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Resumo Geral
Competitividade entre espécies de Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana

do tomateiro

Dentre as doencas que acometem a tomaticultura nacional, a mancha bacteriana
¢ uma das mais importantes, principalmente para o segmento de processamento
industrial. A mancha bacteriana é causada por quatro diferentes espécies do género
Xanthomonas, a saber, X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri. Os
objetivos desta dissertacdo foram avaliar o efeito da temperatura sobre componentes da
patogenicidade das espécies causadoras da mancha bacteriana; observar a
competitividade entre as espécies X. perforans e X. gardneri in vitro e in planta e
avaliar a competitividade entre isolados de X. perforans sensiveis e resistentes ao cobre.
Para a primeira etapa, isolados representantes das quatro espécies foram inoculados em
plantas de tomate de variedade suscetivel Yuba (CNPH 851) e submetidos a diferentes
temperaturas constantes para posterior quantificacdo de severidade e periodo de
incubacdo. Realizaram-se testes para verificacdo de inibicdo de crescimento in vitro, o
que pode estar relacionado a producdo de bacteriocina. Inoculagdes em casa de
vegetacdo de isolados de X. perforans e X. gardneri foram realizadas para quantificacéo
da doenca e observacdo de competitividade entre ambas. Da mesma maneira, isolados
sensiveis e resistentes a cobre foram inoculados conjuntamente no intuito de verificar a
ocorréncia de competitividade entre estes. P6de-se observar que tanto a severidade,
como o periodo de incubagdo, foram influenciados diretamente pela temperatura.
Xanthomonas perforans mostrou-se mais agressiva sob temperaturas mais elevadas,
enquanto X. gardneri foi favorecida por temperaturas menores. Xanthomonas
euvesicatoria foi menos agressiva para todas as temperaturas avaliadas, enquanto X.

vesicatoria apresentou uma maior constancia para estas temperaturas. As inoculagdes



individuais e conjuntas demonstraram vantagem competitiva de X. perforans para
causar doenca, bem como uma maior frequéncia de recuperacdo, em meio de cultura, de
X. perforans em relagdo a X. gardneri, evidenciando essa vantagem competitiva da
espécie. Foi verificada a inibicdo no crescimento de trés isolados brasileiros de X.
euvesicatoria por parte de um isolado nacional de X. perforans, provavelmente
relacionado com a producdo de bacteriocina. Ja entre os isolados de X. perforans
resistentes e sensiveis a cobre, pdde-se observar, de forma geral, uma maior severidade
da doenca para os isolados sensiveis, indicando que isolados resistentes podem ter
reducdo de agressividade quando na auséncia do seu produto de controle. Este é o
primeiro relato de isolados brasileiros de Xanthomonas associados a mancha bacteriana
do tomateiro com acgdo especifica de inibicdo a outros isolados de espécies correlatas,
bem como o primeiro estudo sobre o efeito da temperatura sobre este patossistema no
Brasil, considerando as quatro diferentes espécies que causam a doenca e também a
primeira constatacdo de perda de competitividade de X. perforans associada a aquisi¢cdo

de resisténcia ao cobre.

Palavras chaves: Xanthomonas; mancha bacteriana; competitividade.



Dissertation Abstract
Assessment of competitive traits among species of Xanthomonas causing bacterial spot

of tomatoes

Bacterial spot of tomato stands out as one of the main diseases of this crop,
especially for the segment of industrial processing. The disease is caused by four different
species of the genus Xanthomonas, namely, X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans
and X. gardneri. The objectives of this dissertation were to evaluate the effect of
temperature on pathogenic components of bacterial spot caused by each species separately,
to assess the competitiveness between X. perforans and X. gardneri in vitro and in planta
and to compare the fitness of strains of X. perforans sensitive and resistant to copper. In the
first assay, isolates representative of all four species were inoculated on tomato plants of
susceptible variety Yuba (CNPH 851) and subjected to different constant temperatures for
subsequent quantification of disease severity and period of incubation. In vitro competition
tests were carried out in order to check for growth inhibition, which may be related to the
production of bacteriocin. A greenhouse test, with isolates of X. perforans and X. gardneri
was performed to quantify the disease caused by each species, and to compare the
competitiveness of the two species, when inoculated simultaneously. Similarly, X.
perforans isolates sensitive and resistant to copper were inoculated either isolated or in
various combinations in order to verify possible loss of fitness associated with naturally-
acquired copper resistance. Both disease severity, as well as the incubation period, were
directly influenced by temperature: X. perforans was more aggressive under high
temperatures, while X. gardneri showed preference for lower temperatures. X.
euvesicatoria was the least aggressive in all temperatures tested, whereas X. vesicatoria

aggressiveness was more stable at all temperature tested. The individual and combined



inoculations demonstrated fitness advantage of X. perforans over X. gardneri, and also
higher frequency of recovery in culture medium of X. perforans, indicating a fitness edge
for that species. One single Brazilian isolate of X. perforans was found to inhibit the
growth of three Brazilian isolates of X. euvesicatoria, probably related to the production of
bacteriocin. Among X. perforans isolates resistant and sensitive to copper, greater disease
severity was associated with sensitivity to copper, indicating that resistant isolates may
have reduced aggressiveness when in the absence of Cu. This is the first account of
Brazilian strains of Xanthomonas associated with bacterial spot of tomato with the specific
action of inhibiting other strains of related species, the first study on the effect of
temperature on this disease in Brazil, considering that four different species cause disease.
This was the first report that reduced fitness of X. perforans associated with the acquisition

of copper resistance.

Key words: Xanthomonas; bacterial spot; fitness.



Revisdo de Literatura

A cultura do tomate

O tomateiro (Solanum lycopersicum, sin.: Lycopersicon esculentum, Mill.),
atualmente com cultivo universal, teve origem da espécie andina L. esculentum var.
cerasiforme, que produz fruto tipo cereja. As cores da espécie nativa eram de tons
amarelados ou avermelhados, tendo a planta forma de moita, devido a flexibilidade do
seu caule. Foi introduzido na Europa pela Espanha entre 1524 e 1554. Inicialmente era
utilizado como planta ornamental por temor a toxicidade, o que retardou 0 seu uso
culinario (Filgueira, 2001). O tomate foi a primeira hortalica a ser processada, antes de
outros condimentos, como o alho e a cebola, que possuem longevidade pds-colheita
muito maior por serem bulbos. Inicialmente, a preparacdo era caseira (conserva ou
massa), passando depois aos processos industriais. Essa evolugdo ocorreu na Europa,
Estados Unidos da América e no Brasil, em periodos diferentes, mas cumprindo os
mesmos estagios (Camargo et al., 2006).

A tomaticultura movimenta uma cifra anual superior a R$ 2 bilhdes, cerca de
16% do PIB gerado pela producéo de hortalicas no Brasil. No ano de 2008, o Brasil teve
um total de 55 mil hectares destinados a cultura, sendo 17 mil hectares destinados para
0 segmento de processamento industrial e 38 mil hectares para o segmento mesa. No
Sudeste, esta a maior concentracdo da area plantada de tomate para consumo in natura,
com 57%. O restante do Brasil, Centro Oeste e Nordeste participam com 24% do total
da area plantada de tomate de mesa. J& o tomate para processamento industrial tem 62%

de sua area em Goiés, 20%, em S&o Paulo e 16% em Minas Gerais (ABCSEM, 2010).



O Género Xanthomonas

O género foi proposto por Dowson em 1939, sendo composto por bactérias
Gram-negativas, mdveis, com unico flagelo polar ou raramente com dois flagelos, ndo
produtoras de esporos, formando colonias com forma arredondada em meio adequado
(Elrod & Braun, 1947). As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas constituem
um dos grupos de fitopatdgenos mais prevalentes na natureza, com capacidade de
infectar aproximadamente 390 espécies botéanicas, sendo 120 monocotileddneas e 270
dicotileddneas (Leyns et al., 1984). A capacidade de causar danos em uma grande
variedade de plantas torna o estudo do género de grande interesse para a pesquisa
basica, bem como para a aplicada, pois a produtividade de diferentes culturas de
interesse agrondmico pode ser afetada por patdgenos pertencentes a este grupo (Leite
Jr., 1990).

De acordo com a classificacdo filogenética de bactérias baseada em comparagdes
de sequéncias nucleotidicas, principalmente do rRNA 16S, o género Xanthomonas
pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales
e familia Xanthomonadaceae (Garrity & Holt, 2000). O género possui ainda a
caracteristica marcante de produzir col6nias de coloracdo amarelada em meio Nutriente

Agar devido & producio de xantomonadina (Bradbury, 1993).



A Mancha Bacteriana

A mancha bacteriana tem distribuicdo mundial, sendo encontrada desde a
Oceania até a América do Norte, causando sérios prejuizos para as culturas de tomate e
pimentdo (Jones & Stall, 1998). No Brasil, a doenca foi relatada primeiramente por
Batista em1947 na regido Nordeste, causando prejuizos em mudas e plantagcdes de
pimentdo, e um pouco mais tarde, no estado do Rio de Janeiro (Robbs, 1953).

A doenca apresenta uma gama de hospedeiras bastante diversificada dentro da
familia boténica Solanaceae. Espécies como Capsicum frutescens, Lycopersicon
pimpinellifolium, Datura stramonium, Hyoscyamus niger, H. aureus, Lycium chinense,
L. halimifolium, Nicotiana rustica, Physalis minima, Solanum dulcamara, S. nigrum, S.
rostratum, S. tuberosum, S. melongena e Nicandra physaloides, ja foram verificadas
como espécies hospedeiras naturais da bactéria ou a partir de inoculagdes artificiais
(Dye et al. 1964; Laub & Stall, 1967; Jones & Stall, 1998).

Os sintomas da doenca podem ser observados em toda a parte aérea da planta.
Nas folhas, aparecem pequenas lesdes irregulares e pretas (cerca de 3 mm). As lesbes
apresentam anasarca em condi¢Oes de alta umidade do ar. Estas, no entanto, séo
geralmente mais alongadas quando comparadas com a pinta bacteriana (Pseudomonas
syringae pv. tomato Okabe) que sdo mais arredondadas. Em ataques severos, as lesdes
podem coalescer e provocar amarelecimento e morte das folhas (Figura 1A).
Normalmente, esses sintomas sdo primeiramente observados nas folhas baixeiras. Nas
pecas florais, usualmente, o ataque resulta em sérios declinios de florescimento. Ja em
frutos verdes, aparecem manchas levemente elevadas (Figura 1B), que comumente tém
halos branco-esverdeados, e alargam-se entre 3 a 6 mm de didmetro (Higgins, 1922;

Kurozawa & Pavan, 1997; Lopes & Quezado-Duval, 2005).



Figura 1: Sintomas de mancha bacteriana em tomateiro. A — Manchas e necrose nas folhas.
B — Manchas no fruto. Foto: Alice Quezado-Duval.

A bactéria ndo sobrevive no solo por longos periodos, entretanto, pode
sobreviver em restos culturais ou epifitamente na superficie foliar do tomateiro ou
demais hospedeiras (Rodrigues Neto, 2000; Lindemann et al. 1984). A doenca é
favorecida por temperaturas entre 22,5 e 27,5°C e alta umidade relativa (Morton, 1965).
As fitobactérias tém capacidade de multiplicarem-se a custa de exsudados do
hospedeiro sem infecta-lo, e assim incrementar a quantidade de indculo até o suficiente
para o surgimento de uma epidemia, como no caso de Xanthomonas vesicatoria em
tomate (Leben, 1963; Schuster & Coyne, 1974). A bactéria penetra na planta através dos
estdbmatos ou através de ferimentos provocados por equipamentos ou tratos culturais
como amarrio e desbrota (Vakili, 1967). A doenca é disseminada por respingos de agua
a curta distancia (Romeiro, 1995), por mudas (Leben, 1963), ou sementes infectadas a
longa distancia (Lopes & Quezado-Soares, 1997).

Estratégias de manejo visam a utilizacdo de sementes livres do patdgeno,
enterramento de restos culturais e rotacdo de culturas (Bouzar et al., 1999) (Tabela 1).
Para obtencdo de sementes livres do patdgeno, o tratamento térmico com calor a seco
mostra-se eficiente, porém pode ocasionar reducdo na germinacdo das mesmas (Carmo

et al., 2004). A utilizacdo de antibioticos e produtos a base de cobre para o controle da



doenga ndo tem demonstrado efeito adequado, ou suficiente quando empregados

isoladamente. Na realidade, ndo existem préticas totalmente eficientes de controle, e a

mancha bacteriana permanece como uma ameaca continua para a producdo de tomate e

pimentdo (Abbasi et al., 2002). Resisténcia varietal pode existir em tomateiros (Scott &

Jones, 1989), mas devido a alta adaptabilidade genética do patdgeno, atualmente

abrangendo quatro espécies e cinco ragas, torna-se dificil o desenvolvimento de

variedades resistentes de alta estabilidade.

Tabela 1: Principais medidas de controle de doencas bacterianas em tomateiro (Embrapa Hortalicas,

2003).
Pinta Mancha Cancro Murcha Tgé?;g;g
x bacteriana bacteriana bacteriano  bacteriana  F
Recomendacéo de frutos
1) Utilizar semer_nes de boa qualidade + ++ ++ ) )
e/ou tratar previamente as sementes
2) Plantar cultivares resistentes ++ + + + -
3) Nao plantar préximo a lavouras -+ + + + +
velhas de tomate
4) Evitar fgrl_mentps na plantas ) ) + + +
(mecénicos, insetos)
5) Pulverizar C0m_fL_J[19ICIdaS clpricos -+ + + ) +
ou antibioticos
6) Fazer rotag8o de cultura + + + ++ +

++ = muito eficiente
+ = pouco eficiente
- = sem eficiéncia ou eficiéncia muito baixa



Historico da classificacdo do patdgeno

A mancha bacteriana foi primeiramente observada em plantas de tomate na
Africa do Sul em 1914 e posteriormente descrita como “tomato canker” em 1920, por
Ethel Doidge, que observou uma fraca atividade amidolitica dos isolados analisados e
nomeou a bactéria como Bacterium vesicatorium. Concomitantemente foi descrita uma
doenca similar nos Estados Unidos, que foi denominada como “bacterial spot”, ou
mancha bacteriana e seu agente causal apresentava forte atividade amidolitica, sendo
este nomeado como Bacterium exitiosa (Gardner & Kendrick, 1921). Na mesma época,
Sherbakoff descreveu a doenga em pimentdo (Sherbakoff, 1918). Posteriormente, os
agentes causais foram classificados como Pseudomonas vesicatoria em 1925;
Phytomonas vesicatoria em 1930; e Xanthomonas vesicatoria em 1939 (Jones & Stall,
1998).

Alguns anos depois, foi caracterizada uma variante da bactéria denominada
Pseudomonas gardneri, identificada por Sutic na lugoslavia e Costa Rica (Sutic, 1957),
que posteriormente foi colocada em sinonimia com Xanthomonas vesicatoria. A
colocagdo de P. gardneri no género Xanthomonas foi sustentada por estudos de
hibridizagio DNA:rRNA (Deley, 1979). Entretanto, Hildebrand et al. (1990)
verificaram que X. gardneri estava mais relacionada a outras espécies do género, tais
como X. hortorum pv. carotae, sendo considerada como um grupo a parte.
Xanthomonas gardneri ja foi encontrada causando epidemias em regides produtoras de
tomate para processamento industrial no Brasil (Quezado-Duval, 2005).

A variabilidade do patdégeno comecou a ser melhor esclarecida quando se
observou que os isolados provenientes de tomate hidrolisavam amido e os de piment&o

ndo (Burkholder & Li, 1941). Posteriormente, Dye (1966) confirmou que isolados
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oriundos de pimentdo hidrolisavam amido mais fracamente que aqueles de tomate.
Logo, estabeleceu-se dois diferentes grupos causadores da mancha bacteriana (Vauterin
et al, 1995; 2000): Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (sem atividade amidolitica)
e X. vesicatoria (amidolitico positivo).

Estudos mais recentes, incluindo testes de patogenicidade, bioguimicos,
atividade enzimaética, marcadores genéticos, hibridizacdo DNA-DNA e comparacao de
sequéncias de RNA, concluiram que dentro do grupo das Xanthomonas patogénicas ao
tomate e pimentdo existem quatro grupos fenotipicos distintos, que foram classificados
como trés espécies distintas, a saber: X. axonopodis pv. vesicatoria (grupos A e C), X.
vesicatoria (grupo B) e X. gardneri (Jones et al., 2000). Jones et al. (2004) propuseram
uma reclassificagdo do grupo em que X. axonopodis pv. vesicatoria foi denominada
como Xanthomonas euvesicatoria e foi incluido no grupo, além das trés espécies ja
existentes, o taxon X. perforans entre os agentes causadores da mancha bacteriana
(Tabela 2). Além disso, isolados de cada espécie podem ser caracterizados quanto a
racas, de acordo com o comportamento de causar ou ndo reacdo de hipersensibilidade
em variedades diferenciais de tomate e pimentéo (Stall et al., 2009).

A posicdo taxondmica destes organismos ainda é discutida, porém, nesta
dissertacdo serd adotada a ultima proposta de classificacao feita por Jones et al. (2004),
na qual se considera quatro espécies como agentes causais da mancha bacteriana do
tomateiro, a saber: X. euvesicatoria (grupo A, raca T1); X. vesicatoria (grupo B, raca
T2); X. perforans (grupo C, ragas T3, T4 e T5) e X. gardneri, uma vez que estas se
diferenciam bioguimicamente e genotipicamente, além de se encontrarem em fase de

validacao (Euzéby, 2006).
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Tabela 2: Espécies de Xanthomonas associadas a tomate e pimentdo (adaptado de Jones et al. 2005).

, . L . Atividade
Especies Grupo Fenotipico Distribuicéo Amidolitica
X. euvesicatoria A Mundialmente Variavel
X. vesicatoria B Mundialmente Positiva
Brasil, México,
X. perforans C Tailandia, Estados Positiva
Unidos
Costa Rica, Estados
X. gardneri D Unidos, lugoslavia, Negativa

Brasil
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patogenicidade da mancha bacteriana
do tomateiro e competitividade entre
Xanthomonas perforans e X. gardneri
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Resumo

Efeito da temperatura sobre componentes de patogenicidade da mancha
bacteriana do tomateiro e competitividade entre Xanthomonas perforans e X.

gardneri

A mancha bacteriana do tomateiro, atribuida atualmente a quatro diferentes
espécies de Xanthomonas, é um problema caracterizado como de grande importancia
em plantacbes de tomate sob condigOes ideais de temperatura e umidade.
Competitividade é definida como a habilidade de um organismo manter vantagens de
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia nos repetidos ciclos de vida. Um
levantamento realizado pela Embrapa Hortalicas/ESALQ, com isolados de 1995 a 2000,
indicou a predominancia de X. gardneri nas areas de maior producdo nacional.
Xanthomonas perforans, por sua vez, foi detectada no estado de Goias, posteriormente,
entre isolados coletados em 2002 e 2003. O objetivo do trabalho foi estudar
experimentalmente a competitividade entre estas duas espécies e avaliar o efeito da
temperatura na severidade e periodo de incubacdo das diferentes espécies causadoras da
doenca. Isolados das quatro diferentes espécies que causam a doenca foram inoculados
separadamente em plantas de tomate suscetiveis sob diferentes temperaturas (20; 25 e
30°C), para posterior quantificacdo de porcentagem de area foliar lesionada, utilizando
o programa QUANT. Duas espécies, Xanthomonas perforans e X. gardneri foram
inoculadas em plantas de tomate suscetiveis isoladamente e em combinacbes para
observacdo de competitividade. Fez-se a recuperacdo das espécies em meio NA
acrescido de amido (1%) para a determinacdo da freqiiéncia de colénias amidoliticas
positivas e negativas. Realizaram-se testes para observacdo de inibigcdo in vitro de uma

espeécie sobre a outra, 0 que provavelmente esta associado a producéo de bacteriocinas.
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Em relacdo ao efeito da temperatura sobre a severidade e periodo de incubagdo das
quatro espécies, observou-se que X. gardneri foi mais agressiva que as demais espécies
a 20°C, ja para a maior temperatura (30°C), X. perforans apresentou significativamente
maior porcentagem de area foliar lesionada. Xanthomonas euvesicatoria apresentou
severidade inferior as demais espécies em todas as temperaturas avaliadas, enquanto X.
vesicatoria apresentou uma maior constancia para as trés temperaturas. O periodo de
incubacdo da doenca para cada espécie mostrou-se varidvel de acordo com a
temperatura. Na recuperacdo e contagem de coldnias das duas espécies inoculadas
conjuntamente, pode-se observar que, em metade das combinacdes, encontrou-se apenas
coldnias de X. perforans, para as outras combinacdes o numero de coldnias de X.
perforans apresentou-se significativamente maior que X. gardneri. N&o foi observado
inibicdo in vitro entre os isolados de X. perforans e X. gardneri utilizados. A inibigdo
foi observada apenas de X. perforans sobre X. euvesicatoria, com os isolados de
referéncia de ambas as espécies e um isolado brasileiro de X. perforans e trés isolados
nacionais de X. euvesicatoria, mostrando-se produtor e indicadores, respectivamente.
Estes resultados indicam que a temperatura exerce papel importante na determinacéo de
qual espécie sera prevalecente numa determinada regido, principalmente em se tratando
das espécies X. perforans e X. gardneri, uma vez que cada uma destas espécies

demonstra-se mais adaptada a uma faixa térmica.

Palavras-chaves: mancha bacteriana; temperatura; espécies; competitividade.
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Abstract

Effect of temperature on pathogenicity components of tomato bacterial spot and

assessment of competition between Xanthomonas perforans and X. gardneri

Bacterial spot of tomato, caused by four different species of Xanthomonas, is a
problem of great importance in tomato crops under ideal conditions of temperature and
humidity. Competitiveness is defined as the ability of an organism to maintain growth,
development and survival in repeated cycles of life. A survey conducted by Embrapa
Hortalicas / ESALQ, with isolates obtained from 1995 to 2000, suggested predominance
of X. gardneri in the main domestic production areas. Xanthomonas perforans, in turn,
was detected slightly later in the state of Goias, among isolates collected in 2002 and
2003. The objective of this study was to evaluate experimentally the competition
between these two species and to evaluate the effect of temperature on the severity and
incubation period of the four different species that cause the disease. Isolates from the
four different species were inoculated separately on susceptible tomato plants under
three constant temperatures (20, 25 and 30 ° C) and the percentage of symptomatic leaf
area was estimated using the software program QUANT. Two species, Xanthomonas
perforans and X. gardneri were inoculated in susceptible tomato plants alone and in
several combinations for determination of competitiveness. The Xanthomonas species
were recovered in NA medium, amended with starch (1%), for determining the
frequency of amidolitic colonies (a biological marker for X. perforans). In vitro tests
were also conducted to observe possible in vitro inhibition of one species over another,
which is might be associated with the production of bacteriocins. The temperature
studies showed that X. gardneri is the most aggressive species at 20 °C, whereas at the

highest temperature (30 °C), X. perforans caused the greater percentage of diseased leaf
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area. Xanthomonas euvesicatoria was the least aggressive species at all temperatures,
whereas X. vesicatoria aggressiveness was the most stable at all three temperatures
tested. The period of incubation for each species was shown to be variable according to
temperature, and was the shortest overall at 25 °C. At the in planta competition assays,
only X. perforans colonies were recovered in half of the combined inoculations, while
for the other combinations, the number of colonies of X. perforans was significantly
greater than the number of X. gardneri colonies. No in vitro inhibition was observed
between isolates of X. perforans and X. gardneri. Inhibition of X. perforans over X.
euvesicatoria was observed among reference isolates. One Brazilian isolate of X.
perforans and three isolates X. euvesicatoria, were found to be bacteriocin producers
and indicators, respectively. These results indicate that temperature has an important
role in determining which species will be prevalent in a particular region, especially in
the case of X. perforans and X. gardneri, since each of these species has been shown to

be more adaptable to one thermal zone.

Key words: bacterial spot; temperature; species; fitness.
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Introducéo

A mancha bacteriana, doenc¢a causada por diferentes espécies de Xanthomonas
(Jones et al. 2004), atinge toda a parte aérea da planta, comprometendo a produtividade
da cultura devido a reducdo da éarea foliar fotossintetizante, queda de flores em
formagdo e perda do valor comercial dos frutos (Jones et al. 1991). O problema é
caracterizado como de grande importancia em plantacbes de tomate sob temperaturas
entre 20 e 30 °C (Lopes & Quezado-Duval, 2005). A doenga foi apontada por 70% dos
produtores, como o maior problema para a producdo de tomate para inddstria (Villas
Bdas et al., 2007).

Diferentes trabalhos propuseram amplitudes térmicas semelhantes para o
desenvolvimento ideal da mancha bacteriana. Cox (1966) relatou que temperaturas entre
22,5 e 27,5°C e alta umidade relativa sdo condi¢Bes Otimas para o patogeno. J& para
Barreto & Scaloppi (2000), a doenca é favorecida com temperaturas entre 22 e 28 °C e
umidade relativa entre 95 e 100%, associada com presenca de agua livre, além de ser
mais severa em locais onde ocorrem chuvas associadas a ventos fortes. A mancha
bacteriana pode também encontrar as condi¢des ideais de temperaturas entre 20 e 30 °C
(Lopes & Santos, 1994). Entretanto, tais trabalhos consideraram os agentes causais da
mancha bacteriana como um grupo mais homogéneo, ndo fazendo distin¢do de espécies.

Algumas doengas sdo mais severas a baixas temperaturas, outras se desenvolvem
mais facilmente em temperaturas mais altas, apesar do agente causal se desenvolver
sobre ampla faixa. Por isso, os efeitos da temperatura sobre a doenca, assim como de
outros fatores ambientais, podem ser atribuidos por agirem sobre o patégeno, sobre o

hospedeiro ou sobre a interagdo entre ambos (Colhoun, 1973).
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Competitividade ¢é definida como a habilidade de um organismo manter
vantagens comparativas de crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia nos repetidos
ciclos de vida (Vanderplank, 1982). Competicdo refere-se a disputa entre organismos
para obter recursos indispensaveis — nutrientes, agua, luz ou espa¢o — que no habitat, se
encontra em quantidade finita para suprir a demanda bioldgica. A competicdo por
nutrientes e nichos ecoldgicos pode ocorrer concomitantemente a outros mecanismos
antagdnicos, como producdo de substancias inibitorias (Steenhoudt & Vanderleyden,
2000). N&o basta o antagonista ser um potente agente de controle in vitro. E preciso
conhecer os fatores ecoldgicos que podem afetar o seu desempenho (Cardoso, 1978;
Mariano, 1993).

Andrivon (1993) propds substituir o termo “agressividade” por “competitividade
do patdégeno”, uma vez que o primeiro, apesar de designar uma caracteristica exclusiva
do microrganismo, tem interagdo com outros fatores (hospedeira e ambiente) para sua
expressao em diferentes niveis (Vanderplank, 1963).

As bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas de variado peso molecular
produzidos pela maioria dos géneros bacterianos, que apresentam acdo bactericida ou
bacteriostatica, sendo os determinantes genéticos que codificam sua producdo,
geralmente de natureza plasmidial. Essa acdo antagbnica é exercida apenas sobre outras
bactérias taxonomicamente proximas (Klement et al. 1990; Tagg et al, 1976). Tal
caracteristica as diferem dos antibidticos, pois estes tém um efeito antagbnico mais
abrangente, podendo atingir géneros ou até reinos diferentes do organismo produtor
(Riley & Wertz, 2002).

Os primeiros relatos sobre producdo de bacteriocinas foram realizados por
André Gratia e envolveram estudos com linhagens de Escherichia coli sobre outras

linhagens da mesma espécie. As substancias responsaveis por esse efeito inibitorio
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foram denominadas de ‘colicinas’ em referéncia ao microrganismo produtor original.
Com a descoberta de que a producdo desses compostos nédo se limitava ao grupo dos
coliformes, o termo ‘bacteriocina’ foi proposto para as proteinas antimicrobianas
produzidas por microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos (Reeves, 1972).

Bacteriocinas podem ser detectadas em meio liquido, semi-sélido ou solido,
dependendo da espécie (Gangliano & Hindsdill, 1970; Bottone et al, 1971). Os métodos
mais utilizados para sua deteccdo sdo o de “sobrecamada”, onde a linhagem produtora
de bacteriocina é inoculada em meio sélido, incubada e em seguida é colocada uma
sobrecamada com meio semi-sélido pré-inoculada com linhagem indicadora; método de
“semeio por estrias”, em que a linhagem produtora ¢ riscada em meio solido e apos
crescimento, a linhagem indicadora é também riscada perpendicularmente a primeira; e
“difus@o em pocos ou discos de papel”, onde o sobrenadante da linhagem produtora é
adicionado aos discos ou po¢os no meio de cultura solido, j& inoculado com o
microrganismo indicador (Mayr-Harting et al, 1972; Hoover & Harlander, 1993).

Sabe-se que a producéo e liberacdo dessas substancias podem ser influenciadas
em diferentes espécies por fatores como tipo de meio de cultura, aeragdo, ciclo de
crescimento e fatores fisicos como luz ultra-violeta, entre outros (Biagi & Azevedo,
1992).

Na fitopatologia, o estudo das bacteriocinas adquire relevancia sob diferentes
aspectos. Gens envolvidos na sua producdo podem ser utilizados como marcadores
geneéticos. Tem uso potencial no controle de fitobacterioses e pode auxiliar em estudos
taxonémicos e filogenéticos (Romeiro, 1995; Vidaver, 1983).

A raca 1 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria era a unica encontrada
causando a mancha bacteriana em tomate na Florida. Em 1991, a raca 3 (T3) foi

identificada em 3 dos 13 campos de producdo avaliados no mesmo estado. Ja em 1994,
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T3 foi observada em 21 dos 28 campos e foi a Unica presente em 14 deles. A partir de
testes in vitro e in vivo, utilizando cultivares susceptiveis as duas ragas, ou s6 a uma
delas, evidenciou-se a dominéncia da raca 3 com relacdo a raca 1 nos diferentes testes
(Jones et al., 1998). Segundo classificacdo proposta por Jones et al. (2004), as ragas T1
e T3 sdo denominadas como Xanthomonas euvesicatoria e X. perforans,
respectivamente. Esses resultados indicam que X. perforans parece ser mais competitiva
que X. euvesicatoria e pode explicar o aparecimento de T3 como uma raca prevalecente
na Florida (Jones et al., 1998).

Um levantamento realizado pela Embrapa Hortalicas/ESALQ, com isolados de
1995 a 2000, indicou a predominancia de X. gardneri em Goias e Minas Gerais, que
concentravam na época a maior producdo nacional. Xanthomonas perforans, por sua
vez, foi detectada no estado de Goids, posteriormente, entre isolados coletados em 2002
e 2003, indicando um aparecimento acelerado da espécie nos locais avaliados
(Quezado-Duval et al., 2005).

Os objetivos deste capitulo foram estudar experimentalmente a competitividade
entre X. perforans e X. gardneri e avaliar o efeito da temperatura na severidade e
periodo de incubacdo das diferentes espécies causadoras da mancha bacteriana do

tomateiro.
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Material & Métodos

Escolha dos isolados e preparo de in6culo

Todos os experimentos foram realizados no Centro Nacional de Pesquisa em
Hortalicas (CNPH), Brasilia-DF.

Utilizou-se isolados da colecdo de trabalho da Embrapa Hortalicas (EH), a
excecdo de UENF 4135, ja identificados como representantes das quatro diferentes
espécies de Xanthomonas (Tabela 1.1). Os isolados foram riscados do tampao-fosfato
(K2HPQO4, KH,PO,4 pH 7) em meio Nutriente Agar (NA) e incubados por 4 dias a 28°C.
Fez-se a repicagem de colbnias isoladas para proceder o preparo do indculo. Utilizou-se
uma solucdo de sulfato de magnésio de 10mMol/L (Sigma Cell Culture MgSQO,4.7H,0)
para preparo da solucdo bacteriana e ajustou-se a concentracdo em espectrofotometro

ODg00= 0,3 (5 x 10° UFC/mL).

Tabela 1.1: Isolados de Xanthomonas associados a mancha bacteriana utilizados nos diferentes ensaios com
respectivos locais de origem

Espécies Isolados Local de Origem

X. euvesicatoria EH 411T Morrinhos — GO

X. euvesicatoria UENF 4135" -

X. euvesicatoria EH 1995-109 Itapaci — GO
X. vesicatoria EH 1995-95 Itapaci — GO
X. vesicatoria EH 1990-54 Brasilia— DF
X. vesicatoria EH 89T Itapaci — GO

X. perforans EH 1998-436 Petrolina - PE
X. perforans EH 2006-44 Itaberai — MG
X. perforans EH 2007-26 Joviénia - GO
X. perforans EH 2008-13 Rio Verde — GO
X. perforans EH 2008-16 Rio Verde — GO
X. gardneri EH 2006-17 Goiania— GO
X. gardneri EH 2006-21 Goiania— GO
X. gardneri EH 2006-52 Goiania— GO
X. gardneri EH 2007-41 Cai —RS

1. Replicata do isolado obtido da colecdo da Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos de
Goytacazes, RJ, fornecido por Rosana Rodrigues.
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Efeito da temperatura na severidade e periodo de incubagao

Para o ensaio, utilizou-se as quatro espécies associadas a mancha bacteriana, a
saber, X. euvesicatoria (XE), X. vesicatoria (XV), X. perforans (XP) e X. gardneri
(XG), sendo trés isolados de cada uma das espécies, XE (411T; 1995-109; UENF
4135), XV (1990-154; 89T; 1995-95), XP (2006-44; 2008-13; 2008-16) e XG (2006-17;
2006-21; 2006-52), os quais foram inoculados em plantas de tomate da variedade
suscetivel Yuba (CNPH 851), quando estas apresentavam de cinco a seis folhas
verdadeiras.

Uma cédmara incubadora (Percival MR) com temperatura ajustavel e controlada
foi utilizada para propiciar as condi¢des desejadas no ensaio. Ajustou-se a camara para
um fotoperiodo de 12 horas/luz e utilizou-se as temperaturas de 20, 25 e 30°C, que
foram monitoradas com termohigrégrafo devidamente calibrado para registro e
certificacdo de que as temperaturas requeridas mantinham-se constantes durante o
periodo necessario.

Fez-se a inoculagdo da suspensdo bacteriana utilizando borrifadores manuais,
distribuindo homogeneamente a suspensdo de indculo por toda superficie foliar, até o
inicio do escorrimento das folhas. Ap6s a inoculacdo, as plantas foram mantidas
individualmente em camara Umida por 48 horas com o auxilio de sacos de plastico
umedecidos, no intuito de induzir a abertura estomatal e facilitar a penetracdo da
bactéria. O periodo de cAmara Umida foi realizado ja dentro da cdmara de crescimento
com as respectivas temperaturas de teste. Plantas inoculadas com o0s respectivos
isolados eram também mantidas em casa de vegetacdo para observagao de sintomas,
garantindo que uma possivel auséncia de sintomas seria resultado do efeito da

temperatura e ndo do proprio isolado.
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As plantas foram observadas diariamente para registro do aparecimento dos
primeiros sintomas, 0 que caracteriza o periodo de incubagdo da espécie bacteriana. Foi
considerado como periodo de incubacdo o intervalo, em dias, entre a inoculacéo e o
aparecimento de sintomas em pelo menos uma das trés plantas que compunham a
parcela.

Dez dias ap6s a inoculagdo, coletou-se nove foliolos de cada tratamento, sendo
trés de cada planta, anexando-as com auxilio de fita dupla face em folha branca com
régua milimetrada (Figura 1.1 A). As imagens dos foliolos foram digitalizadas
utilizando um “scanner”, para posterior quantificacdo de porcentagem de area foliar
lesionada utilizando o programa QUANT (Vale et al., 2001) — software para
quantificacdo de doengas de plantas V. 1.0 — UFV, que diferencia area lesionada de area
sadia por distingdo de cores (Figura 1.1 B, C). Considerou-se como sintomas da doenca
a presenca de manchas caracteristicas e tecido necrotico, ndo sendo consideradas as

areas cloréticas.
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Figura 1.1: Metodologia empregada para utilizagdo do programa QUANT. A — Foliolos anexados e
digitalizados em folha branca milimetrada. B, C — Distin¢do entre regifes sintomaticas e sadias a
partir de distin¢Ges de cores. 30



Como para este experimento, dispunha-se de apenas uma camara com
temperatura controlada, o que limitou a avaliacdo de todas as temperaturas em um
mesmo periodo, foram feitas duas analises preliminares com o objetivo de avaliar se o
fato de cada temperatura (tratamento do nivel A) ter sido implementado em um evento
distinto de producdo de plantas, producdo de indculo e inoculagdo, afetaria de modo
significativo a interpretacdo dos resultados. A primeira andlise foi feita confundindo-se
blocos com temperatura e a segunda, considerando-se cada temperatura cComo um ensaio
independente. Em ambas, o efeito de bloco (igual a temperatura na primeira analise e
correspondendo a repeticdo na segunda analise) ndo foi significativo. Desse modo,
optou-se pela andlise segundo o modelo fatorial-aninhado (hierarquico) (Montgomery,
2001), sendo um experimento fatorial em parcelas subdivididas com fator A=
temperatura e B = espécies, com isolados aninhados dentro da espécie (Figura 1.2).

Célculos estatisticos foram realizados com o programa SAS (SAS

Institute, 2002) e as médias comparadas pelo teste Fisher-LSD.
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Figura 1.2: Esquema do experimento ilustrando a relagdo fatorial entre temperatura e espécies e de aninhamento de isolados,
representados pelos respectivos nimeros, dentro da espécie.
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Competicéo entre Xanthomonas perforans e X. gardneri

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo entre os meses de agosto a
outubro de 2009, com temperatura média de 28,7°C no interior da casa, registrada por
termohigrografo devidamente calibrado. Isolados de X. perforans (XP) e de X gardneri
(XG) foram inoculados individualmente e em combinagdo de ambas as espécies (Tabela
1.2). Apos ajuste da concentracdo da suspensdo bacteriana para aproximadamente 5 x
10® UFC/mL, misturou-se em um mesmo recipiente, volumes equivalentes de inéculo
de um isolado de XP e um isolado de XG com as mesmas concentracGes, de modo que a
concentracdo final da combinagdo foi a mesma das inoculagdes individuais. A
inoculacdo procedeu-se da mesma maneira que a anterior no que diz respeito ao uso de
borrifador e cdmara umida. Doze dias ap6s a inoculacdo, retirou-se dez foliolos de cada
parcela (til composta por cinco plantas para posterior quantificacdo de sintomas
utilizando o programa QUANT. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados com isolados aninhados dentro da espécie, tendo 12 tratamentos e duas

repeticoes.

Tabela 1.2: Relacdo dos isolados de Xanthomonas perforans e X. gardneri inoculados
individualmente ou em combinacéo em plantas de tomate suscetivel.

Isolados Combinacdes

XP1998-436
XP2006-44 XP2006-44 + XG2006-21
XP2008-13
XP2008-16 XP2008-13 + XG2007-41
XG2006-17

XP2008-16 + XG2006-52
XG2006-21
XG2006-52 XP1998-436 + XG2006-17
XG2007-41
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Recuperacdo das espécies de Xanthomonas perforans e X. gardneri

Isolados obtidos das combinagdes das inocula¢Bes conjuntas entre isolados das
espécies XP e XG foram recuperados a partir das lesdes foliares em meio NA com
amido (1%), pois este permite uma diferenciacdo preliminar das espécies, uma vez que
XP ¢é amidolitica positiva e XG negativa. Duas amostras compostas com trés foliolos
sintométicos foram retiradas das plantas que compunham a parcela, para a recuperagao
das espécies originalmente inoculadas. Para o isolamento foi retirada uma secdo de
tecido foliar com 8 mm de didmetro na interseccdo entre as areas sadias e lesionadas. A
assepsia foi feita em camara de fluxo laminar, com submerséo por dez segundos em
alcool etilico 70%, trinta segundos em &gua sanitaria 10% e triplice lavagem com
solucdo de sulfato de magnésio 10mMol/L para retirar 0 excesso de alcool e de dgua
sanitaria. Apos este procedimento, macerou-se 0s pedagos com auxilio de um bastdo de
vidro devidamente flambado e resfriado.

Apbs a obtencdo do macerado, fez-se diluicéo seriada até 10™ da concentracéo
inicial, que foi a concentracdo onde a contagem de colénias foi possivel. Uma aliquota
de 100 pl desta concentracao foi depositada, com auxilio de uma micropipeta nas placas
com NA + amido e espalhada em toda a placa com alca de Drigalsky. Ap6s 48 horas de
incubacdo a 28°C, contou-se as coldnias que eram amidoliticas positivas ou negativas.
Adicionou-se uma solucdo de iodo ao meio para facilitar a visualizacdo dos halos
(Figura 1.8). Foram feitas quatro repeticGes, sendo duas para cada amostra composta da

combinagéo de isolados.
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Confirmagcao das espécies

Foram selecionadas dez coldnias individuais amidoliticas positivas ou negativas
para repicagem em meio NA, com auxilio de uma al¢a de platina devidamente flambada
e resfriada, das diferentes combinacgdes, para realizagcdo de extracdo de DNA segundo
protocolo proposto por Wilson (1999). Os perfis gerados com a técnica de BOX-PCR
por estas col6nias foram comparados com aqueles gerados pelos isolados de referéncia

IBSBF 2370 de XP e IBSBF 2373 de XG.

Producao de Bacteriocinas

Para verificacdo de producdo de bacteriocinas adotou-se a metodologia da
sobrecamada (Mayr-Harting et al., 1972). Riscou-se os isolados (possiveis produtores
de bacteriocina) do tampdo fosfato em meio de cultura NA. Apds a obtencdo de
colbnias puras do isolado, fez-se a repicagem em meio NA para posterior aplicacdo ao
meio de uma massa bacteriana em pontos circulares com auxilio de alca de platina no
mesmo tipo de meio. As placas foram entdo incubadas por 48 horas em camara de
crescimento (BOD) a 28°C. Apds esse periodo, antes da deposicdo da sobrecamada, as
colbnias bacterianas ja crescidas foram inativadas expondo-se as placas abertas a
radiacdo UV por 40 minutos. Os isolados (possiveis indicadores de bacteriocina) foram
cultivados em meio caldo nutriente em agitador magnético por 16 horas. Uma aliquota
de 100 pL da suspensdo bacteriana foi adicionada a 5 ml de meio semi-sélido de NA

(4gar 0,5%) e uma sobrecamada desse meio acrescido da suspensao foi depositada nas
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placas onde isolados desafiantes (candidatos a produtores de bacteriocina) ja haviam
crescido. As bactérias foram incubadas por 3 dias a 28°C.

Como controle de que a metodologia estava sendo executada de forma correta,
utilizou-se a combinagéo dos isolados de referéncia IBSBF 2370 de X. perforans, como
desafiante, e IBSBF 2363 de X. euvesicatoria, como desafiado, ja que a producdo de
bacteriocina do primeiro com acgdo sobre o segundo isolado foi relatada por Jones et al.

(1998). A producédo de bacteriocina foi identificada pela formacao de halos de inibicéo.
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Resultados & Discussdo

Efeito da temperatura na severidade e periodo de incubacéo

Foram significativos o efeito de espécie e interacdo temperatura x espécie para a
severidade da doenca (Tabela 1.3). As demais andlises preliminares encontram-se no
anexo |. De maneira global, as espécies XP e XV apresentaram, em média, maiores
severidades em relagdo & XG e XE. Este efeito, entretanto, estd dependente da

temperatura uma vez que a interacdo temperatura x espécie foi significativa.

Tabela 1.3: Analise de variancia do modelo fatorial-aninhado (hierarquico) utilizado para analise
estatistica do experimento que avalia o efeito da temperatura sobre a severidade da doenca.

Variaggo  lbordade  Quadrado  méda Febelado  Foalculado
Repeticéo 1 2,4017014 2,4017014 0,55 0,4651
Temperatura 2 69,4885683 34,7442842 4,55 0,1803
Rep*Temp 2 15,2817137 7,6408568 1,74 0,1917
Espécie 3 286,8296190 95,6098730 21,74 <,0001
Temp*Esp 6 334,7723334 55,7953889 12,69 <,0001
Isol(Esp) 8 72,1878816 9,0234852 2,05 0,0704
Temp*Isol(Esp) 16 255,0777830 15,9423614 3,63 0,0009
Erro 33 145,112914 4,397361
Total 71 1181,152514

Rep*Temp = interagdo entre repeticao e temperatura.

Temp*Esp = interacdo entre temperatura e espécie.

Isol(Esp) = interacdo de isolados aninhados dentro da espécie.

Temp*Isol(Esp) = interacdo entre temperatura, espécie e isolados aninhados dentro da espécie.

No desdobramento da interagcdo espécie por temperatura, pdde-se observar que
na menor temperatura (20°C), a espécie X. gardneri apresentou diferenca das demais,
no que diz respeito a severidade, uma vez que sua porcentagem de area foliar lesionada

foi maior. Quando as quatro especies foram submetidas a temperatura de 25°C,
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observou-se um grau de severidade que nao foi significativamente diferente entre elas, a
excecdo de X. euvesicatoria, que apresentou severidade inferior as demais espécies em
todas as temperaturas avaliadas, indicando assim, uma desvantagem competitiva natural
desta espécie, como ja observado por Jones et al. (1998). A espécie X. vesicatoria
apresentou um comportamento constante, quanto a capacidade de ocasionar doenga nas
trés temperaturas avaliadas. Quando as espécies foram submetidas a temperatura mais
elevada do ensaio, 30°C, Xanthomonas perforans destacou-se como a espécie mais
agressiva, enquanto X. gardneri apresentou seus menores indices de severidade (Figura
1.3). Isto €, para a menor temperatura, X. gardneri apresentou-se significativamente
mais agressiva que X. perforans, ja para a maior temperatura, X. perforans foi quem se
destacou como a espécie de maior agressividade. Este resultado indica que a
temperatura exerce papel importante na determinacéo de qual espécie sera prevalecente
numa determinada regido, principalmente em se tratando de XP e XG, uma vez que
cada uma destas espécies mostra-se mais adaptada a uma faixa térmica.

As temperaturas medias anuais no Cerrado variam de 18 a 28 °C, e a
precipitacdo pluviométrica oscila entre 800 e 2000 mm com uma forte estacdo seca de
variada amplitude durante o inverno (Dias, 1996). Como a maior parte da producao de
tomate do pais se encontra nesse bioma, é possivel que essa amplitude térmica permita a
presenca de mais de uma espécie de Xanthomonas causadora da mancha bacteriana
numa determinada area de producao.

Marcuzzo et al. (2009), quando observaram em condicbes de camara
climatizada, a influéncia da temperatura e do molhamento foliar na severidade da
mancha bacteriana do tomateiro incitada por Xanthomonas spp., perceberam que a
doenca era mais severa na temperatura de 25°C e que existia um decréscimo da doenca

quando a temperatura aumentava a 30°C para um periodo continuo de molhamento
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foliar. Como os autores trataram os agentes causais da doenga como um grupo Unico e
utilizaram apenas um isolado, estes resultados podem ter sido gerados como resposta de
uma determinada espécie. Como aqui relatado, este decréscimo na quantidade de
doencga pode ser observado para X. gardneri.

A temperatura pode influenciar diretamente a severidade da doenca neste
patossistema, assim como foi observado por Nayudu & Walker (1960), que constataram
uma reducdo de 25% no desenvolvimento da doenca quando a temperatura passou de
24°C para 28°C. Provavelmente, esta resposta de decréscimo da severidade relacionada
ao aumento de temperatura, ndo esteja relacionada com a espécie X. perforans, uma vez
que 0s autores trataram o patégeno como um grupo mais homogéneo. Nos resultados

aqui apresentados, X. perforans é favorecida com o aumento da temperatura.
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Figura 1.3: Percentual de &rea foliar lesionada em plantas de tomate, 10 dias ap6s a
inoculagdo com diferentes espécies de Xanthomonas e mantidas em diferentes
temperaturas. Barras que apresentam a mesma letra ndo diferem significativamente
(LSD, p=0,05).




No desdobramento de temperatura por espécie, Xanthomonas euvesicatoria teve
comportamento constante. Observou-se que XP e XG, ambos com P =< .0001,
apresentaram diferencas de severidade entre as temperaturas, enquanto XE (P = 0,3131)
e XV (P =0,098) ndo apresentaram este comportamento (Figura 1.4). De modo geral, 0s
efeitos da temperatura sdo mais evidentes para as especies de X. perforans e X.

gardneri.
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Figura 1.4: Resposta das diferentes espécies de Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana do
tomateiro a trés diferentes temperaturas sob condi¢des controladas.

Folhas de geranio (Pelargonium hortorum) inoculadas com Pseudomonas
cichorii e submetidas a diferentes temperaturas apresentaram ndmero e tamanho de
lesbes crescentes a partir da temperatura de 16°C até aos 28 °C. Porém, em
temperaturas superiores a 28°C, as lesfes reduziram-se significativamente, indicando
que a resposta de doengas bacterianas apresenta um ponto 6timo de temperatura e que
desvios deste ponto, tanto para mais ou menos, reduzem a intensidade do processo da
doenca. E evidente que outros fatores abi6ticos como a umidade, podem interferir

diretamente nesta interagéo (Jones et al., 1984).
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Segundo Robinson (2006), a temperatura é fundamental no processo de infeccdo
de Xanthomonas campestris pv. vitians, tanto para sua hospedeira principal, como para
possiveis hospedeiras alternativas, induzindo sintomas sob determinadas condic¢des
nestes hospedeiros.

O periodo de incubagdo também foi variavel de acordo com a temperatura
(Tabela 1.4). De forma geral, houve um retardamento do aparecimento dos sintomas
quando da exposicdo & menor temperatura (20°C), bem como da maior (30°C), quando
comparadas com a temperatura de maior severidade da doenca, ou seja, 25°C.

O crestamento bacteriano (morte das flores) da péra, causado por Pseudomonas
syringae pv. syringae se manifesta tipicamente a baixas temperaturas e pode apresentar
taxas de infeccdo e periodos de incubacdo varidveis de acordo com a temperatura e
concentracdo de indculo utilizados. O periodo de incubacdo pode ser prolongado em

condicGes térmicas que reduzam as taxas de infeccdo da doenca (Latorre, et al., 2002).

Tabela 1.4: Periodo de incubacgdo de isolados de Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana
do tomateiro em diferentes temperaturas.

Periodo de Incubagéo (nimero de dias)

Isolado Espécie
20°C 25°C 30°C

EH 411T X. euvesicatoria - 7 -
UENF 4135  X. euvesicatoria - 7 -
EH 1995-109  X. euvesicatoria 8 5 8
EH 1990-154 X. vesicatoria 8 5 8
EH 1995-95 X. vesicatoria 8 7 7

EH 89T X. vesicatoria 8 7 7
EH 2006-44 X. perforans - 6 7
EH 2008-13 X. perforans 8 5 7
EH 2008-16 X. perforans 8 5 7
EH 2006-17 X. gardneri 6 5 7
EH 2006-21 X. gardneri 6 6 8
EH 2006-52 X. gardneri 6 6 8

- = Auséncia de sintomas durante os 10 dias avaliados apés a inoculag&o.
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Para todas as espécies, o periodo de incubagdo variou de 5 a 8 dias de acordo
com a temperatura, onde os menores periodos foram registrados com a temperatura de
25°C e 0 maior periodo com as temperaturas que se encontravam abaixo ou acima do
6timo para o desenvolvimento da doenca. Indicando uma relacdo direta entre
temperatura de desenvolvimento ideal da doenca e redugédo do periodo de incubacéo.

Para a temperatura de 20°C, Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria e X.
perforans apresentaram um periodo de incubacdo médio de 8 dias, de acordo com o0s
isolados que demonstraram sintomas na avaliagdo, enquanto X. gardneri apresentou
média de seis dias para a mesma variavel. J& para 30°C, Xanthomonas gardneri teve seu
periodo de incubacdo elevado para o valor médio de 7,7 dias, enquanto X. perforans
reduziu para 7 dias o valor do mesmo parametro. Xanthomonas euvesicatoria manteve o
mesmo valor e X. vesicatoria apresentou reducdo para 7,3 dias.

Diferencas no periodo de incubagdo refletem diferencas na taxa de crescimento
do patégeno no hospedeiro, e, consequentemente, na taxa de progresso da epidemia,
sendo um importante componente monociclico (Parlevliet, 1979; Vanderplank, 1963).
Entretanto, o periodo de incubacdo pode sofrer influéncias de outros fatores além da
temperatura, tais como umidade do ar, idade da planta e concentragdo de in6culo do
patégeno (Kong et al., 1997).

Pria et al. (2006) constataram que a temperatura pode ter acdo inibitoria no
desenvolvimento do cancro citrico. Temperaturas iguais ou superiores a 42°C inibiram
0 desenvolvimento da doenca. As variagcOes de temperatura interferiram diretamente

também no periodo de incubacdo da doenca.
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Competicéo entre Xanthomonas perforans e X. gardneri

Nas quantificagbes de sintomas feitas entre isolados de X. perforans (XP) e X.
gardneri (XG) em casa de vegetacdo, pode-se perceber que, nestas condigdes, nédo
existiram diferencas significativas entre as duas espécies, a excecdo do isolado de XP
2008-16, que foi mais agressivo que o isolado de XG 2006-17. Porém, quando se
observou as inoculag@es conjuntas correspondentes as combinagdes de seus respectivos
isolados, em nenhuma delas a combinagdo apresentou diferenga significativa

comparativamente ao seu respectivo isolado de XP (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Percentual de &rea foliar lesionada em plantas de tomate, 12 dias ap6s a inoculagdo com isolados de
Xanthomonas perforans, X. gardneri e combinacdo de ambas em casa de vegetacdo, com temperatura média de
28,7°C durante o periodo do ensaio. Barras que apresentam a mesma letra ndo diferem significativamente
(LSD, p<0,05). XP = Xanthomonas perforans. XG = Xanthomonas gardneri. XP+XG = combinacdo de um isolado
de X. perforans e um isolado de X. gardneri.

A inoculagdo conjunta dos isolados ndo demonstrou evidéncias de efeitos
aditivos ou sinergicos entre as espécies. Um incremento na quantidade de sintomas nédo
foi observado quando comparado as inoculag@es de isolados individuais de XP. Estes

resultados sugerem que as espécies XP e XG possuem nichos ecoldgicos sobrepostos e
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que a competicdo entre elas pode decorrer da necessidade de ambas por um mesmo
substrato finito, como sitios de infeccdo, portas de entrada, entre outros.

Jones et al. (1995) verificaram que X. perforans apresentava uma caracteristica
tipica de sintoma nas lesdes foliares, que era a perfuragdo no local destas lesGes.
Algumas plantas que foram inoculadas com as combinagGes dos isolados, apresentaram

estes sintomas tipicos nos locais das lesdes foliares (Figura 1.6).

Figura 1.6: LesGes foliares com perfuracBes caracteristicas de
Xanthomonas perforans. A — Sintomas apresentados a partir da
inoculacio com a combinagdo XP2006-44+XG2006-21. B -
Sintomas apresentados a partir da inoculagdo com a combinacéo
XP2007-26+XG2006-21. XP: X. perforans; XG: X. gardneri

Inoculagdes conjuntas de isolados de XP e XE em plantas de tomates suscetiveis
demonstraram uma vantagem competitiva exercida por XP, uma vez que, quando as
duas espécies eram inoculadas conjuntamente em uma variedade suscetivel a XE e
resistente a XP, a quantidade de lesbes e a populagdo de XE eram reduzidas
significativamente comparadas a inoculacdo de apenas XE na mesma variedade. Desta

forma, XP caracterizou-se como antagonista a XE (Jones et al., 1998).
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Recuperacdo das espécies de Xanthomonas perforans e X. gardneri

Em trés das seis combinagdes de inoculagdes conjuntas de XP e XG, ndo se
encontrou col6nias bacterianas de X. gardneri, isto é, ndo foi observada nenhuma
colonia que ndo degradava amido. J& nas demais combinacdes, onde foram observadas
coldnias amidoliticas positivas (X. perforans) e amidoliticas negativas (X. gardneri),
percebeu-se uma diferenca significativa entre o nimero de coldnias entre as espécies
(Figura 1.7), onde X. perforans sempre aparece em quantidades significativamente
superiores.

Estes resultados sugerem a existéncia de uma vantagem competitiva de X.

perforans em relagdo a X. gardneri in planta.

Log(ufc/mL)

O P, N W b OO N
[ T N TR SR R |

Hi

O X. perforans

@ X. gardneri

XP 2006-44 / XP 2007-26 / XP 2006-44 / XP 2007-26 / XP 2008-16 / XP 2008-13 /
XG 2006-21 XG 2006-21 XG 2006-52 XG 2006-52 XG 2006-52 XG 2007-41

Combinacdes

Figura 1.7: Recuperacdo de isolados de Xanthomonas perforans e X. gardneri em meio NA+amido(1%) a
partir de lesdes foliares de plantas de tomate inoculadas com ambas as espécies e mantidas em casa de
vegetacdo, com temperatura média de 28,7°C durante o periodo do ensaio.

Uma variedade de fatores ecoldgicos pode determinar padrdes de diversidade de
um determinado taxon. Entre os principais, pode-se considerar: oportunidade ecoldgica
(espaco de nicho vago) e a competitividade. De forma mais simples, para que uma unica

espécie possa entrar em um ambiente primitivo faz-se necessario a existéncia de nichos
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desocupados. A competitividade entre espécies funciona como um motor de
divergéncia, auxiliando no proprio processo evolutivo e seletivo de cada individuo.
Apesar do pequeno tamanho das bactérias, as populacdes bacterianas estdo sujeitas as
mesmas forcas de evolugdo as quais 0s organismos superiores sdo submetidos,

conforme discutido por Spiers et al. (2000) para o género Pseudomonas.

Figura 1.8: Colbnias de Xanthomonas isoladas em meio NA + amido(1%). A — Coldnias
de X. perforans formando halos da combinagdo 2006-44+2006-21. B — Detalhe de
coldnias amidoliticas positivas e negativas, respectivamente X. perforans e X. gardneri da
combinagdo 2008-16+2006-52.

Os resultados aqui relatados ampliam as conclusdes dos testes in vitro e in vivo
de Jones et al. (1998), que ja sugeriram uma possivel vantagem competitiva de X.
perforans sobre X. euvesicatoria, 0 que auxiliaria na explicacdo para o surgimento e

predominancia dessa espécie nos campos de producdo de tomate da Flérida. No
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presente trabalho, observa-se a vantagem competitiva de X. perforans sobre X. gardneri,
que pode estar relacionada com a temperatura média elevada na casa de vegetacdo
durante o periodo do experimento, ou até mesmo, a metodologia padrdo de incubacédo
de bactérias em meio de cultura, que no caso, foi de 28°C em cédmara de crescimento. A
prevaléncia de Xanthomonas perforans em campos de producdo de tomate destinados
ao processamento também ja foi observada em levantamento realizado pela ESALQ e
CNPH nos anos de 2002 e 2003 (Quezado-Duval, 2005), o que sugere que esta espécie
possa Vvir a ser a prevalente entre as espécies causadoras da mancha bacteriana do
tomateiro no Brasil. E evidente que para a confirmacio desta hipotese faz-se necessario
um amplo levantamento e caracterizagcdo dos campos brasileiros de tomate atualmente

existentes.

Confirmacao das espécies

As colbnias que degradavam amido apresentaram perfil genémico gerado
pela técnica de BOX-PCR similar ao isolado IBSBF 2370, que é um isolado de
referéncia da espécie X. perforans. J& as colénias que ndo degradavam o amido
apresentaram perfil gendmico similar ao isolado IBSBF 2373, que é um isolado tipo da
espécie X. gardneri (Figura 1.9). Esta similaridade confirma a identidade das colonias
recuperadas em meio de cultura, bem como a recuperacdo das espécies inicialmente
inoculadas, e descarta a possibilidade de interferéncia de contaminantes na avaliacdo

dos resultados.
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1500pb

Figura 1.9: Perfil BOX-PCR dos isolados. 1 — IBSBF 2370 de referéncia de X. perforans.
2 — X. perforans da combinagdo XP2006-44+2006-21. 3 — X. perforans da combinagao
XP2006-44+XG2006-52. 4 — X. perforans da combina¢do XP2007-26+XG2006-21. 5 — X.
perforans da combinagdo XP2007-26+XG2006-52. 6 — X. perforans da combinacéo
XP2008-16+XG2006-52. 7 — X. perforans da combina¢do XP2008-13+XG2007-41. 8 — X.
gardneri da combinagdo XP2006-44+XG2006-52. 9 — X. gardneri da combinacdo
XP2008-16+XG2006-52. 10 — X. gardneri da combinagcdo XP2008-13+XG2007-41.
11 - IBSBF 2373 de referéncia de X. gardneri. M — 100pb DNA Ladder.

Producao de Bacteriocinas

A observacdo de halos de inibicdo em meio NA indicou que, dos isolados
brasileiros de X. perforans testados, apenas o XP2008-13 produziu bacteriocina (Tabela
1.5). Os isolados 518T; 529T e UENF 4135, todos representantes de X. euvesicatoria,
apresentaram-se como tipos indicadores de bacteriocinas, uma vez que apresentaram
inibicdo de seu crescimento tanto na presenca do isolado 2008-13, como do isolado
testemunha IBSBF 2370 (Figura 1.10). Este é o primeiro relato de isolados de X.

euvesicatoria brasileiros atuando como indicadores de bacteriocina, bem como a
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primeira observagéo de um isolado nacional do grupo Xanthomonas vesicatoria atuando
como produtor de bacteriocina.

Para confirmagdo que o efeito inibitorio era devido a producdo de bacteriocinas,
todos os isolados foram testados contra eles mesmos ou contra isolados da mesma
espécie. Nao sendo apresentado nenhum efeito nestes casos, confirmou-se a afirmacéao
de producéo de bacteriocinas por parte dos isolados assim avaliados (Riley & Wertz,
2002).

Isolados de Xanthomonas perforans mutantes podem apresentar reducdo na
agressividade da espécie e ainda assim produzir bacteriocinas com efeito inibitério para
X. euvesicatoria, indicando uma possibilidade de utilizagdo num manejo integrado da
doenca, mais especificamente, no controle biolégico (Hert et al., 2009).

A atividade da glicinecina A, bacteriocina produzida por Xanthomonas
campestris pv. glycines, apresentou agdo sobre X. campestris pv. vesicatoria, efeito este
que provavelmente estd relacionado a alteracdo da permeabilidade da membrana

plasmaética da bactéria, local de acdo deste tipo de bacteriocina (Pham et al., 2004).
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Tabela 1.5: Isolados de Xanthomonas perforans, X. gardneri e X. euvesicatoria avaliados quanto a producao de

bacteriocinas.

Resposta a producgéo de bacteriocina

Isolado Espécie 2006-
44
2006-44 X. perforans -
2007-26 X. perforans -
2008-13 X. perforans -
2008-16 X. perforans -
2370 X. perforans -
2006-17 X. gardneri -
2006-21 X. gardneri -
2006-52 X. gardneri -
2007-41 X. gardneri -
529T X
euvesicatoria
X.
UENF4135 : .
euvesicatoria
518T X
euvesicatoria
2363 X

euvesicatoria

2007-
26

2008-
13

2008-
16

2006- 2006- 2006-

2370

2007-
17 21 52 41

529T

UENF
4135

518T 2363
+ o+
+ o+

- = auséncia de halo de inibi¢do
+ = presenca de halo de inibicdo
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Na Fldrida, onde a espécie X. perforans tem se mostrado predominante entre as
espécies de causadoras da mancha bacteriana do tomateiro, pode-se observar que
isolados de X. perforans tiveram efeito inibitério in vitro sobre isolados de X.
euvesicatoria, formando halos de inibicdo que variavam de menos de 5 mm a mais de
10 mm. Em contrapartida, nenhum dos isolados de X. euvesicatoria da Fldrida exibiram
efeito inibitorio sobre X. perforans (Jones et al., 1998). A producdo de bacteriocinas
também foi observada por Tudor - Nelson et al. (2003), quando isolados representantes
da raca T3(XP) apresentaram efeito inibitorio sobre todos os isolados testados da raga
T1(XE), sendo este efeito variavel para representantes da raca T2.

Avaliando os efeitos promovidos pelos componentes dos meios de cultura na
producdo de nisina, uma bacteriocina produzida por Lactococcus lactis, Li et al. (2002)
observaram que o0 meio de cultura que n&o era tdo vantajoso para o crescimento celular,
era 0 que produzia uma alta concentragdo de nisina, demonstrando que as condicdes
Otimas para o crescimento celular podem ndo serem as mesmas para a producdo de
bacteriocinas, o que pode estar relacionado com a auséncia de efeito inibitdrio entre X.
perforans e X. gardneri.

Isolados de Xanthomonas axonopodis pv. citri foram testados quanto a producéo
e acdo de bacteriocinas sobre cepas de outras espécies de Xanthomonas, incluindo X.
vesicatoria, porém ndo houve efeito inibitorio sobre os isolados de X vesicatoria
testados, bem como os isolados de X. vesicatoria ndo tiveram acéo de inibicdo sobre as

cepas de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Bonini et al., 2007).
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Figura 1.10: Halos de inibicdo produzidos por isolados de
Xanthomonas perforans. A — Halo produzido pelo isolado 2008-13
de X. perforans, ocasionando inibicdo no isolado 529T de X.
euvesicatoria. B — Halo produzido pelo isolado IBSBF 2370 de X.
perforans, ocasionando inibicdo no isolado 529T de X.
euvesicatoria.

Xanthomonas perforans desenvolve-se melhor em maiores temperaturas,
enquanto X. gardneri é favorecida por menores temperaturas. Esta melhor
adaptabilidade a diferentes temperaturas influencia diretamente o periodo de incubagéo
de cada espécie. Sob condi¢des controladas, em casa de vegetacdo, isolados de X.
perforans foram mais competitivos que isolados de X. gardneri. A utilizacdo de meio
NA acrescido de amido € uma ferramenta Gtil para diferenciagdo entre X. perforans e X.
gardneri no processo de recuperacdo destas espécies. Isolados brasileiros de
Xanthomonas que causam a mancha bacteriana do tomateiro podem atuar como

produtores ou indicadores de bacteriocinas.
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CAPITULO I
Competitividade entre isolados de Xanthomonas
perforans resistentes e sensiveis a cobre
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Resumo
Competitividade entre isolados de Xanthomonas perforans resistentes e sensiveis a
cobre

A utilizacdo de antibidticos e produtos & base de cobre para o controle da
mancha bacteriana, causada por Xanthomonas spp., ndo tem demonstrado efeito
adequado quando empregados isoladamente, podendo haver relagdo com uma baixa
sensibilidade dos agentes causais a esses produtos. Em alguns patossistemas, isolados
que adquiriram resisténcia a algum produto quimico, demonstram reducéo ou alteracéo
de sua competitividade na condicdo de auséncia do produto. O objetivo deste capitulo
foi avaliar a competitividade entre isolados de Xanthomonas perforans sensiveis e
resistentes a cobre. Primeiramente, realizou-se uma selecdo de isolados de acordo com
sua sensibilidade a diferentes concentracGes de sulfato de cobre. Isolados resistentes e
sensiveis foram inoculados em plantas de tomate da variedade Yuba individualmente e
em combinacdes para posterior quantificacdo de sintomas e recuperacdo de colonias em
meio MMCC (Minimal Medium Complexing Copper) acrescido ou ndo de sulfato de
cobre. Apenas dois dos isolados avaliados ndo se desenvolveram in vitro na
concentracdo de 50 ppm e nenhum conseguiu se desenvolver na concentracdo de 200
ppm, demonstrando que a espécie X. perforans pode ser eficazmente controlada a esta
concentracdo. A severidade dos sintomas ocasionada pelos isolados sensiveis mostrou-
se maior que a dos isolados resistentes, indicando reducdo de competitividade na
auséncia de sulfato de cobre. A recuperacdo de coldonias em meio de cultura também
indicou uma vantagem competitiva dos isolados sensiveis a cobre em relagdo aqueles

resistentes.

Palavras-chaves: mancha bactéria; Xanthomonas perforans; cobre; competitividade.
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Abstract

Fitness among isolates of Xanthomonas perforans resistant and sensitive to copper

The use of antibiotics and products based on copper for the control of bacterial spot
caused by Xanthomonas spp., has not shown a significant field effect when applied alone.
This may be related to reduced sensitivity of the causal agents of bacterial spot to these
products. In some pathosystems, isolates that have acquired resistance to some chemical,
display a concurrent reduction or change in fitness when in the absence of the product. The
purpose of this study was to evaluate the fitness of isolates of Xanthomonas perforans
sensitive and resistant to copper. Firstly, a collection of isolates was classified according to
their respective sensitivity to different concentrations of copper sulfate. Then, selected
resistant and sensitive isolates were inoculated into tomato plants of the cv. Yuba
individually and in combinations for aggressiveness assessment and recovery of colonies in
the MMCC (Minimal Medium Complexing Copper) amended or not with copper sulphate.
Only two of the isolates did not grow in vitro at 50 ppm of copper sulphate, and none
managed to grow at 200 ppm, showing that the X. perforans can be effectively controlled at
higher concentrations. The severity of symptoms caused by the sensitive isolates was
higher than those caused by the resistant isolates, indicating a reduction of competitiveness
of the resistant isolates in the absence of copper sulphate. The recovery of colonies in the
culture medium also indicated a competitive advantage isolates sensitive to copper in

relation to those resistant.

Key words: bacterial spot; Xanthomonas perforans; copper; fitness
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Introducéo

A mancha bacteriana do tomateiro, causada por diferentes espécies de
Xanthomonas, ¢ um sério problema nos campos brasileiros de tomate (Solanum
lycopersicum) destinados ao processamento devido as condi¢Ges ambientais favoraveis,
indisponibilidade de cultivares resistentes e a auséncia de controle quimico eficiente
(Quezado-Duval et al., 2005).

Apesar de amplamente empregados em lavouras de tomate para processamento
industrial no Brasil, fungicidas cupricos e antibidticos registrados para uso agricola nem
sempre resultam em controle eficiente das bacterioses que afetam a cultura. O
aparecimento de estirpes resistentes aos defensivos quimicos € uma das causas dessa
baixa eficiéncia. A coleta de diferentes espécies de Xanthomonas, causadora da mancha
bacteriana no Brasil e de testes de sensibilidade a produtos cupricos, evidenciou que
todos os isolados do grupo “C”, aqui tratados como Xanthomonas perforans, foram
sensiveis a estreptomicina e 97% destes sensiveis ao cobre (Quezado-Duval et al.,
2003).

Tanto em espécies superiores quanto entre 0s microrganismos, a diversidade
genética € originada e mantida devido a fatores genéticos e ecologicos (Spiers et al.,
2000). As principais estratégias genéticas responsaveis pelo surgimento e ampliacédo da
diversidade genética sdo mutacao, recombinacdo e aquisicdo de sequiéncias de DNA de
outros microrganismos, as chamadas transferéncias génicas horizontais (Arber, 2000).
Os fatores ecoldgicos estdo ligados a oportunidade em colonizar um hospedeiro e a
competicdo entre isolados (Spiers et al., 2000).

Alguns trabalhos tém demonstrado que isolados fitopatogénicos que adquirem
resisténcia a determinados produtos quimicos tém sua competitividade reduzida quando

comparados com isolados sensiveis ao mesmo produto, desde que ambos estejam
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sujeitos a condicdo de auséncia do produto. Pode-se observar que determinados isolados
de fungos fitopatogénicos sensiveis a fungicidas sdo capazes de produzir maior
quantidade de esporos em meio de cultura, maiores raios de micélio ou ocasionar lesdes
em maior nimero que aqueles resistentes a0 mesmo produto, indicando uma perda na
agressividade destes organismos (Webber, 1988; Sanoamuang & Gaunt, 1995).

J& para outros patossistemas, a mutacdo para aquisicdo de resisténcia por parte
de um organismo ndo acarretou a reducdo do seu potencial competitivo, podendo
inclusive, estes apresentarem maior agressividade que isolados da mesma espécie
sensiveis ao mesmo produto (Café Filho & Ristaino, 2008; Hu et al., 2008; Shabi &
Katan, 1980; Kadish & Cohen, 1988).

Em campos de pimentdo (Capsicum annuum) na Austrélia, observou-se a
incidéncia de isolados de X. campestris pv. vesicatoria tolerantes a produtos cupricos
em diferentes campos de producdo. Antes de 1987, apenas um em cada doze isolados
era considerado tolerante, ja nas coletas correspondentes aos anos de 1999 e 2000, essa
proporcéo passou para uma em cada quatro, indicando selecdo de isolados, em favor da
resisténcia ao cobre, devido a pressdo de selecdo exercida pelas constantes aplicacdes
em campo. Os produtores locais informaram que utilizavam apenas as doses
recomendadas dos produtos indicados. Percebeu-se também que aplicagdes continuas de
produtos a base de cobre podiam elevar a populacdo de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria de uma determinada area, quando ja se sabia que esta era resistente ao
bactericida (Martin et al., 2004).

Este capitulo teve por objetivo avaliar a competitividade entre isolados de
Xanthomonas perforans que apresentam sensibilidade ou resisténcia a cobre,

observando a capacidade de ocasionar doenga de cada grupo.
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Material & Métodos

Selecdo de isolados de X. perforans quanto a resisténcia a cobre

Foram selecionados isolados da colegéo de trabalho da Embrapa Hortalicas (EH)
previamente identificados para selecdo quanto a sensibilidade a sulfato de cobre
(CuS04.5H,0) (Tabela 2.1). Para verificagdo de sensibilidade ou resisténcia dos
isolados, foi utilizado o meio MMCC — Minimal Medium Complexing Copper
(Pohronezny et al., 1992), que possui baixa capacidade de complexar os ions de cobre.

Os isolados foram recuperados do tampéo-fosfato (K,HPO,4, KH,PO4 pH 7) em
meio Nutriente Agar (NA) e incubados por quatro dias a 28°C. Fez-se a repicagem de
coldnias isoladas para proceder o preparo da solucdo bacteriana em sulfato de magnésio
10 mMol/L. Apbs ajuste da concentracdo da solucdo em espectrofotdbmetro ODggo = 0,3
(5 x 10® UFC/mL), depositou-se aliquotas de 10 pl com tripla repeticdo em placas
contendo meio MMCC com sulfato de cobre nas concentragdes de 50; 100 e 200 ppm
(Hg/mL).

As placas foram incubadas por 48 horas a 28 °C. Foi considerado resistente 0

isolado que apresentou crescimento confluente da massa bacteriana.
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Tabela 2.1: Isolados de Xanthomonas perforans e respectivos locais de origem utilizados para teste de
sensibilidade a cobre.

Isolado Local de Origem
EH 2005-30 Vicentindpolis — GO
EH 2005-54 Goiania— GO
EH 2005-60 Patos de Minas — MG
EH 2006-44 Itaberai — GO
EH 2007-09 Itaberai — GO
EH 2007-26 Joviania—- GO
EH 2008-13 Rio Verde — GO
EH 2008-14 Rio Verde — GO
EH 2008-16 Rio Verde — GO
EH 2008-19 Rio Verde — GO
EH 2008-20 Rio Verde — GO
EH 2008-28 Luziania— GO
EH 2009-10 Goiania— GO
EH 2009-11 Goiania—- GO

Competicdo entre isolados de X. perforans resistentes e sensiveis a cobre

Foram selecionados isolados que apresentaram sensibilidade a concentracéo de
100 ppm de cobre (sensiveis), e 0s que apresentavam crescimento confluente a 100 ppm
(resistentes) e entdo utilizados para observagdo de competitividade e agressividade
ocasionada por ambos 0s grupos. Os isolados foram riscados de tampé&o-fosfato
(KoHPO4, KH,PO4 pH 7) em meio NA e incubados por 4 dias a 28°C. Fez-se a
repicagem de colbnias isoladas para proceder o preparo do inéculo. Utilizou-se uma
solucéo de sulfato de magnesio de 10mMol/L (Sigma Cell Culture MgSQO,4.7H,0) para
preparo da solugédo bacteriana e ajustou-se a concentracdo em espectrofotdmetro ODggo

= 0,3 (5 x10® UFC/mL).

66



O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, onde isolados de X.
perforans sensiveis e resistentes a cobre foram inoculados individualmente e em
combinagOes em plantas de tomate da variedade Yuba (CNPH 851). Para a inoculagéo
conjunta, apds ajuste da concentracdo da solugdo bacteriana para 5 x10® UFC/mL,
misturou-se em um mesmo recipiente, volumes equivalentes de indculo de um isolado
de XP resistente e um isolado de XP sensivel na mesma concentracéo ja citada. Fez-se a
inoculagdo da solucdo bacteriana utilizando borrifadores manuais, distribuindo
homogeneamente a solugdo de indculo por toda superficie foliar, até o inicio do
escorrimento das folhas. Apds a inoculacao, realizou-se cdmara imida em cada uma das
plantas por 48 horas com o auxilio de sacos plasticos umedecidos.

Doze dias apds a inoculagdo, coletou-se 5 foliolos de cada tratamento, anexando-
os com auxilio de fita dupla face em folha branca com régua milimetrada para posterior
digitalizacdo da imagem. Utilizou-se o programa QUANT (Vale et al., 2001) — software
para quantificagdo de doencas de plantas V. 1.0 — UFV, que diferencia area lesionada de
area sadia por distincdo de cores para quantificar a severidade de cada um dos isolados e
das combinagdes. Considerou-se como sintomas da doenca a presenca de manchas
caracteristicas e tecido necrdético, ndo sendo consideradas as areas cloroticas.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, tendo nove
tratamentos (trés isolados sensiveis, trés resistentes e trés combinacdes) e duas
repeticGes. Calculos estatisticos foram realizados com o programa SAS (SAS Institute,

2002) e as médias comparadas pelo teste Fisher-LSD.
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Recuperacéo dos isolados de Xanthomonas perforans resistentes e sensiveis a cobre

A recuperacdo dos isolados resultantes da combinacdo entre isolados de XP
resistentes e sensiveis a cobre se deu a partir das les6es foliares em meio MMCC com
cobre na concentracdo de 100 ppm e meio MMCC sem cobre.

Duas amostras compostas com trés foliolos sintomaticos foram retiradas das
plantas que compunham a parcela para a recuperacdo dos isolados presentes. Para o
isolamento foi retirada uma secdo de tecido foliar com 8 mm de didmetro na intersec¢édo
entre as areas sadias e lesionadas. A assepsia foi feita em camara de fluxo laminar, por
um processo de submersdo por dez segundos em alcool etilico 70%, trinta segundos em
agua sanitaria 10% e triplice lavagem com solucdo de sulfato de magnésio 10mMol/L
para retirar o0 excesso de alcool e de agua sanitaria. Apos este procedimento, macerou-se
0s pedacos com auxilio de um bastdo de vidro devidamente flambado e resfriado.

Ap6s a obtencdo do macerado, fez-se diluicdo seriada até 10™ a partir da
concentracdo inicial, que foi a concentra¢do onde a contagem de coldnias foi possivel.
100 pl desta solucdo foi depositada, com auxilio de uma micropipeta nas placas com 0s
diferentes tipos de meio e espalhada com alca de Drigalsky. Ap6s 72 horas, contou-se
as col6nias nos meios com presenca e auséncia do cobre. Foram feitas trés repeticdes

para cada combinacéo.
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Resultados & Discussao

Selecdo de isolados quanto a resisténcia a cobre

Do total de isolados testados, apenas dois (2008-13; 2008-16) mostraram-se
sensiveis a concentracdo de 50 ppm de sulfato de cobre in vitro. J& para a concentragao
de 100 ppm, quatro isolados apresentaram crescimento confluente (2008-14; 2008-19;
2008-28 e 2009-11) e foram considerados resistentes. Nenhum isolado cresceu na
concentracdo de 200 ppm (Tabela 2.2), indicando que esta é uma concentracao eficiente
no controle desta espécie de Xanthomonas.

Apesar de amplamente empregados em lavouras de tomate para processamento
industrial no Brasil, fungicidas cupricos e antibiéticos registrados para uso agricola nem
sempre resultam em controle eficiente das bacterioses que afetam a cultura. O
aparecimento de estirpes resistentes é uma das causas dessa baixa eficiéncia. Entretanto,
até recentemente, todos os isolados avaliados do grupo “C” (X. perforans) foram
sensiveis a estreptomicina e, 97% destes, sensiveis ao cobre (Quezado-Duval et al.,
2003).

As concentracdes utilizadas para o teste apresentam relacdo direta com aquelas
utilizadas em campo, uma vez que para o controle da mancha bacteriana do tomateiro,
utiliza-se em média, uma concentracdo de 2000 a 3000 ppm para produtos cupricos em
campo, segundo Andrei (2005). Nos testes in vitro, normalmente utiliza-se uma
concentracdo 10 vezes menor que a utilizada em campo, logo, a concentracdo de 200
ppm condiz com a realidade das medidas de controle.

Em experimentos de campo, utilizando formulag¢Ges cupricas e cuprorganicas
(sulfato de cobre, oxicloreto de cobre, 6xido cuproso e éOxido cuproso+mancozeb)

visando a reducdo de populagdes de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria presentes
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no filoplano do piment&o, isolados considerados resistentes ao cobre, com base em
testes in vitro ndo apresentaram reducdo significativa da doencga quando realizado teste
em campo, indicando que as concentracdes de Cu nos produtos utilizados, que variaram
de 20,2 a 112,5 ppm, foram insuficientes para promover controle satisfatério apos o
estabelecimento da doenca (Aguiar et al., 2003).

Nos Estados Unidos e Canada, praticas de manejo da mancha bacteriana,
baseadas essencialmente em bactericidas a base de cobre ndo demonstraram protecdo e
controle eficaz (Abbasi et al.,, 2002). Isolados de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria coletados em diferentes paises da América Central, mostraram-se em sua
maioria, quase 90% do total, resistentes a cobre. Com ocorréncia de maior variabilidade

quanto a resposta a estreptomicina (Bouzar et al., 1999).

Tabela 2.2: Reacdo de isolados de Xanthomonas perforans a sulfato de cobre em trés diferentes
concentragdes.

Isolado Cobre 50 ppm Cobre 100 ppm Cobre 200 ppm
2005-30 + - -
2005-54 + - -
2005-60 + - -
2006-44 + - -
2007-09 + - -
2007-26 + - -
2008-13 - - -
2008-14 + + -
2008-16 - - -
2008-19 + + -
2008-20 + - -
2008-28 + + -
2009-10 + - -
2009-11 + + -

+ = Crescimento bacteriano
- = Auséncia de crescimento
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Por ser X. perforans a espécie predominante em campos de producdo de tomate
na Florida (Jones et al., 1998) e estar presente em diversas areas de producéo no Brasil
(Quezado-Duval, 2003), o conhecimento da resposta a produtos utilizados no controle

da doenca, como o cobre, se faz importante para um melhor manejo do patossistema,

Competicdo entre isolados de Xanthomonas perforans resistentes e sensiveis a

cobre

Os isolados considerados sensiveis (S) provocaram uma maior porcentagem de
area foliar lesionada, logo se apresentaram mais agressivos quando comparados aqueles
considerados resistentes (R). Os isolados 2008-13 e 2008-16, ambos sensiveis a cobre
apresentaram significativamente maior severidade que os isolados considerados
resistentes. O isolado 2008-13 (S) ocasionou, em porcentagem geral, maior area foliar
lesionada, se destacando significativamente por sua agressividade, quando comparado a
média dos isolados resistentes (Figura 2.1).

Em outro patossistema, entre isolados de Phytophthora nicotianae resistentes e
sensiveis a metalaxyl, observou-se que isolados resistentes podiam ser igualmente
competitivos com aqueles considerados sensiveis ao produto (Timmer & Graham,
1998).

Vantagens competitivas entre isolados de uma determinada espécie resistentes
ou sensiveis a um produto especifico utilizado no seu controle mostra-se variavel de
acordo com o patossistema analisado. Para agentes patogénicos do género
Phytophthora, de forma geral, quando estes isolados sdo testados quanto a sua
competitividade na auséncia do produto de controle, pode-se observar que os isolados

resistentes sdo tdo competitivos ou até mais agressivos que 0s sensiveis, no que diz
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respeito & producdo de esporos, crescimento micelial e capacidade de ocasionar danos
diretos as plantas hospedeiras (Hu et al., 2008; Café-Filho & Ristaino, 2008; Kadish et
al., 1990).

Para outros patossistemas, pode-se observar a situagcdo contraria, ou seja,
isolados sensiveis a um determinado produto, apresentam vantagens competitivas em
relacdo aos resistentes da mesma espécie (Sanoamuang & Gaunt, 1995; Webber, 1988).

A severidade para as inoculagdes conjuntas ndo apresentou efeito somatorio de
sintomas entre os isolados, ou seja, ndo houve um acréscimo na severidade quando
comparado a severidade média dos isolados sensiveis. Das trés combinac@es avaliadas,
duas (2007-26+2005-54; 2005-30+2008-16) apresentaram porcentagem de area foliar
lesionada significativamente superior aos isolados 2005-30 (R) e 2007-26 (R). Porém,
nenhuma das combinacdes apresentou maior severidade significativa em relacdo aos

isolados sensiveis.

18

g 16 A A
S 14 -
g 12 ABC
o
8 101 BCDE
|
S 8 T
8
e °
s 4]
L 5]
<
0
Tratamentos
@ 2005-54(S) B 2008-13(S) 00 2008-16(S)
O 2005-30(R) B 2006-44(R) @ 2007-26(R)
B 2006-44(R)+2008-13(S) O 2007-26(R)+2005-54(S) M 2005-30(R)+2008-16(S)

Figura 2.1: Percentual de area foliar lesionada em plantas de tomate, 12 dias apés a inoculagcdo com
diferentes isolados de Xanthomonas perforans resistentes ou sensiveis a cobre e combinagdes de
ambos. Barras que apresentam a mesma letra ndo diferem significativamente (LSD, p<0,05).
(R) = resistente a 100 ppm de sulfato de cobre. (S) = sensivel a 100 ppm de sulfato de cobre.
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Sabe-se que 0 excesso de cobre no interior de células bacterianas pode ocasionar
toxidez nas mesmas, afetando simultaneamente diversas funcdes metabolicas. Para a
sobrevivéncia em um ambiente com alta concentracdo desse produto, a bactéria
necessita ativar diferentes mecanismos de regulacdo deste excesso de cobre, que estdo
diretamente relacionados com a aquisicdo de genes de resisténcia localizados na regido
plasmidial. Estes mecanismos ainda ndo foram bem elucidados (Teixeira et al., 2008;
Rensing & Grass, 2003). E possivel que este gasto metabolico adicional ocasione uma
perda de competitividade daqueles isolados que adquiriram tal resisténcia, quando na
auséncia da pressdo de sele¢do de um produto cuprico.

Estes resultados indicam que existe vantagem competitiva dos isolados sensiveis
a cobre, no que diz respeito a capacidade de producao de lesGes ou doenga, com relacéo
aqueles isolados resistentes a0 mesmo produto. Isto é, ocorre perda de “fitness”

associada ao ganho de resisténcia ao cobre.

Recuperacdo dos isolados de Xanthomonas perforans resistentes e sensiveis a cobre

A partir da contagem das colonias em meio MMCC acrescido de cobre, pode-se
notar que houve uma reduc¢do significativa no nimero de coldnias, indicando que esta
reducdo seja a parte representada por aqueles isolados sensiveis. Na combinacdo 2007-
26(R) + 2005-54(S), observou-se que no meio com cobre ndo houve crescimento de
colbnias bacterianas em nenhuma das trés repeticdes (Figura 2.2). Este resultado sugere
que os isolados recuperados desta combinagdo representaram predominantemente o

isolado sensivel & concentragdo de cobre presente no meio. Ja para as outras duas
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combinacdes, nota-se que a parcela de isolados sensiveis e resistentes mostram-se

significantes na recuperagéo entre os isolados da combinagé&o.

Log(ufc/mL)
D

3 ]
2 ]
1 -
0
Cul00 ppm

B 2007-26(R)+2005-54(S) B 2005-30(R)+2008-16(S) O 2006-44(R)+2008-13(S)

Figura 2.2: Recuperagdo em meio MMCC acrescido ou ndo com sulfato de cobre (100ppm) de
isolados de Xanthomonas perforans resistentes e sensiveis a cobre, 12 dias apds a inoculacdo destes
isolados em diferentes combinacdes. (R) = isolado resistente a 100 ppm de sulfato de cobre.
(S) = isolado sensivel a 100 ppm de sulfato de cobre.

Isolados de X. perforans mostram-se sensiveis a concentracdes de 200 ppm de
sulfato de cobre. A competitividade entre isolados resistentes e sensiveis a cobre para
este patossistema mostra-se variavel, principalmente para a recuperacdo dos isolados
nas respectivas combinacdes, mas de forma geral, isolados sensiveis a cobre foram
capazes de causar maior quantidade de doenca, apresentando uma maior
competitividade. Esta informacdo aponta para uma cuidadosa utilizagdo de produtos
cupricos para o controle da mancha bacteriana, uma vez que o favorecimento de
individuos resistentes pode ser revertido pela retirada programada do produto,
favorecendo os individuos sensiveis e promovendo novamente sua eficiéncia de

controle.
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ANEXO |

TEMPERATURA CONFUNDIDA COM BLOCOS
The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

TEMP 3 20 25 30

ESP 4 XE XG XP XV
IsoL 3 123

Number of Observations Read 72
Number of Observations Used 72

TEMPERATURA CONFUNDIDA COM BLOCOS
The GLM Procedure

Dependent Variable: SOMAISOL

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 13 428.506069 32.962005 2.54 0.0078
Error 58 752.646445 12.976663
Corrected Total 71 1181.152514

R-Square Coeff Vvar Root MSE SOMAISOL Mean

0.362786 63.89371 3.602314 5.637978
Source DF Type I SS Mean Square F Value Pr > F
TEMP 2 69.4885683 34.7442842 2.68 0.0772
ESP 3 286.8296190 95.6098730 7.37 0.0003
ISOL(ESP) 8 72.1878816 9.0234852 0.70 0.6941
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
TEMP 2 69.4885683 34.7442842 2.68 0.0772
ESP 3 286.8296190 95.6098730 7.37 0.0003
ISOL(ESP) 8 72.1878816 9.0234852 0.70 0.6941

TEMPERATURA CONFUNDIDA COM BLOCOS
The GLM Procedure

t Tests (LSD) for SOMAISOL

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 58
Error Mean Square 12.97666
Critical Value of t 2.00172

Least Significant Difference 2.4036

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N ESP
A 6.917 18 XV
A
A 6.733 18 XG
A
A 6.719 18 XP
B 2.184 18 XE

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

-- TEMP=20
Procedure

The GLM

Class Level Information

Class Levels Values

REP 2 12

ESP 4 XE XG XP XV
IsoL 3 123
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Number of Observations Read 24
Number of Observations Used 24

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

----------------------------------------------------------- TEMP=20 === - === = = e o = e e e e e

The GLM Procedure

Dependent Variable: SOMAISOL

12

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 12 499.2170051 41.6014171 21.43
Error 11 21.3552195 1.9413836
Corrected Total 23 520.5722247

R-Square Coeff Var Root MSE SOMAISOL Mean

0.958977 24.51856 1.393335 5.682778
Source DF Type I SS Mean Square F Value
REP 1 2.3465286 2.3465286 1.21
ESP 3 354.7951247 118.2650416 60.92
ISOL(ESP) 8 142.0753519 17.7594190 9.15
Source DF Type III SS Mean Square F Value
REP 1 2.3465286 2.3465286 1.21
ESP 3 354.7951247 118.2650416 60.92
ISOL(ESP) 8 142.0753519 17.7594190 9.15

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

------------------------------------------------------------ TEMP=20 - - - = - = o m o oo oo e

Procedure

t Tests (LSD) for SOMAISOL

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 11
Error Mean Square 1.941384
Critical Value of t 2.20099

Least Significant Difference 1.7706

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N ESP
A 11.1139 6 XG
B 7.4485 6 XV
C 2.6413 6 XP
C
C 1.5274 6 XE

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

------------------------------------------------------------ L

Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
REP 2 12
ESP 4 XE XG XP XV
ISsoL 3 123
Number of Observations Read 24
Number of Observations Used 24

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

------------------------------------------------------------ TEMP=25 == - == m e = e e e e e e e e

Procedure
Dependent Variable: SOMAISOL

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value

Pr > F

<.0001

Pr > F
0.2951
<.0001
0.0007
Pr > F
0.2951

<.0001
0.0007

Pr > F

The GLM

The GLM

The GLM
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Model 12 267.5222531 22.2935211 2.89
Error 11 84.7198498 7.7018045
Corrected Total 23 352.2421029

R-Square Coeff Vvar Root MSE SOMAISOL Mean

0.759484 40.70332 2.775213 6.818148
Source DF Type I SS Mean Square F Value
REP 1 15.2393490 15.2393490 1.98
ESP 3 139.4153016 46.4717672 6.03
ISOL(ESP) 8 112.8676025 14.1084503 1.83
Source DF Type III SS Mean Square F Value
REP 1 15.2393490 15.2393490 1.98
ESP 3 139.4153016 46.4717672 6.03
ISOL(ESP) 8 112.8676025 14.1084503 1.83

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

Procedure

t Tests (LSD) for SOMAISOL

Alpha

Error Degrees of Freedom
Error Mean Square
Critical Value of t

Least Significant Difference

0.05

11
7.701805
2.20099
3.5266

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N ESP

A 9.827 6 XP
A

B A 7.919 6 XV

B

B C 6.267 6 XG
C
C 3.259 6 XE

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

REP 2 12

ESP 4 XE XG XP XV
IsoL 3 123

Number of Observations Read
Number of Observations Used

24
24

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

Procedure

Dependent Variable: SOMAISOL

Sum of
Source DF Squares
Model 12 199.8117739
Error 11 39.0378446
Corrected Total 23 238.8496185
R-Square Coeff Var Root MSE
0.836559 42.68858 1.883851
Source DF Type I SS
REP 1 0.0975375
ESP 3 127.3915261

Mean Square
16.6509812

3.5488950

F Value

4.69

SOMAISOL Mean

4.413009

Mean Square

0.0975375
42.4638420

F Value

0.03
11.97

0.0443

Pr > F

0.1871
0.0110
0.1737

Pr > F

0.1871

0.0110
0.1737

------------------------------ TEMP=25 - = e e o e e o e e e e e e e e

------------------------------- TEMP=3@ == - === = = m o m e e e e

------------------------------ TEMP=30 - - - = - - m o oo oo e e

Pr > F

0.0078

Pr > F

0.8713
0.0009

The GLM

The GLM

The GLM
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ISOL(ESP)

Source

REP
ESP
ISOL(ESP)

NOTE: This test controls the Type I comparisonwise error rate, not the experimentwise error rate.

8 72.3227103 9.0403388 2.55
DF Type III SS Mean Square F Value
1 0.0975375 0.0975375 0.03
3 127.3915261 42.4638420 11.97
8 72.3227103 9.0403388 2.55

CADA TEMPERATURA E UM EXPERIMENTO proc sort data=SAsuser.ed72

Procedure

t Tests (LSD) for SOMAISOL

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 11
Error Mean Square 3.548895
Critical Value of t 2.20099

Least Significant Difference  2.3939

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N ESP
A 7.688 6 XP
A
A 5.383 6 XV
B 2.817 6 XG
B
B 1.764 6 XE

0.0763

Pr > F

0.8713
0.0009
0.0763

----------------------------- TEMP=3@ == - === - mm e m e e e e

The GLM
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