conjunto com o0s iniciadores X4c/X4e
para compor uma reacdo multiplex diminuem o risco de falsos negativos.
Diversas técnicas foram desenvolvidas e adaptadas com a finalidade de
detectar a presenca de Xpp e Xcf em sementes de feijdo, tais como o uso de
bacteriéfagos, meios semisseletivos, testes soroldgicos como ELISA,
microscopia de imunofluorescéncia, imunodifusdo em agar e PCR (Claflin et al.,
1987, Tebaldi et al., 2007, Popovi¢ et al., 2010, Tebaldi et al., 2010, Denardin et
al., 2013). No entanto, para a quantificacdo da bactéria, o0 método de cultivo do
extrato (ou lavado) de sementes em meios de cultura semisseletivo é o mais

adequado (Chang et al., 1991).

Controle

O controle do CBC, assim como outra doenca de etiologia bacteriana,
apresenta limitacbes e as medidas disponiveis sdo aquelas baseadas nos
principios de exclusdo e, eventualmente, de erradicacdo (Agrios, 2005). Em
areas com historico de ocorréncia da doenca, o sistema de rotacdo de culturas
ou o consorcio com o milho, por exemplo, auxiliam na reducéo das fontes de

indculo para o controle da doenca (Fininsa, 2003). Outra pratica cultural
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importante é a eliminacdo, por meio de queima, aragdo ou remocao de plantas
daninhas, restos de cultura e outras hospedeiras potenciais (Saettler, 1989,
Gilbertson et al., 1990, Moreno e Mora, 1984).

O controle quimico pode ser usado como uma ferramenta que, somada
a outras medidas de controle, como o uso de cultivares resistentes, ajuda a
manter a populagdo bacteriana abaixo do limiar necessario para o
desenvolvimento da doenca e disseminacdo do patégeno (Gilbertson e
Maxwell, 1992). Sdo comumente usados os produtos quimicos a base de
sulfato de cobre, hidréxido de cobre e potassio ditiocarbamato de metila (Belete
e Bastas, 2017). No AGROFIT estao registrados seis produtos quimicos para o
controle da doenca, sendo quatro produtos a base de cobre, e dois produtos
gue apresentam como ingrediente ativo o acibenzolar-S-metil (MAPA, 2018).

As sementes constituem a principal fonte de in6culo primario da doenca,
e 0 uso de semente sadia e certificada é tido como o principal e mais eficiente
método de controle, principalmente se aliado ao uso de cultivares resistentes,
que é o método mais econdmico e tecnicamente pratico (Popovi¢ et al., 2012).
Porém, a heranca da resisténcia a esse patdégeno € geneticamente complexa,
descrita como oligogénica ou poligénica (Kelly et al., 2003, Santos et al., 2003,
Manzanera et al., 2006). Essa heranca complexa é resultado da ocorréncia de
efeitos aditivos e néo aditivos, que resultam em baixa disponibilidade de
genotipos resistentes (Marquez et al.,, 2007, Ribeiro et al., 2017). Ainda é
observada uma interacdo diferencial entre a resisténcia nas vagens e nas
folhas, demonstrando que os genes que controlam a resisténcia foliar ndo séo

0S mesmos que controlam a resisténcia nas vagens (Alladassi et al., 2017).
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De acordo com o catalogo de cultivares da EMBRAPA, apenas a cultivar
carioca BRS Notavel e a cultivar preta BRS Esplendor séo resistentes ao CBC
(EMBRAPA, 2018). Os catalogos do Instituto Agronémico de Campinas e

Instituto Agronémico do Paran& ndo incluem cultivares resistentes ao CBC.

Justificativa

O crestamento bacteriano comum merece destaque, devido a sua ampla
distribuicdo, capacidade de reduzir a producdo de forma significativa,
capacidade de transmissédo dos patdgenos por sementes, baixa eficiéncia do
controle quimico, e dificuldade de obtenc&o de cultivares comerciais resistentes
(EPPO, 2011; Bianchini, 1997). Dentro das estratégias do manejo integrado da
doenga, a mais eficaz, economicamente viavel e ambientalmente segura € o
uso de cultivares resistentes (Trindade et al.,, 2015). Contudo, para que a
resisténcia genética seja duradoura e de amplo espectro é necessario tanto o
conhecimento das fontes de resisténcia na espécie hospedeira como da
diversidade genética e patogénica na populacdo do patégeno (Nakatani, 2009),
para o melhor entendimento da dinamica de epidemias.

A variacdo quanto a viruléncia, muitas vezes ligada a origem geografica
dos isolados dificulta o desenvolvimento de variedades resistentes a doenca
(Bianchini et al., 1997). Diversos cultivares de feijdo apresentam diferentes
niveis de resisténcia a bacteriose, confirmando a natureza quantitativa da
resisténcia do feijoeiro ao crestamento bacteriano comum. Nesse contexto,
estudos sobre a diversidade genética e patogénica de seus agentes causais

sao essenciais para o manejo do CBC pela resisténcia genética.
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Todas as linhagens ou grupos genéticos de Xanthomonas patogénicos
ao feijoeiro aparentemente ocorrem em todas as regides de ocorréncia da
doenga, no entanto, estudos sugerem que na Africa a linhagem fuscans é
predominante (Mkandawire et al., 2004; Opio et al.,, 1996). Diferencas na
eficiéncia da transmissdao pela semente poderiam talvez explicar a
predominéancia do grupo fuscans sobre as linhagens nao-fuscans em algumas
regides. Nao existem na literatura dados que demonstrem uma ligacao entre a
estrutura da populagédo nas sementes com a reacao da doenca em diferentes
gendtipos de feijoeiro.

A identificacdo das espécies e/ou linhagens causadoras do crestamento
bacteriano comum por meio de técnicas moleculares mais simples, com menos
etapas, mas que proporcionem alta especificidade, sensibilidade e rapidez sao
desejaveis, principalmente se aplicadas a detec¢do nas sementes. Se puderem
ser usados diretamente com extratos de plantas ou sementes, pode se tornar
uma metodologia eficiente para a identificacéo rapida da presenca do patégeno
no campo, além de auxiliar os trabalhos quarentenarios e rotinas de deteccéo,

no intuito de reduzir o tempo e aumentar a precisédo dos resultados.

Objetivos

Objetivo Geral: Caracterizar isolados de Xanthomonas patogénicos ao

feijoeiro coletados ao longo de nove anos em diversas regides produtoras no

Brasil, por meio de estudos filogenéticos, da diversidade dos efetores e da

viruléncia, e eficiéncia de transmissao por sementes em condicbes de campo,
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além de desenvolver um método de deteccdo especifica dos patégenos por

LAMP.

Objetivos especificos:

Coletar, isolar e caracterizar uma colecdo de isolados associados aos
sintomas de crestamento bacteriano do feijoeiro comum, provenientes

das principais regides produtoras no Brasil;

Validar a PCR multiplex com iniciadores especificos para a deteccédo
simultanea das duas espécies, e emprega-la para identificar a espécie

(Xpp ou Xcf) predominante na colegao de isolados;

Caracterizar a colecdo de isolados quanto as linhagens genéticas
presentes por meio do sequenciamento de genes de housekeeping gyrB
e rpoD, e determinar a diversidade dos genes efetores tipo Il na

colecéo;

Determinar a viruléncia de isolados representativos dos perfis de
efetores presentes na colecao, em cultivares/genétipos de feijoeiro com

diferentes niveis de resisténcia;

Quantificar a populagao presente nas sementes originadas de diferentes
genotipos de feijoeiro ao longo de duas geracdes, com o0 objetivo de
investigar a eficiéncia de transmissdo da bactéria planta-semente em

diferentes materiais genéticos;
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» Desenvolver uma técnica de amplificacdo isotérmica mediada por Loop
(LAMP) para identificacdo rapida e sensivel de Xpp e Xcf, com o objetivo
de identificar a bactéria em infec¢des latentes e sintomaticas na parte

aérea e em sementes contaminadas.
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Capitulo-1

Caracterizacao dos agentes causais do crestamento bacteriano
comum do feijoeiro no Brasil: identificagcao molecular, filogenia

e patogenicidade



Resumo

O crestamento bacteriano comum do feijoeiro é causado por quatro linhagens
genéticas pertencentes a duas espécies do género Xanthomonas,
Xanthomonas citri pv. fuscans (linhagem fuscans, NF2 e NF3) e X. phaseoli pv.
phaseoli (NF1). Uma colecdo de 179 isolados de Xanthomonas patogénicas ao
feijoeiro comum procedentes de regides produtoras do Brasil, coletados entre
2007 e 2016 foi estabelecida. Para identificacdo/confirmacédo das espécies
foram realizados testes de patogenicidade nas cultivares suscetiveis BRS
Artico, PCR multiplex com um conjunto de 4 pares de iniciadores especificos e
andlise filogenética com os genes gyrB e rpoD. Dos 179 isolados obtidos, 62
foram distribuidos entre as linhagens ndo fuscans (NF1, NF2 e NF3) e 55
pertencem a X. citri pv. fuscans (linhagem fuscans). Contudo, 62 ndo puderam
ser classificados em nenhuma das espécies pelos testes realizados. PCR com
iniciadores para 0s genes da goma xantana, testes de reacdo de
hipersensibilidade em tomateiro e testes de patogenicidade em feijoeiro
revelaram se tratar de outra espécie de Xanthomonas. A andlise filogenética
das sequéncias de 20 desses isolados mostrou que essas sao relacionados ao
isolado referéncia (estirpe Nyagatare) da espécie Xanthomonas cannabis pv.
phaseoli, relatada em Ruanda, em 2015. Trata-se, portanto do primeiro relato

da ocorréncia dessa espécie no Brasil.

Palavras-chave: Multiplex-PCR; Phaseolus vulgaris; linhagens genéticas,

Xanthomonas citri pv. fuscans, Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli
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Introducéo

O crestamento bacteriano comum (CBC) é uma das principais doencas
bacterianas da cultura do feijao em todo o mundo, principalmente em regides
tropicais e subtropicais (Valarini et al., 1996). No Brasil, o patégeno encontra-se
amplamente disseminado, situacdo decorrente da combinacéo de fatores tais
como a suscetibilidade das cultivares e o uso de sementes contaminadas,
aliados as condicOes climaticas favoraveis a doenca (Torres et al., 2009). A
doenca assume grande importancia principalmente na “safra das aguas”, época
em que as condicBes ambientais sdo favoraveis para o seu desenvolvimento.

A etiologia do CBC é complexa e atribuida a duas espécies do género
Xanthomonas contendo linhagens fuscans e ndo fuscans (Schaad et al., 2005,
Schaad et al., 2006, Alavi et al., 2008). A linhagem fuscans e as linhagens néo
fuscans 2 (NF2) e 3 (NF3) pertencem a espécie Xanthomonas citri pv. fuscans
(anteriormente X. fuscans subsp. fuscans e X. axonopodis pv. phaseoli grupo
9.6 por rep-PCR ). A linhagem nao fuscans 1 (NF1) é classificada como X.
phaseoli pv. phaseoli (anteriormente X. axonopodis pv. phaseoli grupo 9.4 por
rep-PCR) (Rademaker et al., 2005, Constantin et al., 2016).

Recentemente, Aritua et al. (2015) relataram a ocorréncia de uma nova
espécie de Xanthomonas (estirpe “Nyagatare”), como uma ameaga grave para
os cultivos de feijoeiro em Ruanda, no continente africano. Os autores isolaram
a bactéria de material com sintomas foliares de cor acastanhada com bordo
amarelo, além de manchas brancas, enrolamento das folhas superiores e
murcha. ApGs 0 sequenciamento completo do genoma, concluiram que a
estirpe Nyagatare nao esta filogeneticamente relacionada a nenhuma das duas

espécies associadas ao CBC no feijoeiro. Posteriormente uma proposta de
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classificacdo como Xanthomonas cannabis pv. phaseoli foi sugerida, devido a
sua estreita relacao filogenética com X. cannabis (Jacobs et al., 2015).

O novo relato mostra a natureza diversa desses patdgenos, indicando
que o crestamento bacteriano comum pode ser causado por um complexo de
espécies, assim como ocorre com outras doencas de etiologia bacteriana,
como a mancha bacteriana do tomate (Jones et al., 2004) e murcha bacteriana
causada por Ralstonia spp. (Meng, 2013).

Diferentes técnicas de deteccdo podem ser empregadas para
demonstrar a presenca da bactéria na hospedeira. A PCR é amplamente
utilizada com mudltiplas aplicacbes em diagnostico de doencas de plantas
(Vincelli & Tisserat, 2008) incluindo véarias doencas bacterianas (Louws et al.,
1999, Halfeld-Vieira et al., 2001, Lépez et al., 2006, Mahuku et al., 2006).

A deteccdo de patdgenos via PCR é um método rapido, especifico e
sensivel. Dependendo dos iniciadores especificos, pode-se detectar um Unico
patdgeno ou varios membros de um grupo de patdgenos relacionados. Para
deteccdo dos agentes causais do CBC estdo descritos na literatura trés
conjuntos de iniciadores especificos, X4c/X4e (Audy et al., 1994), Xf1/Xf2 (Toth
et al., 1998) e Am1/Am2 (Boureau et al., 2013). Apenas os pares Xf1/Xf2 séo
capazes de diferenciar a linhagem fuscans das linhagens néo fuscans.

Os iniciadores especificos X4c/X4e desenvolvidos por Audy et al. (1994)
sdo derivados de uma sequéncia do DNA plasmidial do patégeno, que
amplificam um fragmento de 730 pb. Apresentam como limitacdo a ocorréncia
de falsos negativos, conforme relatado por Halfeld-Vieira et al. (2001), pois né&o
amplificaram DNA de dois isolados da colecdo estudada. Os iniciadores

Xf1/Xf2 foram desenvolvidos a partir de uma sequéncia de regiao conservada

29



amplificada (SCAR), derivada da andlise de RAPD do patdégeno X. citri pv.
fuscans (linhagem fuscans), e amplificam um fragmento do DNA de 450 pb
para esta linhagem.

A partir dos genes de proteinas efetoras avrBst e xopL, Boureau et al.
(2013) desenvolveram os iniciadores Am1F/R e Am2F/R, que amplificam um
fragmento de 257 pb e 394 pb, respectivamente. Quando usados em conjunto
com os iniciadores X4c/X4e para compor uma reacdo multiplex, diminuem o
risco de falsos negativos e permitem a diferenciacdo de isolados patogénicos
daqueles ndo patogénicos, apresentando-se como uma alternativa aos testes
de patogenicidade. Embora os autores sugiram a realizacdo de testes de
patogenicidade para aqueles resultados ambiguos.

A técnica MLSA (multilocus sequence analysis) tem sido aplicada em
estudos filogenéticos de espécies procariotas, dentre elas as pertencentes ao
género Xanthomonas (Parkinson et al., 2007, Ah-You et al., 2009, Hajri et al.,
2009, Constantin et al., 2016). A técnica MLSA baseia-se na analise simultanea
das sequéncias de nucleotideos de varios genes de housekeeping. Tais genes
sdo conservados e essenciais para a manutencao de funcdes celulares basicas
encontradas em procariotos (Marcelletti et al., 2010). Para o género
Xanthomonas, os genes gyrB (DNA girase subunidade () e rpoD (RNA
polimerase subunidade sigma 70) sdo confiaveis para discriminar espécies
dentro do género (Constantin et al., 2016).

No Brasil, alguns estudos foram desenvolvidos para otimizar a técnica
de deteccdo das bactérias por PCR empregando somente os iniciadores

propostos Audy et al (1994), X4c/X4 (Halfeld-Vieira et al., 2001, Silva et al.,
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2013) ou ainda para aprimorar técnicas de deteccao nas sementes (Denardin &
Agostini, 2013, Tebaldi et al., 2007, Torres et al., 2009, Tebaldi et al., 2010).
Com base no exposto acima, o objetivo do trabalho foi estabelecer uma
colecdo de isolados de Xanthomonas patogénicas ao feijoeiro comum
procedentes de regifes produtoras do Brasil, coletados ao longo de varios
anos, e determinar a identidade, distribuicdo e prevaléncia das espécies na
colecdo, por meio da identificacdo molecular, caracterizacdo da patogenicidade

e estudos filogenéticos.

Material e Métodos

Coletas, isolamento, cultivo e preservacdo dos isolados

A colegcéo foi composta por isolados mantidos na Embrapa Arroz e
Feijdo desde 2007, provindos dos estados de S&do Paulo, Goias, Parana e Rio
Grande do Sul, e isolados obtidos por meio de coletas realizadas entre 2014 e
2016, em lavouras dos estados do Parana, Goids, Minas Gerais e Mato
Grosso. Cada amostra coletada foi representada por folhas de uma planta, com
sintomas visiveis de crestamento bacteriano comum. O material coletado foi
conduzido até o Laboratério de Microbiologia Agricola da Embrapa Arroz e
Feijao, onde foi feito isolamento da bactéria.

O isolamento foi realizado segundo protocolo proposto por Romeiro
(2005). Ap6s 24 horas de incubacéo, colbnias amarelas tipicas do género
Xanthomonas foram purificadas em meio 523 (Kado & Heskett, 1970). Os
isolados foram preservados em papel filtro, em agua e congelamento a -80°C

para manutencdo da Colecao de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa
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Arroz e Feijao, e uma replicata de cada isolado foi mantida na colecdo de

trabalho.

Pigmentacdo da colbnia

Para verificar a producdo de pigmentacdo marrom em meio de cultura,
caracteristico da linhagem fuscans, foi realizado o cultivo dos isolados em meio
YDC (Schaad et al., 2001) e 523. As placas foram mantidas por 5 dias em
camara de crescimento B.O.D a 26°C para observacdo da coloracdo das
colénias. A coloracdo marrom esperada para a linhagem fuscans é em
decorréncia da secrecdo, acumulacdo e oxidacdo de acido homogentisico
(intermediario da via catabdlica da tirosina) que alteram a colora¢do do meio de

cultivo da bactéria (Goodwin & Sopher, 1994).

Teste de patogenicidade

Todos os isolados foram testados para patogenicidade na cultivar BRS
Artico, suscetivel ao crestamento bacteriano. Plantas com dez dias de idade
ap0s a semeadura, cultivadas em copos descartaveis com capacidade para
500 mL, em casa de vegetacao, foram submetidas a inoculacao utilizando-se o
método de incisdo das folhas (Rava et al.,1988). O método consiste em realizar
dois cortes perpendiculares a nervura central, sem atingi-la, distanciados
apenas dois centimetros um do outro, com auxilio de uma tesoura previamente

imersa na suspensao bacteriana, cuja concentracdo bacteriana foi ajustada

para 10’ UCF/mL (ODss =1,0). Para cada isolado nove plantas foram
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inoculadas. A severidade dos sintomas foi avaliada dez dias ap0s a inoculacéo,
por meio de uma escala de notas de 0 a 6 (Rava et al., 1988) atribuindo: nota 0
para auséncia de sintomas; nota 1 para pequenos amarelecimentos no corte;
nota 2 para o amarelecimento que se estende para a regido entre cortes; nota
3 para necrose leve na regido de corte; nota 4 para necrose na regiao de corte
e amarelecimento na regido entre os cortes; nota 5 para 0 mesmo aspecto
observado na nota anterior, mas com amarelecimento que se estende na
regido acima do corte superior e abaixo do corte inferior; e nota 6 para folha
completamente necrosada. Isolados considerados patogénicos foram aqueles

que receberam notas médias a partir de 2.

PCR-Multiplex especifica

Foi otimizado um protocolo de PCR-multiplex com os iniciadores
X4c/Xde, Xf1/Xf2, Am1F/Am1R e Am2F/Am2R (Tabela 1) para deteccéo
simultanea de X. phaseoli pv. phaseoli e X. citri pv. fuscans. A reacéo foi
preparada com o Kit de PCR multiplex (QIAGEN®) em volume final de 10 L
contendo: 5 pL da solugdo master mix; 1 yL de Q-solution; 1 yL do mix dos
iniciadores (10 uM); e 2 uL de lisado de células bacterianas apés fervura a
95°C por 5 min (10" ufc/ pL). Controles positivos [DNA de cultura de referéncia
BRM 25302 (Xpp) e BRM 25304 (Xcf)] e negativos (reacdo sem DNA, com
agua) foram incluidos em todos os ensaios. As reacdes foram submetidas ao
seguinte programa de amplificacdo: desnaturacado inicial a 94° C/15 min; 35
ciclos de desnaturacdo 94° C/30 seg; anelamento 65° C/45 seg; extensao 72°

C/90 segq; e extensao final 72° C/10 min.
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Produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, preparado em Tris base- acido borico -EDTA (TBE) 1 X e corado com

GelRed 2X por 30 min, para a visualizacao das bandas e fotodocumentacéao.

PCR especifica para o género Xanthomonas

A amplificacdo do gene gumD, parte do sistema de sintese da goma
xantana, foi realizada com os iniciadores X-gumD F7 e X-gumD R7 (Tabela 1),
descritos por Adriko et al. (2014). Para isto, realizou-se uma PCR duplex com
os iniciadores X4e/X4c (especificos para Xpp e Xcf) e X-gumD F7/D7, com
reacoes de amplificagdo em um volume total de 10 uL, contendo 1X de PCR
Buffer, 1,5 mM de MgCl,, 1X de Q-Solution, 200 uM de cada dNTP, 0,2 uM de
cada iniciador, 2,5 U de Taq DNA Polimerase (Qiagen®), 2 L de lisado de
células bacterianas (10’ ufc/mL). O programa utilizado para as amplificacées
constituiu-se de um ciclo de desnaturacao inicial a 95 °C/3 min; seguido de 30
ciclos a 95 °C/20 seg, 60 °C/15 seg e 72 °C/15 seg; e um ciclo de extenséo
final a 72 °C/3 min.

Produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, preparado em Tris base- acido borico -EDTA (TBE) 1 X e corado com

GelRed 2X por 30 min, para a visualizacao das bandas e fotodocumentacéao.

Inducdo de reacao de hipersensibilidade (HR) em tomateiro

Isolados coletados no estado de Goias (Tabela 3) em lavouras de feijao

que exibiram caracteristicas culturais semelhantes aquelas do género
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Xanthomonas, porém apresentaram resultados negativos para PCR especifica,
foram submetidos ao teste de infiltracdo em planta ndo hospedeira para
verificacdo da inducdo da reacdo de hipersensibilidade, como um método
adicional para confirmacédo da patogenicidade dos isolados.

Os testes de infiltracdo foram realizados em tomateiro (cv. Santa Clara)
com as folhas totalmente expandidas, usando-se suspensfes bacterianas
preparadas a partir de culturas puras com 48 h calibradas pela escala 7 de
McFarland (~10° ufc/mL). Uma seringa foi utilizada para infiltracdo da
suspensao nos espacos intercelulares da face abaxial das folhas. O mesmo
procedimento foi realizado com agua destilada (controle). As plantas foram
avaliadas de 24 h a 96 h apos a infiltracdo, observando-se o desenvolvimento

de necrose localizada e dessecamento.

Teste de patogenicidade dos isolados de Xanthomonas sp. em feijoeiro

Foram testados diferentes métodos de inoculacdo com o objetivo de
verificar a patogenicidade dos isolados semelhantes a Xanthomonas, que
apresentaram PCR negativo. Os métodos testados foram: (a) método padrao
da incisdo da folha com a tesoura; (b) método da tesoura modificado, em que
apos os cortes, as folhas foram imersas em suspensao bacteriana (10’ ufc/mL)
por 5 segundos; (c) perfuracdo com agulha contaminada com a bactéria (He &
Munkvold, 2012); (d) método da imersao do primeiro trifolio foliar (Grimault et
al., 2014); (e) aspersao das folhas com ferimentos e (f) aspersdo das folhas
sem ferimentos (Jacques et al., 2005).

Com o método de inoculacdo (c), uma agulha estéril contaminada com a

bactéria crescida por 48h foi inserida no né principal da planta em um angulo
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de 45° aproximadamente. Com o método (d), o trifélio foliar foi imerso em uma
suspensdo bacteriana a 10" ufc/mL por 30 segundos, e com os métodos (e) e
(f), as plantas foram inoculadas por aspersdo da suspensdo bacteriana a 10’
ufc/mL até o ponto de escorrimento. Para inducéo de ferimentos utilizou-se jato
de areia antes da aspersao da suspensao bacteriana.

Apoés as inoculacdes, as plantas foram mantidas em camara umida por
72 horas e depois mantidas durante todo o ensaio em casa de vegetacédo. Os
ensaios foram realizados sob duas condi¢cdes de umidade: umidade alta (100
%) e baixa (60 %), e temperatura média de 25 °C. Ensaios com 0 método mais
eficiente de inoculacéo foram realizados também a temperatura de 30 °C.

Para todos os ensaios, o aparecimento dos sintomas foi monitorado
diariamente. E aos 10 dias ap6s a inoculacdo folhas com sintomas foram

coletadas para reisolamento, a fim de concluir os postulados de Koch.

Andlise de sequéncias parciais dos genes gyrB e rpoD

A amplificacdo de sequéncias parciais dos genes housekeeping, gyrB e
rpoD (Tabela 1), foi realizada com o Kit de PCR multiplex (QIAGEN®) em
volume final de 30 pL, contendo: 15 uL da solugdo mastermix; 3 yL de Q-
solution; 0,25 uM de cada iniciador gyrB F/R e rpoD F/R, e 5 uL de lisado de
células de uma suspensdo (10’ ufc/mL) aquecida a 96 °C por 5 minutos. Os
produtos de PCR foram enviados para sequenciamento na Macrogen (Seul,
Coréia do Sul). Edicdo das sequéncias e geracdo das sequéncias consenso
foram realizadas com o software Geneiuos 11.0.4 (Kearse et al., 2012). As
sequencias obtidas foram alinhadas as sequéncias disponiveis de isolados

pertencentes as espécies X. phaseoli pv. phaseoli, CFBP 6164 (gyrB: HQ
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591248; rpoD: CP020967) e CFBP 6546 (gyrB: HQ591285; rpoD: HQ591333),
X. citri pv. fuscans NF2, CFBP 6990 (gyrB: HQ591301; rpoD:CP020983) e
CFBP 6991 (gyrB: HQ591302; rpoD: CP021015), X. citri pv. fuscans NF3,
CFBP 6996 (gyrB: HQ591306; rpoD: CP020989) e CFBP 6994 (gyrB:
HQ591305; rpoD: CP020987), X. cannabis pv. phaseoli, estirpe Nyagatare
(gyrB: JRQI01000041.1 rpoD: JRQI01000054.1). Como outgroup foi
selecionado o isolado LMG490 de Xanthomonas albilineans (gyrB:AB248383;
rpoD: AB248394). A partir do alinhamento mdultiplo das sequéncias foi
construida a arvore filogenética pelo método da maxima verossimilhanca
(Maximum Likelihood) baseado no modelo de Tamura e Nei (1993), com o
software MEGA 7 (Kumar et al., 1994). A robustez dos agrupamentos formados
foi estimada pelo mesmo programa por meio de andlise de “bootstrap” com

1.000 repeticdes.

Resultados

Identificacdo dos isolados

Foram obtidos 179 isolados que apresentaram caracteristicas culturais
semelhantes ao género Xanthomonas. A PCR multiplex permitiu discriminar
117 isolados nas espécies em funcdo dos fragmentos amplificados (Tabela 2).
Os isolados patogénicos pertencentes a linhagem genética fuscans,
pertencente a espécie X. citri pv. fuscans, apresentaram a amplificacdo
simultanea de quatro fragmentos, com os quatro pares de iniciadores, X4c/X4e
(730 pb), Xf1/Xf2 (450 pb), Am2F/R (394 pb) e Am1F/R (297 pb). Os isolados

pertencentes as demais linhagens genéticas (NF1, NF2 e NF3) apresentaram
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apenas trés fragmentos (Figura 1). Todos isolados pertencentes a Xcp e Xpp
foram patogénicos ao feijoeiro (cv. BRS Artico), e apresentaram amplificacéio
dos dois genes de viruléncia com os pares de iniciadores Am1 (xopL) e Am2
(avrBst).

A producdo de pigmentos de cor marrom nas colbnias € no meio
confirmou os resultados obtidos com a PCR Multiplex. Todos os isolados Xcf
(inhagem fuscans) apresentaram pigmentacdo marrom apos 5 dias de
crescimento, enquanto os demais isolados permaneceram com a pigmentacao
amarela. O cultivo em meio de cultura YDC também permitiu confirmar as
caracteristicas culturais das colbnias, que se apresentaram lisas, mucoides,
convexas e brilhantes, para todos os 179 isolados, congruentes com as
caracteristicas tipicas para o género Xanthomonas (Figura 2).

Em resumo, do total de 179 isolados caracterizados, 62 isolados foram
distribuidos entre as linhagens nédo fuscans (NF1, NF2 e NF3), 55 pertencem a
X. citri pv. fuscans (linhagem fuscans), e 62 pertencem a Xanthomonas, mas a
identificacdo ao nivel de espécies ndo foi possivel pelos protocolos de PCR
utilizados.

Na cultivar suscetivel BRS Artico, foi possivel comprovar a
patogenicidade de todos aqueles isolados identificados como X. phaseoli pv.
phaseoli e X. citri pv. fuscans (Tabela 2). Os demais isolados da colecdo (n=62)
que apresentaram resultado negativo para PCR multiplex, apresentaram notas
0 e 1 por meio do método padrdao de teste de patogenicidade e foram
submetidos a novos ensaios de patogenicidade com outros meétodos de

inoculacao.

Discriminacao das linhagens NF1, NF2 e NF3
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Todos isolados nédo fuscans (PCR negativa com o0s iniciadores
especificos Xf1/Xf2 para a linhagem fuscans, e auséncia de pigmento marrom
em meio de cultura) foram submetidos a reacdo de PCR para amplificacdo
parcial dos genes gyrB e rpoD. A amplificacdo gerou produtos de
aproximadamente 1050 pb para o gene gyrB e 1300 pb para o gene rpoD
(Figura 3), que foram submetidos ao sequenciamento. O comprimento das
sequéncias consenso geradas apos edicdo e alinhamento foi 944 pb e 807 pb,
para os genes gyrB e rpoD respectivamente.

As sequéncias obtidas dos isolados em estudo foram alinhadas as
sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank para cada linhagem genética
(NF1, NF2, NF3 e fuscans). O alinhamento consistiu das sequéncias de 62
isolados pertencentes as linhagens néo fuscans, dois pertencentes a linhagem
fuscans e dois isolados de referéncia, IBSBF 253 e IBSBF 1346. A arvore
gerada método da maxima verossimilhanca para as sequéncias concatenadas
mostrou valores de bootstraps consistentes, indicando um alto nivel de
confianga nos agrupamentos. Foi verificada a existéncia de quatro grupos
filogenéticos (Figura 4). Os trés primeiros grupos reiinem isolados pertencentes
a espécie X. citri pv. fuscans, sendo que no primeiro grupo foram reunidos 32
isolados com os isolados de referéncia (CFBP 6090 e CFBP 6091)
pertencentes a linhagem genética NF2. O segundo ramo agrupou 4 isolados
com os de referéncia (CFBP 6994 e CFBP 6996) pertencentes a linhagem
genética NF3. O terceiro reuniu os isolados da linhagem genética fuscans. Em
um clado separado foram agrupados 26 isolados da espécie X. phaseoli pv.

phaseoli linhagem genética NF1.
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As analises conjuntas das sequéncias concatenadas dos dois genes
(1.746 pb) revelaram valores de identidade entre 99,4%-100% dentro de cada
linhagem genética, valores entre 99,0 %- 99,2 % entre as linhagens genéticas
da mesma espécie (NF2, NF3 e fuscans), e o valor minimo de 95% entre as

duas espécies (X. citri pv. fuscans e X. phaseoli pv. phaseoli).

PCR para o género Xanthomonas

Os isolados cujo DNA néo pode ser amplificado com nenhum dos quatro
pares de iniciadores usados na PCR multiplex foram submetidos a PCR
especifica para o género Xanthomonas, para confirmacdo da identificacdo
(Tabela 3). Todos os 62 isolados foram positivos para amplificacdo de um
fragmento de 402 pb referente ao gene gumD, que € responsavel pela
producdo de goma xantana, uma caracteristica presente na maioria das

espécies do género (Figura 5).

Inducéo de reacdo de hipersensibilidade (HR) em tomateiro

Todos isolados obtidos a partir de plantas de feijoeiro com sintomas de
CBC, que nao foram identificados como Xpp ou Xcf, incitaram HR tomate entre
24- 48 horas ap0s infiltracdo (Figura 6), confirmando a natureza patogénica dos
isolados. Simultaneamente, os isolados foram testados na planta hospedeira

de origem.

Teste de patogenicidade dos isolados de Xanthomonas sp. em feijoeiro
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A relacdo dos isolados e métodos de inoculacdo testados para essa
espécie de Xanthomonas estéo listados nas Tabela 4 e 5.

Do total de 62 isolados identificados como pertencentes ao género
Xanthomonas por amplificacdo do gene gumD e cuja patogenicidade foi
verificada pela reacéo de hipersensibilidade positiva em tomateiro, 20 isolados
foram selecionados e caracterizados quanto a patogenicidade em feijoeiro.
Inicialmente foi testado o método padréo (a), no entanto, nenhum dos isolados
de Xanthomonas sp. induziram sintomas na cultivar suscetivel BRS Artico
(Figura 7). Em funcao desse resultado, outros métodos foram testados para a
comprovacao da patogenicidade dos isolados (Tabela 4).

Dos outros cinco métodos testados, nenhum sintoma foi observado com
0os métodos (c) e (d). Os demais métodos testados mostraram melhores
resultados, com a ocorréncia de sintomas para alguns isolados. Porém os mais
promissores foram (e) e (f) em condicdes de elevada umidade (100% U). Nas
plantas que foram mantidas sob umidade mais baixa (60%U), os sintomas
iniciaram como manchas brancas nos trifélios, mas sem evolucdo. No
momento em que as plantas foram mantidas sob alta umidade e 25°C, foram
verificados sintomas semelhantes ao CBC, com lesdes arredondadas de bordo
amarelado esparsas pelo limbo foliar. Contudo, este resultado ndo foi
constatado para todos isolados inoculados.

Com os métodos (e) e (f), as plantas foram mantidas sob temperaturas
elevadas (28-30°C) além da alta umidade (100%), e todos os isolados testados
causaram sintomas na cultivar suscetivel (Tabela 5). Aléem dos sintomas tipicos
de doenca, também observou-se sintomas atipicos, como manchas brancas

pelo limbo foliar dos trifélios, encarquilhamento dos trifolios e seca das pontas
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dos ramos (Figura 8). Para todos os tipos de sintoma observados, a bactéria foi

reisolada e confirmada a presenca do gene gumbD por PCR.

Filogenia dos isolados de Xanthomonas sp. baseada nas sequéncias dos

genes qyrB e rpoD

A analise filogenética para os genes gyrB e rpoD mostrou que os
isolados de Xanthomonas sp. coletados no estado de Goias, Brasil, sédo
filogeneticamente relacionados ao isolado de referéncia (estirpe Nyagatare) da
espécie Xanthomonas cannabis pv. phaseoli (Figura 9). As analises conjuntas
das sequéncias dos dois genes (1.862 pb) revelaram valores de identidade
entre 98,3%-100% entre os isolados em estudo e o isolado de referéncia da
espécie X. cannabis pv. phaseoli. Os valores de identidade genética entre os
isolados da colecéo e os isolados de referéncia dos outros agentes causais do
CBC (X. citri pv. fuscans e X. phaseoli pv. phaseoli) foram entre 90 - 91%,
mostrando maior distancia genética entre essas espécies e a nova espeécie

detectada no Brasil.

Discussao

As técnicas moleculares constituem uma ferramenta que podem auxiliar
na deteccao e identificacdo de microrganismos de forma rapida e segura. Audy
et al. (1994) desenvolveram o conjunto de iniciadores X4c/X4e que apresenta
especificidade para ambos os agentes causais do CBC, X. citri pv. fuscans e X.
phaseoli pv. phaseoli. Toth et al. (1998) desenvolveram o0 conjunto de
iniciadores Xf1/Xf2 que apresentam especificidade apenas para a linhagem
fuscans. O presente trabalho demonstrou a utilizagdo combinada desses
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iniciadores com os iniciadores Am1 F/R e Am2 F/R (Boureau et al. 2013), que
amplificam sequéncias de efetores importantes para a viruléncia dessas
espécies.

Halfeld-Vieira et al. (2001) demonstraram a ocorréncia de falsos
negativos usando os iniciadores X4c/X4e em uma colecdo de isolados
brasileiros. Essa é uma limitacdo desses iniciadores, e por isso, a presenca
simultdinea no gel dos fragmentos referentes aos genes de viruléncia,
juntamente com o fragmento referente aos iniciadores X4c/X4e reduz os riscos
de falsos positivos na deteccéo das bactérias causadoras de CBC em amostras
(Boureau et al. 2013). No presente trabalho, foram acrescentados a reacao
multiplex os iniciadores especificos para a linhagem fuscans Xf1/Xf2, com
objetivo de deteccéo e identificacdo, em uma Unica etapa, dos dois agentes
causais do CBC, conferindo agilidade ao diagnéstico. Foi possivel separar com
clareza em gel de agarose a 1,5% os quatro fragmentos de DNA para o0s
isolados da linhagem fuscans, contra trés fragmentos para aqueles isolados
pertencentes as linhagens nao fuscans.

A PCR multiplex também tem sido usada para deteccdo de outros
complexos de patdégenos bacterianos como, por exemplo, aqueles envolvidos
na mancha bacteriana do tomate (Araujo et al., 2012), mancha foliar e podriddo
negra das brassicas (Berg et al., 2006), ou ainda para diferentes patégenos
relacionados as sementes do tomate (Ozdemir, 2009).

Tendo em vista que a PCR multiplex néo diferencia as linhagens néo
fuscans, a MLSA com base nos genes housekeeping gyrB e rpoD foi a
ferramenta utilizada para discriminar os isolados, entre as linhagens NF1, NF2

e NF3. A MLSA é um método robusto para a diferenciagdo de Xanthomonas
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sp. (Young et al.,, 2008), pois possui alta correlacdo com o0s agrupamentos
gerados pela reassociacdo de DNA-DNA (Vauterin et al.,, 1995), AFLP
(Rademaker et al., 2000) e rep-PCR (Rademaker et al., 2005) e pode, portanto,
oferecer um método refinado para diferenciagdo de espécies. Os genes gyrB
(Parkinson et al., 2007, Parkinson et al., 2009) e rpoD (Ferreira-Tonin et al.,
2012) sao frequentemente usados como marcadores moleculares para
identificacdo, diferenciacdo e analises filogenéticas de algumas espécies de
bactérias do género Xanthomonas.

De acordo com a analise filogenética simultdneas dos genes gyrB e
rpoD da colecdo de isolados brasileiros estudada, observou-se que esta é
altamente diversa, sendo composta de todas as linhagens genéticas descritas
para as espécies X. citri pv. fuscans e X. phaseoli pv. phaseoli. Embora em
muitos trabalhos (Young et al., 2008, Ah-You et al., 2009, Rodriguez et al,
2012, Constantin et al., 2016 ) um namero maior de genes housekeeping tenha
sido usado para inferir relagbes taxondmicas em Xanthomonas, € nos grupos
polifiléticos como o patovar phaseoli, foi possivel diferenciar as linhagens
genéticas usando apenas 0s genes rpoD e gyrB. Parkinson et al. (2007),
afirmam que as sequéncias parciais do gene gyrB sao suficientemente distintas
para a discriminacdo da maioria das espécies de Xanthomonas.

Apbs a discriminacdo dos isolados Xpp e Xcf nas quatro linhagens
genéticas, foi possivel observar que a linhagem fuscans é predominante,
representando 47% da colecdo (55/117). Embora haja essa predominancia
sobre as demais linhagens (NF1, NF2 e NF3), ndo é possivel afirmar que esta
€ a linhagem prevalente nas regides, pois as coletas nao foram homogéneas

entre as regides produtoras e nem todas as regibes produtoras foram
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amostradas. A prevaléncia dessa linhagem ocorre na Africa (Mkandawire et al.,
2004, Opio et al., 1996), onde a doenca também apresenta grande importancia
para o cultivo de feijoeiro. Conhecer a prevaléncia de uma espécie, ou
linhagem genética de um patégeno em uma regido € importante para a selecao
apropriada de isolados a serem testados nos programas de melhoramento
geneético para a resisténcia (Mkandawire et al., 2004)

Ainda que, ndo seja possivel concluir sobre a linhagem genética
prevalente nas regides, nota-se que a linhagem fuscans esta presente em
todas as regides amostradas no trabalho. Isso talvez seja devido ao fato desta
linhagem ser mais virulenta (Opio et al., 1996, Ekpo & Saettler, 1976) que as
demais, conferindo maior vantagem competitiva.

Foi observada uma tendéncia de algumas linhagens se agruparem por
regido. Para a linhagem NF2, a maioria dos isolados (30) foram coletados em
Santo Antbnio de Goias, e todos os isolados NF3, em Cristalina-GO.
Provavelmente, esse agrupamento por regido é devido a mesma origem de
sementes contaminadas, uma vez que, os isolados NF3 sdo procedentes de
uma unica cultivar (BRS Esplendor), e os isolados NF2 sdo provenientes de
apenas quatro cultivares (BRS Esplendor, BRS Executivo, BRS Estilo e BRS
Embaixador). Contudo, para determinar a associacdo de algumas linhagens
com regibes geograficas, € necessaria uma amostragem mais completa e
equilibrada entre regides.

O presente trabalho também relata a ocorréncia de uma nova espécie
relacionada ao CBC no Brasil, Xanthomonas cannabis pv. phaseoli. As anélises
conjuntas das sequéncias dos dois genes revelaram valores de identidade

entre 98,3%-100% entre os isolados em estudo e o isolado de referéncia da

45



espécie X. cannabis pv. phaseoli (Xcp). A similaridade acima de 98,3%
confirma a classificacdo dos isolados dentro da espécie. De acordo com Young
et al. (2008), valores de similaridade acima de 96% indicam classificacdo
dentro da mesma espécie.

O primeiro relato da bactéria foi no ano de 2013 na provincia de
Nyagatare em Ruanda na Africa, causando severos danos as lavouras de feijao
da regido, trazendo preocupacdo aos agricultores em relacdo a disseminacao
do novo patdgeno (Aritua et al., 2015). No Brasil, os isolados de Xcp foram
obtidos no ano de 2014 na safra das aguas, em uma lavoura localizada no
municipio de Agua Fria de Goias. Porém, é possivel que o patogeno ja esteja
distribuido por todas as regides produtoras do pais e que tenha sido ao longo
dos anos confundido com Xpp e Xcf, ou ainda com outros fitopatdgenos, pela
capacidade de induzir sintomas néo tipicos, como encarquilhamento das
folhas, seca da ponta dos ramos e manchas brancas. Adicionalmente, o
método de PCR usado com frequéncia para identificar as bactérias do CBC
(Xpp e Xcf) ndo é aplicavel a essa bactéria, o que pode ter levado, por muito
tempo, a possiveis ocorréncias de Xcp terem sido descartadas pelo PCR
negativo. Sugere-se, portanto, que a PCR multiplex seja combinada ao teste de
patogenicidade aplicavel a esta espécie, até que se tenha um método rapido de
deteccao de Xcp.

Foi demonstrado que as condicdes climaticas sdo um fator limitante para
a multiplicagdo de Xcp no feijoeiro, sendo essencial a ocorréncia de altas
temperaturas (30°C). Assim como a temperatura, a umidade também se torna
um fator fundamental para o estabelecimento da espécie, seja limitando sua

capacidade de causar doenca a temperatura e umidade mais baixas, seja pela
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aceleracdo de seu crescimento a maiores temperaturas e umidade. De acordo
com Duveliller et al. (1997), a umidade contribui para a colonizacédo e invaséo
do tecido foliar pela bactéria, e ainda facilita a dispersdo e aumento no nimero
de lesoes.

Por fim, os resultados deste capitulo mostram que a PCR multiplex
apresenta-se como uma técnica pratica de deteccao e identificacdo simultanea
de Xpp e Xcf, que pode ser aplicada na diagnose de amostras vindas do
campo. As analises filogenéticas dos isolados revelaram que o crestamento
bacteriano comum no Brasil € causado por um complexo de pelo menos trés
patdogenos. Deve-se ressaltar, contudo, a necessidade de coletas mais
abrangentes em todas as areas produtoras de feijdo, para conclusées mais
robustas sobre a prevaléncia das linhagens genéticas e da ocorréncia e
distribuicdo no pais da nova espécie de Xanthomonas patogénica ao feijoeiro

comum.
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados neste trabalho

Iniciadores Sequéncia Referéncia
X4c 5- GGC AAC ACC CGA TCC CTA AAC AGG- 3’
Audy et al., 1994
Xde 5'- CGC CGG AAG CAC GAT CCT CGA AG- 3’
Xf1 5 -ACG CAA GAC CCATCG TCATTC - 3’
Toth et al., 1998
Xf2 5 - ATG GCT CAA GGA AAA ACT TTC AGG -3’
Am1F 5'-CCA TGC TGA GCA CGG TCA TT-3'
Boureau et al., 2013
AmiR 5'-CGC CTT CCA GTT GCT GAC AT-3'
Am2F 5-ACG AGC CCT TCC CAA ACT AGC-3'
Boureau et al., 2013
Am2R 5-TAC CAA CAT CGT ACG CTT CCC-3'
gyrB-F 5- TGC GCG GCA AGA TCC TCA AC-3' e e
gyrB-R  5- GCG TTG TCC TCG ATG AAG TC-3' 2013
rpoD-F 5- ATG GCC AAC GAA CGT CCT GC-3' Mhedbi-Hajri et al.,
rpoD-R 5~ AAC TTG TAA CCG CGA CGG TAT TCG-3’ 2013
X-Gum D F7 5- GGC CGC GAG TTC TAC ATG TTC AA3'

X-GumD R7 5'-CAC GAT GAT GCG GAT ATC CAG CCA CAA-3'

Adriko et al., 2014
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Tabela 2. Identificagdo, procedéncia, ano de coleta, cultivar de origem, identificacdo molecular, determinacdo da espécie e
linhagem genética de isolados de Xanthomonas do feijoeiro no Brasil

Patogenicidade

Identificag&o Procedéncia Ano Cultivar de PCR Multiplex (Nota®) Espécie Linhagem
Origem X4c/X4e XfLXf2 Amle Am2  BRS Artico genetica

IBSBF 1346 Brasil 1998 nit + + + 3 X. citri. pv. fuscans  Fuscans
IBSBF 253 Brasil 1975 Ni + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25304 Ponta Grossa-PR 2007 P.216 T 46 + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25351 Ponta Grossa-PR 2011 Diamante Negro + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25352 Ponta Grossa-PR 2011 CNFC 10429 + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25353 Ponta Grossa-PR 2011 CNFC 11985 + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25354 Ponta Grossa-PR 2011 CNFC 11994 + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25355 Ponta Grossa-PR 2011 BRS Supremo + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25356 Ponta Grossa-PR 2011 CNFP 11976 + + + 5 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 48910 Ponta Grossa-PR 2016 BRS Supremo + + + 5 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25308 Castro-PR 2007 IAC 81 + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25357 Castro-PR 2011 Valente + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25359 Castro-PR 2011 Vereda + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25350 Araucaria-PR 2011 CNFC 11959 + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25347  Candido de Abreu-RS 2010 IPR Colibri + + + 5 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25348  Céandido de Abreu-RS 2010 IPR Colibri + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25346 Caralzinho-RS 2010 Criolo + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25343 Floriano Peixoto-RS 2010 Cavalinho + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 25334 Angatuba-SP 2009 CNFP 11979 + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 48916 Ribeirdo Preto-SP 2015 ni + + + 5 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 48917 Ribeirdo Preto-SP 2015 ni + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 48911 Carceres — MT 2016 Pérola + + + 6 X. c. pv. fuscans Fuscans
BRM 48919 Guaxupé-MG 1995 ni + + + 4 X. c. pv. fuscans Fuscans
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Continuacao Tabela 2

BRM 48921
BRM 48920
BRM 48915
BRM 48918
BRM 48912
BRM 48913
BRM 25315
BRM 25316
BRM 25349
BRM 32181
BRM 25310
BRM 27255
BRM 27257
BRM 48922
BRM 48923
BRM 48924
BRM 48925
BRM 48926
BRM 48939
BRM 48940
BRM 48941
BRM 48927
BRM 48928
BRM 48929
BRM 48930
BRM 48931
BRM 48932
BRM 48933

Lavras-MG
Lavras- MG
Lavras- MG
Lavras- MG
Uberlandia-MG
Uberlandia-MG
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Anéapolis-GO
Anapolis-GO
Nova Veneza-GO
Agua Fria de Goias
Agua Fria de Goias
Agua Fria de Goias
Agua Fria de Goias
Agua Fria de Goias
Agua Fria de Goias
Agua Fria de Goias
Agua Fria de Goias
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF

1995
1995
2016
2016
2016
2016
2007
2007
2010
2014
2007
2011
2011
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

ni
ni
ni
ni
ni
ni
CNFC 10444
Uirapuru
ni

BRS Esplendor

CVD 5070

CNFC 0011008

ni
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Pérola

BRS Ametista

BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo

+ 4+ + + + + + F F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + ++ o+ 4+

+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+

+ 4+ 4+ 4+ + + 4+ A+ o+ A+ o+ A+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + o+
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O 0O OO0 O000000000000000000000 o0

. pVv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
. pv.

fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans
fuscans

Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
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BRM 48934
BRM 48935
BRM 48936
BRM 48937
BRM 48938
BRM 48914
BRM 32182
BRM 32183
BRM 32185
BRM 32186
BRM 32192
BRM 32193
BRM 32194
BRM 32196
BRM 32197
BRM 32198
BRM 32199
BRM 32200
BRM 32201
BRM 32202
BRM 32203
BRM 32204
BRM 32207
BRM 32208
BRM 32209
BRM 32210
BRM 32211
BRM 32212

Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Brasilia-DF
Cristalina-GO
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias
Santo Anténio de Goias

2014
2014
2014
2014
2014
2016
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Esplendor
BRS Esplendor
BRS Esplendor
BRS Esplendor
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Estilo
BRS Embaixador
BRS Embaixador
BRS Embaixador
BRS Embaixador
BRS Embaixador
BRS Embaixador
BRS Embaixador
BRS Executivo
BRS Executivo
BRS Executivo
BRS Executivo
BRS Executivo
BRS Executivo

+ 4+ + + + + + F F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + ++ o+ 4+

+ + + + + +

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

AW AP pbpoogoapdboabsbooopsoobs~ o~ o0 »~MDOOG

OO0 0000000000000 00000000000o0o0

. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans
. fuscans

Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
Fuscans
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
NF2
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BRM 32214  Santo Antonio de Goids 2014 BRS Esplendor + - + 6 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 32215 Santo Antdnio de Goias 2014 BRS Esplendor + - + 3 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 32216 Santo Antonio de Goids 2014 BRS Esplendor + - + 4 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 32217 Santo Antdnio de Goias 2014 BRS Esplendor + - + 4 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 32218 Santo Antonio de Goids 2014 BRS Esplendor + - + 3 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 32219 Santo Antdnio de Goias 2014 BRS Esplendor + - + 3 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 32220 Santo Antonio de Goids 2014 Waf 75 + - + 5 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 32224  Santo Antbnio de Goias 2014 Waf 75 + - + 4 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 48906 Brasilia-DF 2014 BRS Estilo + - + 3 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 48898 Cérceres — MT 2016 Pérola + - + 4 X. c. pv. fuscans NF2
BRM 48899 Cristalina-GO 2016 BRS Esplendor + - + 4 X. c. pv. fuscans NF3
BRM 48900 Cristalina-GO 2016  BRS Esplendor + - + 4 X. c. pv. fuscans NF3
BRM 48901 Cristalina-GO 2016 BRS Esplendor + - + 5 X. c. pv. fuscans NF3
BRM 48902 Cristalina-GO 2016 BRS Esplendor + - + 6 X. c. pv. fuscans NF3
BRM 25297  Prudentépolis- PR 2007 Tijuco ¥ i + 6 X pg‘ﬁ;:g'l'i pv. NF1
BRM 25300 Ponta Grossa-PR 2007 IAPAR 81 + - + 4 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25301 Ponta Grossa-PR 2007 CNFC 10429 + - + 6 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25302 Ponta Grossa-PR 2007 Uirapuru + - + 5 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25303 Ponta Grossa-PR 2007 BRS Grafite + - + 4 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25305 Ponta Grossa-PR 2007 P 2635 + - + 5 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25306 Ponta Grossa-PR 2007 CNFC 1044 + - + 6 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25307 Ponta Grossa-PR 2007 IAPAR 81 + - + 6 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25314 Ponta Grossa-PR 2007 ni + - + 6 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25321 Guarapuava-PR 2008 CHINOOK + - + 6 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25322 Realeza-PR 2008 Rio Negro + - + 3 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25311 Passo Fundo-RS 2007 Uirapuru + - + 4 X. p. pv. phaseoli NF1
BRM 25313 Passo Fundo-RS 2007 CNFC 0794 + - + 5 X. p. pv. phaseoli NF1
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BRM 25319
BRM 25320
BRM 25342
BRM 25344
BRM 25345
BRM 25333
BRM 25336
BRM 25337
BRM 48904
BRM 25326
BRM 25328
BRM 25329
BRM 25331

Vacaria-RS
Vacaria-RS
Floriano Peixoto-RS
Séo Valentim-RS
Nonai-RS
Angatuba-SP
Paranapanema-SP
Buri-SP
Lavras- MG
Anapolis-GO
Rio Verde-GO
Inhumas-GO
Inhumas-GO

2008
2008
2010
2010
2010
2009
2009
2009
2016
2008
2008
2009
2009

CNFC 10793
BRS Cometa
Chumbinho
Criolo
Criolo
BRS Supremo
Pérola
Pérola
ni
ni
BRS Supremo
ni
CNFC 10729

+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + o+ o+

+ + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + 4

W~ OO P~ BADNOOWWPAMOIOO

T T TT T T T T T T T TD

pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.
pv.

phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli
phaseoli

NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1
NF1

Thao informado

?média das notas obtidas de 9 plantas inoculadas por incis3o foliar com tesoura, segundo avaliagio com escala diagramatica de Rava et al., (1988).
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Tabela 3. Caracterizacdo dos isolados de Xanthomonas cannabis pv. phaseoli,
coletados de plantas de feijoeiro comum no ano de 2014 em Agua Fria de
Goias, GO

Isolado Cultivar de PCR HR PCR Patogenicidade?
Origem Multiplex= Tomateiro gumD
BRM 48942 BRS Estilo - + + +
BRM 48943 BRS Estilo - + + +
BRM 48944 BRS Estilo - + + +
BRM 48945 BRS Estilo - + + +
BRM 48946 BRS Estilo - + + +
BRM 48947 BRS Estilo - + + +
BRM 48948 BRS Estilo - + + +
BRM 48949 BRS Estilo - + + +
BRM 48950 BRS Estilo - + + +
BRM 48951 BRS Estilo - + + +
BRM 48952 BRS Estilo - + + +
BRM 48953 BRS Pérola - + + +
BRM 48954 BRS Pérola - + + +
BRM 48955 BRS Pérola - + + +
BRM 48956 BRS Pérola - + + +
BRM 48957 BRS Pérola - + + +
BRM 48958 BRS Pérola - + + +
BRM 48959 BRS Pérola - + + +
BRM 48960 BRS Ametista - + + +
BRM 48961 BRS Pérola - + + +

! PCR multiplex especifica com os iniciadores X4c/X4e, Xf1/Xf2, Am2 F/R e Am1 F/R
% Sintomas observados em plantas da cultivar BRS Artico inoculadas pelo método aspersdo

sem ferimento e avaliadas 10 dias ap0s a inoculagdo. Patogenicidade comprovada pelo
reisolamento da bactéria.

54



Tabela 4. Relacdo dos tipos de sintomas observados nas plantas de feijoeiro da cultivar BRS Artico inoculadas com isolados de
Xanthomonas cannabis pv. phaseoli sob diferentes métodos de inoculagéo e submetidos a duas condi¢cdes ambientais diferentes

T média 25°C; U média 60% T média 25 °C; U 100%

Isolados Tesoura Asf[;?{;aec;]foem Tesoura Asfpe(:ir;ae?usoem Aspersdo com ferimento
BRM 48942 _2 Murcha! Mancha branca Mancha amarela Mancha branca/mancha amarela
BRM 48943 - Mancha branca Mancha amarela - -

BRM 48944 - Mancha branca Mancha amarela Manchas brancas Mancha branca/mancha amarela
BRM 48945 - Mancha branca - Mancha amarela Mancha branca/mancha amarela
BRM 48946 - Mancha branca - - -
BRM 48947 - Encarquilhamento Mancha branca/mancha amarela - Mancha branca/mancha amarela
BRM 48948 - Encarg./Mancha branca Mancha amarela Mancha amarela Mancha branca/mancha amarela
BRM 48949 - Encarg./Mancha branca Mancha amarela Mancha amarela Mancha branca/mancha amarela
BRM 48950  Mancha branca Mancha branca - - -
BRM 48951 Mancha branca Murcha Mancha amarela - Mancha branca/mancha amarela
BRM 48952 - Mancha branca - - Mancha branca/mancha amarela
BRM 48953 Mancha branca Mancha branca Mancha amarela - Mancha branca/mancha amarela
BRM 48954 - Mancha branca - - -
BRM 48955 - Mancha branca - - -
BRM 48956 - Mancha branca Mancha amarela Mancha amarela Mancha branca/mancha amarela
BRM 48957 - Mancha branca - - -
BRM 48958 - Encarg./Mancha branca - - -
BRM 48959 - Mancha branca Mancha amarela Murcha Mancha branca/mancha amarela
BRM 48960  Mancha branca - Mancha amarela - Mancha branca/mancha amarela
BRM 48961 - Mancha branca Mancha amarela - Mancha branca/mancha amarela

T - - L - - - - .
Foram considerados apenas os sintomas dos quais foi possivel reisolar a bactéria. 2 (-), auséncia de sintomas.
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Tabela 5. Tipos de sintomas observados em plantas de feijoeiro da cultivar
BRS Artico inoculadas com os isolados de Xanthomonas cannabis pv. phaseoli,
pelo método de aspersdo sem ferimento sob temperatura de 28-30°C e 100%
de umidade

Isolados Manchas amarelas*

Outros tipos de sintomas*

BRM 48942 + Encarquilhamento/seca da ponta dos ramos
BRM 48943 + Seca da ponta dos ramos

BRM 48944 + Encarquilhamento

BRM 48945 + Encarg./Seca da ponta dos ramos/mancha branca
BRM 48946 + Encarqg./Seca da ponta dos ramos

BRM 48947 + Encarg./Seca da ponta dos ramos/mancha branca
BRM 48948 + Encarqg./Seca da ponta dos ramos

BRM 48949 + Encarg./Seca da ponta dos ramos/mancha branca
BRM 48950 + nao identificado

BRM 48951 + nao identificado

BRM 48952 + nao identificado

BRM 48953 + Seca da ponta dos ramos

BRM 48954 + nao identificado

BRM 48955 + Encarquilhamento/seca da ponta dos ramos
BRM 48956 + nao identificado

BRM 48957 + Seca da ponta dos ramos

BRM 48958 + Encaquilhamento

BRM 48959 + nao identificado

BRM 48960 + Encarquilhamento/seca da ponta dos ramos
BRM 48961 + Encarg./Seca da ponta dos ramos/mancha branca

! Foi reisolada a bactéria para todos os isolados e sintomas encontrados.
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Figura 1. Produtos da PCR multiplex separados por eletroforese em gel de
agarose (1,5%) obtidos com os isolados de Xanthomonas do feijoeiro. Colunas
1 e 6: X. phaseoli pv. phaseoli; Colunas 2-5 e 7-17: X. citri pv. fuscans; Coluna
18: Controle negativo (dgua). O tamanho dos fragmentos corresponde aos
amplicons obtidos com os pares de iniciadores X4c/X4e (730 pb), X1/Xf2 (450
pb), AM2F/R (394 pb) e Am1F/R (257 pb).
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Figura 2. Pigmentacao produzida por isolados da linhagem genética fuscans de

Xanthomonas citri pv. fuscans (a esquerda) comparada com a uma linhagem
ndo fuscans de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli. A: Coloracdo das coldnias
apos 3 dias de crescimento em meio de cultura YDC a 28 °C. B: Coloracédo das
coldnias apods 5 dias de crescimento em meio de cultura YDC a 28 °C.

58



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19

RIRIRLGI TR .

1300pb __ e b (st b (o () o e oy Lo ] e
1050ph —> o -t el v

Figura 3. Produtos da amplificacédo parcial dos genes housekeeping gyrB e
rpoD dos isolados de Xanthomonas do feijoeiro, separados por eletroforese em
gel de agarose (1,5%). M: marcador molecular de 100 pb (Ludwig®); Colunas 1
a 6: fragmentos gerados para o gene gyrB (1050 pb) ; Colunas 7-19:

fragmentos gerados para o gene rpoD (1300 pb);
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BRM 32194

MF1

Figura 4. Arvore filogenética gerado pelo método da méaxima verossimilhanca, a
partir do concatenamento das sequéncias dos genes gyrB e rpoD (1.746 pb) de
isolados de Xanthomonas patogénicos ao feijoeiro comum. A confiangca nos
nos foi testada com 1000 repeticdes pela analise de bootstrap. A identificacdo
NF1, corresponde a linhagem genética ndo fuscans 1 (X. phaseoli pv.
phaseoli), NF2, corresponde a linhagem genética nédo fuscans 2 (X. citri pv
fuscans) e NF3, corresponde a linhagem genética ndo fuscans 3 (X. citri pv.

fuscans).
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Figura 5. Produtos da PCR duplex separados por eletroforese em gel de
agarose (1,5%) obtidos com os isolados de Xanthomonas cannabis pv.
phaseoli. Colunas 1: X. phaseoli pv. phaseoli; Colunas 2 - 9: Xanthomonas sp;
Coluna 10: branco. O tamanho dos fragmentos corresponde aos iniciadores
X4c/X4e (730 pb) e X-gumD F7/R7 (402 pb).
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Figura 6. Reacdo de hipersensibilidade induzida em tomate cv. Santa Clara,
observada apds 24 horas de infiltracdo. A: Controle positivo que corresponde a

um isolado X. phaseoli pv. phaseoli (BRM 48904). B: Isolado de Xanthomonas
cannabis pv. phaseoli (BRM 48956).
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Figura 7. Sintomas observados em plantas de feijoeiro da cultivar BRS Artico

10 dias apo6s a inoculacdo via método de incisdo foliar com tesoura dos
isolados. A: BRM 48948 (Xanthomonas cannabis pv. phaseoli.); B: BRM 25305
(X. phaseoli pv. phaseoli); C: BRM 25308 (X. citri pv. fuscans — Linhagem

fuscans).
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Figura 8. Sintomas observados em feijoeiro cultivar BRS Artico ap6s 10 dias da
inoculacdo com isolados de Xanthomonas cannabis pv. phaseoli. A: Manchas
com bordo amarelado. B: Morte do apice dos trifolios. C: Encarquilhamento do

trifélio. D: Pintas brancas espalhadas pelo limbo do trifélio.
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Figura 9. Arvore filogenética gerada com o método da maxima verossimilhanca,

a partir do concatenamento das sequéncias dos genes gyrB e rpoD (1.862 pb)

dos isolados de Xanthomonas cannabis pv. phaseoli. A confianga nos nés foi

testada pela anélise de bootstrap com 1000 repeti¢des.
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Capitulo-2

Perfis de viruléncia e diversidade de efetores tipo Il em
Xanthomonas citri pv. fuscans e Xanthomonas phaseoli pv.

phaseoli



Resumo

O sistema de secrecdao tipo Il (T3SS) € essencial para a patogenicidade em
Xanthomonas, e funciona como uma “seringa molecular” que transporta
proteinas diretamente dentro da célula da hospedeira. A delecdo de um efetor
pode apenas diminuir ou mesmo nao alterar a viruléncia do patdégeno, devido
ao repertoério de efetores secretados pelo patégeno com funcdes semelhantes.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade de 15 efetores T3
em isolados brasileiros de X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp), X. citri pv. fuscans
(Xcf) e X. cannabis pv. phaseoli (Xcp), e determinar sua relacdo com a
viruléncia em cultivares de feijoeiro com niveis variados de resisténcia ao
crestamento bacteriano comum (CBC). Foram utilizados 62 isolados
representando as trés espécies. Com base no repertério de efetores,
determinado pela presenca/auséncia dos amplicons via PCR, um representante
de cada grupo foi submetido ao ensaio de viruléncia em 15 cultivares de
feijoeiro. Seis diferentes repertorios de efetores foram detectados entre os 62
isolados. Os genes xopL, avrBst, avrXccEl e avrXacE1l estavam presentes em
todos os isolados das espécies Xpp e Xcf, enquanto xopX, avrXacE2, xopC,
avrBs2 mostraram-se variaveis. Para os isolados de X. cannabis pv. phaseoli,
observou-se a presenca de apenas cinco T3Es. Uma relacao entre linhagem
genética e viruléncia nas diferentes cultivares, ficou evidente no ensaio. A
linhagem fuscans, com todos os isolados testados apresentando o mesmo
repertério de efetores, foi a mais virulenta, seguida da linhagem NF1 e depois a
NF2. O grau de resisténcia varia de acordo com o genétipo analisado,

sugerindo a existéncia de uma estrutura racial entre os isolados.

Palavras-chave: repertorio de efetores, resisténcia genética, Phaseolus vulgaris
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Introducao

Os patogenos foliares de plantas como Xanthomonas spp., colonizem as
superficies das folhas epifiticamente antes de invadirem o espaco intercelular e
provocarem o0s sintomas caracteristicos da doenca. As aberturas naturais, tais
como estdmatos e hidatédios, ou ferimentos, sevem como porta de entrada do
patdgeno na hospedeira, que invadem e se multiplicam nos espacos
intercelulares do tecido vegetal e / ou no xilema (Kay & Bonas, 2009).

Para se estabelecerem com sucesso em plantas hospedeiras, as
bactérias fitopatogénicas devem aderir a superficie da hospedeira, invadir o
espaco intercelular do tecido, adquirir nutrientes e neutralizar as respostas de
defesa das plantas. Para que a infeccdo na planta seja bem sucedida, a
bactéria depende de um sistema de secre¢do que secreta proteinas no meio
extracelular ou transportam as proteinas diretamente para o citossol da célula
hospedeira (Buttner & Bonas, 2010).

Véarios patégenos usam uma combinacdo de diferentes sistemas de
secrecdo de proteinas para garantir multiplicacdo bacteriana eficiente e
estabelecimento da doenca. Xanthomonas spp. possuem pelo menos seis tipos
de sistema de secrecdo de proteinas, do tipo | ao tipo VI, que diferem
significativamente na sua composicdo e funcdo, e no reconhecimento de
substratos de secrecdo (Gerlach & Hensel, 2007). O sistema de secrecao tipo
Il (T3SS), essencial para a patogenicidade em Xanthomonas, € codificado
pelos genes hrp (“hypersensitivity response and pathogenicity”), e funciona
como uma “seringa molecular” que transporta Xops (Xanthomonas outer
proteins) diretamente dentro da célula da hospedeira (Kay & Bonas, 2009).

Quando dentro da célula da hospedeira, podem interferir nas respostas de
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defesa da hospedeira, facilitando assim, o estabelecimento do patdgeno
(Buttner & He, 2009).

Os efetores T3, anteriormente designados de proteinas de aviruléncia
(Avr), também podem induzir a imunidade da planta quando esta possui 0 gene
de resisténcia (R) correspondente, responsavel por desencadear a reacdo de
hipersensibilidade (HR) que é a morte das células em torno do sitio de infeccéo
impedindo a proliferacdo do patégeno. Alguns genes efetores tém um efeito
pronunciado sobre a viruléncia somente quando presente em uma espécie
bacteriana, patovar ou estirpe, que infecta uma determinada espécie ou
variedade da hospedeira (White et al., 2000). Por isso, 0s genes associados a
viruléncia heterogeneamente distribuidos entre as estirpes sdo bons candidatos
para explicar a especificidade do hospedeiro (Hajri et al., 2009).

A gama de hospedeiros do complexo Xanthomonas axonopodis, que
abrigava patovares hoje reclassificados em outras espécies como X. citri e X.
phaseoli, esta significativamente associada com o repertério de efetores. As
estirpes filogeneticamente distintas que convergem para um hospedeiro
comum apresentam efetores compartilhados (Hajri et al., 2009). O
desenvolvimento da resisténcia genética depende do conhecimento de quais
efetores estao presentes na populagcédo de patdgenos, ou seja, buscar genes de
resisténcia que reconheca os efetores conservados e presentes em todas as
estirpes de um patdégeno (Aritua et al., 2015).

O sequenciamento do genoma da estirpe 4834-R de X. citri pv. fuscans,
um dos agentes causais do crestamento bacteriano do feijoeiro (CBC), revelou
a presenca de genes que codificam 30 efetores potencialmente secretados

pelo sistema de secrecao Tipo lll (T3SS) (Darrasse et al., 2013). Segundo
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Aritua et al. (2015) existe um conjunto principal de 12 efetores que estdo
presentes em todos os isolados sequenciados de X. phaseoli pv. phaseoli e X.
citri. pv. fuscans: xopK, xopZ, xopR, xopV, xopE1, xopN, xopQ, xopAK, X0pA,
xopL, avrBs2 e xopX. Outros parecem estar limitados a apenas uma das trés
linhagens, por exemplo, xopF2 é limitado a linhagem fuscans, xopC2 é
encontrado apenas na linhagem NF1 e xopAl é restrito as estirpes associadas
ao feijao lablab (Lablab purpureus).

Apesar de sua importancia para a colonizacdo da hospedeira, a delecéo
de um efetor pode apenas diminuir ou mesmo ndo alterar a viruléncia do
patdgeno, devido ao repertério de efetores secretados pelo patdgeno com
funcbes semelhantes. Por exemplo, na bactéria X. campestris pv. vesicatoria
que infecta tomate e pimentdo, os efetores avrBs2, xopX e xopD
desempenham papel semelhante, agindo no desenvolvimento da lesdo e
crescimento na hospedeira (Kay & Bonas, 2009).

O conhecimento da viruléncia de um patégeno auxilia os programas de
melhoramento na busca de fontes de resisténcia a doenca. O melhoramento
genético para a resisténcia de CBC é complexo, devido a resisténcia genética
ser um carater de heranca oligogénica ou poligénica, como relatado por alguns
autores (Coyne & Schuster, 1974; Santos et al., 2003). A ocorréncia de
interacao diferencial entre isolados de Xpp e genotipos feijao foi relatada por
alguns autores (Rodrigues et al., 1999, Trindade et al., 2015, Paiva et al., 2018)
mostrando a existéncia de resisténcia vertical e horizontal para o patossistema.

A caracterizacdo dos efetores dos patdégenos causadores do CBC e
suas reacdes diferenciais em cultivares de feijoeiro apresentam implicacdes

nas estratégias de melhoramento para resisténcia a doenga. Assim, o objetivo
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do presente estudo foi avaliar a diversidade de efetores T3SS em uma colecéo
de isolados brasileiros, pertencentes as quatro linhagens genéticas das
espécies X. phaseoli pv. phaseoli e X. citri pv. fuscans e determinar sua relacéo

com niveis de viruléncia em diferentes cultivares de feijoeiro.

Material e Métodos

Isolados bacterianos

Foram utilizados 42 isolados neste estudo, sendo 13 isolados de X.
phaseoli pv. phaseoli (NF1), 8 isolados de X. citri pv. fuscans (NF2) e 20 de X.
citri pv. fuscans (linhagem fuscans). Os isolados foram selecionados com base
na regido geografica de origem, ano de coleta e no grau de agressividade na
cultivar BRS Artico, estabelecido por escala de severidade de doenca (Tabela
1). Foram incluidos ainda 20 isolados de X. cannabis pv. phaseoli, a fim de
avaliar a relacao entre as espécies com base no perfil de efetores.

Como controles no estudo de efetores foram usados dois isolados da
colecdo bacteriolégica do Instituto Biolégico de Campinas, IBSBF 1346 e
IBSBF 253, pertencentes a espécie X. citri pv. fuscans (linhagem fuscans), e
trés isolados de outras espécies de Xanthomonas (X. campestris pv.
campestris, X. axonopodis pv. glycines e X. axonopodis pv. manihotis), cedidos

pela Universidade Federal de Vigosa.

Construcdo dos iniciadores e PCR

Os genes de efetores utilizados no estudo foram selecionados com base

no repertério de efetores conservados nas linhagens genéticas de
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Xanthomonas do feijoeiro (Hajri et al., 2009, Aritua et al., 2015, Darrasse et al.,
2013). Os iniciadores utilizados foram conforme descri¢do na literatura (Jaciani
et al., 2012, Mokryakov et al., 2010) ou definidos com o auxilio do software
online Primer3 Input (Untergasser et al., 2012), a partir das sequéncias
nucleotidicas dos isolados 4834-R (nimero de acesso do GenBank:
FO681494.1) e NCPPB 1680 (numero de acesso do GenBank: CP020964.1).
Os iniciadores otimizados possibilitam a amplificacdo de sequéncias parciais
dos genes efetores (T3E), com excecdo dos genes xopX, XOpAE, xopL e
avrXccEl, para os quais amplificam a sequéncia completa dos genes.

As reactes de amplificacdo com os iniciadores foram realizadas em um
volume total de 10 uL, contendo 1X de PCR Buffer, 1X de Q-Solution, 1, 5 mM
de MgCl,, 200 puM de cada dNTP, 0,2 uM de cada primer, 2,5 U de taq DNA
Polimerase (Qiagen®), 2 pL de lisado de células apés fervura (10° ufc/mL). O
programa utilizado para as amplificacdes constituiu-se de um ciclo de
desnaturacao inicial a 94 °C/3 min; seguido de 35 ciclos a 94 °C/1 min, 52 °C-
65 °C/1 min (dependendo do gene efetor) e 72 °C/1 min; e um ciclo de
extensao final a 72 °C/10 min. A temperatura de anelamento de cada iniciador
esta descrita na Tabela 2.

Os produtos gerados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5 % em tampédo TBE 1X, corado com gel Red 2X, visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de
fotodocumentacdo. A genotipagem da colecdo de isolados foi realizada de
acordo com a presenca ou auséncia do fragmento de tamanho esperado para

cada gene T3E.
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Viruléncia em cultivares de feijoeiro

De acordo com os resultados obtidos por meio da genotipagem
(presenca/ auséncia de determinado efetor), os isolados foram agrupados com
base no repertorio de efetores encontrados, e um representante de cada grupo
foi submetido ao ensaio de viruléncia em diferentes cultivares do feijoeiro.
Foram selecionadas 15 cultivares de feijoeiro que apresentam niveis diferentes
de resisténcia ao CBC. As plantas utilizadas foram cultivadas em casa de
vegetacdo (temperatura média 25 °C e UR 60 %) em copos descartaveis de
500 mL contendo substrato Plantmax®. Doze dias apd6s a semeadura, a
suspensdo bacteriana (10" ufc/mL) preparada para cada isolado foi
imediatamente inoculada pelo método de incisdo das folhas primarias (Rava et
al., 1988), no qual foram realizados dois cortes paralelos e perpendiculares a
nervura principal nos dois lados do limbo foliar de cada folha com a tesoura
previamente mergulhada na suspenséo bacteriana.

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com trés
repeticdes, nos quais um copo com trés plantas constituiram uma repeticdo. As
plantas foram avaliadas aos 5, 8 e 11 dias apds a inoculacdo, tomando-se

como base a escala de notas definida por Rava et al. (1988) variando de 0 a 6.

Analises estatisticas

Para a analise de diversidade de efetores, a matriz de presenca /
auséncia de genes T3E gerada para os 61 isolados de Xanthomonas
patogénicas ao feijoeiro, foi construido um dendrograma usando distancias de

Jaccard e 0 método UPGMA. A andlise de bootstrap foi realizada com 1.000

81



repeticbes para avaliar a robustez do dendrograma usando-se o software
Darwin 5.0 (Perrier & Jageuemond-Collet, 2005).

Para o ensaio de viruléncia, o valor da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) foi submetido a analise de variancia e a média
comparada pelo teste de Scott-Knott (5%) pelo software Sisvar (Ferreira, 2011).
Para melhor representacdo, as curvas de progresso da doenca foram
elaboradas por meio da representacdo cartesiana dos valores da severidade

em funcédo do tempo, com o software Microsfot Excel 2010°.

Resultados

Repertdério de efetores (T3E)

O repertério de efetores (T3E) obtidos tanto para Xpp quanto para Xcf
mostrou-se mais diverso dentro das linhagens genéticas néo fuscans (NF). De
acordo com o dendrograma construido com base na matriz de
presenca/auséncia de T3Es da colecdo, observou-se a formacdo de seis
grupos (Figura 1): cinco grupos dentro das linhagens ndo fuscans (NF1 e NF2),
e apenas 1 grupo dentro da linhagem fuscans. Nenhum isolado da linhagem
NF3 estava incluido nessa colecdo e dentre os cinco grupos formados para as
linhagens néao fuscans, um grupo apresentou somente isolados NF1, e outros
dois grupos apresentaram sO isolados NF2, enquanto os outros dois
compartilharam isolados das duas linhagens.

Do total de 15 genes efetores usados no estudo, quatro genes ndo foram
detectados por PCR na colecdo analisada, sdo esses: 0s genes, xopD,

avrXccA2, avrBs3 e avrXacE2. Contudo, a reacdo de amplificagcédo foi positiva
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para as outras espécies de Xanthomonas usadas como controle. Os genes
xopD e avrXccA2 estdo presentes em X. axonopodis pv. manihotis, e os genes
avrBs3 e avrXacE3 estdo presentes em X. axonopodis pv. glycines. Ao
contrario destes genes, outros quatro foram detectados em todos isolados,
tanto Xcf quanto Xpp, e sdo esses 0s genes xopL, avrBst, avrXccEl e
avrXacE1l.

Dentre os 15 genes efetores selecionados, apenas cinco estao
presentes na espécie X. cannabis pv. phaseoli, sdo eles, avrBst, xopL, xopX,
avrXackEl e avrXccB, e nenhum deles € conservado entre os isolados. A
distribuicdo dos efetores dos isolados das espécies X. phaseoli pv. phaseoli, X.

citri pv. fuscans e X. cannabis pv. phaseoli esta listada nas Figuras 2 e 3.

Viruléncia dos isolados em gendtipos de feijoeiro

Os seis isolados selecionados com base no repertério de efetores,
representando cada um dos seis haplétipos (Figura 1), quando inoculados em
15 gendtipos de feijoeiro comum mostraram viruléncia variada. A andlise de
variancia foi significativa para as seguintes fontes de variacdo: isolados,
genotipos e a interacdo isolado*gendtipos. Isso indica que houve diferenca
entre os niveis de viruléncia dos isolados e que esta reacdo nao foi coincidente
em todas as cultivares avaliadas (Tabela 3).

O isolado representante da linhagem fuscans (isolado BRM 25304)
apresentou-se como 0 mais virulento, enquanto os representantes da linhagem
NF2 foram menos virulentos (BRM 32202, BRM 48898 e BRM 32185) (Figura
3). Na analise da curva de progresso da doenca observou-se a interacéo

cruzada entre isolados e cultivares, como verificado para o isolado BRM 32185
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gue apresentou elevada viruléncia para as cultivares BRS Embaixador, IAC
Formoso e BRS Artico. Ao mesmo tempo, demonstrou auséncia de viruléncia
para as cultivares BRS Notavel, Pérola, BRS Campeiro, BRS Pontal e IPR
Campos Gerais. Apenas a cultivar BRS Notavel apresentou reacdo de
resisténcia ao isolado mais virulento (BRM 25304), quando avaliada 8 dias
apos a inoculacdo. Dentre 0os genoétipos que mostraram reacdo moderada de
resisténcia, as cultivares Pérola, IPR Campos Gerais e BRS Campeiro
mostraram sintomas apenas para os isolados da linhagem NF1 e fuscans aos 8
dai. O gendtipo CNFP 10120 apresentou-se suscetivel apenas para a linhagem

fuscans, e resistente para as demais linhagens (Figura 5).

Discussao

Neste estudo foi investigada a presenca de 15 genes efetores (T3E)
comumente encontrados no género Xanthomonas, nas espécies Xanthomonas
phaseoli pv. phaseoli, X. citri pv. fuscans e X. cannabis pv. phaseoli. Este € o
primeiro estudo de diversidade de genes efetores em uma colecdo composta
exclusivamente por isolados brasileiros associados ao crestamento bacteriano
comum do feijoeiro.

Os genes xopL, avrBst, avrXccE1l e avrXacE1l estdo presentes em todos
os isolados das espécies Xpp e Xcf, mostrando que séo efetores conservados.
De acordo com Alavi et al. (2008) o gene avrBst conservado em todos isolados
pertencentes a Xpp e Xcf, e deve desempenhar um papel importante na
patogenicidade das espécies. Outros efetores (xopX, avrXacE2, xopC, avrBs2)

aparecem como variaveis dentro das espécies, indicando que podem estar

84



envolvidos na diferenca de viruléncia dos isolados. E descrito que para
Xanthomonas, o gene avrXacEl suprime o processo de necrose no sitio de
infeccdo permitindo o crescimento bacteriano e assegurando a colonizacao do
patégeno (Dunger et al., 2012). Isolados mutantes nos genes avrBs2 e xopX,
mostram alteragcdo na “fitness” e patogenicidade de patovares de X.
axonopodis (Hajri et al., 2009).

O dendrograma construido com base na matriz de presenca / auséncia
de T3Es, mostrou que o haplétipo que representa os isolados pertencentes a
linhagem fuscans é o predominante na colecao e possui repertorio de efetores
idénticos, enquanto que para as demais linhagens genéticas (NF1 e NF2)
houve variabilidade na presenca de efetores. O repertério de efetores da
linhagem fuscans, além de ser o predominante na colecédo, também é o mais
virulento e o mais antigo, visto que esta presente em dois isolados dos anos de
1975 e 1998.

Quando analisado o repertorio de efetores para os isolados de X.
cannabis pv. phaseoli, observou-se que cinco T3Es foram encontrados,
indicando a necessidade de identificacdo de novos efetores para esta espécie.
De acordo com Aritua et al. (2015) o genoma da estirpe Nyagatare (X. cannabis
pv. phaseoli) codifica um sistema de secrecao tipo Il aparentemente completo,
mas possui homologos para apenas trés efetores conhecidos (avrBs2, xopF1l e
avrXv4). Uma prospeccao de genes candidatos no genoma dessa estirpe
podera ser objeto de estudos futuros.

Outra patovar pertencente a mesma espécie, Xanthomonas cannabis pv.
cannabis, ndo possui um sistema de secrecédo tipo Ill, ndo demonstrando a

habilidade de secretar proteinas T3E (Jacobs et al., 2015). Os autores
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levantam a hipotese de que os T3Es podem ter sido adquiridos por X. cannabis
pv. phaseoli e ndo perdidos por X. cannabis pv. cannabis, uma vez que, a
estirpe Nyagatare possui T3Es centrais localizados em uma ilha de
patogenicidade flanqueada por elementos transponiveis. E possivel que em X.
cannabis pv. phaseoli, outras proteinas, além de poucas proteinas efetores T3,
também estejam envolvidas na inducédo de sintomas no feijoeiro comum e HR
em planta ndo hospedeira. Assim como ocorre em outras espécies de
Xanthomonas que n&o possuem um sistema de secrecdo tipo Ill, como
Xanthomonas albilineans (Pieretti et al., 2009) e Xanthomonas sachari
(Studholme et al., 2011).

A resisténcia do feijoeiro ao CBC € geneticamente complexa, sendo
relatada por diversos autores como poligénica (Coyne & Schuster, 1974, Coyne
& Schuster, 1983, Kelly et al., 2003, Manzanera et al., 2006). Neste estudo foi
observada variabilidade de viruléncia entre as linhagens genéticas. A linhagem
fuscans, representada pelo isolado BRM 25304 foi a mais virulenta, seguida da
linhagem NF1 e depois a NF2. A maior viruléncia da linhagem fuscans sobre as
demais linhagens ja foi descrita em outros trabalhos (Ekpo & Saettler, 1976,
Opio et al., 1996). No capitulo anterior foi demonstrado que a linhagem fuscans
€ predominante na colecdo e presente em todos estados amostrados neste
trabalho. Essa predominancia pode ser relacionada ao fato de a linhagem ser
mais virulenta, conferindo maior vantagem competitiva e melhor adaptacéao as
cultivares plantadas no Brasil.

A variabilidade na viruléncia de isolados de Xpp e Xcf foi descrita em
alguns estudos (Halfeld-Vieira & Souza, 2000, Mkandawire et al., 2004, Lopéz

et al., 2006, Fourie e Herselman, 2011). No presente ensaio conduzido com 15
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cultivares de feijoeiro ficou evidente que as linhagens genéticas apresentam
diferentes niveis de viruléncia. A andlise de variancia realizada confirmou que
existe diferenca entre os isolados e que a interacdo isolado*gendétipo foi
significativa, confirmando que o grau de resisténcia varia de acordo com o
genadtipo analisado. Para os gendtipos considerados resistentes (Pérola, BRS
Pontal, IPR Campos Gerais, BRS Campeiro e BRS Notavel), a variabilidade em
viruléncia entre as linhagens genéticas que possuem perfis de efetores
distintos, torna-se mais evidente. Nas cultivares Pérola e BRS Campeiro, houve
variacdo na severidade dos sintomas induzido pelos isolados muito virulentos
(fuscans e NF1) e os menos virulentos (NF2). A interacdo cruzada entre
isolados e cultivares resistentes neste estudo, apoia a existéncia de uma
estrutura racial entre os isolados, que deve ser comprovada posteriormente,
abrangendo o numero de gendtipos e isolado das linhagens genéticas desse
patdgeno. De acordo com Mutlu et al. (2008), para a identificacdo de racas €
requerido um grande nimero de isolados de uma colecao diversificada.

Racas dos patdégenos foram sugeridas baseadas nas reacdes em
linhagens de feijao tepari (P. acutifolius) (Zaiter et al., 1989, Opio et al, 1996,
Fourie e Herselman, 2011). Em trabalho conduzido na Africa, Opio et al.
(1996), ndo detectaram uma interacdo especifica em genoétipos de feijoeiro
comum inoculados com diferentes isolados de X. campestris pv. phaseoli.
Entretanto, quando esses isolados foram inoculados em diferentes gendtipos
de feijao tepari, ocorreu interacdo diferencial com a identificacdo de 8 racas do
patdogeno. O contrario foi relatado por Maringoni (1998), que verificou a

existéncia de interacdo entre isolados brasileiros de X. campestris pv. phaseoli
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e cultivares de feijoeiro comum, separando os isolados em trés classes de
viruléncia.

Por fim, a caracterizacdo do repertorio de T3E das linhagens genéticas
realizada no presente trabalho fornece uma indicacdo sobre a diferenca na
viruléncia dessas linhagens. Embora, ndo seja possivel identificar racas, é
evidente que existe uma diferenca na viruléncia entre elas e que esta viruléncia
pode estar relacionada ao perfil de efetores. Na espécie X. cannabis pv.
phaseoli o repertorio de efetores tipo Ill ndo explicam sua patogenicidade.
Portanto, € importante em estudos futuros, elucidar os repertorios de outros
determinantes da patogenicidade para as trés espécies (Xpp, Xcf e Xcp),
principalmente para aqueles genes envolvidos na adesédo, sistema de secrecdo
tipo Il e IV, formagé&o de biofilme e quorum sensing. Deve-se ainda, aprofundar
0s estudos relacionados a viruléncia das linhagens genéticas, abrangendo o
namero de isolados inoculados para cada linhagem, a fim de melhor elucidar a

possivel ocorréncia de racas dos patégenos.
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Tabela 1. Designacdo e espécie dos isolados causadores do crestamento

bacteriano do feijoeiro, origem geografica, ano de isolamento e patogenicidade

na cultivar BRS Artico

Patogenicidade

Identificacdo Espécie (linhagem genética) Origem Ano (Nofal)
BRS Artico

IBSBF 1346°  X. citri pv. fuscans (Fuscans) Brasil 1998

IBSBF 253° X. c. pv. fuscans (Fuscans) Brasil 1975 6
BRM 25310 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Anapolis-GO 2007 4
BRM 25315 X. ¢. pv. fuscans (Fuscans) Santo Anténio de Goias 2007 4
BRM 25316 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Santo Anténio de Goias 2007 6
BRM 25334 X. ¢. pv. fuscans (Fuscans) Angatuba-SP 2009 4
BRM 25343 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Floriano Peixoto-RS 2010 4
BRM 25347 X. ¢. pv. fuscans (Fuscans) Candido de Abreu-RS 2010 5
BRM 25348 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Céandido de Abreu-RS 2010 6
BRM 25349 X. ¢. pv. fuscans (Fuscans) Santo Antbénio de Goias 2010 4
BRM 25353 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Ponta Grossa-PR 2011 6
BRM 25357 X. ¢. pv. fuscans (Fuscans) Castro-PR 2011 4
BRM 25359 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Castro-PR 2011 4
BRM 27255 X. ¢. pv. fuscans (Fuscans) Anépolis-GO 2011 6
BRM 25308 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Castro-PR 2007 6
BRM 48913 X. ¢. pv. fuscans (Fuscans) Uberlandia — MG 2016 6
BRM 48914 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Cristalina-GO 2016 6
BRM 48915 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Lavras-MG 2016 4
BRM 48922 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Agua Fria de Goias 2014 6
BRM 48925 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Agua Fria de Goias 2014 5
BRM 48927 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Brasilia-DF 2014 5
BRM 48935 X. c. pv. fuscans (Fuscans) Brasilia-DF 2014 4
BRM 32185 X. c. pv. fuscans (NF2) Santo Anténio de Goias 2014 5
BRM 32187 X. p. pv. phaseoli (NF2) Santo Antbénio de Goias 2014 5
BRM 32202 X. c. pv. fuscans (NF2) Santo Anténio de Goias 2014 5
BRM 32209 X. c. pv. fuscans (NF2) Santo Antbénio de Goias 2014 4
BRM 32211 X. c. pv. fuscans (NF2) Santo Anténio de Goias 2014 3
BRM 32217 X. c. pv. fuscans (NF2) Santo Antbénio de Goias 2014 4
BRM 48898 X. c. pv. fuscans (NF2) Cérceres — MT 2016 4
BRM 48906 X. c. pv. fuscans (NF2) Brasilia-DF 2014 3
BRM 25297  X. phaseoli pv. phaseoli (NF1) Prudentopolis- PR 2007 6
BRM 25300 X. p. pv. phaseoli (NF1) Ponta Grossa-PR 2007 4
BRM 25302 X. p. pv. phaseoli (NF1) Ponta Grossa-PR 2007 5
BRM 25305 X. p. pv. phaseoli (NF1) Ponta Grossa-PR 2007 5
BRM 25313 X. p. pv. phaseoli (NF1) Passo Fundo-RS 2007 5
BRM 25320 X. p. pv. phaseoli (NF1) Vacaria-RS 2008 5
BRM 25326 X. p. pv. phaseoli (NF1) Anapolis-GO 2008 6
BRM 25329 X. p. pv. phaseoli (NF1) Inhumas-GO 2009 4

89



Continuacédo Tabela 1

BRM 25331 X. p. pv. phaseoli (NF1) Inhumas-GO 2009 3
BRM 25333 X. p. pv. phaseoli (NF1) Angatuba-SP 2009 6
BRM 25336 X. p. pv. phaseoli (NF1) Paranapanema-SP 2009 2
BRM 25342 X. p. pv. phaseoli (NF1) Floriano Peixoto-RS 2010 4
BRM 25345 X. p. pv. phaseoli (NF1) Nonai-RS 2010 3
Xan 12 X. campestris pv. campestris cedido por UFV 2013 -
Xan 2° X. axonopodis pv. glycines cedido por UFV 2013
Xan 3* X. axonopodis pv. manihotis cedido por UFV 2013 -

! Severidade média obtida pela inoculacdo dos isolados em BRS Artico pelo método
da tesoura ( Rava, 1988)

? |solados adquiridos da colecéo de fitobactérias do Instituto Bioldgico de S&o Paulo;

% |solados adquiridos da colecdo de fitobactérias do Laboratério de Bacteriologia da
Universidade Federal de Vigosa;
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Tabela 2. Sequéncias de iniciadores dos genes efetores tipo Il (ET3), com respectivos tamanhos de fragmento esperado e

temperatura de anelamento (T. a. °C)

Tamanho de

Gene efetor Primer Sequéncia T.a.°C Referéncia
fragmento (pb)
xopC XopC-F GAGGTTATCGGCACATTAGGTT 852 65 Mokryakova et al., 2009
XopC-R CCGTTCCTCAATCCAAGCGTC
xopD XopD-F  CCGACTCGCAGGTAGTGACCAT 316 57 Mokryakova et al., 2009
XopD-R TCGCCGCAGGAATAACCGTC
avrBs2 avrBs2-F CCGCTACCTAAGCAGAAGGA 1400 56 Jaciani et al., 2012
avrBs2-R CAGGACGGTTACGCCAGTA
avrXacEl avrXacEl-F TGAACGATAGGCAGCTGTTC 1300 57 Este trabalho
avrXacEl-R GGAGAGCGACATGGGACTAT
avrXaceE2 avrXackE2-F CCGCTACCTAAGCAGAAGGA 1400 56 Jaciani et al., 2012
avrXacE2-R CAGGACGGTTACGCCAGTA
avrXccA2 avrXccA2-F AACGCTATGTGCCGCTCAA 405 55 Mokryakova et al., 2009
avrXccA2-R CGCCCTGAATACTAACCTCAT
xopL Am1l-F CCATGCTGAGCACGGTCATT 257 60 Boureau et al., 2013
AM1-R CGCCTTCCAGTTGCTGACAT
avrBst AM2-F ACGAGCCCTTCCCAAACTAGC 393 60 Boureau et al., 2013
AM2-R TACCAACATCGTACGCTTCCC
avrXccB avrXccB-F GTCATCGTTATCCGCCATC 192 65 Mokryakova et al., 2009
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Continuacao Tabela 1

avrXccB-R CGTGGCAAGGTGTCCGTCT
avrXccEl avrXccEl-F TACAGCCGCACGAAGTTCAG 193 52 Jaciani et al., 2012
avrXccEl-R  GACATTGCCTCGTCCAAGGT
XOpE2 XopE2-F ACGGTTGACGTTTCGATGTG 246 50 Este trabalho
XopE2-R ACCCTGCGGATTCTGTGAGT
XOpAE XopAE-F CAGGGCTTGCTGAGTCCTCT 1941 57 Este trabalho
XopAE-R TTCTGCCATCGGTAGGCTTT
xopX XopX-F AGTTGGCATTGGCATTGTTG 250 55 Este trabalho
XopX-R TTGTCTGCGAAGGTCTTGGA
avrBs3 avrBs3-F CAATGCACGAGGGAGATCAG 250 57 Este trabalho
avrBs3-R TCATCTTGTTCCCGCATCAC
avrXacE3 avrXacE3-F AAATGATCAGCCGCTTGG 1500 50 Jaciani et al., 2012
avrXacE3-R TCCATCGTCACCAACTCAAG
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Tabela 3. Andlise de variancia da reacédo de severidade de quinze genotipos
de feijoeiro comum aos dois isolados de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e

quatro isolados de Xanthomonas citri pv. fuscans

FV GL SQ QM F
Isolado 5 4048,9 809,7 277,6*
Gendtipo 14 5519,2 394,2 135,1*
Isolado*Gendtipo 70 28235 40,3 13,8*
Erro 180 525,0 2,91
Total corrigido 269 12916,8
CV (%) = 10,94
Média geral: 15,61

*significativo a 5 % de probabilidade pelo teste de Scott-Knott
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Tabela 4. Severidade da doenca (crestamento bacteriano comum) obtida por meio do calculo da area abaixo da curva de

progresso da doenca (AACPD) de cada isolado de Xanthomonas citri pv. fuscans e Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli inoculado

em 15 gendtipos de feijoeiro comum

Cultivar Isolados
BRM 25304 BRM 25305 BRM 25302 BRM 48898 BRM 32202 BRM 32185
BRS Notavel 12,8 ¢t 11,1c 10,6 c 46b 6,0b 16a
IPR Campos Gerais 226 e 14,8 ¢ 18,0d 33b 50b 0,0a
Pérola 240c 19,1b 18,0b 3,6a 3,3a 0,8a
BRS Campeiro 246 C 190b 18,0Db 50a 45a 2,1a
BRS Pontal 246 f 15,3d 18,6 e 9,1c 6,0b 30a
BRS Executivo 150b 146 Db 13,6 b 10,5a 13,6 b 140b
CNFP 10120 21,1c 140b 13,3 b 110a 10,6 a 129b
BRS Esteio 170b 21,3¢c 15,3 b 10,3 a 111a 10,3 a
BRS Esplendor 226¢C 146 Db 13,3 a 150b 17,3 b 12,1a
BRS Estilo 21,3 ¢ 18,3 b 18,0b 120a 13,3a 12,6 a
IAC Alvorada 23,3 ¢ 190b 170a 13,6 a 14,6 a 15,8 a
IAC Formoso 240c 23,6 b 20,0 a 17,3 a 220b 19,3 a
BRS Embaixador 246b 20,3 a 21,0a 21,0a 22,3b 19.0a
BRS Artico 27,3 ¢ 226b 23,3b 22,3b 226D 18,0 a
BRS Radiante 25,3 b 23,3 b 21,3 a 220a 24,3 b 24,3 b

! Teste de medias (Scott-Knott) a 5% de probabilidade, as médias de mesma letra na linha nao diferem estatisticamente.
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FERM 25345 (NF1)

BRM 48304 (NF1)
LERM 32185 (NF2
$BRM 32217 (NF2

IBRM 32209 (NF2)
BRM 25305 (MF1)
IBSBF 253 (fuscans)
IBSEF 1346 (fuscans)
BRM 48922 (fuscans)
BRM 25316 rus:ans;
BRM 25310 (fuscans
BRM 25343 (fuscans)
BRM 25334 (fuscans)
BRM 25315 (fuscans)
BRM 4B927 (fuscans)
ERM 48933 (fuscans
BRM 48925 (fuscans

BRM 48915 (fuscans)
BRM 48913 (fuscans)
BRM 27255 (Tuscans)
ERM 35359 (fuscans)
RM 25357 (fuscans
BRM 25353 (fuscans
BRM 25349 (fuscans)
BRM 25343 (fuscans)
BRM 25347 (fuscans)
BRM 25308 (fuscans)
BEM 25304 (fuscans)
PBRM 32767 (NF2)

ERM 48906 (NF2)
Lern 48808 (NF2)
ERM 32211 (NF2)

*BRM 32202 (NF2)
BRM 25313 (MF1
BRM 25297 (NF1
BRM 25342 (MF1)
BRM 25336 (MF1)
BRM 25333 (MF1)

BRM 25331 (NF1)
BRM 25329 (MF1)
BRM 25326 (NF1
BRM 25320 (MF1
BRM 25302 (NF1)
BRM 25300 (NF1)

Vi

Figura 1. Dendrograma gerado por meio do coeficiente de Jaccard para o repertorio de genes efetores tipo Il entre os isolados de

Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e Xanthomonas citri pv. fuscans.
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Isolados / linhagem

Haplétipo

Genes efetores tipo Il

BRM 25300 (NF1)

avrXacEl
avrXacE2
avrXccA2
avrXccB

avrXccEl

BRM 25302 (NF1)

avrBs3

avrXacE3

BRM 25320 (NF1)

BRM 25326 (NF1)

BRM 25329 (NF1)

BRM 25331 (NF1)

BRM 25333 (NF1)

BRM 25336 (NF1)

BRM 25342 (NF1)

BRM 25297 (NF1)

BRM 25313 (NF1)

BRM 25305 (NF1)

BRM 32209 (NF2)

BRM 32217 (NF2)

BRM 32185 (NF2)

BRM 48904 (NF1)

BRM 25345 (NF1)
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BRM 32202 (NF2) \Y

BRM 32211 (NF2) \Y,

BRM 48898 (NF2) \Y

BRM 48906 (NF2) Y

BRM 32197 (NF2) \Y
BRM 25304 (fuscans) Vi
BRM 25308 (fuscans) Vi
BRM 25347 (fuscans) Vi
BRM 25348 (fuscans) VI
BRM 25349 (fuscans) Vi
BRM 25353 (fuscans) Vi
BRM 25357 (fuscans) VI
BRM 35359 (fuscans) Vi
BRM 27255 (fuscans) VI
BRM 48913 (fuscans) Vi
BRM 48915 (fuscans) VI
BRM 48925 (fuscans) VI
BRM 48933 (fuscans) VI
BRM 48927 (fuscans) Vi
BRM 25315 (fuscans) VI
BRM 25334 (fuscans) VI
BRM 25343 (fuscans) VI
BRM 25310 (fuscans) VI
BRM 25316 (fuscans) Vi
BRM 48922 (fuscans) VI
IBSBF 1346 (fuscans) VI
IBSBF 253 (fuscans) VI

97



Xanl
Xan?2
Xan3

Figura 2. Distribuicdo dos efetores (T3E) entre as espécies Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e Xanthomonas citri pv. fuscans.
Retangulos azuis representam a presenca do gene correspondente, e retangulos brancos representam a auséncia do gene.



Isolados

Genes efetores tipo Il

BRM 25300 (NF1)

BRM 25305 (NF1)

BRM 32185 (NF2)

BRM 32202 (NF2)

BRM 48898 (NF2)

BRM 25304 (fuscans)

BRM 48942

BRM 48943

avrXacEl

avrBs3

avrXacE3

BRM 48944

BRM 48945

BRM 48946

BRM 48947

BRM 48948

BRM 48949

BRM 48950

BRM 48951

BRM 48952

BRM 48953

BRM 48954
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BRM 48955 ]
BRM 48956 hH

BRM 48957
BRM 48958
BRM 48959
BRM 48960

BRM 48961

Xanl -

Xan2
Xan3

Figura 3. Distribuicdo dos efetores (T3E) entre os isolados da espécie Xanthomonas cannabis pv. phaseoli. Isolados em cinza sao
representantes de cada haplétipo obtido para as espécies Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e Xanthomonas citri pv. fuscans.
Retangulos azuis representam a presenca do gene correspondente, e retangulos brancos representam a auséncia do gene.
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Figura 4. Média geral da severidade dos sintomas causados por dois isolados
de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (NF1) e quatro de Xanthomonas citri pv.
fuscans (NF2 e fuscans) quando inoculados em 15 gendétipos de feijoeiro
comum. Para a testemunha o in6culo foi substituido por 4gua estéril. Letras
minusculas nas colunas corresponde a média geral da severidade obtida para
cada isolado pelo teste Scott-Knott 5 %.
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Figura 5. Curva do progresso da doenca para os 15 gendétipos de feijoeiro
comum quando inoculados com Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e
Xanthomonas citri pv. fuscans, isolados BRM 25302 (NF1), BRM 25305 (NF1),
BRM 32202 (NF2), BRM 48898 (NF2), BRM 25304 (fuscans) e BRM 32185
(NF2), avaliados aos 5, 8 e 11 dias ap0s a inoculacdo (dai).
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Capitulo-3

Transmissao planta-semente de Xanthomonas phaseoli pv.

phaseoli e X. citri pv. fuscans em cultivares de feijoeiro



Resumo

Sementes contaminadas tanto interna como externamente por Xanthomonas
citri pv. fuscans (Xcf) e X. phaseoli pv. phaseoli (Xpp) podem transmitir o
crestamento bacteriano comum (CBC) do feijoeiro. A partir de sementes
contaminadas, as bactérias colonizam primeiro as mudas assintomaticas e, em
seguida, séo dispersadas no campo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar
a transmissdo dos agentes causais do CBC de plantas para as sementes de
diferentes gendtipos de feijoeiro em condicdes de campo. Para isto, dois
ensaios foram realizados, sendo o primeiro conduzido sob condicbes de
infeccdo natural e o segundo conduzido sob inoculacao artificial de Xpp, ambos
compostos por 24 genotipos de feijoeiro comum. Ao final de todos os ensaios,
as sementes colhidas foram submetidas a quantificacdo da populacdo
bacteriana por meio da metodologia prescrita pela ISTA e confirmacdo da
presenca do patégeno por PCR multiplex especifica. A severidade do CBC foi
acompanhada ao longo do ciclo e avaliada por escala de notas, a partir da qual
foram calculadas as médias dos tratamentos (gendtipos), que foram
comparadas pelo teste de médias Scott-Knott 5%. Os resultados sugerem que
as bactérias causadoras de CBC (Xcf e Xpp) séo transmitidas da planta-mée
para as sementes, mesmo quando o inoculo é aplicado na fase vegetativa. Os
resultados também indicaram que a transmisséo planta-semente ao longo das
geracOes independe da severidade do CBC no campo e do gendtipo do

feijoeiro.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, crestamento bacteriano comum,

patogenos transmitidos por sementes.

109



Introducao

A transmissdo pela semente é um dos meios mais eficientes de
dispersdo para a maioria das bactérias patogénicas a plantas (Baker & Smith,
1966). O sucesso, de uma fitobactéria causar uma doenca pode estar
relacionado a quantidade de in6culo e também ao potencial com que esse
in6culo é transmitido ao hospedeiro suscetivel (Schuster & Coyne, 1977).

A transmissdo de patégenos € um dos parametros mais importantes
de medida da “fitness” (McCallum et al., 2001). Trés vias de infeccdo de
sementes foram descritas para patdégenos transmitidos por sementes (Maude,
1996): (a) contaminacdo interna pelo movimento sistémico do patdgeno na
planta mée infectada (Saettler, 1989); (b) contaminacéo pelo estigma, onde as
bactérias se movem através dos tecidos estilares para o embrido (Darrasse et
al., 2018); e (c) contaminacdo externa como consequéncia do contato com
populacdes bacterianas em tecido sintomatico, ou uma alta carga de indculo na
vagens ou durante a debulha de residuos com grandes
populacdes bacterianas (Weller & Saettler, 1980).

Sementes contaminadas tanto interna como externamente por
Xanthomonas citri pv. fuscans e X. phaseoli pv. phaseoli podem transmitir o
crestamento bacteriano comum (CBC) (Weller & Saettler, 1980). A partir de
sementes contaminadas, as bactérias infectam e colonizam primeiro as mudas
assintomaticas, e em seguida sdo dispersas no campo, dependendo das
condi¢gbes ambientais (Jacques et al. 2005; Weller e Saettler 1980).

Na semente contaminada pode-se observar uma mancha marrom no hilo
ou no tegumento dos grdos de cor clara. Porém, mais frequentemente, as

sementes ndo apresentam sintomas visiveis e podem germinar causando
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danos a parte aérea, ou ainda germinar vigorosamente mesmo enquanto
possuem comunidades epifitas do patégeno (Akhavan et al., 2013). A bactéria
pode sobreviver na semente por periodos de até 15 anos, as quais constituem
fonte imediata de in6culo em campos de feijdo (Neergaard, 1977). Sob
condicGes adequadas para a conservacao de material genético vegetal a médio
e longo prazo, X. phaseoli pv. phaseoli permanece viavel, mantendo-se em
populacdes elevadas e sendo capaz de causar doenca em plantulas
emergentes (Marques et al., 2005).

A transmisséo de bactérias por meio das sementes infectadas ocorre via
lesBes cotiledonares em condigcbes ambientais favoraveis a multiplicacdo do
patdogeno. Por esse processo a semente infectada, dormente, ao germinar e
emergir do solo leva passivamente a bactéria infectante nas lesdes
cotiledonares. Assim, os respingos da chuva ou da agua de irrigacdo, contendo
células bacterianas sédo depositadas sobre plantas vizinhas e outras folhas
dispersando a bactéria para uma nova planta. De acordo com Valarini et al.
(1996) a taxa de transmissdo de X. citri pv. fuscans pela semente é alta
variando de 16 a 50,8 % em func&o da suscetibilidade da cultivar empregada.
Quanto maior a incidéncia da bacteriose no campo, maior serd a sua incidéncia
na semente produzida, ou seja, maior sera a transmissado planta mae para as
sementes (Valarini et al., 1992).

Diversas técnicas foram desenvolvidas e adaptadas com a finalidade de
detectar a presenca de Xpp e Xcf em sementes de feijdo, tais como o uso de
bacteri6fagos, meios semisseletivos, testes sorologicos como ELISA,
microscopia de imunofluorescéncia, imunodifusdo em agar e PCR (reacdo em

cadeia da polimerase) (Malin et al., 1983; Sheppard, 1983; Van Vuurde et al.,
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1983; De Velasquez & Trujillo, 1984; Maringoni et al., 1994; Audy et al., 1996;
Tebaldi et al., 2007; Popovi¢ et al., 2010). No entanto, 0 método que emprega a
semeadura de extrato ou semente em meios de cultura semisseletivo é capaz
de proporcionar crescimento e quantificacdo da bactéria, permitindo verificar ao
mesmo tempo sua presenca e viabilidade (Chang et al., 1991).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a transmissdo dos agentes
causais do CBC para sementes de diferentes cultivares e linhagens genéticas
de feijoeiro sob inoculacéo artificial e natural em condi¢cdes de campo, ao longo

de duas geracdes (safras).

Material e Métodos

Ensaios de campo

Dois ensaios em condi¢cdes de campo foram realizados, sendo que o
primeiro ensaio foi conduzido sob condi¢des de infeccdo natural e o segundo
conduzido sob inoculacéo artificial de X. phaseoli pv. phaseoli. Em cada ensaio,
a transmisséo das bactérias foi avaliada durante duas geracoes.

No primeiro ensaio a doenga ocorreu naturalmente na area de cultivo
(sem o conhecimento da fonte de in6culo) e foi acompanhada durante duas
geragOes. Para isto, foi selecionado um ensaio VCU (Valor de Cultivo e Uso) do
Melhoramento Genético do Feijoeiro da Embrapa Arroz e Feijao, conduzido na
safra das aguas de 2016, no municipio de Sdo Jodo d’Alianga,GO, com alta
incidéncia de crestamento bacteriano comum. O ensaio foi composto por 24
genaotipos, entre eles linhagens e cultivares comerciais que apresentaram

diferentes niveis de resisténcia ao CBC (Tabela 1). Na safra da “seca” de 2017,
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as sementes de plantas infectadas provindas de Sao Jodo d’Alianga foram
semeadas no campo experimental da Embrapa, em Santo Anténio de Goias,
GO, compondo a segunda geracao avaliada do ensaio.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos inteiramente
casualizados com trés repeticbes, sendo que cada parcela foi composta por 3
linhas de 4 metros de comprimento, totalizando uma area (til colhida de 3,6 m?
por parcela. Ao longo do desenvolvimento da cultura, o ensaio foi submetido a
irrigacdo controlada por aspersao, ao controle de plantas daninhas e adubacéao
de cobertura. Apds o surgimento dos primeiros sintomas, procederam-se as
avaliacdes semanais até a senescéncia das folhas. A severidade da doenca foi
avaliada por meio da escala de notas proposta por Rava et al. (1990), com
notas variando de 1 a 9, como descrito abaixo:

Nota 1: auséncia de sintomas

Nota 2: 5% de plantas da parcela com sintomas nas folhas

Nota 3: 10% de plantas da parcela com sintomas nas folhas

Nota 4: 25% de plantas da parcela com sintomas nas folhas

Nota 5: 35% de plantas da parcela com sintomas nas folhas

Nota 6: 50% de plantas da parcela com sintomas nas folhas ou nas vagens
Nota 7: 60% de plantas da parcela com sintomas nas folhas ou nas vagens
Nota 8: 80% de plantas da parcela com sintomas nas folhas ou nas vagens
Nota 9: 100 % de plantas mortas

Para o segundo ensaio foram utilizados os mesmos genotipos do ensaio
anterior, porém a doenca ocorreu por meio de inoculacdo artificial. Para
assegurar a sanidade das sementes antes do plantio, uma amostra de cada

genatipo/cultivar foi submetida a deteccao pelo método da ISTA. Em seguida,
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foram semeadas na safra da “seca” de 2017 no campo experimental da
Embrapa em Santo Antbnio de Goias, e os grdos colhidos constituiram a
primeira geracdo avaliada. No ano seguinte (safra da “seca” de 2018)
sementes dessa primeira geracdo foram utilizadas no plantio para se obter, ao
final do ciclo da cultura, a segunda geracdo avaliada. Também foi utilizado o
delineamento experimental de blocos inteiramente casualizados com trés
repeticbes. Procedimentos para manejo da cultura (irrigacdo, controle de
plantas daninhas e adubac¢éo), assim como as avaliagcbes da doenca, foram
realizados conforme ja descrito para o primeiro ensaio.

Ao final de todos os ensaios, para cada tratamento, o peso de 1000
graos foi obtido. Em seguida, as amostras foram submetidas a quantificacao da
populacdo bacteriana e confirmacdo da presenca e identidade do patdégeno

por PCR multiplex especifica.

Preparo do in6culo e inoculacao

O isolado BRM 25302 (Xpp) foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado
& Heskett, 1970) e mantido durante 48 horas a 28 °C. ApGs crescimento, a
cultura bacteriana foi transferida para frascos contendo 800 mL de caldo
nutriente, que foram mantidos em agitador de bancada (130 rpm a 28 °C)
durante 72 horas. Em seguida, mediu-se a absorbancia da suspensao por meio
de espectrofotdmetro, ajustando-se a concentracdo da suspensdo para 10°
ufc/mL (ODs40=1,0). Plantas das 24 genotipos de feijoeiro (Tabela 1) foram
previamente pulverizadas com jato de areia para provocar ferimentos aos 20
dias de idade, e na sequéncia, o inoculo foi aplicado com auxilio de um
pulverizador costal manual.
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Deteccdo de bactérias nas sementes

Para a deteccdo da bactéria nas sementes, foi empregada a
metodologia prescrita pela ISTA (International Seed Testing Association)
(Grimault et al., 2014) com algumas modificacdes. Para isto 1000 sementes
foram imersas em solucéo salina 0,85% + Tween 20 (0,02% v/v), na proporgao
de 2 mL/g de semente, e entdo, mantidas em camara fria (7 °C) por 16 horas.
ApoOs repouso, o extrato bruto (lavado) da semente foi submetido a diluicéo
seriada (10" a 10) em &gua esterilizada, e uma aliquota de 100 pL de cada
diluicdo foi depositada em meio de cultura 523 de Kado, com trés repeticdes
para cada diluicdo. As placas foram incubadas a 28 °C por 72 horas e, em
seguida foi feita a contagem de coldnias para o calculo de unidades formadoras
de col6nias por grama de semente.

Para cada tratamento, no maximo cinco colénias com caracteristicas
semelhantes ao género Xanthomonas foram coletadas do meio de cultura e
ressuspendidas em 1 mL de agua estéril. Uma aliquota do lisado de células
bacterianas, apos tratamento a 95 °C por 5 minutos, foi submetida a PCR
multiplex especifica (descrita no Capitulo 1) para confirmacéo da identidade do

(s) patdégeno (s) nas sementes.

Anélise estatistica

As sementes colhidas foram pesadas, porém o rendimento de gréos néo
foi considerado devido a perdas pela ocorréncia de outras doengas na cultura
(mosaico dourado, antracnose, mancha angular e mela) além do CBC. Para as

notas de severidade, foi calculada a média dos tratamentos, e comparadas
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pelo teste de médias Scott-Knott 5%, com o emprego do programa Sisvar
(Ferreira, 2014).

Para a quantificacdo da bactéria nas sementes, o nimero médio de
colénias por tratamento foi transformado para log (ufc/g de semente) e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Esses dados foram
utilizados para comparar a populacdo de bactéria em cada gendtipo ao longo

das geracdes avaliadas nos dois ensaios (inoculacéo artificial e natural).

Resultados

Ensaio de campo sob ocorréncia natural da doenca

Houve diferenca significativa entre os gendtipos quanto a severidade da
doenca na primeira geracdo (safra das aguas), no entanto isso nao foi
observado na segunda geracao (safra das secas). Quando a severidade nos 24
gendtipos foi comparada entre as duas geracfes, observou-se que para 0s
gendtipos, ANFC9, BRS FC402, BRS Estilo, CNFC 15850, CNFC 15859, BRS
FP403, BRS Tuiuiu e CNFC 15697 nao houve diferenca significativa. Para o
restante dos genétipos, houve uma reducdo significativa da severidade da
doenca (Tabela 2).

De acordo com os dados obtidos apds a deteccdo e quantificacdo da
bactéria nas sementes, verificou-se que ndo ha correlacdo entre aumento da
severidade e aumento do numero de células bacterianas recuperadas das
sementes. Para alguns genodtipos, houve a reducdo da populacéo presente na
semente, a0 mesmo tempo que para outros genotipos houve um incremento na
segunda geragédo (Figuras 1 e 2). Por exemplo, a linhagem CNFC 16902

apresentou reducéo na severidade e na populacdo bacteriana da primeira para
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a segunda geracdo, enquanto que a linhagem CNFC 15826 demonstrou
reducdo da severidade, e aumento da populacao bacteriana (Tabela 2). Com
isso, verificou-se que a bactéria € transmitida de uma geracdo para outra, e
que a transmissdo aparentemente ndo esta correlacionada ao gendtipo do

hospedeiro.

Ensaio de campo com inoculacao artificial de X. phaseoli pv. phaseoli

Quando plantas dos 24 gendtipos de feijoeiro foram submetidas a uma
maior pressdo do inéculo nas folhas devido a inoculagéo artificial, observou-se
gue o comportamento da severidade da doenca para a maioria dos genotipos
foi semelhante ao do primeiro ensaio. Assim como no primeiro ensaio, nao foi
verificada correlacdo entre aumento da severidade e aumento do numero de
células bacterianas recuperadas das sementes. Observou-se que para 0s
gendtipos, BRS FC402, CNFC 15801, CNFC 15805, CNFC 15820, CNFC
16709, CNFC 16876 e BRS FC403, ndo foi possivel recuperar a bactéria da
semente, mesmo apresentando médias de severidade elevada, como a cultivar
BRS FP403 (média 7,3) (Figura 2). Para os 17 gendtipos restantes em que foi
possivel recuperar a bactéria, a populacdo bacteriana é semelhante a
encontrada no primeiro ensaio (Tabela 3).

A identidade das bactérias recuperadas de todos o0s tratamentos
(gendtipos) foi confirmada por meio de PCR. Das sementes provindas do
primeiro ensaio (ndo inoculado) foi recuperada a espécie Xanthomonas citri pv.
fuscans, e das sementes provindas do segundo ensaio (inoculado) apenas a

espécie X. phaseoli pv. phaseoli.
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Discusséo

A transmissdo pela semente é um dos mais eficientes meios de
dispersédo a longa distancia da maioria das bactérias fitopatogénicas (Gitaitis &
Walcott, 2007). Niveis baixos de contaminacdo das sementes por patdégenos
bacterianos sdo suficientes para levar a colonizacdo eficiente das plantas
(Darrasse et al., 2007).

Resultados obtidos neste trabalho demonstram que as bactérias
causadoras do CBC (Xcf e Xpp) sédo transmitidas da planta-mde para as
sementes, mesmo quando o inéculo é aplicado na fase vegetativa (segundo
ensaio). Para este patossistema € relatado que a bactéria é transmitida para a
semente através do sistema vascular da planta hospedeira (Darsonval et al.,
2009, Darsonval et al., 2008), e que na maioria das vezes a presenca da
bactéria é observada desde o tegumento até as superficies dos embrides
(Darrasse et al., 2018).

Ficou evidenciado aqui que a menor da severidade da doenca nao
implica em menor da populacéo bacteriana na semente, mostrando que mesmo
gue a severidade dos sintomas seja menor na geracao seguinte, a bactéria
continua presente na semente em concentracdes similares entre as duas
geracBes para a maioria dos genotipos. Para a espécie Xcf, Darrasse et al.
(2007), mostraram que a bactéria foi capaz de contaminar sementes de feijao
sem a expressdo dos sintomas na hospedeira suscetivel. Resultados
semelhantes foram encontrados por Walcott et al. (2003), quando avaliaram a
contaminagao de sementes por Acidovorax avenae subsp. citrulli em sementes

de melancia assintomaticas. Resultado contrario foi relatado por Roberts et al.
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(1996) quando analisaram a transmissdo de Pseudomonas syringae pv. pisi
para ervilhas e verificou-se que o numero de lesdes nas plantas aumenta a
medida que a populacao bacteriana nas sementes aumenta.

Segundo Rodriguez et al. (2018) a herdabilidade de microrganismos
endofitos nas sementes pode estar relacionada a interacdo deste com o
genatipo da hospedeira. Nossos resultados sugerem que isto ndo ocorre para o
patossistema em estudo, visto que a transmissdo de Xcf e Xpp para as
sementes foi avaliada em 24 gendtipos de feijoeiro, e nos dois ensaios
realizados ndo houve correlacdo entre a quantidade de bactéria presente na
semente e o nivel de resisténcia de CBC das cultivares. Portanto, a
transmissao do patdgeno ao longo das geracfes aparentemente ndo depende
do gendtipo da hospedeira. Semelhantes resultados foram encontrados por
Popovic¢ et al. (2010) quando avaliaram 23 cultivares comerciais de feijoeiro da
Sérvia e confirmaram a presenca (sem quantificacdo) da bactéria em 20
cultivares.

Gendtipos com baixa severidade e classificados como resistentes a
doenca, como por exemplo, o IPR Tuiuiu (ensaio sob infeccdo natural) mostrou
aumento da populacdo bacteriana na segunda geracdo, sugerindo que a
expressao de genes envolvidos na resisténcia a doenca nao impede ou diminui
a transmissao do patdégeno para a geracdo seguinte. Resultado contrario é
relatado para Xanthomonas citri subsp. malvacearum, em que a resisténcia do
hospedeiro € um fator importante para a transmisséo da bactéria das sementes
para as plantas (Moffett & Wood, 1985).

Os gendtipos de feijoeiro foram avaliados apenas durante duas

geracdes, ou seja, dois anos consecutivos. Seria importante avancar as
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geracdes destes gendtipos a fim de analisar o comportamento da populacao de
bactérias ao longo dos anos. Segundo Rezki et al. (2018), as flutuacbes anuais
nas condicdes climaticas podem contribuir para as diferencas na estrutura da
comunidade de microrganimos entre as geracdes sucessivas da planta.
Compreender a importancia da transmissdo dos patdégenos pela
semente € um pré-requisito para o desenvolvimento de métodos de controle
eficientes. Com isso, deve-se atentar no desenvolvimento de métodos de
controle que diminuem a eficiéncia da transmissdo dos patdgenos da planta
para a semente, representando uma estratégia interessante para a producao

de sementes com boa qualidade sanitaria.
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com descricdo da genealogia das linhagens e o tipo de gréao

Genotipos Genealogia Tipo de grao
ANFC9 - Carioca
BRS FC402 - Carioca
BRS ESTILO - Carioca
IPR Bem te vi - Carioca
BRS PEROLA - Carioca
CNFC 15713 Juriti / CNFC 9437 Carioca
CNFC 15743 Magnifico / BRS Requinte Carioca
CNFC 15801 Magnifico / CNFC 8202 Carioca
CNFC 15805 Magnifico / CNFC 8202 Carioca
CNFC 15820 CNFE 8075/ LM202206076 Carioca
CNFC 15826 CNFC 8202/ LM 202206076 Carioca
CNFC 15839 CNFC 8202 / Magnifico Carioca
CNFC 15850 GX 9792 - 299-2 / Juriti Carioca
CNFC 15853 CNFC10429 / BRS Pontal Carioca
CNFC 15 854 CNFC10429 / BRS Pontal Carioca
CNFC 15859 CNFC10429 / CNFC 8075 Carioca
CNFC 15820 CNFC 10432 /CNFC 9437 Carioca
CNFC 16709 VC3/CNFC 10429 Carioca
CNFC 16876 VC3 / CNFC 10408 Carioca
CNFC 16902 VC3/ CNFC 10408 Carioca
BRS FP403 - Preto
BRS ESTEIO - Preto
IPR TUIUIU - Preto
CNFP 15627 BRS VALENTE / CNFP 10138 Preto

Tabela 1. Cultivares e linhagens genéticas de feijoeiro utilizadas nos ensaios,
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Tabela 2. Desdobramentos das interagfes significativas da andlise de variancia
referente a populacdo bacteriana presente nas sementes de 24 gendtipos de
feijoeiro e severidade do crestamento bacteriano comum avaliadas em duas
geracoes, sob infeccdo natural de Xanthomonas citri pv. fuscans

Populacéo bacteriana Severidade (Nota)

Gendétipos [log(ufc/g de sementes)]
Geracao 1 Geracao 2 Geracdo 1 Geracédo 2

ANFC9 3,461 d A® 3,35d A 3,3aA 2,3aA
BRS FC402 2,44 a A 4,01eB 50bA 36aA
BRS Estilo 3,82e B 3,09cA 46bA 3,3aA
IPR Bem te vi 2,77b A 3,93eB 53bB 3,3aA
Pérola 3,04cB 0,0aA 56bB 26aA
CNFC 15713 3,16 cA 3,46dB 53bB 3,0aA
CNFC 15743 2,32aB 0,0aA 70cB 3,6aA
CNFC 15801 3,04cB 0,0aA 6,0cB 36aA
CNFC 15805 3,26 d A 4,06eB 6,0cB 3,6aA
CNFC 15820 3,10cA 3,48dB 8,0cB 26aA
CNFC 15826 465fA 577fB 8,0cB 43aA
CNFC 15839 4,02e A 3,77e A 6,6 cB 26aA
CNFC 15850 4,04eB 3,36 d A 53bA 3,6aA
CNFC 15853 4,06e B 3,14cA 53bB 2,3aA
CNFC 15854 250aA 4,04eB 53bB 26aA
CNFC 15859 3,27d A 3,92eB 50bA 40aA
CNFC 15860 3,10cB 0,0aA 50bB 26aA
CNFC 16709 3,80e A 4,03e A 70cB 20aA
CNFC 16876 2,84b A 3,98eB 8,0cB 3,0aA
CNFC 16902 4,44fB 2,86 c A 73cB 3,3aA
BRS FP403 240aB 1,32b A 3,0aA 2,3aA
BRS Esteio 3,42dB 0,0aA 50bB 3,0aA
IPR Tuiuiu 2,63bA 3,42dB 26a A 2,3aA
CNFP 15697 241aB 0,0aA 6,6 CA 53aA
Média geral 3,25B 2,71A 5,69 B 3,15A

! Valores médios de 3 repeticdes

’Para cada variavel analisada (populacdo bacteriana e severidade), as médias com
letras minUsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si para 0s genotipos e
letra maiuscula na linha ndo diferem entre as geracdes. Scott-Knott 5%.
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Tabela 3. Desdobramentos das interagfes significativas da andlise de variancia
referente a populacdo bacteriana presente na semente e severidade da
doenca, avaliadas em duas geragfes, para os 24 gendtipos de feijoeiro sob
inoculacao artificial de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli.

Populagéo bacteriana Severidade (nota)

Genotipos [log(ufc/g de sementes)]
Geracao 1 Geracdo 2 Geracdo 1 Geracao 2

ANFC9 3,47' e A? 343 gA 6,0 aA 50 aA
BRS FC402 0,0 aA 0,0 aA 6,6 bA 56 aA
BRS Estilo 3,18 dA 3,47 gB 6,0 aA 43 aA
IPR Bem te vi 393 gA 3,96 hA 76 bB 56 aA
Pérola 2,65 cCA 4,70 iB 53 aA 50 aA
CNFC 15713 3,14 dB 1,67 cA 76 bB 50 aA
CNFC 15743 2,95 dB 2,01 dA 76 bB 3,6 aA
CNFC 15801 0,0 aA 0,0 aA 6,3 bB 3,6aA
CNFC 15805 0,0 aA 0,0 aA 46 aA 46 aA
CNFC 15820 0,0 aA 0,0 aA 56 aA 43 aA
CNFC 15826 3,36 eB 15 bA 70 bB 46 aA
CNFC 15839 3,92 gB 3,52 gA 6,3 bB 43 aA
CNFC 15850 3,31 eB 253 eA 53 aB 3,0 aA
CNFC 15853 3,03 dB 0,0 aA 6,6 bB 43 aA
CNFC 15854 4,12 hB 0,0 aA 70 bB 43 aA
CNFC 15859 3,14 dB 252 eA 6,6 bB 43 aA
CNFC 15860 2,41 bA 2,35 eA 70 bB 3,3 aA
CNFC 16709 0,0 aA 0,0 aA 76 bB 50 aA
CNFC 16876 0,0 aA 0,0 aA 50 aA 43 aA
CNFC 16902 2,22 bA 241 eA 70 bB 3,6 aA
BRS FP403 0,0 aA 0,0 aA 7.3 bB 50 aA
BRS Esteio 3,60 fB 3,34 fA 8,0 bB 43 aA
IPR Tuiuiu 4,30 iB 3,63 gA 53 aA 50 aA
CNFP 15697 441 iB 3,20 fA 6,6 bA 50 aA
Média Geral 2,38 B 1,84 A 6,52 B 4,48 A

! vValores médios de 3 repeticdes

% Para cada variavel analisada (populacdo bacteriana e severidade), as médias com
letras minUsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si para 0s genotipos e
letra mailscula na linha ndo diferem entre as geragdes. Scott-Knott 5%.
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Figura 1. Populagédo de Xanthomonas citri pv. fuscans expressa em Log (ufc/g
de semente) detectada em sementes de 24 genotipos de feijoeiro avaliados ao
longo de duas geracBes sob condicbes de ocorréncia natural de crestamento
bacteriano comum. Letras iguais indicam que as médias ndo diferem entre si,
entre as duas geracgdes sucessivas de plantio (Scott-Knott 5%).
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Populagdo bacteriana [log(UFC/g de semente)]

m Geragio 1 m Geraglo 2

Figura 2. Populacdo de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli expressa em Log
(ufc/lg de semente) detectada em sementes de 24 genoétipos de feijoeiro
inoculados artificialmente em condicbes de campo e avaliados ao longo de
duas geracdes. Letras iguais indicam que as médias néo diferem entre si, entre
as duas gerag0Oes sucessivas de plantio (Scott-Knott 5%).
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Caputulo-4

Deteccdo rapida de Xanthomonas citri pv. fuscans e
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli em feijoeiro-comum por
amplificacéo isotérmica mediada por Loop*
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Resumo

Foi desenvolvido um ensaio Lamp para deteccdo especifica dos patdégenos
causadores do crestamento bacteriano comum no feijoeiro, X. phaseoli pv.
phaseoli e X. citri pv. fuscans. Os limites de deteccdo do ensaio Lamp foram de
10 ufc/mL para a suspensédo de células e 0,1 fg para DNA, enquanto que na
PCR convencional os iniciadores detectam até 10° ufc/mL e 10 ng de DNA. O
método foi testado com amostras de folhas inoculadas artificialmente, com
sintomas e com infecgao latente, e houve deteccéo da bactéria na folha a partir
de 4 horas apos a inoculacéo até o final do tempo de avaliacdo, aos 15 dai.
Quando o método foi aplicado para deteccéo da bactéria em lotes de sementes
de feijdo contaminado, a taxa de deteccdo da bactéria foi de 100% (24/24). O
patogeno foi detectado nas sementes submetidas a apenas 1 hora de repouso
em solucao salina (0,85%), reduzindo o tempo demandado para a deteccdo da
bactéria. O uso do ensaio LAMP em lotes de semente reduziria 0os riscos de
plantio de lotes com alta infestacdo da bactéria em ambientes favoraveis a sua

multiplicacéo.

Introducéo

O crestamento bacteriano comum (CBC) esta entre as doencas mais
destrutivas do feijoeiro comum, causando grandes perdas na producao
principalmente na safra das aguas, eépoca em que as condi¢cdes ambientais sao
favoraveis (umidade e temperatura elevada) ao desenvolvimento da doenca e
disseminacdo do patdégeno (Vieira 1983). A doenca é causada por quatro
linhagens genéticas diferentes que pertencem a duas espécies dentro do

género Xanthomonas (Schaad et al. 2005; Schaad et al. 2006; Alavi et al.
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2008). Sendo a linhagem “fuscans”, a linhagem nao fuscans 2 (NF2) e 3 (NF3)
pertencentes a espécie Xanthomonas citri pv. fuscans (anteriormente X.
fuscans subsp. fuscans e X. axonopodis pv. phaseoli grupo 9.6 por rep-PCR ).
E a linhagem néo fuscans 1 (NF1) pertencente a Xanthomonas phaseoli pv.
phaseoli (anteriormente X. axonopodis pv. phaseoli grupo 9.4 por rep-PCR)
(Rademaker et al. 2005; Constantin et al. 2016).

No Brasil, a doenca foi constatada pela primeira vez no estado do Para,
e seu agente causal descrito como X. campestris pv. phaseoli (Robbs 1954) e a
variante fuscans, foi descrita no Estado de Sao Paulo (Paradela Filho et al.
1967). A doenca tem expressdo mundial, sendo alvo de quarentena em muitos
paises da Europa, onde ndo € endémica. Assim, o0 transito de sementes
contaminadas € um forte componente alvo das medidas de controle para limitar
a disseminacdo do patégeno no mundo. A bactéria pode sobreviver e
permanecer viavel por periodos de cinco a 15 anos em sementes de feijao,
(Neergaard 1977; Marques et al. 2005), sendo um importante veiculo de
disseminacédo a curta distancia e o principal a longa distancia.

Diferentes técnicas de deteccdo podem ser empregadas para
demonstrar a presenca da bactéria na hospedeira. Métodos de diagnose
baseados no uso de meios semisseletivos (Claflin et al. 1987; Tebaldi et al.
2007), dupla difusédo em gel de agar (Maringoni et al. 1994), testes bioquimicos
e PCR especifica. Apesar de ser apresentada como uma técnica de deteccéo
precisa, a PCR especifica apresenta a desvantagem de nao possuir alta
sensibilidade, principalmente no que se refere a deteccdo em material de
planta. E ainda por demandar tempo devido ao demorado ciclo de amplificacdo

do fragmento de DNA e, as analises pos-amplificacdo por eletroforese em gel.
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O par de iniciadores especificos X4c/X4e desenvolvidos por Audy et al.
(1994) amplifica um fragmento de 730 pb do DNA plasmidial que permite
detectar tanto a linhagem “fuscans” como as linhagens “nédo fuscans”. Os
iniciadores Xf1/Xf2 especificos apenas para a linhagem “fuscans” foram
desenvolvidos para a deteccdo da bactéria na planta, e de acordo com o0s
autores o limite de deteccéo foi 10* ufc por disco de folha (Toth et al. 1998).

A partir dos genes de viruléncia avrBst e xopL, Boureau et al. (2013)
desenvolveram os iniciadores Am1F/R e Am2F/R, que quando usados em
conjunto com os iniciadores X4c/X4e compondo uma reacdo multiplex
diminuem o risco de falsos positivos, e permitem a diferenciacdo de isolados
patogénicos daqueles ndo patogénicos, apresentando como uma alternativa
aos testes de patogenicidade. Os autores sugerem a realizacdo de testes de
patogenicidade para aqueles resultados que apresentam ambiguidade.

A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) foi descrita por
Notomi et al. (2000) e tornou-se uma ferramenta para a deteccdo de
fitopatdégenos, incluindo varias espécies de Xanthomonas (Lang et al. 2014;
Hodgetts et al. 2015; Jun-Hai et al. 2015; Palacio-Bielsa et al. 2015; Wang and
Turechek 2016). Em contraste com a PCR, a LAMP amplifica a uma
temperatura Unica e constante e, portanto, ndo requer um equipamento
termociclador, diminuindo os custos e otimizando o tempo para a detecgédo de
um patégeno. No entanto, os produtos da reacdo facilmente causam poluicdo
por aerossois em condicOes de alta temperatura, 0 que resulta em maiores
taxas de falsos positivos (Huang et al. 2017).

Os ensaios LAMP requerem a enzima Bst DNA polimerase (com

atividade de deslocamento de cadeia) e um conjunto de 4-6 iniciadores que
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hibridam em 6 a 8 regides distintas da sequéncia alvo, conferindo alta
especificidade. A amplificacdo, em geral, € concluida sob uma condicdo
isotérmica entre 60-65 °C, resultado em grandes quantidades de produto
amplificado em pouco tempo (0,5 - 1h) (Jun-Hai et al. 2015).

Conforme a reacdo progride é possivel observar a turbidez por
pirofosfato de magnésio, um subproduto da reacdo de amplificacdo, que esta
diretamente relacionado a quantidade de produto amplificado (Arroyo et al.
2008). E possivel também realizar a deteccéo visual pela adicio de corantes
intercalantes de DNA, tais como, brometo de etideo, SYBR Green e iodeto de
propidio, ou indicadores de ions de metais, como azul de hidroxinaftol (HNB) e
calceina.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método de LAMP para a
deteccdo especifica dos patégenos causadores do crestamento bacteriano
comum no feijoeiro (X. phaseoli pv. phaseoli e X. citri pv. fuscans), e valida-lo
em plantas de feijoeiro sintomaticas e assintomaticas, bem como em lotes de

sementes originados de cultivo com incidéncia da doen¢a no campo.

Material e Métodos

Obtencdo dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos utilizados neste estudo foram recuperados da
colecdo de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo. Os
isolados pertencentes as espécies Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xpp) e

X. citri pv. fuscans (Xcf) foram crescidos em meio de cultura 523 de Kado
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(Kado and Heskett 1970), e submetidos a confirmacao da identidade por meio
da PCR especifica com os iniciadores X4c/X4e (Audy et al. 1994) e Xf1/Xf2
(Toth et al. 1998), e da patogenicidade pelo método da tesoura (Rava et al.

1988) na cultivar suscetivel BRS Artico.

PCR convencional

A reacdo foi realizada com auxilio do QIAGEN® multiplex PCR Kit em
um volume final de 10 yL contendo: 5 uL do multiplex PCR master mix; 1 uL de
Q-solution; 0,1 yL de cada primer (10 uM) Xf 1/Xf 2; X4c/X4e; e 1 uL da
suspensdo de células bacterianas (10’ ufc/mL). O programa para PCR foi
composto por desnaturacao inicial de 95°C por 15 min, seguido por 37 ciclos de
94 °C/30 seg, 65 °C/30 seq, 72 °C/1 min, e uma extensdo final a 72 °C/ 10 min.
Posteriormente, os produtos da PCR (5 pL) foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,5% em tamp&o TBE 1X, corado com gelRed 2X,

visualizado sob luz UV e fotodocumentados via sistema digital (L-PI1X Loccus).

LAMP

Os iniciadores LAMP foram desenhados a partir da sequéncia do DNA
plasmidial p7X4 da bactéria, utilizados por Audy et al. (1994) para desenvolver
os iniciadores especificos (X4c/X4e) usados na PCR convencional. O software
PrimerExplorer V5 (Eiken Chemical Co. Ltd., Tokyo, Japan) foi utilizado para os
desenhos de dois pares de iniciadores internos (FIP e BIP) e dois pares de
iniciadores externos (F3 e B3). As sequencias de iniciadores desenhados esta

descrita na Tabela 1.
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As reacdes de LAMP foram otimizadas ajustando-se as concentracdes
dos iniciadores, dNTPs, MgSO,, e demais reagentes da PCR (corantes e
solucédo tampéao). Apos a otimizacao, as reacdes foram conduzidas em volume
final de 10 ul contendo, 1X Bst Thermopol Buffer, 5.5 uM MgSO,4, 200 uM do
corante vermelho neutro com pH 7,8, 0.2 uM de F3 e B3 (cada), 1.6 uM de FIP
e BIP (cada), 1.4 mmol de cada dNTP, 8U de Bst DNA polimerase large
fragment (Biolabs, New England®), e 1pl de suspensdo de células bacterianas
(10" ufc/mL).

Para encontrar a temperatura de amplificacdo ideal, a reacdo foi
conduzida em aparelho termociclador (BioRad® Thermal Cycler) com gradiente
de temperatura que variou de 55°C a 65°C, por 1 hora. Controles negativos
contendo agua livre de nuclease foram incluidos em cada ensaio. Enquanto os
controles positivo foi composto pelos isolados BRM 25302 (Xpp) e BRM 25304
(Xcf). O corante vermelho neutro (Vetec®) adicionado na reacdo permitiu
monitorar a amplificacdo observando-se a cor em tons de rosa para as
amostras positivas e a cor amarela para as amostras negativas (Alhassan et al.

2016; Poole et al. 2017).

Especificidade e sensibilidade LAMP

Para determinar a especificidade do protocolo LAMP para o alvo (Xpp e
Xcf), os iniciadores foram testados em diferentes espécies de Xanthomonas
(Xanthomonas gardneri, X. axonopodis pv. manihots, X. axonopodis pv.
glycines e X. campestris pv. campestris), em outros patdogenos do feijoeiro
(Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccunfaciens, Colletotrichum

lindemuthianum, Fusarium solani, Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli,
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Macrophomina phaseolina, Pseudocercospora griseola), DNA extraido da folha
do feijoeiro e ainda populacdo de microrganismos presente na folha do
feijoeiro. Folhas de feijdo sadias foram coletadas aleatoriamente em um ensaio
de multiplicacdo de sementes conduzidos na casa de vegetacdo. As folhas
foram carimbadas em meio de cultura 523 de Kado e mantidas em B.O.D por
48 horas, em seguida as placas foram lavadas com agua destilada e 1pl foi
usado para as reacdes LAMP.

Para determinar a concentracdo minima detectavel foi preparada uma
suspensao de células dos isolados BRM 25302 (Xpp) e BRM 25304 (Xcf),
ajustando-se a concentracdo para 10° ufc/mL e efetuando-se 10 diluicdes em
série. Também foi determinado o limite minimo de DNA detectavel com 12
diluicdes de DNA a partir da concentracao inicial de 100 ng/pl. Cada dilui¢ao foi
submetida a reacfes com os iniciadores LAMP e PCR convencional com os
iniciadores X4c/X4e para comparar a sensibilidade de deteccdo das duas
técnicas. Os ensaios foram repetidos trés vezes para confirmacdo dos

resultados.

Deteccdo do patégeno em amostras de folhas sintométicas e com infeccdo

latente

Para avaliar 0 potencial LAMP para detectar
infeccOes latentes, plantas com 10 dias de idade da cultivar suscetivel BRS
Artico foram inoculadas pelo método da tesoura (Rava et al. 1988) com uma
suspensdo de suspensdo de 10’ ufc/mL do isolado BRM 25302. Foram
coletadas duas folhas escolhidas aleatoriamente nas plantas inoculadas em

oito diferentes tempos, 4 horas apos a inoculacao, 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 15 dias
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apos a inoculacdo. Folhas de plantas sadias também foram amostradas antes
da inoculacdo como controles negativos. De cada folha, foram retirados
fragmentos de cerca de 0,5 mm? na regido do corte, que foram macerados em
microtubos contendo 200 pL de agua estéril a temperatura ambiente. Uma

aliquota de 1 L foi usada diretamente nas reacdes de LAMP.

Deteccdo dos patdégenos nas semente

Um lote de sementes (cv. BRS Esplendor) colhido em um campo
experimental submetido a condicbes ambientais desfavoraveis a doenca, e
sem ocorréncia de sintomas de CBC foi usado para os testes. Para averiguar a
sanidade do lote, quanto a presenca de X. phaseoli pv. phaseoli e X. citri pv.
fuscans, as sementes foram submetidas ao método padrdo do ISTA
(International Rules for Seed Testing), que consistiu em manter 1000 sementes
submersas em solucdo salina (0,85%) durante 16 horas a 4° C, e submeter
1mL do extrato bruto a diluicdo seriada e plaqueamento em meio de cultura
para contagem das coldnias, seguido por identificacdo por PCR especifica
(Grimault et al. 2014). Cada diluicdo do extrato bruto foi plaqueada quatro
vezes.

Apés confirmada a auséncia dos patdbgenos na sementes, uma
subamostra das sementes foi inoculada artificialmente por aspersdo da
suspensdo bacteriana (10% ufc/mL) nas sementes até estarem completamente
cobertas pela suspensdo. Em seguida as sementes foram secas sob fluxo
laminar. A sensibilidade dos ensaios LAMP para deteccédo de contaminacdes

de 0,1 e 1% no lote de sementes (1:999 e 10:990) foi testada. As sementes
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foram sumetidas a 16 horas de repouso em solucéo salina, como sugerido pelo
ISTA, e uma aliquota de 1 mL do extrato bruto foi centrifugado por 10 min a
12.000 rpm, em seguida o pellet foi ressuspendido em 100 uL de agua estéril, e
uma aliquota de 1 pL foi retirado para as reacdes de LAMP.

Para testar a reprodutibilidade do método, foram utilizados lotes de
sementes de 24 cultivares/linhagens genéticas de feijoeiro com alta infestacéo
de CBC no campo e apenas uma linhagem ou lote livre do patégeno como
controle negativo. Cada lote foi submetido previamente a deteccao pelo método
convencional proposto pelo ISTA (International Seed Testing Association).
Cada reacdo incluiu um controle positivo (BRM 25302) com suspensao
bacterina e um controle negativo com agua.

A fim de reduzir o tempo de deteccao, 1000 sementes foram submersas
em solucado salina (2 mL/grama) e mantidas em camara fria por 1 e 4 horas.
Apos o repouso, foi retirado 1 mL do extrato que foi centrifugado e o pellet
ressuspendido em agua (100 pL), uma aliquota de 1 uL foi utilizada para

reacoes de Lamp.

Resultados

Desenho dos iniciadores, especificidade e sensibilidade

Os cinco conjuntos de iniciadores desenhados com base no amplicon
gerado pelos iniciadores especificos X4c/X4e foram submetidos a reacdo de
PCR e apenas um dos conjuntos mostrou-se eficiente para a deteccao

especifica de X. phaseoli pv. phaseoli e X. citri pv. fuscans. As sequéncias que
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contém os iniciadores externos F3 e B3, os iniciadores internos FIP (consistiu
em F2 e F1c) e BIP (consistiu em B2 e B1c), estéo listadas na Tabela 1.

As condicfes de reacdo LAMP (temperatura e tempo) foram otimizadas
para 63°C por 60 min. Os limites de deteccdo do LAMP foram de 10 ufc/mL
para a suspensao de células e 0,1 fg para DNA (Figura 1), enquanto que na
PCR convencional os iniciadores detectam até 10° ufc/mL e 10 ng de DNA
(Tabela 2). Como para ambas as espécies de Xanthomonas os resultados
foram idénticos, foi apresentado o resultado obtido para apenas uma das
espécies, X. phaseoli pv. phaseoli.

A especificidade do ensaio LAMP foi testada para outros patégenos
associados ao feijoeiro, para a microbiota presente na folha, para o DNA do
feijoeiro e ainda para outras espécies de Xanthomonas. Amostras contendo
DNA de Xpp desenvolveram uma coloracao rosa ap0s a reagao, e as amostras
negativas, com agua, com DNA do feijdo, e com DNA e célula de outros
patdgenos ou microrganismos, apresentaram coloracdo amarela apos a

reacao, indicando que ndo houve amplificacdo de DNA (Figura 2).

Deteccdo do patégeno em amostras de folhas sintométicas e com infeccdo

latente

Para demonstrar sua aplicabilidade, o método LAMP foi testado com
amostras de folhas inoculadas artificialmente, com sintomas e com infeccéo
latente. As folhas comecaram a apresentar sintomas somente a partir de 4 dias
apos a inoculacao (dai) (Tabela 3), contudo os iniciadores LAMP detectaram a
presenca da bactéria na folha a partir de 4 horas apos a inoculagéo até o final

do tempo de avaliagédo, aos 15 dai . Isso demonstrou alta capacidade do ensaio
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LAMP na deteccdo dos agentes do CBC em infeccdes latentes (plantas

assintomaticas) e em plantas com sintomas (Figura 3).

Deteccdo do patbgeno na semente

O ensaio LAMP para a detecgao X. phaseoli pv. phaseoli e X. citri pv.
fuscans foi aplicado a 24 lotes de sementes de feijdo coletados em campo
experimental contaminado com CBC. A taxa de deteccdo da bactéria foi de
100% com o método LAMP. Os mesmos lotes de sementes quando
submetidos a andlise pelo método padrdo sugerido pelo ISTA, apresentaram
uma porcentagem de incidéncia dos patégenos nos lotes avaliados, de 18/24
(75%). A fim de reduzir o tempo de deteccdo sugerido pelo ISTA, as sementes
foram submetidas a tempos de 1 e 4 horas de imersdo em solucdo. Foi
possivel detectar o patdgeno nas sementes submetidas a apenas 1 hora de

repouso em solucao salina (0,85%) (Figura 7).

Discussao

A diagnose de crestamento bacteriano comum no feijoeiro baseia-se em
um conjunto de métodos complementares como, reconhecimento de sintomas,
cultivo em meio semisseletivo (Claflin et al. 1987; Tebaldi et al. 2007), testes
bioguimicos (Ryu 1940; Klement et al. 1990; Schaad et al. 2001), testes de
patogenicidade (Rava et al. 1988) e métodos moleculares baseados em PCR
(Audy et al. 1994), que requerem maior tempo e técnicas especializadas. O

presente trabalho desenvolveu um método de deteccdo rapida dos agentes
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patogénicos (X. phaseoli pv. phaseoli e X. citri pv. fuscans) em folhas e
sementes de feijao por meio da técnica LAMP.

LAMP representa uma nova ferramenta que pode ser usada para
deteccdo de patdogenos com inumeras vantagens em relacdo as técnicas
existentes. As reacfes LAMP apresentam alta sensibilidade e rapidez, e os
resultados podem ser visualizados a olho nu com adicdo de corantes, sem a
necessidade de eletroforese para deteccao do produto amplificado.

Todos os parametros para detectar Xpp e Xcf por meio de LAMP foram
padronizados e o0 ensaio pode ser realizado com  sucesso
usando-se um banho-maria, bloco de incubacdo ou outro dispositivo de
aguecimento, que fornecem uma temperatura constante de 61° C a 63° C. O
corante vermelho neutro possibilitou a visualizacdo das reacdes a olho nu,
apresentado tons de rosa para as amostras positivas e cor amarela para as
amostras negativas. E importante ressaltar que para visualizacéo a olho nu é
recomendado o uso de métodos de contrastes (corantes) que sejam
adicionados antes da amplificacdo, e que a deteccdo seja realizada em tubo
fechado para reduzir os riscos de contaminagdo cruzada por aerossois,
produzindo falsos positivos.

Os testes de sensibilidade do ensaio LAMP
mostraram um limite de deteccdo na ordem de femtograma
do DNA alvo (0,1 fg) ou 10 ufc/mL de suspensao bacteriana, superior ao nivel
de deteccdo da PCR convencional que tem como limite de deteccdo 10°
ufc/mL. Resultados semelhantes foram encontrados na detecgcéo por LAMP de
Erwinia amylovora (Bihlmann et al. 2013), Ralstonia solanacearum (Morisset et

al. 2014) e Xanthomonas albilineans (Dias et al. 2018). A especificidade do
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conjunto de iniciadores LAMP foi validada com outras espécies de
Xanthomonas, de sete outros patégenos encontrados no feijoeiro comum, e
também aos microrganismos que sobrevivem epifiicamente na folha,
mostrando ser altamente especifica apenas para o organismo alvo.

A deteccao especifica de agentes patogénicos é muito importante para a
predicdo e controle de doencas. A técnica LAMP desenvolvida possibilitou
detectar a bactéria em infeccbes sintomaticas e latentes, confirmando a
presenca da bactéria no tecido da folha antes do surgimento dos primeiros
sintomas. Isso demostra a eficacia do método em detectar o patdgeno presente
na planta mesmo em baixas concentracdes, podendo ser aplicada em
amostras vindas diretamente do campo.

Os sintomas da doenca no campo se manifestam frequentemente nas
folnas, e sdo de facil reconhecimento. Porém as sementes quando
contaminadas raramente apresentam sintomas da doenca, tornando dificil
testar com eficiéncia e precisdo amostras de sementes para a presenca da
bactéria. O método recomendado pelo ISTA apresenta como vantagem a
qguantificacdo bacteriana, porém, demanda tempo e requer bom conhecimento
para execucdo e identificacdo das col6nias. A técnica LAMP desenvolvida no
trabalho permitiu detectar a bactéria na semente em apenas 1 hora de repouso
em solucdo salina (0,85%), reduzindo bastante o tempo demandado para a
deteccédo da bactéria.

O limite de deteccao para a bactéria nas sementes foi de 0,1 %, ou seja,
uma semente contaminada em 999 sadias. Quando o método foi testado em
diferentes lotes de sementes contaminados, houve 100% de deteccao (24/24),

mostrando a eficiéncia do método para deteccdo da bactéria em lotes de
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sementes. Resultados similares foram encontrados por Lang et al. (2014) que
por meio dos primer LAMP especificos para Xanthomonas oryzae pv. oryzae
detectaram 100% das amostras avaliadas, e obtiveram 0,5 % de taxa de
deteccdo em 5g de sementes.

Outra grande vantagem do método desenvolvido é o fato de ndo haver
necessidade de extracdo de DNA, usando o extrato bruto da semente e das
folhas diretamente nas reacfes. Varios trabalhos publicados demonstram que
as amplificacdes LAMP toleram niveis mais elevados de certos inibidores e que
a sensibilidade é menos afetada pelos varios componentes das amostras da
planta, permitindo a omissao da purificacdo do DNA da amostra (Kaneko et al.
2007; Francois et al. 2011; Tomlinson et al. 2013). A tolerancia do LAMP para
componentes da folha e das sementes evita a necessidade para pré-extracao
do modelo de DNA, reduzindo o tempo necessario para todo o processo.

Por fim, o método de deteccdo visual Lamp desenvolvido para
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e Xanthomonas citri pv. fuscans apresenta
como vantagens a simplicidade, sensibilidade e especificidade. O ensaio LAMP
poderia ser potencialmente Uutil para a selecdo de lotes de sementes
contaminados, 0 que reduziria muito os riscos de plantio de lotes de sementes
com alta infestacdo da bactéria em ambientes favoraveis a sua multiplicacao.
Consequentemente, facilitaria a tomada de medidas preventivas e de controle

adequadas antes da multiplicacao e dissemina¢ao do patégeno no campo.

145



Tabela 1. Iniciadores usados neste estudo

Método Primer Sequéncia (52> 3’) Referéncia
X4c GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG Audy et al., 1994
X4de CGCCGGAAGCACGATCCTCGAAG
PeR Xf1.2 ACGCAAGACCCATCGTCATTC Toth et al., 1998
Xf2.2 ATGGCTCAAGGAAAAACTTTCAGG
F3 TCCATACCTTCGGTCAACGA Este estudo
B3 GCACCTCTTCGAGGATCGT Este estudo
Lamp TAGGCTCGGCCGCTCACTATCGTTTTGAACGCC
FIP Este estudo
ACCTGCTTTTCCT
BIP CAGCTTCCACACCACCAGCACGTTTTCGGCGCG AAGGATGAC Este estudo
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Tabela 2. Limite de detecgcdo de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli por LAMP

e PCR convencional

Suspensédo de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli

(ufc/mL)
Método? 10" 10° 10> 10* 10° 10° 10" 10°
Lamp +P + + + + + + -
PCR
+ + + - - - - -

convencional

®Ensaios foram repetidos 3 vezes com 0os mesmos resultados.

b= reacao positiva; - = reacao negativa
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Tabela 3. Deteccdo de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli em folhas de
feijoeiro sintoméaticas e assintomaticas.

Inoculacao artificial de X. phaseoli pv. phaseoli na folha (Dias apos a
inoculacéo)

-1 0 1 2 3 4 5 10 15
LAMP - + + + + + + + n
Sintomas - - - - - + + + +
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100ng 10ng 1ng 100pg 10pg 1pg 100 fg 10fg 1fg 0,1fg 0,01fg N

[DNA]

[Cells ufc/mL]

Figura 1. Sensibilidade de LAMP avaliada por meio de diluicdo em série do
DNA bacteriano do isolado BRM 25302 de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli
(100 ng — 0,01 fg) e diluicdo em série da suspensdo de células bacterianas (10°
— 1 ufc/mL). N: controle negativo.
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Xpp Xcf Xag Xam Xg Xcc N

[a]

W
Xpp Xcf Cff Fs Fop cl Mp Pg N

[b]

Xpp  Xcf 1 2 3 4 5 bean N

[c]

Figura 2. Deteccao especifica de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e X. citri
pv. fuscans por meio de LAMP. (a): Xpp, X. phaseoli pv. phaseoli; Xcf, X. citri
pv. fuscans; Xag, X. axonopodis pv. glycines; Xam, X. axonopodis pv.
manihots; Xg, X. gardneri; Xcc, X. campestris pv. campestris.(b): Xpp, X.
phaseoli pv. phaseoli; Xcf, X. citri pv. fuscans; Cff, Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens; Fs, Fusarium solani; Fop, Fusarium
oxysporum f.sp. phaseoli; Cl, Colletotrichum lindemuthianum; Mp,
Macrophomina phaseolina; Pg, Pseucercospora griseola. (c): Xcp, X. phaseoli
pv, phaseoli; Xcf, X. citri pv. fuscans; 1-5, microbiota da folha; bean, DNA da
folha do feijdo. N: controle negativo
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Figura 3. Deteccdo de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli por LAMP em folhas
sintométicas e assintomaticas apos inoculacao artificial. Tubo 1 = 5 dias ap0s a
inoculacdo (dai); 2 = 4 dai; 3 = 3 dai; 4 = 2 dai; 5 = 1 dai; 6 = 4 horas apoés a
inoculacdo; 7 = 1 dia antes da inoculacdo; 8= 10 dai; 9 = 15 dai. P= controle
positivo; N= controle negativo. As reacdes foram repetidas duas vezes.
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Figura 4. Deteccdo de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli por LAMP em lotes
de sementes de feijoeiro. (a) Sementes mantidas por 1 hora de repouso em
solucéo salina. Tubos 1, 2 e 3, lotes de sementes contaminadas; Tubo 4, lote
de semente sadia. (b) Sementes mantidas por 4 horas de repouso em solucao
salina. Tubos 1, 2 e 3, lotes de sementes contaminadas; Tubo 4, lote de
semente sadia. (c) Parte dos lotes submetidos a 1 hora de repouso em solugéo
salina Tubos 1-7, diferentes lotes de sementes contaminadas. P: controle
positivo. N: controle negativo.
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Conclusdes Geralis

» O protocolo de PCR multiplex com os iniciadores especificos disponiveis
foi eficiente na identificagcdo simultanea dos isolados, diferenciando a
linhagem fuscans das demais. A filogenia molecular com base nas
sequéncias de dois genes permitiu discriminar as linhagens genéticas e
confirmar a presenca de todas as quatro linhagens no pais, além de
identificar uma nova espécie associada ao crestamento bacteriano

comum no Brasil, Xanthomonas cannabis pv. phaseoli.

» De acordo com a analise dos genes efetores tipo Ill, um Unico haplétipo
(perfil de presenca/auséncia de 15 efetores) foi detectado na linhagem
fuscans. Quando avaliou-se a viruléncia nos genaétipos de feijoeiro ficou
evidente a existéncia de interacdo significativa isolado*gendtipo,
confirmando que o grau de resisténcia do genétipo de feijoeiro varia de
acordo com o isolado analisado.

> A transmissao planta-semente dos patdgenos Xcp e Xcc ao longo de
duas geracdes aparentemente ndo foi influenciada pelo genétipo do
feijoeiro, e a reducéo da severidade da doenca ndo implicou em reducéo
da populacéo bacteriana nas sementes.

> O método de amplificacdo isotérmica e deteccdo visual LAMP

desenvolvido apresentou alta sensibilidade, especificidade, e eficiéncia

na deteccdo das bactérias em sementes e folhas assintomaticas.
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Perspectivas Futuras

» E importante realizar coletas mais representativas que englobem todas
as regides produtoras de feijdo no pais, para determinar qual espécie e
linhagem genética prevalente no Brasil, além de investigar a distribuicéo

da nova espécie, X. cannabis pv. phaseoli, em outras regides.

» Desenvolver iniciadores especificos que possam ser incluidos na PCR
multiplex, e que possibilitem a identificacdo em uma Unica etapa das

diferentes linhagens genéticas e da espécie X. cannabis pv. phaseoli.

» Aprofundar os estudos da interacao feijoeiro- X. cannabis pv. phaseoli,
buscando observar o comportamento do patbgeno em campo, no que se
refere a ocorréncia de sintomas, progresso da doenca,e quantificacdo de
danos e perdas na hospedeira, e também investigar os mecanismos de
viruléncia da espécie e resisténcia genética na hospedeira.

> Incluir isolados de todas as linhagens genéticas para determinar a
variabilidade quanto a viruléncia em diversos genotipos de feijoeiro, a

fim de comprovar a existéncia de ragas do patégeno.

» Avancar as geracdes dos genotipos de feijoeiro em campo, para analisar
o comportamento da populacdo das bactérias ao longo do tempo. Obter
também dados de rendimento de grdos, com o intuito de analisar a
relacdo entre a populacdo bacteriana nas sementes e o rendimento da

cultura.

» Validar o método de LAMP para deteccdo precoce de Xcp e Xpp em

amostras no campo.
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