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RESUMO GERAL
ALVES, Angelica Rodrigues. Xanthomonas euvesicatoria pv. allii: variabilidade e
desenvolvimento de método de deteccdo por PCR. 2022. 77p. Dissertacdo (Mestrado em

Fitopatologia) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A cebola (Allium cepa L.) é uma importante hortalica cultivada desde a antiguidade e
distribuida mundialmente. E a terceira hortalica mais cultivada no mundo. Desde 2018 tem sido
observado um aumento na ocorréncia de queima bacteriana em campos de cultivo de cebola
nos estados de Goias, Minas Gerais e Distrito Federal, ameacando a qualidade e a produtividade
da cebola no Cerrado brasileiro. Foram coletadas amostras sintométicas de folhas e os isolados
bacterianos obtidos pertencente a colecdo de Bactérias Fitopatogénicas de Hortalicas da
Embrapa Hortalicas, utilizados para ampliar os conhecimentos sobre o patdgeno. Dessa forma,
0 objetivo desse trabalho foi identificar e caracterizar os isolados coletados em 2021 e
desenvolver um novo método de deteccdo por PCR para Xanthomonas euvesicatoria pv. allii
(Xea). Os isolados tiveram seu género confirmado como Xanthomonas pela amplificacdo do
gene gumD e a variabilidade intraespecifica analisada por BOX-PCR. Haplétipos definidos por
BOX-PCR foram selecionados para o sequenciamento de quatro regides genémicas para
Multilocus sequence analysis (MLSA). Para o desenvolvimento de um novo método de
deteccdo, os seis genomas de Xea, disponiveis no GenBank foram reanotados, e por subtracdo
in silico, buscou-se genes presentes entre todos os isolados e ausentes para demais espécies e
patovares de Xanthomonas. Para o desenho de primers, as sequéncias dos genes exclusivos
foram usadas no software NEB LAMP Primer Design Tool. Os primers sintetizados foram
avaliados quanto a amplificacdo de todos os isolados de Xea, sensibilidade e especificidade
com microbiota isolada de folha de cebola. Todos os isolados de cebola pertenciam ao género
Xanthomonas e por BOX-PCR foi possivel identificar a presenca de quatro haplétipos na
colecdo de 2021 além dos oito hapl6tipos definidos em trabalho prévio com isolados dos anos
2018/2019. MLSA revelou o pertencimento dos isolados a Xea, os isolados de 2021 agruparam
aos de 2018/2019, com elevados valores de probabilidade posterior, porém o isolado A-2021-
01 agrupou em um clado mais distante, com isolados da patovar alfalfae. Somente o par de
primers 5038_ID9 amplificou somente o fragmento esperado de 200 pb, com sensibilidade de
amplificacdo de concentragcdes iguais ou superiores a 50 pg DNA. Especificidade foi
confirmada pela auséncia de amplificacdo com DNA de oito isolados da microbiota de folhas
de cebola.

Palavras-chave: Allium cepa, BOX-PCR, MLSA, primers especificos

Vi



Orientador - Dr. Mauricio Rossato - Universidade de Brasilia

Coorientadora - Dra. Alice Maria Quezado Duval - Embrapa Hortalicas

vii



GENERAL ABSTRACT

ALVES, Angelica Rodrigues. Xanthomonas euvesicatoria pv. allii: variability and
development of PCR detection method. 2022. 77p. Dissertation (Master in Plant Pathology)
- Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Onion (Allium cepa L.) is an important vegetable cultivated since ancient times and distributed
worldwide. It is the third most cultivated vegetable in the world. Since 2018, an increase in the
occurrence of bacterial blight has been observed in onion fields in the states of Goias, Minas
Gerais and the Distrito Federal, threatening onion quality and productivity in the Brazilian
Cerrado. Symptomatic leaf samples and bacterial isolates obtained from the Embrapa
Vegetables collection of Phytopathogenic Bacteria of Vegetables were collected, used to
increase knowledge about the pathogen. Thus, the objective of this work was to identify and
characterize the isolates collected in 2021 and to develop a new PCR detection method for
Xanthomonas euvesicatoria pv. allii (Xea). The isolate had their gender confirmed by the
amplification of the XgumD gene and the intraspecific variability analyzed by the BOX-PCR.
Haplotypes defined by BOX-PCR were selected for sequencing four genomic regions for
multilocus sequence analysis (MLSA). For the development of a new detection method, the six
genomes of Xea, available in GenBank, were re-annotated, and by in silico subtraction, genes
present among all isolates and absent for other Xanthomonas species and pathovars were
searched. For primers design, the unique gene sequences were used in the software NEB LAMP
Primer Design Tool. The synthesized primers were evaluated for the amplification of all Xea
isolates, sensitivity and specificity with microbiota isolated from onion leaf. All onion isolates
belonged to the genus Xanthomonas and by BOX-PCR it was possible to identify the presence
of four haplotypes in the 2021 collection in addition to the eight haplotypes defined in a
previous work with isolates from the years 2018/2019. MLSA revealed that the isolates belong
to Xea, the 2021 isolates grouped with the 2018/2019 isolates, with high posterior probability
values, but the A-2021-01 isolate clustered in a more distant clade with isolates from the alfalfae
pathovar. Only the 5038_ID9 primer pair amplified only the expected 200 pb fragment, with
amplification sensitivity of concentrations equal to or greater than 50 pg of DNA. Specificity
was confirmed by the absence of amplification with DNA of eight isolates from the microbiota

on onion leaves.

Keywords: Allium cepa, BOX-PCR, MLSA, specific primers
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1. INTRODUCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA
A CULTURA

A cebola, Allium cepa L., é uma das espécies mais importantes da familia
Amaryllidaceae, que compreende cerca de 75 géneros botanicos (Christenhusz e Byng, 2016).
O centro de origem e domesticacdo é provavelmente localizado no continente Asiatico, no
entanto, a América do Norte é considerada o segundo centro de diversidade e domesticacao
(Choi e Oh, 2011; Jimenez et al. 2020). A cebola é uma das plantas cultivadas mais antigas e
possui ampla distribuicdo, sendo cultivada em mais de 170 paises (Teshika et al. 2018). A China
se destaca como maior produtor mundial, seguido da india e Egito (FAOSTAT, 2022).

No ano de 2020, o Brasil teve uma producgéo de 1.495.618 toneladas de cebola em uma
area plantada de 47.504 hectares, ficando entre os vinte maiores produtores mundiais
(FAOSTAT, 2022). Os estados de Santa Catarina, Bahia e Sdo Paulo se destacam na produgéo
nacional com 28,1%, 15,0% e 12,1% respectivamente (IBGE, 2020). As maiores
produtividades sdo observadas em areas de Cerrado das regiGes centro-oeste e sudeste, com
destaque para o estado de Goias com 65.527 Kg/ha, Minas Gerais com 58.330 Kg/ha e Distrito
Federal com 50.000 Kg/ha, que estdo acima da media brasileira de 31.495 Kg/ha (IBGE, 2020).

A producdo brasileira de cebola € destinada ao consumo interno, mas ainda é necesséaria
a importacdo do produto de outros paises. No ano de 2020 o Brasil importou 155,09 mil
toneladas da Argentina, o que representou 78,4% do total de importacdo de cebola, seguido de
23,14 mil toneladas do Chile e 14,3 mil toneladas da Holanda, que juntos somam cerca de
19,0% do total de importacdo (EPAGRI, 2021).

O grande consumo dessa hortalica se deve a sua utilizagcdo in natura no preparo de
alimentos nas mais diferentes formas, assados, grelhados, fritos, refogados, em conserva e em
saladas (Adeoti et al. 2021). Também pode ser utilizada seca, como condimento no preparo de

alimentos na forma de flocos ou em p06. No entanto, no Brasil a destinacdo da producdo de



bulbos para industrializacdo para preparo de pastas, picles e na forma desidratada ainda é
incipiente (Zhao et al. 2021).

Com o decorrer dos avancos nos estudos acerca da importancia do consumo da cebola
para a saude humana descobriu-se que a cebola possui uma gama de compostos
biotivos/fitoquimicos como fendlicos, organossulfuricos, saponinas e polissacarideos. Estes
compostos conferem propriedades nutricionais benéficas a satide humana atuando como anti-
inflamatorios, anticancerigenos, antiobesidade, antioxidantes, neuroprotetoras, antidiabéticas,
imunomoduladores, antialérgicas, protetoras cardiovasculares, protetora hepatorrenal, protetora
do sistema digestivo e protetora respiratoria (Lamson e Brignall, 2000; Nemeth e Piskula, 2007;
Suleria et al. 2013; Nicastro et al. 2015; Bahadoran et al. 2017; Marrelli et al. 2018;
Kazimierczak et al. 2021; Ren e Zhou 2021; Taglienti et al. 2021).

A recomendacao da utilizacdo da cebola para melhoria da saide humana néo é recente,
pois héa relatos datados de 1550 a.C., onde médicos egipcios indicavam seu consumo para tratar
ou prevenir diversas enfermidades (Taglienti et al. 2021).

A cebola também possui importancia socioeconémica, visto que € a terceira hortalica
mais produzida no mundo, atrds somente da batata e tomate (Teshika et al. 2018). Por ser uma
horticola, sua producéo esta associada em grande parte a agricultura familiar, contribuindo ndo
somente para a formacdo da renda dos produtores, mas também com o fornecimento de
empregos no campo devido a sua exigéncia de mdo-de-obra para a realizacdo do plantio, tratos
culturais e colheita, o que colabora com a permanéncia das familias no campo (Coopercitrus,
2021). No estado de Santa Catarina, 0 maior produtor de cebola do pais, segundo a EPAGRI
(2018) a cebolicultura foi fonte de renda para mais de oito mil familias residentes na regido do
Vale do Itajai, que compreende o municipio de Ituporanga, o maior produtor de cebola do

estado (CEPEA, 2020).



No Cerrado da regido Centro-Oeste o municipio de Cristalina - GO, que pertence a RIDE-
DF (Regido Integrada de Desenvolvimento do Distrito Federal e Entorno) se destaca como
maior produtor de cebola da regido compreendendo 11,20 % da producéo total de cebola do
pais (CONAB, 2021). Este fato se deve ao elevado nivel tecnolégico empregado em lavouras
de grande extensdo comumente empregadas nessas regides (Vilela et al. 2005).

Um dos entraves para 0 sucesso do cultivo sdo as pragas e doengas bidticas e abioticas
que acometem a cultura da cebola, que é desfavorecida por possuir uma parte aérea com
arquitetura simplificada, propiciando o ataque de diferentes pragas e patogenos (Wordell Filho
et al. 2006). Dentre as causas abidticas, a deficiéncia hidrica que causa necrose do tecido do
apice foliar caracterizado como seca dos ponteiros, € a de maior relevancia por ocasionar
grandes perdas na producdo, devido a suscetibilidade da cebola ao estresse hidrico (Marouelli
et al. 2005; Wordell e Boff, 2006; Tosta et al. 2014).

Entre as pragas que acometem a cultura da cebola causando perdas significativas na
producdo brasileira e mundial estd o tripes (Thrips tabaci) que causa seca dos ponteiros,
enrolamento foliar e lesdes de coloracdo esbranquigada, ocasionando perdas na produtividade
pelo mal desenvolvimento dos bulbos (Gongalves, 2006; Gill et al. 2015; Gongalves et al.
2018). A cebola também pode ser atacada por outros insetos como a mosca-minadora
(Liriomyza spp.), lagarta-rosca (Agrotis ipsilon) e mosca-da-cebola (Delia spp.) que também
causam prejuizos (Michereff Filho et al. 2012; Soumia et al. 2017).

As viroses que causam doencas na cultura da cebola, Onion yellow dwarf virus e Iris
yellow spot virus que causam nanismo amarelo e virose sapeca, respectivamente, afetam
diretamente a producéo de bulbos (Arya et al. 2006; Gent et al. 2006; Manglli et al. 2020). Do
grupo dos nematoides, Ditylenchus dipsaci, conhecido como nematoide dos bulbos e caules é

o0 principal na cultura da cebola (Poirier et al. 2019). Além desse, também ha ocorréncia do
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nematoide das galhas, Meloidogyne spp., que pode reduzir o rendimento dos bulbos em até 70%
(Mishra et al. 2014; Faruk, 2019; Okechalu et al. 2020).

Dentre os patdgenos fungicos que atacam a cultura, Stemphylium vesicarium, agente
causal da queima das folhas, € um importante patdgeno que causa a reducdo da producdo de
bulbos em até 85% (Tomaz e Lima 1986; Leach et al. 2020b). Alternaria porri, € o causador
da doenca foliar mais destrutiva da cebola, conhecida como mancha plrpura, que pode causar
perdas de até 97% no rendimento da producgéo de bulbos (Nanda et al, 2016; DAR et al. 2020).
A antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides, presente nas regides tropicais e
subtropicais, leva a perdas significativas na producédo, qualidade dos bulbos e sementes (Lopes
et al. 2021). A raiz rosada da cebola, causada por Setophoma terrestris, possui distribuicéo
mundial, e assim como a antracnose, ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais
(Orio et al. 2016; Marzu et al. 2018; Rivera-Méndez et al. 2021). A queima das folhas de
Botrytis squamosa, descrita ha quase 100 anos, € uma doenca importante na cebolicultura e
ocorre em todo o mundo (Steentjes et al. 2021a). O complexo de espécies formado por Botrytis
aclada, B. byssoidea e B. allii causam a doenca pds-colheita na cebola denominada de podridao
do pescoco (Nielsen e Yohalem, 2001; Steentjes et al. 2021b). O fungo Sclerotium cepivorum,
causador da podriddo branca, é uma doenca que pode levar a perdas de até 100% na cultura e
inapropriacdo do campo para o cultivo de cebola (Steentjes et al. 2021a). Perenospora
destructor, agente causal do mildio da cebola, uma das doencas da cultura da cebola no sul do
pais, pode ocasionar perdas de até 75% da producéo de bulbos quando em condicdes ideais para
o desenvolvimento da doenga (Develash e Sugha, 1997; Araujo et al. 2017; Menezes et al.
2021).

Das bactérias fitopatogénicas que acometem a cultura da cebola, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum causa podriddo mole nos bulbos de cebola (Marconatto et al.

2017). As espécies Burkholderia gladioli, B. cepacia, Pseudomonas aeruginosa, Pantoea
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ananatis causam sintomas de podriddes das escamas no Brasil, reduzindo em até 50% a
producdo, sendo que a ultima também pode causar sintoma foliar em cebola (Wordell Filho e
Boff, 2006; Abd-Alla e Bashandy, 2012; Zaid et al. 2012; Leach et al. 2020a; Resende et al.
2022). Pseudomonas viridiflava, também provoca sintomas foliares, além de causar podridao
em bulbos de cebola (Zaid et al. 2012; Marconatto et al. 2017; Lipps e Samac, 2021).

Entre as diversas espécies relatadas, Xanthomonas euvesicatoria pv. allii ¢ uma das mais
importantes. O patdgeno causa queima foliar da cebola, ndo induz sintomas nos bulbos, mas
diminui sua qualidade pela reducédo na area fotossintética (Schwartz e Otto, 2000; Nunez et al.
2002). E uma doenga que tem sido relatada em diversas areas de cultivo de cebola em todo o

mundo, se tornando uma doenca emergente (Robéne et al. 2015; Nga et al. 2021).

A QUEIMA BACTERIANA

A queima bacteriana ocorre em diversos paises que cultivam cebola nos continentes
Americano, Asiatico e Africano (CABI, 2019). Foi observada pela primeira vez em Barbados
em 1971 (Small, 1973), mas so foi associada a bactéria no Havai em 1975 por Alvarez et al.
(1978). No Brasil, o primeiro relato foi feito por Neto et al. (1987) em campos de cebola no
estado de S&o Paulo, posteriormente Pereira e Tebaldi (2013) a relataram em Minas Gerais e
desde 2018 a doenga tem sido observada nas regiées da PAD DF, Cristalina - GO e Cabeceira
Grande - MG (Ferreira, 2021). Apesar de ndo afetar os bulbos diretamente, pode causar perdas
significativas na produgdo, de 10 a 50%, diminuindo a qualidade e o rendimento dos bulbos
devido a reducdo da taxa fotossintética e assimilacdo de nutrientes (Schwartz e Otto, 2000;
Sanders et al. 2003; Nunez et al. 2002; Robéne et al. 2015; Nga et al. 2021).

Xanthomonas euvesicatoria pv. allii pode causar sintomas em qualquer estagio de
desenvolvimento em cultivares de dias curtos e apos a bulbificacdo em cultivares de dias

longos, podendo ser visualizados nas folhas e caules de sustentacao das flores (EPPO, 2016).
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Os sintomas iniciam nas folhas mais velhas, como pequenas lesdes cloréticas circundadas por
um halo encharcado, que aumentam rapidamente, tornando-se alongadas com coloragdo
bronzeada a marrom e margens encharcadas. A medida que as estrias coalescem, ocorre a morte
das pontas e queima das folhas, resultando em plantas atrofiadas e redugdo do tamanho dos
bulbos (Nunez et al. 2002; Picard et al. 2008; EPPO, 2016). O desenvolvimento da doenca é
favorecido em regiGes de clima quente e imido com temperaturas de 28 a 35 °C (Schwartz et
al. 2003; Humeau et al. 2006).

A transmissdo da queima bacteriana ocorre principalmente por meio de sementes de
cebola infectada, fato ao qual atribui-se sua rapida disseminacdo mundial (Roumagnac et al.
2000; Humeau et al. 2006). Ha também relatos de plantas invasoras, culturas utilizadas em
rotacdo, restos de cultura e agua de irrigacdo como fontes de indculo de X. euvesicatoria pv.
allii (Gent et al. 2005b). Em busca de um método para deteccdo de X. euvesicatoria pv. allii em
sementes de cebola, Robene-Soustrade et al. (2010) utilizaram a técnica de Multiplex Nested
PCR, por meio da amplificagdo de dois genes, montagem do pilus (pilW e pilX) e avrRxv,
presentes no genoma de X. euvesicatoria pv. allii. O protocolo por Multiplex Nested PCR,
permite a deteccdo da bactéria em lotes de sementes com uma sensibilidade de uma semente
infectada em 27.340 sementes. Ja em 2015, Robene et al. desenvolveram um ensaio de PCR em
tempo real para deteccdo de X. euvesicatoria pv. allii, com um limite de deteccéo superior, de
uma semente infectada em 32.790 sementes.

O controle da queima bacteriana da cebola causada por X. euvesicatoria pv. allii é
realizado principalmente por multiplas aplicagdes de bactericidas a base de cobre combinados
com fungicidas do grupo dos etilenobisditiocarbamatos (Gent e Schwartz, 2005; Lang et al.
2007). No entanto, sdo necessarias novas estratégias para reduzir o uso dos bactericidas que
elevam os custos do produtor assim como o impacto ao meio ambiente (Gent e Schwartz, 2005).

O manejo integrado torna-se uma Gtima opcdo com a utilizando da rotacdo de culturas e o
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controle bioldgico, mesmo ndo sendo tdo eficazes como o controle convencional, devido a falta

de maior conhecimento sobre o patégeno (EPPO, 2016).

Devido a capacidade de sobrevivéncia epifitica e/ou patogénica da bactéria em algumas
leguminosas, é necessario mais estudo sobre a utilizacdo dessas espécies em alternancia com
cebola em um cronograma de rotagdo de culturas (O’Garro e Paulraj, 1997; Gent et al. 2005b;
Gent et al. 2005c). Estudo realizado com isolados bacterianos de Pantoea agglomerans e
Pseudomonas fluorescens para o controle biolégico da queima bacteriana em cebola reduziu a
severidade da doenca tdo ou mais que aplicacGes semanais de bactericidas a base cobre (Gent
e Schwartz, 2005). No Brasil ainda ndo existem formulagdes de controle bioldgico registradas

para o controle da queima bacteriana em cebola.

Lang et al. (2007) em busca de uma estratégia mais sustentavel em substituicdo as
aplicacdes de bactericidas a base de cobre, utilizando misturas de bacteriéfagos e um ativador
de defesa da planta, o acibenzolar-S-metil, demonstraram que aplicacBes quinzenais, levaram
a uma reducao de até 50% da severidade da doenca em campo, evidenciando seu potencial para
compor um programa de controle da queima bacteriana da cebola. Em um estudo mais recente,
Nga et al. (2021), demonstrou a eficacia do uso de trés bacteridfagos liticos especificos de X.
euvesicatoria pv. allii no controle da queima bacteriana em cebolinha, com reducdo da
incidéncia dos sintomas na area foliar em cerca de 70% em casa de vegetacdo. Em condicgdes
de campo, a aplicacdo de um dos bacteriéfagos levou a reducdo da incidéncia dos sintomas
igualmente ao bactericida comercial Starner (Nga et al. 2021). Yanti (2015) realizou um estudo
avaliando a inducéo de resisténcia a queima bacteriana em plantas de chalota (Aoschaninii) com
a introducdo de rizobactérias, no entanto, seis dias apds a inoculagdo, a atividade enzimética
passou a diminuir continuamente. Yanti et al. (2022) realizaram um estudo utilizando
microrganismos que podem aumentar a resisténcia das plantas que atuam de forma similar as

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, foram obtidos sete isolados capazes de
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suprimir o ataque de X. euvesicatoria pv. allii em chalotas. Até 0 momento ndo ha cultivares
registradas no Brasil que possuam algum tipo de resisténcia a X. euvesicatoria pv. allii. Por sua
vez, em 1997, O’Garro e Paulraj realizaram um estudo avaliando dezenove genétipos
comerciais de cebola em Barbados, sendo que duas das 19 cultivares avaliadas apresentaram

crescimento bacteriano restrito e mostraram-se livres de sintomas.

O PATOGENO (Xanthomonas euvesicatoria pv. allii)

O primeiro relato da queima bacteriana da cebola foi feito por Alvarez et al. (1978) no
Havai em 1975, associando a doenca ao género Xanthomonas. Em 1993, Paulraj e O’Garro
classificaram o patégeno como Xanthomonas campestris, com base em testes bioquimicos e
fisioldgicos. No ano 2000, Kadota et al. reclassificaram como X. campestris pv. allii, com base
nas caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e teste de gama de hospedeira com isolados de
plantas de cebola galesa (Allium fistulosum) no Jap&o. Em 2004, Roumagnac, reclassificou a
espécie como X. axonopodis pv. allii, grupo rep-PCR 9.2 de X. axonopodis, com base na
caracterizacdo polifasica empregando técnicas moleculares de FAFLP (Fluorescent amplified
fragment length polymorphism analysis) e DNA-DNA hybridization, além de estudos
fenotipicos e bioquimicos. Por Gltimo, Constantin et al. (2016) reclassificou a espécie como X.
euvesicatoria pv. allii, pertencente ao grupo Il do género Xanthomonas, fundamentado em
DNA-DNA hybridization, MLSA (Multilocus sequence analysis) e sequenciamento genémico.

Xanthomonas euvesicatoria pv. allii (Kadota et al. 2000) Constantin et al. 2016,
pertence ao filo Pseudomonadota, classe Gammaproteobacteria, ordem Lysobacterales, familia
Lysobacteraceae e género Xanthomonas (CABI, 2022). E uma bactéria fitopatogénica gram-
negativa, mével, aerébia obrigatoria, de metabolismo oxidativo, catalase positiva, coldnias de
aspecto liso, mucoide, circular, convexo e de coloracdo amarela (Kadota et al. 2000;

Roumagnac et al. 2004).
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Além de Allium cepa, outras espécies do género Allium ja foram relatadas como
hospedeiras de X. euvesicatoria pv. allii em campo, como cebola galesa (A. fistulosum), chalota
(A. oschaninii), alho (A. sativum), alho-por6é (A. porrum) e cebolinha (A. schoenoprasum)
(Kadota et al. 2000; Roumagnac et al. 2004; Kavhiza et al. 2021). Em casa de vegetacéo ja foi
relatada a sobrevivéncia epifitica de X. euvesicatoria pv. allii em algumas leguminosas como
lentilha, gréo de bico, alfafa, feijdo e soja, sendo que nesta Ultima j& foram recuperados isolados
em condigdes de campo, assim como das plantas daninhas, caruru e leiteiro (Gent et al. 2005b;
Gent et al. 2005c; Ferreira, 2021).

Atualmente existem seis sequéncias gendmicas completas disponiveis de X.
euvesicatoria pv. allii. O genoma possui 5.425.942 bp e contetdo G + C de 64,4%, com regifes
tipicas de outras espécies de Xanthomonas, como o sistema de secrecdo do tipo Il (TTSS) e
cerca de 22 genes efetores do tipo Il (Gagnevin et al. 2014; NCBI, 2022). Os isolados da
patovar allii possuem menor especificidade em relacdo ao hospedeiro e uma maior diversidade
genética do que se espera de uma patovar do género Xanthomonas (Gent et al. 2005a; Gagnevin
et al. 2014).

Tendo em vista que a queima bacteriana causada por X. euvesicatoria pv. allii é uma
doenca emergente e que afeta diretamente a producdo da cebola em diversos paises, se faz

necessario a realizacdo de estudos aprofundados acerca deste patégeno (Robéne et al. 2015).

DIVERSIDADE GENETICA DE Xanthomonas

O género Xanthomonas possui 34 espécies descritas, das quais a maioria possui
importancia fitossanitaria, por serem agentes causadores de doengas de plantas, impactando
diretamente em perdas ambientais e econdmicas (Timilsina et al. 2020). Diversas espécies de
plantas ja foram descritas como hospedeiras das espécies de Xanthomonas. Este € um

conhecimento importante, visto que a gama de hospedeiras de uma bactéria fitopatogénica €
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traduzida em patovar, que agrupa isolados de uma mesma espécie com especializacdo
patogénica para uma mesma gama de hospedeiras (Dye et al. 1980; Catara et al. 2021). Essas
diferengas a nivel infra-especifico exigem que ferramentas de deteccdo altamente especificas
sejam utilizadas na identificacdo da diversidade presente em Xanthomonas.

Avancos nos estudos incorporando a gendomica e a filogenia tornaram o0 género
Xanthomonas um dos maiores grupos de bactérias descritos por meio de fingerprinting e
homologia DNA-DNA (Vauterin et al. 1995; Vauterin e Swings 1997; Constantin et al. 2016).
Entretanto, o estudo da diversidade por meio da hibridizacdo DNA-DNA é inviabilizado devido
a sua complexidade e alto custo (Wayne et al. 1987; Rademaker et al. 2000).

Utilizando diferentes marcadores moleculares que geram fingerprinting gendmicos,
como AFLP (amplified fragment length polymorphism), RFLP (restriction fragment length
polymorphism), ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus), REP e BOX-PCR e
RAPD (random amplified polymorphic DNA), foi possivel elucidar as rela¢des entre isolados,
melhorando a precisdo e conferindo agilidade aos estudos envolvendo a diversidade de
Xanthomonas em relacdo aos estudos anteriores (Restrepo et al. 2000; Ogunjobi et al. 2010;
Arshiya et al. 2014; Asgarani et al. 2015).

Restrepo et al. (2000), utilizando marcadores rep-PCR, AFLP e RFLP, evidenciou uma
grande diversidade entre 238 isolados de X. phaseoli pv. manihotis na Coldmbia. Mahuku et al.
(2006) encontrou um alto nivel de distancia genética entre X. citri pv. phaseoli var. fuscans e
X. citri pv. phaseoli, empregando a técnica de REP-PCR. Ogunjobi et al. (2010), avaliando a
variabilidade genética entre isolados X. phaseoli pv. manihotis com as técnicas RAPD e AFLP,
conseguiu separar os isolados em quatro clados distintos. Arshiya et al. (2014) descobriu uma
grande diversidade genética entre isolados de X citri pv. citri através do uso de marcadores
REP, BOX e ERIC, sendo que o BOX-PCR se mostrou mais eficiente na avaliacdo da

diversidade de X. citri pv. citri por revelar mais bandas polimorficas que os demais marcadores.
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Em X. euvesicatoria pv. allii, estudos de caracterizacéao polifasica utilizando marcadores
moleculares evidenciaram a diversidade entre isolados da espécie. Com marcadores rep-PCR
(BOX, ERIC e REP), Gent et al. (2004) constataram a proximidade genética entre isolados de
X. euvesicatoria pv. allii, X. euvesicatoria pv. alfalfae e X. euvesicatoria pv. citrumelonis (Gent
et al. 2005a). Com o uso de marcadores AFLP e RFLP, Picard et al. (2008) relataram uma
grande diversidade entre isolados de X. euvesicatoria pv. allii de duas ilhas do arquipélago
Mascarenhas. Ferreira (2021), em um estudo sobre a variabilidade existente entre 34 isolados
X. euvesicatoria pv. allii proveniente de regides produtoras do Cerrado brasileiro, identificou
oito haplétipos gerados por BOX-PCR, evidenciando a diversidade presente em X.
euvesicatoria pv. allii.

O uso da filogenia molecular também tem sido importante para o conhecimento da
diversidade desse género. Inicialmente utilizava-se da andlise de um Gnico locus, como 0 uso
dos espagadores entre as regides do 16S e 23S rDNA, sequencias do gene da girasse (gyrB) e
do 16S rRNA, mas sem resolucéo suficiente para avaliar a diversidade e elucidar a filogenia a
nivel de espécie ou abaixo (Rodriguez et al. 2012). MLSA (multilocus sequence analysis)
proposta por Young et al. (2008) com o sequenciamento dos genes housekeeping dnakK, rpoD,
fyuA e gyrB, resultou na diferenciacdo mais clara entre as espécies e se tornando uma ferramenta
preciosa para estudos da diversidade em Xanthomonas. Young et al. (2010) identificaram uma
grande diversidade de Xanthomonas na Nova Zelandia, propondo a criagdo de uma nova
espécie, X. dyei, utilizando os mesmos quatro genes housekeeping. Um estudo de MLSA
realizado por Fargier et al. (2011) identificou um alto nivel de diversidade genética devido a
recombinacdo e retencdo de mutagOes pontuais em X. campestris. Em 2019, Ntambo et al.
avaliaram a filogenia de X. albilineans e demonstrou a variabilidade presente entre os isolados
utilizando cinco genes housekeeping (atpD, gInA, gyrB, abc e rpoD). Em um estudo reavaliando

a taxonomia de X. axonopodis baseado em MLSA, juntamente com hibridacdo DNA-DNA e
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ANI (average nucleotide identity), Constantin et al. (2016) propuseram vérias reclassificacoes.
Na proposta, X. axonopodis pv. allii passaria a pertencer a espécie X. euvesicatoria (clado 11 de
Xanthomonas), de acordo com a andlise filogenética realizada.

Atualmente existem mais de 1.400 genomas de Xanthomonas depositados no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), o0 GenBank (Timilsina et al.
2020). Com a popularizacdo dos métodos de sequenciamento gendmico e relativa reducao dos
custos, houve uma crescente disponibilidade de genomas completos, favorecendo os estudos
baseados em gendmica comparativa e evolutiva para Xanthomonas (Moreira et al. 2010;
Rodriguez et al. 2012; Faure e Joly, 2015). Entretanto, até 0 momento existem apenas seis
genomas completos de X. euvesicatoria pv. allii, cinco deles do Brasil. Com o aumento da
disponibilidade de genomas, novos alvos para o desenvolvimento de métodos de detecgdo estéo
disponiveis. Em Ralstonia, por exemplo, Paudel et al. (2022) desenvolveram PCR para
diferenciacdo de suas espécies com base no grande numero de genomas disponiveis. Larrea-
Sarmiento et al. (2018) desenvolveram LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) para
deteccdo precisa de Xanthomonas euvesicatoria, com sequéncias disponiveis no Genbank, bem
como Pecenka et al. (2020) que desenvolveram PCR também para deteccdo especifica de X.
euvesicatoria do complexo de bactérias causadoras de mancha bacteriana do tomateiro.

Perante 0 exposto, é necessario estender os conhecimentos acerca da variabilidade
presente entre isolados bacterianos de X. euvesicatoria pv. allii. Além do desenvolvimento de
novos métodos de deteccdo, que seja simples, eficiente, exclusivo e inclusivo, cobrindo toda a

variabilidade presente entre os isolados desta patovar.

Objetivo geral
Caracterizar a variabilidade genética de isolados coletados em 2021 do agente causador

da queima bacteriana da cebola, avaliar protocolos de detecgédo para X. euvesicatoria pv. allii e
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desenvolver um novo método de deteccdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) voltado para
a variabilidade genética brasileira do patogeno.
Objetivos especificos
o Identificar os isolados obtidos em 2021 em lavouras de cebola no Cerrado brasileiro
em nivel de género e espécie, bem como de plantas daninhas presentes nas areas de
cultivo dessa hospedeira;
e Avaliar a variabilidade presente entre os isolados que infectam cebola por meio do
marcador molecular BOX-PCR e Multilocus sequence analysis (MLSA);
e Auvaliar a eficiéncia dos métodos de Multiplex Nested PCR e do LAMP,
previamente descritos, frente a uma colecdo de isolados brasileiros;
e Desenvolver um novo método de PCR com primers especificos para X.

euvesicatoria pv. allii eficiente para a deteccdo de isolados brasileiros dessa patovar.

2. MATERIAL E METODOS
Colecéo de isolados

Os isolados utilizados neste estudo pertencem a Colecdo de Bactérias Fitopatogénicas da
Embrapa Hortalicas, Laboratério de Fitopatologia, Gama, DF. Os isolados foram provenientes
de isolamentos de plantas de cebola com sintomas foliares tipicos, lesdes cloréticas com
margens encharcadas, que aumentam rapidamente tornando-se bronzeadas e, ao coalescer,
causam a morte das pontas folhas, conferindo aspecto de queima. A cole¢do utilizada neste
estudo é composta de 17 isolados coletados entre os anos de 2018 a 2021 nas cidades de
Cristalina - GO, Cabeceira Grande — MG, Unai — MG e Paranod — DF (PAD-DF) (Tabela 1).
Em estudo realizado anteriormente por Ferreira (2021), foram utilizados isolados desta colecéo
referente aos anos de 2018 a 2020, das cultivares Taila, Andrémeda, Irati e plantas espontaneas

leiteiro, soja e caruru. J& no presente estudo foram utilizados os isolados coletados no ano de
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2021, obtido de plantas sintomaticas de duas outras cultivares de cebola, Rebecca e Terena,
assim como isolados de soja (Glycine max), caruru (Amaranthus sp.) e leiteiro (Euphorbia
heterophylla) provenientes dos campos de cultivo de cebola. O isolado IBSBF 1770, oriundo
de cebola e obtido da Colecdo de Bactérias Fitopatogénicas do Instituto Biologico (IBSBF),
Campinas — SP, anteriormente transferido para a Embrapa Hortalicas, foi utilizado como
referéncia em todos os ensaios. Todos os isolados apresentaram caracteristicas como descrito

originalmente por Kadota et al. (2000), col6nias de coloracdo amarela, lisas, convexas e

aparéncia mucoide (Figura 1).

Figura 1. Coldnias isoladas a partir de folhas
sintomaticas de cebola (Allium cepa) em
Unai-MG, 2021. Foto: Arquivo pessoal.

Tabela 1. Isolados de Xanthomonas utilizados neste estudo.
Isolado Origem Hospedeira/Cultivar

A-2018-01 Cristalina-GO Cebola/Taila
A-2018-03 Cristalina-GO Cebola/Taila
A-2018-08 PAD-DF Cebola/Taila

Cebola/Andrémeda
Cebola/Andrémeda

A-2019-02 Cristalina-GO
A-2019-09 Cabeceira Grande-MG

A-2019-16 Cabeceira Grande-MG Cebola/lrati

A-2021-01 Unai - MG Cebola/Terena
A-2021-02 Unai - MG Cebola/Terena
A-2021-03 Unai - MG Cebola/Terena
A-2021-04 Unai - MG Cebola/Terena
A-2021-05 Unai - MG Cebola/Rebecca

A-2019-21

Cabeceira Grande-MG

Soja (Glycine max)
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S-2021-01 Unai - MG Soja (Glycine max)
C-2021-01 Cabeceira Grande-MG Caruru (Amaranthus sp.)
L-2021-01 Cabeceira Grande-MG Leiteiro (Euphorbia heterophylla)
A-2019-11 Cabeceira Grande-MG Leiteiro (Euphorbia heterophylla)
Ceb PONT Desconhecida Desconhecida

Extracdo de DNA

Os isolados utilizados nesse estudo foram previamente cultivadas em meio Nutriente
Agar (NA) e acondicionados em cAmara de crescimento por 48 horas com uma temperatura de
28°C. Colbnias com caracteristicas tipicas de Xanthomonas foram repicadas para novas placas
contendo meio NA e acondicionados nas mesmas condi¢des para obtencdo de cultura pura.
Apbs 48 horas, coldnias foram retiradas com auxilio da alca bacteriologica e adicionadas em
microtubos de 1,5 mL com agua ultrapura e armazenadas no congelador (-20°C) até a extracao.

A extracdo de DNA seguiu protocolo de Mahuku (2004) com modificac6es. Inicialmente
as colonias descongeladas foram homogeneizadas no vortex, seguido de centrifugacdo por
cinco minutos a 13.000 FCR e retirada do sobrenadante para remocao de exopolissacarideos e
outros compostos sollveis em agua que podem interferir na extracdo de DNA. Este processo
foi repetido por duas vezes e ao pellet bacteriano restante foram adicionados 200 uL de Tris
EDTA (Tris 10 mM, EDTA 1 mM), 30 pL de SDS (20%) e 10 pL de Proteinase K (0,02 g/mL),
com homogeneiza¢do em vortex e incubacdo por 40 min a 65 °C. Em seguida, foram
adicionados 250 pL de acetato de aménio 7,5 M, homogeneizados novamente em vortex e
incubados a -20 °C por 10 min. Posteriormente a suspensao foi centrifugada por 20 min a 13000
FCR e o sobrenadante (~ 400 uL) transferido para um novo tubo previamente identificado.
Volume igual de isopropanol gelado foi adicionado e incubou-se por 1 hora a -20°C. Depois,
procedeu-se a centrifugacdo por 20 minutos a 13000 FCR e o sobrenadante foi descartado.
Adicionados 800 pL de etanol 70%, os tubos foram centrifugados por 5 min a 13000 FCR.
Apbs descarte do etanol, o pellet foi seco em camara de fluxo laminar, posteriormente hidratado

com agua ultrapura e armazenado no congelador. Foi realizada a aferi¢cdo da concentracdo de
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DNA de todos os isolados em um ultra espectrofotometro de microvolumes, NanoDrop One

(Thermo Scientific, EUA), ajustada para 25 ng/pL.

Identificacdo dos novos isolados a nivel de género por PCR

Para confirmar que os novos isolados pertenciam ao género Xanthomonas, foi realizada
a PCR utilizando os primers X-gumD F7 e X-gumD R7, descritos por Adriko et al. (2014), para
amplificar o gene gumD, componente do operon responsavel pela sintese do exopolissacarideo
conhecido como goma xantana.

Para todas os ensaios de PCR realizados, foi utilizado o kit GoTaq qPCR (Promega, EUA)
e amplificacdo em termociclador Bio-Rad T100™ (Bio-Rad Laboratories, EUA). Para preparo
da reacdo adicionou-se: 0,5 mM de cada um dos primers X-gum F7/R7, 5 pL do kit master mix
GoTaq Buffer, 0,2 uL da enzima GoTaq Enzyme, 50 ng de DNA de cada isolado e 1,8 uL de
agua ultrapura, resultando em uma reagdo com volume final de 10 pL. A amplificagdo foi
realizada no termociclador previamente programado para desnaturacéo inicial de 4 mina 95 °C,
seguida por 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 58 °C e 1 min a 72 °C e extensdo
final de 6 min a 72 °C. A analise dos amplicons foi realizada por eletroforese em gel de agarose
a1l %, 120V, com tampdo de corrida TBE e marcador 1 Kb plus (Invitrogen, EUA). Para
visualizagdo dos amplicons sob luz ultravioleta (UV) em transiluminador foi utilizado Gel Red

(Biotium, EUA) com posterior fotodocumentacao.

Tabela 2. Primers utilizados neste estudo, com suas respectivas sequéncias de nucleotideos e
referéncias.

Primer Sequéncia (5"- 3) Referéncias
X-gumD F7 GGCCGCGAGTTCTACATGTTCAA Identificacdo do género
X-gumD R7 CACGATGATGCGGATATCCAGCCACAA (Adriko et al. 2014)

BOX A1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG BOX-PCR

(Versalovic et al. 1994)
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emidnaK1F ACCAAGGACGGCGAAGTGCT
emidnaK2R CGATCGACTTCTTGACCAGG
emigyrB2F CGCTACCACCGCATCATCCT _
: Multilocus sequence
emigyrB3R AGGTGCTGAAGATCTGGTCG )
: analysis (MLSA)
emifyuA5F ACGGCACGCCGTTCTGGGG )
(Fargier et al. 2011)
emifyuA6R GATCAGGTTCACGCCGAACT
emirpo27R GAAATCGCCATCGCCAAGC
emirpol2R CGGTTGGTGTACTTCTTGG
PxaalU GGTCTAATACGACGTTGACGAT
PxaallL AAATTCATGCGCGTTTTCAATAG
Pxaa2U CTCAAGCAGCAGTCGTTTTCA Multiplex Nested PCR X.
Pxaa2L ATGCTTCGATTGACATGTGT euvesicatoria pv. allii
NxaalU TTACGTCGCAAAACAATCCAGATA (Robéne-Soustade et al.
NxaallL GGGCACCATTGACATTATCAGTT 2010)
Nxaa2U ATGCCTGGTTTCGTGAA
Nxaa2l CTACGGCTCAGCGACTC
XeRec-F3 CCATGTAGGGCTTGTTGACG
XeRec-B3 GTGGGTCGCATCTTCATTGG
ACCGCTCACGGAAAACGTGCC-
XeRec-FIP LAMP X. euvesicatoria
TTCAGCGATGGACAGC )
(Larrea-Sarmiento et al.
GAGGCCACGTTGGCGATGAG-
XeRec-BIP 2018)
GTGAACGACGACGGTTCG
XeRec-LF ACCCGGCAGGCACGGTGCT
XeRec-LB AGCAACGTCGGCGCCGGATA

BOX - PCR e selecéo de hapldtipos

Visando verificar a variabilidade genética de isolados coletados em 2021 das cultivares

de cebola Terena e Rebecca, em comparacdo com os isolados do surto da doenga que ocorreu

entre 2018/2019 e ja caracterizados previamente, foi utilizado o primer BOX-ALR (Versalovic

et al. 1994). Para a selecéo de haplétipos foi realizada PCR com DNA dos isolados obtidos dos
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campos de cebola e o isolado referéncia IBSBF 1770, como controle positivo. Como controle
negativo foram utilizadas reagdes livres de DNA.

A reacdo foi preparada utilizando 2 pL de &gua ultrapura, 5 pL do GoTaq Buffer, 1 mM
do primer BOX-A1R, 0,2 pL da GoTaq Enzyme e 50 ng de DNA de cada um dos isolados,
com volume final de reacdo de 10,2 pL. O processo de amplificagcdo foi realizado em
termociclador com desnaturagéo inicial a 95°C por 7 min, seguido de 30 ciclos de 1 min a
94 °C, 1 mina 53 °C e 8 min a 65 °C com extenséo final de 15 min a 65 °C.

A separacéo e visualizagdo dos amplicons foi feita por eletroforese a 120 V em gel de
agarose a 1,5%, utilizando tampdo TBE, marcador 1 Kb Plus (Invitrogen) e Gel Red. A
visualizacdo foi realizada em um transiluminador com posterior fotodocumentacao.

A anélise do perfil de bandas foi realizada comparando o perfil de cada isolado com 0s
hapl6tipos identificados por Ferreira (2021) e o isolado de referéncia IBSBF 1770.
Posteriormente os haplo6tipos foram selecionados por andlise visual de acordo com os padroes
de bandas gerados por BOX-PCR, e foram separados em grupos, com um isolado representativo
para cada um deles. O BOX-PCR foi repetido por trés vezes para confirmacao dos resultados

obtidos.

Multilocus sequence analysis (MLSA)

Apbs a selecdo dos haplétipos no BOX-PCR, foi realizado PCR para a amplificacdo e
sequenciamento das regiGes dos genes housekeeping dnaK (Heat shock protein 70), gyrB
(Gyrase subunit B) fyuA (TonB - dependent transporter) e rpoD (RNA polymerase sigma -70
factor) com 0S primers emidnaK1F/emidnaK2R, emigyrB2F/emigyrB3R,
emifyuASF/emifyuA6R e emirpo27F/emirpol2R respectivamente (Tabela 2) (Fargier et al.

2011).
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A reacdo foi preparada utilizando 13,2 pl de &dgua ultra pura, 20 pl do GoTaq Buffer, 2
mM de cada primer, 0,6 pl da GoTag Enzyme e 50 ng de DNA dos hapl6tipos para um volume
de reacgéo final de 40 pl. O programa de amplificagdo consistiu em um ciclo inicial de 94 °C
por 30 s seguido de 35 ciclos de 94 °C por 50 s, com temperatura de anelamento variavel de
acordo com a regido, sendo rpoD 65 °C, gyrB 65 °C, fyuA 67,7 °C e dnaK 67,7 °C e 72 °C por
1 minuto e extensao final por 7 minutos a 72 °C.

Para confirmar a amplificacdo, uma pequena porc¢éo dos produtos gerados na PCR foram
utilizados para visualizagcdo em gel de agarose 1% e coradas com GelRed. Posteriormente, as
amostras foram purificadas com o kit PureLink PCR Purification Kit, conferido as
concentrag0es em NanoDrop One (Thermo Scientific, EUA) e sequenciadas pela plataforma
Sanger na empresa ACTGene.

As sequéncias obtidas por Sanger foram montadas, analisadas e corrigidas no software
Geneious Prime 2022 (Kearse et al. 2012). Em seguida, foram extraidas sequencias das quatro
regides gendmicas previamente descritas de sequéncias completas de genomas bacterianos de
espécies e patovares do género Xanthomonas disponiveis no GenBank (Tabela 3). Desse modo,
para o alinhamento das sequéncias foi utilizado o algoritmo Clustal Omega (Sievers et al. 2011).
Na sequéncia, procedeu-se com o corte e a corre¢cdo manual dos alinhamentos correspondentes
a cada gene housekeeping, individualmente. Apos, foi realizada a escolha do melhor modelo de
substituicdo através do software Mega X (Kumar et al. 2018) para cada um dos genes
analisados. As sequéncias foram concatenadas e, posteriormente, foi realizada a andlise
filogenética pelo método de inferéncia Bayesiana com o plugin do MrBayes (Huelsenbeck e
Ronquist 2001) no Geneious Prime 2022, sendo adotado o modelo de substituicdo de
nucleotideos GTR+G+I, com 2 milhdes de geragdes e burn-in de 25% do total de arvores
geradas. A arvore filogenética obtida foi utilizada para a organizacdo dos agrupamentos e

consequente reformulacéo dos haplétipos.
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Tabela 3. Espécies, isolados e acessos do género Xanthomonas do GenBank utilizados para as

analises filogenéticas.

Espécie/Patovar Isolado Acesso

Xanthomonas euvesicatoria pv. allii A-2018-1 JAINFGO000000000
Xanthomonas euvesicatoria pv. allii A-2019-2 JAINFEO000000000
Xanthomonas euvesicatoria pv. allii A-2019-04 JAINFF000000000
Xanthomonas euvesicatoria pv. allii A-2019-16 JAINFH000000000
Xanthomonas euvesicatoria pv. allii A-2019-21 JAINFI000000000
Xanthomonas arboricola pv. juglandis Xaj 417 NZ_CP012251.1
Xanthomonas axonopodis pv. commiphoreae LMG26789 NZ_CP031059.1
Xanthomonas axonopodis Xac29-1 CP004399.1

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli CFBP412 NZ_0OCYQ00000000.1
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli CFBP6982 NZ_CP020975.2
Xanthomonas bromi CFBP1976 NZ_MDCE00000000.1
Xanthomonas bromi LMG947 NZ_FLTX00000000.1
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC 33913 AE008922.1

Xanthomonas campestris pv. campestris ICMP 4013 NZ_CP012146.1
Xanthomonas citri pv. citri Xcc29-1 NZ_CP023661.1
Xanthomonas citri pv. fuscans CFBP6166 NZ_OCYR00000000.1
Xanthomonas citri pv. glycines str. 12-2 NZ_CP015972.1
Xanthomonas citri pv. glycines CFBP2526 NZ_CP072263.1
Xanthomonas citri pv. glycines CFBP7119 NZ_CP072265.1
Xanthomonas citri pv. vignicola CFBP7113 NZ_CP022270.1
Xa