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RESUMO

A mancha bacteriana do tomateiro, causada por espécies do género Xanthomonas: X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria (Xee), X. hortorum pv. gardneri (Xhg), X. euvesicatoria pv.
perforans (Xep) e X. vesicatoria (Xv), ¢ uma das principais doengas bacterianas da cultura,
pois reduz significativamente a producdo. Métodos bioquimicos ¢ moleculares permitem a
caracterizacdo, distingdo entre espécies e a avaliagdo do grau de variagdo genética dentro das
populagdes. O controle quimico da mancha bacteriana nao ¢ eficiente e medidas alternativas
de controle devem ser avaliadas. Os objetivos do trabalho foram (i) caracterizar 29 isolados
obtidos de tomate mesa com sintomas de mancha bacteriana coletados no Espirito Santo e
Minas Gerais; (i1) avaliar o controle da mancha bacteriana do tomateiro utilizando a
suspensao bacteriana inativada em aplicagdes preventiva e curativa. A identificacdo das
espécies foi realizada por PCR, utilizando primers especificos. A diversidade genética foi
avaliada por rep-PCR, a partir do dendrograma de similaridade. As suspensdes inativadas de
X. hortorum pv. gardneri foram utilizadas em aplicacdo preventiva e curativa para o controle
da mancha bacteriana do tomateiro. As inativagdes das suspensdes bacterianas (SBI) foram
obtidas por: exposi¢ao a radiacdo de luz ultravioleta (SBI-UV); esterilizacdo em autoclave
(SBI-E); envelhecimento em meio de cultura (SBI-MC); e envelhecimento da suspensdo em
bancada de laboratorio (SBI-S). No primeiro ensaio, as plantas foram pulverizadas
preventivamente com as SBIs, hidroxido de cobre, acibenzolar-S-metil (ASM) e agua
(testemunha), e dois dias apos foram inoculadas com a suspensio bacteriana patogénica (108 e
10° UFC mL"). Na aplicacdo curativa, as plantas foram inoculadas com a suspensio
bacteriana patogénica e dois dias apods pulverizadas com os produtos. No segundo ensaio, as
plantas foram pulverizadas preventivamente com as SBI-UV (10 UFC mL™) e SBI-E (10% e
10° UFC mL™), hidréxido de cobre, ASM e agua. Apos dois dias foram inoculadas com a
suspensio bacteriana (107 e 103 UFC mL™). A severidade da doengca foi avaliada e calculada a
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD). Todos os isolados apresentaram
caracteristicas bioquimicas de isolados do género Xanthomonas e 12 isolados ndo
identificados ndo apresentaram morfologia das colonias tipicas. Apenas 17 isolados foram
identificados quanto a espécie, sendo um como Xee, 14 como Xep e dois como Xhg. As
analises de rep-PCR revelaram alta diversidade genética entre os isolados, os grupos
formados ndo apresentaram relacdo direta com as espécies, morfologia das coldnias,
caracterizacdo bioquimica ou localizagdo geografica. No primeiro e no segundo ensaio, em

aplicacdo preventiva os produtos SBI-UV, SBI-E e ASM reduziram significativamente a



severidade da doenga. No primeiro ensaio, na aplicacdo curativa ndo houve diferenca
significativa entre os produtos. As SBI-UV e SBI-E foram eficazes em aplicagdo preventiva

para o controle da mancha bacteriana do tomateiro, reduzindo a severidade da doenca.

Palavras-chave: caracterizagdo molecular; controle bioldgico; indug¢do de resisténcia;

Solanum lycopersicum; Xanthomonas



ABSTRACT

Tomato bacterial spot, caused by species of Xanthomonas genus: X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria (Xee), X. hortorum pv. gardneri (Xhg), X. euvesicatoria pv. perforans (Xep)
and X. vesicatoria (Xv), is one of the main bacterial diseases of the crop, as it significantly
reduces production. Biochemical and molecular methods allow characterization, distinction
between species, and assessment of the degree of genetic variation within populations.
Chemical control of the disease is not eficiente, and alternative control measures should be
assessed. The objectives of the work were (i) to characterize morphology, biochemical and
molecularly 29 isolates obtained from tomato plants with bacterial spot symptoms collected in
Espirito Santo and Minas Gerais; (ii) to evaluate the control of tomato bacterial spot using
inactivated bacterial suspension, in preventive and curative applications. Species
identification was performed by PCR, using specific primers. The genetic diversity was
evaluated by rep-PCR using similarity dendrogram. Inactivated suspensions of X. hortorum
pv. gardneri were used in preventive and curative application to control tomato bacterial spot.
Inactivated of bacterial suspensions (IBS) were obtained by: exposure to ultraviolet light
radiation (IBS-UV); autoclave sterilization (IBS-E); aging in culture medium (IBS-MC); and
aging of the suspension on the laboratory bench (IBS-S). In the first assay, plants were
preventively sprayed with the IBSs, copper hydroxide, acibenzolar-S-methyl (ASM) and
water (control), and two days later were inoculated with the pathogenic bacterial suspension
(10% and 10° CFU mL™"). In the curative application, the plants were inoculated with the
pathogenic bacterial suspension and two days later, sprayed with the products. In the second
assay, the plants were preventively sprayed with IBS-UV (108 CFU mL"") and IBS-E (10® and
10° CFU mL™), copper hydroxide, ASM and water. After two days, were inoculated with the
bacterial suspension (107 and 10® CFU mL™). Disease severity was assessed and the Area
Under the Disease Progress Curve (AUDPC) was calculated. All isolates showed biochemical
characteristics of Xanthomonas and 12 unidentified isolates did not show typical colony
morphology. Only 17 isolates were identified at species level, one as Xee, 14 as Xep and two
as Xhg. Rep-PCR analyses revealed high genetic diversity among the isolates, the groups
formed did not show a direct relationship with the species, colony morphology, biochemical
characterization, or geographic location. In the first and second assay, in preventive
application, IBS-UV, IBS-E and ASM significantly reduced disease severity. In the first

assay, in the curative application there was no significant difference between the products.



IBS-UV and IBS-E effectively controlled tomato bacterial spot in the preventive application,

reducing the disease severity.

Keywords: biological control; induced resistance; molecular characterization; Solanum

lycopersicum; Xanthomonas
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INTRODUCAO GERAL

O tomate (Solanum lycopersicum L.) ocupa posicdo de destaque no cendrio agricola,
sendo amplamente cultivado em todo territorio nacional. E uma das hortalicas de maior
representatividade em termos de comercializagdo e na mesa dos brasileiros (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO — CONAB, 2021). A produgdo no Brasil em 2020
atingiu aproximadamente quatro milhdes de toneladas em uma darea de mais de 55 mil ha
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE, 2021). Cerca de
duzentas doengas, causadas por fatores bioticos e abidticos, ja foram relatadas afetando a
tomaticultura em todo o mundo, limitando a produtividade (LOPES; AVILA, 2005).

Dentre as doengas que acometem a cultura, a mancha bacteriana do tomateiro, causada
por espécies do género Xanthomonas, ocorre em diversas regides do pais. Desde a
identificacdo, a partir de incessantes reandlises do genoma, o patdgeno foi reclassificado
diversas vezes. Atualmente consideram-se as espécies X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X.
euvesicatoria pv. perforans (CONSTANTIN et al.,, 2016), X. hortorum pv. gardneri
(MORINIERE et al., 2020) e X. vesicatoria (JONES et al., 2004). A doenca é favorecida por
temperaturas que variam de 20 °C a 30 °C, elevada umidade (>90%), chuvas e ventos
(INOUE-NAGATA et al., 2016; LOPES; AVILA, 2005). Pode afetar todos os érgdos da parte
aérea, provocando lesdes nas folhas, frutos, caule e o consequente desfolhamento, expondo os
frutos ao sol. O resultado ¢ a reducao significativa na producao de frutos comercializaveis
(LOUWS et al., 2001; QUEZADO-DUVAL,; LOPES, 2010).

A aplicacdo de testes bioquimicos propicia a caracterizagdo e a rapida distingdo entre
géneros de fitobactérias, incluindo espécies de Xanthomonas (STALL et al.,, 1994). A
aplicacao de técnicas moleculares, como a amplificagdo de fragmentos do genoma por PCR
(“Polymerase Chain Reaction”) além da distin¢do entre espécies promove a avaliacdo do grau
de variacdo genética dentro das populagdes bacterianas, sendo mais estaveis e precisas
(LOUWS et al.,1999). As principais caracteristicas bioquimicas que permitem a distin¢do
entre espécies de Xanthomonas spp. sdo a atividade amidolitica e pectolitica (BOUZAR et al.,
1994; JONES et al., 2004; 2005; STALL et al., 1994).

A diversidade genética pode ser analisada através do uso de diversas técnicas
moleculares, como a rep-PCR (LOUWS et al., 1999). O método envolve a amplificacdo de
sequéncias de DNA repetitivas conservadas especificas determinadas REP (“Repetitive
Extragenic Palindromic”), ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”) e

elementos BOX, sendo distribuidas no genoma de diversas bactérias (LOUWS et al., 1999;
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VERSALOVIC et al., 1991; 1994). O conhecimento das populagdes bacterianas auxilia em
analises taxonOmicas, evolutivas e epidemioldgicas para elaboracdo de estratégias integradas
de manejo da mancha bacteriana do tomateiro, como programas de diagndstico, detecgdo e
melhoramento genético (LOUWS et al., 1995).

Os métodos utilizados para o controle da doenca nao sdo eficazes, devido a limitagao
de produtos registrados e eficiéncia varidvel, além do surgimento de isolados resistentes a
principios ativos, como o cobre (MIRIK et al., 2007; POTNIS et al., 2015; QUEZADO-
DUVAL et al., 2003). Apesar de esforcos, o desenvolvimento de uma cultivar comercial de
tomate que tenha resisténcia genética completa as diferentes espécies de Xanthomonas ainda
nao foi obtida (SHARMA; BHATTARAI, 2019). A baixa disponibilidade de produtos
eficazes e de resisténcia do hospedeiro para o manejo de doengas bacterianas foliares do
tomate tem estimulado esforcos para a busca e desenvolvimento de novas estratégias para o
controle da doenga (LOUWS et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2013; QIAO et al., 2020).

Para reduzir a dependéncia de agroquimicos, novas formas de controle de doencas
vém se destacando. O uso de produtos comerciais que induzem a resisténcia, como o emprego
de agentes biologicos, estdo recebendo cada vez mais atengdo (ANDRADE et al., 2013;
FAILLACE et al., 2019). A resisténcia induzida ou resisténcia sistémica adquirida (RSA) se
baseia na ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes que sdo expressos apos o chamado
"desafio" com um patdégeno (STEINER; SCHONBECK, 1995; VAN LOON, 1997; VAN
LOON et al., 1998). Relata-se que o tratamento utilizando ragas e agentes nao patogénicos,
patogenos atenuados ou mortos pelo calor, pode conferir uma protecdo contra ataques
subsequentes de cepas virulentas do mesmo ou de microrganismos relacionados (CHESTER,
1933; KUE, 1972).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi caracterizar isolados do género Xanthomonas
em relacdo a morfologia das colonias, padrdes bioquimicos e moleculares, avaliar a
diversidade genética dos isolados e verificar o controle da mancha bacteriana do tomateiro

com a aplicagdo da suspensdo bacteriana inativada.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é originado da espécie silvestre Lycopersicum
esculentum var. cerasiforme, que produz fruto do tipo “cereja”. Nativo das regides andinas da
América do Sul foi domesticado no México e introduzido na Europa entre 1523 e 1544
(FILGUEIRA, 2008). Posteriormente difundiu-se para a Asia, Africa e Oriente Médio
(ESQUINAS-ALCAZAR, 1981; NAIKA et al., 2006). No Brasil, a cultura foi introduzida no
final do século XIX por imigrantes europeus (FILGUEIRA, 2003).

Visto como um fruto toxico, inicialmente o tomate ndo tinha fins culinarios, apenas
ornamentais. E a segunda olericola mais produzida no mundo, sendo sua produgdo superada
apenas pela batata (CAMARGO et al., 2006). Os frutos sdao ricos em minerais, vitaminas B e
C, aminoacidos essenciais, agucares, fibras dietéticas, ferro e fosforo (NAIKA et al., 2006).
Além disso, a presenca de variados antioxidantes como o licopeno, acido ascorbico e
compostos fenodlicos, estd associada a diminuigdo do risco de alguns tipos de cancer
(GEORGE et al., 2004).

As variedades se diferenciam quanto ao destino final, sendo destinadas ao
processamento industrial € & mesa do consumidor. A produgdo total no Brasil em 2020
superou quatro milhdes de toneladas, com um rendimento médio de 71,2 t ha'!, em uma 4rea
que ultrapassou 55 mil ha. A maior parte dessa producdo se concentrou nas regides Centro-
Oeste e Sudeste, que juntas atingiram quase trés milhdes de toneladas. Os principais estados
produtores sdao Goids, Sao Paulo e Minas Gerais, que foram responsaveis por
aproximadamente 66% da producao nacional no ano de 2020 (IBGE, 2021).

Diversos sao os fatores que contribuem para a redugdo da producao, incluindo doengas
causadas por fungos, virus e bactérias. As principais fitobactérias que provocam doencas no
tomateiro sdo espécies dos géneros Ralstonia, Clavibacter, Xanthomonas, Pseudomonas e
Pectobacterium. A mancha bacteriana do tomateiro, causada por espécies de Xanthomonas,
ocasiona sérios prejuizos na cultura, podendo resultar na destrui¢do do tecido foliar e

derrubada de flores e frutos em formagio (LOPES; AVILA, 2005).
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1.2 Mancha bacteriana
1.2.1 Etiologia

As espécies de Xanthomonas que infectam o tomateiro pertencem ao filo
Proteobacteria, classe =~ Gammaproteobacteria, ordem  Xanthomonadales, familia
Xanthomonadaceae e género Xanthomonas (GARRITY; HOLT, 2000). Se tratam de bactérias
Gram-negativas, baciliformes, aerdbicas e méveis por um flagelo polar (INOUE-NAGATA et
al., 2016; JONES et al., 1997; SCHAAD et al., 2001), que se caracterizam pela formagao de
colonias amarelas devido a producdo do pigmento xantomonadina (STALL, 1993).

O historico da etiologia do patdégeno ¢ complexo e apresentou diversas classificagdes.
Segundo Jones et al. (1998), a doenga foi identificada pela primeira vez no tomateiro em
1914, na Africa do Sul. Em 1920, foi nomeada “tomato canker” por Ethel Doidge, que
descreveu o agente causal como Bacterium vesicatorium e determinou que 0 mesmo
apresentava uma fraca atividade amidolitica. Concomitantemente, Gardner e Kendrick (1921)
relataram nos Estados Unidos uma bactéria causando os mesmos sintomas, sendo descrita
como Bacterium exitiosum. A doenca foi chamada de “bacterial spot” ou mancha bacteriana e
apresentava forte atividade amidolitica. Apos testes comparativos, Gardner e Kendrick (1923)
concluiram que ambos patdégenos eram quase idénticos, sendo assim, a bactéria ficou
conhecida como Bacterium vesicatorium Doige. Além disso, ja se sabia que a espécie também
infectava o pimentao.

Os agentes causais foram reclassificados como Pseudomonas vesicatoria em 1925;
Phytomonas vesicatoria em 1930; Xanthomonas vesicatoria em 1939 e entdo Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (JONES et al.,, 1998). A mesma bactéria foi identificada em
plantas de tomate na Iugoslavia e denominada Pseudomonas gardneri por Sutic (1957).
Entretanto, a partir de testes morfologicos e bioquimicos, Dye (1966) afirmou que a mesma se
tratava de Xanthomonas vesicatoria. Mais tarde, a partir de estudos de diversidade, seria
reclassificada como uma espécie a parte, denominada Xanthomonas gardneri (JONES et al.,
2000).

Em 1966, Dye confirmou uma maior atividade amidolitica em isolados provenientes
do tomate, se diferindo dos isolados advindos do pimentdo, que hidrolisavam amido mais
fracamente. Consequentemente houve uma reclassificagdo, com subdivisdo em duas espécies:
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (grupo A, ndo apresenta atividade amidolitica) e
Xanthomonas vesicatoria (grupo B, apresenta atividade amidolitica) (BOUZAR et al., 1996;
VAUTERIN et al., 1995; 2000).
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Com o avango dos estudos € o emprego de técnicas moleculares, a partir de 1990,
determinou-se a existéncia de quatro grupos fenotipicos e trés espécies: Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria (grupos A e C), Xanthomonas vesicatoria (grupo B) e
Xanthomonas gardneri (grupo D) (JONES et al., 2000). Posteriormente, os grupos A ¢ C
foram reclassificados, adotando-se as espécies Xanthomonas euvesicatoria ¢ Xanthomonas
perforans, respectivamente. Sendo assim, consideravam-se quatro espécies, caracterizadas
com os seguintes grupos e ragas: X. euvesicatoria (grupo A, raga T1); X. vesicatoria (grupo B,
raca T2); X. perforans (grupo C, ragas T3 e T4) e X. gardneri (grupo D, raca T2) (JONES et
al., 2004; 2005). As racas s3o definidas de acordo com a reacdo de hipersensibilidade (HR)
em variedades hospedeiras diferenciais (QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010).

Apo6s analises por sequéncia multilocus (MLSA), Young et al. (2008) sugeriram que
X. gardneri poderia ser um sindnimo de X. cynarae, causadora da mancha bacteriana das
bracteas da alcachofra (Cynara scolymus) (TREBAOL et al., 2001). Diante disso, a espécie
foi reclassificada como X. cynarae pv. gardneri (TIMILSINA et al., 2019). Posteriormente,
Moriniere et al. (2020) propuseram que X. cynarae seria sinonimo de X. hortorum. Resultados
de MLSA demonstraram que X. euvesicatoria e X. perforans também apresentavam uma
relacdo filogenética similar (YOUNG et al., 2008). Sendo assim, recentemente, as trés
espécies foram reclassificadas como X. hortorum pv. gardneri (MORINIERE et al., 2020), X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria e X. euvesicatoria pv. perforans (CONSTANTIN et al.,

2016).

1.2.2 Sintomatologia

A doenga ocorre no tomateiro em qualquer estdgio de desenvolvimento da cultura,
podendo afetar todos os 6rgaos da parte aérea (INOUE-NAGATA et al., 2016). Os sintomas
foliares sdo a presenca de manchas encharcadas, marrons e de formato irregular, que a
principio sdo observadas nas folhas mais velhas. As lesdes se coalescem e apresentam um
aspecto de queima, consequentemente os frutos sdo expostos ao sol. Quando situadas no
peciolo, caule, partes florais e pedinculo, podem provocar a queda de flores e frutos. Estes,
por sua vez, apresentam inicialmente pequenos pontos esbranquicados que se desenvolvem
tornando-se lesdes marrons, corticosas, com bordos elevados (LOPES; AVILA, 2005) e
diametro variando entre 2 e 10 mm, podendo ser circundadas por um halo amarelado a branco
(GOODE; SASSER, 1980). Os sintomas provocados pelas espécies sdo praticamente

idénticos, o que impossibilita a diagnose visual. A infeccdo isolada de X. euvesicatoria pv.
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perforans € a mais caracteristica por provocar perfuragdes ao centro das lesdes, onde ocorreu

a necrose (QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010).

1.2.3 Epidemiologia

A mancha bacteriana ¢ considerada uma das doencas mais importantes do tomateiro
(LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997). Favorecida por temperaturas que variam de 20 °C a
30 °C, elevada umidade (>90%), chuvas e ventos (INOUE-NAGATA et al., 2016; LOPES;
AVILA, 2005), ataca as folhas, frutos ¢ caule da planta, reduzindo significativamente a
producao de frutos comercializdveis (QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010). Os ferimentos e
aberturas naturais, como estomatos e hidatddios, sdo vias de entrada para a bactéria a fim do
consequente desenvolvimento da doenca (LOPES; AVILA, 2005; LOPES; QUEZADO-
SOARES, 1997).

A disseminagdo do patdogeno ocorre por meio de ventos fortes associados a chuva,
respingos de agua de chuva, irrigacdo por aspersao, implementos agricolas, tratos culturais,
mudas e sementes contaminadas (INOUE-NAGATA et al., 2016; LOPES; AVILA, 2005;
QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010; SILVA et al., 2010). A irrigacao por gotejamento reduz
o molhamento foliar, auxiliando na reducao da severidade da doenga (QUEZADO-DUVAL,;
LOPES, 2010).

Araujo et al. (2011) constataram uma maior severidade da mancha bacteriana no
tomateiro por X. gardneri quando submetida a temperatura de 20° C. O mesmo ocorre para X.
perforans, quando sujeita a temperatura de 30 °C. Ambas as espécies sao predominantes em
plantagdes de tomate no Brasil (ARAUJO et al., 2011; 2017; PEREIRA et al., 2011;
QUEZADO-DUVAL; CAMARGO, 2004; QUEZADO-DUVAL et al.,, 2005). Estudos
demonstram ainda o predominio de X. perforans em campos brasileiros. Isso pode estar
relacionado com a capacidade da espécie em produzir bacteriocinas (BCN-A e BCN-B),
podendo fornecer uma habilidade competitiva sobre as outras (HERT et al., 2005), além da
melhor adaptabilidade e agressividade em temperaturas elevadas (ARAUJO et al., 2011). Nao
ha correlacdo entre os tipos de tomate (processamento ou de consumo in natura) € a
ocorréncia de espécies de Xanthomonas. No entanto, linhagens de X. gardneri aparentemente
se concentram em localidades de maiores altitudes, enquanto X. perforans estdo
homogeneamente distribuidas pelo pais. Esse fato pode estar relacionado a melhor
adaptabilidade da primeira espécie a temperaturas mais baixas (ARAUJO et al., 2017).

As espécies de Xanthomonas exibem inUmeras estratégias de sobrevivéncia,

resultando em diferentes tipos de indculo primario (STALL et al., 2009). As principais fontes
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de inéculo responsaveis por possiveis epidemias nos consequentes ciclos da cultura sdo
sementes ¢ mudas, plantas voluntarias de tomate ou “tigueras”, restos de culturas e plantas
infestantes. A disseminacdo do patégeno a longas distdncias ocorre principalmente por meio
da semente. As sementes advindas de frutos contaminados deixados no campo apds a colheita
e que germinam na estagdo de cultivo subsequente, sdo denominadas “tigueras” e servem de
fonte de multiplicagdo de inoculo (QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010). A bactéria nao
sobrevive no solo ap6s a decomposi¢do dos residuos da colheita. O tempo de decomposicao
pode variar de semanas a meses, dependendo das condigdes ambientais. Baixas taxas de
decomposicao podem resultar em fonte de indculo para o proximo ciclo (STALL et al., 2009).

Além do tomate (Solanum Ilycopersicum) e do pimentdo (Capsicum annuum), 0
patogeno sobrevive em diversas plantas hospedeiras, principalmente espécies da Familia
Solanaceae, tais como pimenta (Capsicum frutescens), berinjela (Solanum melongena), batata
(Solanum tuberosum), tomateiro selvagem (Lycopersicon pimpinellifolium) e diversas plantas
daninhas (Datura stramonium, Hyoscyamus aureus, Hyoscyamus niger, Lycium chinense,
Lycium halimifolium, Nicandra physaloides, Nicotiana rustica, Solanum dulcamara, Solanum
nigrum € Solanum rostratum (JONES et al., 1998). A sobrevivéncia nessas hospedeiras pode
ocorrer de forma epifita, onde ndo ha o desenvolvimento de sintomas visiveis (INOUE-
NAGATA et al.,, 2016; STALL et al., 2009). No Brasil as plantas daninhas Nicandra
physaloides, Solanum americanum e Euphorbia heterophylla foram encontradas com lesdes
foliares tipicas de Xanthomonas entre tomateiros em lavouras comerciais. Isolados de X.

perforans e X. gardneri foram identificados nas amostras coletadas (ARAUJO et al., 2015).

1.3 Caracterizacio bioquimica

M¢étodos bioquimicos propiciam a rapida distingdo entre géneros de fitobactérias,
incluindo espécies de Xanthomonas, sendo frequentemente adotados na identificagdo e em
estudos de caracterizacao e diversidade. Dentre eles destaca-se a atividade amidolitica e
pectolitica (BOUZAR et al., 1994; JONES et al., 2004; 2005; STALL et al., 1994).

A atividade amidolitica foi um dos primeiros indicativos da variagdo existente entre os
isolados observados (JONES et al., 1998). Essa caracteristica consiste na produ¢do da enzima
amilase, que tem a propriedade de digerir o amido. A presenca da enzima na bactéria ¢
verificada por meio da descoloragdo ao redor da coldnia bacteriana corada com uma solucao
de lugol, indicando a hidroélise (FAHY; HAYWARD, 1983). A atividade pectolitica se da por

meio da produgdo da enzima pectato-liase pela bactéria. Essa enzima pectinase tem a
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capacidade de degradar substancias pécticas encontradas nas paredes celulares das plantas,
provocando a maceracdo do tecido vegetal (BEAULIEU et al., 1991). As atividades
amidolitica e pectolitica estdo diretamente relacionadas, ou seja, os isolados sdo

predominantemente positivos ou negativos para ambas as reagdes (JONES et al., 2004).

1.4 Caracterizacao molecular
1.4.1 Identificacdo de espécies

As técnicas moleculares revolucionaram as metodologias até entdo utilizadas para
deteccao de bactérias fitopatogénicas (MORETTI et al., 2009). Para a caracterizacao
molecular de Xanthomonas spp. que causam a mancha bacteriana no tomateiro sao utilizados
métodos dependentes da amplificagdo de fragmentos do genoma por PCR (“Polymerase
Chain Reaction”) e métodos que independem da PCR (LOUWS et al., 1999).

Entre os métodos independentes da PCR se destaca o método que utiliza enzimas de
restri¢ao para fragmentar o genoma, onde grandes fragmentos sdo separados por eletroforese
em campo pulsado (“Pulsed Field Gel Eletrophoresis”, PFGE) ou em campo magnético
invertido (“Field Inversion Gel Electrophoresis”, FIGE) (LOUWS et al, 1999),
frequentemente utilizado na caracterizagdo de Xanthomonas spp. do tomateiro (BASIM et al.,
1999; BOUZAR et al., 1996; JONES et al, 2000; KIZHEVA et al.; 2018; KUFLU;
CUPPELS, 1997; QUEZADO-DUVAL; CAMARGO, 2004; QUEZADO-DUVAL et al.,
2004).

Recentemente a analise de sequéncias multilocus (“Multilocus Sequence Analysis”,
MLSA) tem sido cada vez mais aplicada, onde sequéncias de genes que codificam proteinas
com fungdes conservadas ("housekeeping") sdo utilizadas para gerar arvores filogenéticas
(GLAESER; KAMPFER, 2015), sendo crucial para a defini¢do e reavaliagio das espécies em
bacteriologia (STACKEBRANDT et al., 2002). Além disso, a andlise comparativa das
sequéncias de macromoléculas conservadas do DNA tornou-se comum como ferramenta para
classificagdo de organismos microbianos. O sequenciamento da regido que codifica o gene
16S do RNA ribossomal, que contém informacdes relevantes, ¢ utilizado para determinar a
taxonomia e filogenia de géneros bacterianos (BECKER et al., 2004).

Os estudos de diversidade genética baseados em PCR sdo geralmente realizados com
primers universais que geram uma série de padroes de bandas de DNA chamados de
impressoes digitais gendmicas, permitindo entender a taxonomia, estrutura populacional e

dindmica de bactérias associadas a plantas (LOUWS et al, 1999). O uso de primers
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especificos proporciona a detecgdo e identificacdo das espécies de maneira rapida e sensivel e
particular (MORETTTI et al., 2009).

Os primeiros primers especificos para trés das quatro espécies de Xanthomonas, sendo
elas X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A), X. vesicatoria (grupo B) e X. gardneri (grupo
D), foram desenvolvidos por Cuppels et al. (2006). Mais tarde, Moretti et al. (2009)
elaboraram iniciadores especificos para X. euvesicatoria (grupo A). No entanto, Koenraadt et
al. (2009) desenvolveram os primers que abrangeram as quatro espécies de Xanthomonas do
tomateiro. Arajo et al. (2013) também desenvolveram e validaram novos iniciadores
altamente especificos para X. vesicatoria.

Mais isolados deveriam ser testados para estabelecimento dos iniciadores de
Koenraadt et al. (2009), entdo, Aragjo et al. (2012) validaram de forma mais ampla, com
isolados brasileiros representativos. Além disso, a partir desses primers, os autores
estabeleceram o protocolo de PCR multiplex para deteccdo simultanea, onde as espécies da

mancha bacteriana foram detectadas e identificadas simultaneamente.

1.4.2 Diversidade genética por rep-PCR

O termo “diversidade” se refere ao grau de variagdo genética dentro das populagdes
bacterianas. Mapas de diversidade genética na forma de dendrogramas e arvores filogenéticas
fornecem imagens da estrutura natural da variagdo bacteriana em diversos niveis
taxonomicos. A diversidade das populagdes bacterianas pode ser analisada através do uso de
diversas técnicas moleculares eficientes, como a rep-PCR. Essa técnica gera intimeros
fragmentos gendmicos via PCR, que sdo padroes de bandas que fornecem um alto nivel de
resolucao taxonomica. Uma matriz complexa de 10 a 30 ou mais fragmentos ¢ gerada por
genoma, variando em tamanho de menos de 200 bp a mais de 6 kb (LOUWS et al., 1999). O
método envolve a amplificagdo de sequéncias de DNA repetitivas conservadas especificas,
determinadas REP (“Repetitive Extragenic Palindromic”), ERIC (“Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus”) e elementos BOX, sendo distribuidas no genoma de diversas bactérias
(LOUWS et al., 1999; VERSALOVIC et al., 1991; 1994). A quantidade de diversidade
genética pode variar consideravelmente em diferentes populacdes (SCHAAD et al., 2001).

O DNA gendmico bacteriano purificado, lisado de células bacterianas ou amostras
infectadas podem ser utilizado diretamente em rep-PCR a fim de gerar perfis de bandas para
analises comparativas. Os padrdes de bandas sdo comparados para estimar graus relativos de
similaridades entre os isolados e ajudar a determinar se os isolados sdo geneticamente

relacionados (VERSALOVIC et al., 1994). Louws et al. (1994) demonstraram que bactérias
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intimamente relacionadas, podem ter perfis de rep-PCR divergentes e que bactérias associadas
a mesma hospedeira ou complexo de doenga podem ser facilmente diferenciadas, isso ocorre
em funcdo da complexidade dos produtos de amplificagdo de DNA gerados pelo uso dos trés
conjuntos de primers diferentes. Estudos realizados em uma variedade de diferentes géneros e
espécies bacterianas revelam que arvores filogenéticas derivadas REP-, ERIC- ¢ BOX-PCR
nem sempre sdo idénticas. Isso ¢ esperado, uma vez que diferentes nimeros de bandas podem
ser gerados com cada conjunto de primer, as condi¢des de amplificagdo entre primers ou
conjuntos e a distribuicdo dos elementos repetitivos em questdo podem variar
(RADEMAKER et al., 2000).

Segundo Louws et al. (1994) os primers REP-, ERIC- ¢ BOX-PCR propostos eram
capazes de identificar isolados de Xanthomonas que anteriormente eram indistinguiveis por
outros métodos, sendo uma ferramenta de diagnéstico rapida, simples e util. Pelos
polimorfismos gerados por rep-PCR, 97% dos isolados de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria foram classificados como grupo A ou B, sendo os isolados dos dois grupos muito
diferentes. O estudo evidenciou que a maioria dos isolados pertencia ao grupo A, sendo
predominantemente amidoliticos e pectoliticos negativos, enquanto os do grupo B eram
positivos. Os padroes do grupo A apresentaram mais de 90% de similaridade entre si. O grupo
B demonstrou ser mais heterogéneo, com valores de similaridade variando de 70% a 85%
(LOUWS et al., 1995). A caracterizagao por rep-PCR realizada por Moretti et al. (2009) foi
consistente com esses resultados, onde isolados do grupo A (X. euvesicatoria = X
euvesicatoria pv. euvesicatoria) apresentaram uma relativa homogeneidade, enquanto aqueles
do grupo B (X. vesicatoria) foram heterogéneos.

O potencial da técnica rep-PCR em discriminar isolados de diferentes espécies de
Xanthomonas foi comprovado em diversas publicagdes. A aplicacdo da técnica permitiu a
diferenciagdo de 80 patovares de Xanthomonas (RADEMAKER et al., 2005), além de
isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris (Podriddo negra das bréssicas)
(JELUSIC et al., 2021; LEMA et al., 2012; POPOVIC et al., 2019), Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Crestamento bacteriano do arroz) (MANIGUNDAN et al., 2017), Xanthomonas
albilineans (Escaldadura das folhas da cana-de-agticar) (LOPES et al., 2001; SILVA et al.,
2007), Xanthomonas campestris pv. musacearum (Murcha bacteriana da bananeira)
(ARITUA et al., 2007), Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Mancha angular do
algodoeiro) (NUNES et al., 2009; ZHALI et al., 2010), Xanthomonas campestris pv. viticola
(Cancro bacteriano da videira) (MARQUES, 2007; TRINDADE et al., 2005), Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Murcha bacteriana da mandioca) (CHEGE et al., 2017),
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Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Mancha bacteriana do maracujazeiro) e outros
patovares de X. axonopodis (MUNHOZ et al., 2011), Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(Crestamento bacteriano comum do feijoeiro) (ZAMANI et al, 2011) e Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Crestamento bacteriano comum do feijoeiro) e Xanthomonas

fuscans subsp. fuscans (Murcha do feijoeiro) (PAIVA et al., 2014; 2018).

1.5 Controle

O controle da mancha bacteriana ¢ complexo e envolve uma série de medidas
combinadas como o uso de sementes e mudas sadias, resisténcia genética e o emprego de
defensivos agricolas. Além disso, recomenda-se a aplicacdo de praticas culturais visando a
eliminagdo ou redugdo do inoculo inicial e a disseminagcdo do patéogeno (QUEZADO-
DUVAL; LOPES, 2010), como a escolha de areas bem ventiladas, menos sujeitas a formacao
de orvalho; evitar a irrigagdo por aspersdo, que facilita a disseminacdo e favorece o
desenvolvimento da doencga; evitar ferimentos durante os tratos culturais, que facilita a
penetracao da bactéria; e a rotacdo de culturas, preferencialmente com gramineas (LOPES;
AVILA, 2005). Apesar de esfor¢os para o desenvolvimento de uma cultivar comercial de
tomate que seja resistente as diferentes espécies de Xanthomonas que causam a mancha
bacteriana, atualmente a resisténcia completa ainda nao foi obtida (SHARMA; BHATTARALI,
2019).

Os produtos quimicos utilizados para o controle da mancha bacteriana sdo em sua
maioria a base de cobre. No entanto, diversos estudos relatam a resisténcia de isolados de
Xanthomonas a esse principio ativo (ABBASI et al., 2015; HORVATH et al., 2012; MARCO;
STALL, 1983; MIRIK et al., 2007; QIAO et al., 2020; QUEZADO-DUVAL et al., 2003;
SHENGE et al., 2014). Além de compostos cupricos, ingredientes ativos como acibenzolar-S-
metil (ativador de planta), famoxadona + cimoxanil, famoxadona + mancozebe, cloreto de
benzalconio (fungicidas/bactericidas), e até mesmo o extrato vegetal de Melaleuca alternifolia
e o polissacarideo Laminarina, estdo presentes nas formulagdes registradas no Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle da doenga no tomateiro
(BRASIL, 2021). A limitacdo de produtos registrados e a eficiéncia varidvel (QUEZADO-
DUVAL et al., 2003) tem estimulado a busca e desenvolvimento de novas estratégias para o

controle da doenga (LOUWS et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2013; QIAO et al., 2020).
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1.6 Inducao de resisténcia

As plantas sd3o expostas diariamente a inimeros microrganismos, no entanto, apenas
uma pequena parte deles € capaz de ocasionar algum tipo de doenga (PASCHOLATTI; LEITE,
1995), desse modo, a infec¢do é excegdo (ALI et al., 2018; FU; DONG, 2013). A resisténcia
de plantas a doengas ¢ definida como capacidade do hospedeiro em evitar ou atrasar a entrada
e subsequente desenvolvimento do patégeno (GOODMAN et al., 1986).

O sistema imunologico vegetal ¢ composto de multiplas camadas, que juntas
estabelecem uma imunidade eficaz (SPOEL; DONG, 2012). A defesa contra patdogenos ocorre
por meio de barreiras constitutivas ou induziveis (METRAUXS, 2001). Geralmente a
capacidade defensiva ocorre de forma sistémica, ou seja, se estende para os tecidos nao
infectados. Devido ao carater sistémico, essa forma de resisténcia induzida foi denominada
resisténcia sistémica adquirida (RSA). Apds uma infeccdo inicial ocorre o reconhecimento de
um invasor, ha a producao de um sinal, que ¢ liberado pela folha e translocado para outras
partes da planta, induzindo reagdes de defesa (FU; DONG, 2013; MAUCH-MANI;
METRAUXS, 1998; METRAUXS, 2001; VAN LOON et al.,1998; SHAH; ZEIER, 2013). A
resisténcia induzida ou RSA se baseia na ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes que
sdo expressos apds o chamado "desafio" com um patogeno. Os agentes de indugdo podem ser
bioticos ou abioticos, como certos compostos quimicos, agentes nao patogé€nicos, formas
avirulentas ou ragas incompativeis de patogenos (VAN LOON, 1997; VAN LOON et al.,
1998). A RSA pode ter ainda beneficios transgeracionais, onde a resisténcia ¢ passada para a
proxima geracao (LUNA et al., 2011; SLAUGHTER et al., 2011).

A auséncia de efeitos toxicos diretos do agente indutor sobre o patdégeno, excluindo a
possibilidade de efeito antagonico e a necessidade de um intervalo de tempo entre a aplicagao
do indutor e o inicio da protecdo da planta para que a planta atinja o estado induzido, sdo
critérios que caracterizam a resisténcia induzida (STEINER; SCHONBECK, 1995).
Geralmente ¢ necessdrio um periodo minimo de 12 h a 24 h entre a inoculagdo ou o
tratamento com o eliciador de protegdo e a inoculagdo com o patdgeno (KUC et al., 1975). A
RSA pode ser caracterizada pelo acimulo de 4cido salicilico (AS) e de proteinas relacionadas
a patogénese (PRs) (FU; DONG, 2013; KESSMANN et al., 1994; METRAUXS, 2001;
RYALS et al., 1996; SHAH; ZEIER, 2013; STICHER et al., 1997; VAN LOON, 1997). Além
disso, outros sinais da RSA sdo responsaveis pela defesa da planta, como o actimulo do
aminoacido nao proteico acido pipecdlico (Pip), formado a partir da lisina, e do acido azeldico

(AzA), um 4acido dicarboxilico de nove carbonos, amplamente distribuidos nas plantas.
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Ambos estimulam a acumulagdo do AS (JUNG et al., 2009; NAVAROVA et al., 2012; VLOT
et al., 2021).

O AS ¢ um composto fendlico presente nas plantas, que tem o potencial de induzir a
expressdo de uma série de genes de resisténcia e a produgdo de proteinas relacionadas a
patogénese (COLE, 1999; GAO et al.,, 2015; MAUCH-MANI; METRAUXS, 1998). A
translocagdo do AS do tecido infectado priméario para o tecido distal ndo infectado ocorre via
apoplasto (espago entre a parede celular ¢ a membrana plasmatica) (LIM et al., 2020).
Algumas PRs compreendem a [-1,3-glucanases, quitinases, inibidores de proteases,
peroxidases e at¢é mesmo proteinas com propriedade bioquimicas ou atividades
antimicrobianas desconhecidas. As PRs expressam uma importante contribuicdo para o
aumento da capacidade defensiva dos tecidos induzidos. Quitinases, juntamente com
glucanases, podem atuar nas paredes celulares de fungos e, talvez, insetos. Os insetos sdo
provavelmente afetados por inibidores de proteases. As peroxidases podem ser formadoras de
lignina, sendo envolvidas no fortalecimento das paredes celulares. As bactérias podem ser
inibidas por uma familia de quitinases, que também possuem atividade de lisozima
(BOWLES, 1990; VAN LOON, 1997; VAN LOON et al., 1998).

O acibenzolar-S-metil (ASM) ¢ um indutor abiodtico, analogo ao AS, pertencente ao
grupo quimico dos benzothiadiazoles (COLE, 1999; KNIGHT et al., 1997). Apos aplicado ¢
absorvido e translocado pela planta, sendo capaz de induzir a ativagdo de genes que codificam
PRs (ANDRADE et al., 2013; CAVALCANTI et al 2006a, b; ITAKO et al., 2012; 2015),
bem como promover a deposi¢ao de lignina nos tecidos foliares do tomateiro (BENHAMOU:;
BELANGER, 1998; CAVALCANTI et al., 2006¢). Além de atuar em diversas espécies
vegetais monocotiledoneas e dicotiledoneas, apresenta prote¢do contra uma ampla gama de
patogenos, incluindo bactérias, fungos e virus (GORLACH et al., 1996; LAWTON et al.,
1996; LOUWS et al., 2001; WALTERS et al., 2005).

Além de componentes quimicos, pesquisas indicam que no processo evolutivo as
plantas desenvolveram a capacidade de reconhecimento de iniimeros compostos derivados da
superficie microbiana, como glicoproteinas, peptideos, carboidratos e lipideos, que induzem
respostas de defesa em plantas hospedeiras e ndo hospedeiras (NURNBERGER; BRUNNER,
2002; WALTERS et al., 2005). Os lipopolissacarideos (LPS), componentes indispenséaveis da
parede celular de bactérias Gram-negativas podem desencadear respostas relacionadas a
defesa das plantas (DOW et al., 2000; MEYER et al., 2001; NEWMAN et al., 2007; NEYEN;
LEMAITRE, 2016). Outro importante fator de viruléncia para bactérias patogénicas ¢ o

flagelo. Plantas possuem um sistema de percepcdo altamente especifico e sensivel de
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flagelinas bacterianas, estimulando reacdes de defesa em tomate e varias outras espécies de
plantas (FELIX et al., 1999; SPOEL; DONG, 2012; SIMOES et al., 2021).

Para reduzir a dependéncia de agroquimicos, novas formas de controle de doencas
alternativas vém se destacando. O uso de produtos comerciais que induzem a resisténcia,
como o emprego de agentes biologicos, estdo recebendo cada vez mais atengdo (ANDRADE
et al., 2013; FAILLACE et al., 2019). Relata-se que o tratamento utilizando ragas e agentes
ndo patogénicos, patdogenos atenuados ou mortos pelo calor, pode conferir uma protecao
contra ataques subsequentes de cepas virulentas do mesmo ou de microrganismos
relacionados (CHESTER, 1933; KUE, 1972).

Flagelinas purificadas de isolados de Xanthomonas spp. foram aplicadas em diferentes
concentracoes, via infiltragdo e pulverizacdo, em plantas de tomate visando o controle da
mancha bacteriana (Xanthomonas perforans). O patdégeno foi inoculado apos 24 horas e o
eliciador de flagelina do XapRR (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae) foi promissor,
reduzindo a intensidade da doenga quando aplicado via pulverizagao (SIMOES et al., 2021).

Miiller e Borger (1940) inocularam uma raga avirulenta de Phytophthora infestans em
secoes de tubérculos de batata. Apds observarem a auséncia de sintomas tipicos, reinocularam
os mesmos tubérculos com uma raga virulenta do mesmo patdégeno. A raga avirulenta
aparentemente protegia os tecidos contra a consequente infeccao pela raga virulenta.

Ku¢ et al. (1975) demonstraram a prote¢ao de oito cultivares de pepino suscetiveis a
Collelotrichum lagenarium raga 1, por meio da inoculagdo prévia do patdgeno em baixas
concentracdes. A protecdo também ocorreu quando plantas resistentes a Cladosporium
cucumerinum foram inoculadas com o mesmo e desafiadas com C. lagenarium.

Exopolissacarideos (EPS) extraidos de células bacterianas de Xanthomonas campestris
pv. manihotis e de Xanthomonas campestris pv. campestris, aplicados via foliar, foram
capazes de induzir prote¢do local e sistémica contra a ferrugem do café, causada por Hemileia
vastatrix. A prote¢do ocorreu quando aplicados 72 h antes do desafio com o patdogeno. As
plantas tratadas com diferentes concentragdes de uma preparacao comercialmente disponivel
de goma xantana, também apresentaram protecao (GUZZO et al., 1993). Do mesmo modo,
plantas de cevada tratadas com goma xantana, foram induzidas a resisténcia contra Bipolaris
sorokiniana (Mancha marrom). O nivel de protecdo foi maior quando as plantas foram
tratadas e inoculadas 48 h ap6s, do que 24 h apds. No entanto, no intervalo de 72 h, a protegao
foi total. Analises bioquimicas detectaram um aumento na concentracdo de proteinas, bem
como na atividade da enzima B-1,3-glucanase, quando comparadas ao extrato de plantas

sadias (CASTRO; BACH, 2004). Gontijo (2014) verificou que a suspensdo bacteriana de
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Xanthomonas gardneri atenuada pela fervura, foi eficiente na redugdo da severidade da
mancha bacteriana do tomateiro no controle preventivo da doenga, comparado ao controle
curativo.

A aplicacdo de bacteridfagos combinados com a proteina harpina promoveu a reducao
da intensidade mancha bacteriana do tomateiro. A combinagdo dos fagos com o acibenzolar-
S-metil suprimiu uma reacdo de hipersensibilidade (HR) visivel causada pelo produto,
proporcionando um excelente controle da doenga (OBRADOVIC et al., 2005).

Hert et al. (2009) relataram que isolados de Xanthomonas perforans produtores de
bacteriocinas com patogenicidade atenuada foram efetivos no biocontrole de isolados de X.
euvesicatoria sensiveis a bacteriocina. A estratégia foi utilizar um mutante de X. perforans
atenuado através da dele¢ao do gene envolvido na produgdo de glucano periplasmatico, que
resultou em um fendtipo patogénico com viruléncia parcialmente reduzida (MINSAVAGE et
al., 2004). Embora este estudo tenha demonstrado que o mutante de X. perforans atenuado
suprimiu X. euvesicatoria enquanto causava doenga minima, tal supressdo ocorreu por

antagonismo. O mutante reduziu populagdes externas do patégeno virulento.
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RESUMO

A mancha bacteriana do tomateiro causada por X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Xee), X.
euvesicatoria pv. perforans (Xep), X. hortorum pv. gardneri (Xhg) e X. vesicatoria (Xv)
ocasiona sérios prejuizos a cultura. Métodos bioquimicos e moleculares permitem a
caracterizacao, distingdo entre espécies e a avaliacdo do grau de variagcdo genética dentro das
populagdes. O objetivo do trabalho foi caracterizar 29 isolados obtidos de tomate mesa com
sintomas de mancha bacteriana coletados no Espirito Santo e Minas Gerais, em relagdao a
morfologia das colonias, padrées bioquimicos e moleculares. A caracterizacdo bioquimica de
29 isolados fora avaliada pelos testes: reacdo de Gram, oxidag¢do ou fermentagdo da glicose,
utilizacao de asparagina, YDC, catalase, oxidase, crescimento a 40 °C, atividade amidolitica,
atividade pectolitica e reacdo de hipersensibilidade em fumo. A patogenicidade dos isolados
também foi avaliada. A identificacdo das espécies foi realizada por PCR convencional e
multiplex utilizando primers especificos e a diversidade genética foi avaliada por rep-PCR
(REP, ERIC e BOX). Todos os isolados apresentaram caracteristicas bioquimicas do género
Xanthomonas ¢ 12 isolados ndo apresentaram morfologia das coldnias tipicas. Apenas 17
isolados foram identificados quanto a espécie, sendo um como Xee, 14 como Xep e dois
como Xhg. A PCR multiplex ndo permitiu a distincdo entre as espécies na identificagdo
simultanea. As analises de rep-PCR revelaram alta diversidade genética entre os isolados e os
grupos formados ndo apresentaram relacdo direta com as espécies, morfologia das coldnias,

caracterizacdo bioquimica ou localizagdo geografica.

Palavras-chave Caracteriza¢do molecular Mancha bacteriana Solanum lycopersicum
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ABSTRACT

Tomato bacterial spot caused by X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Xee), X. euvesicatoria
pv. perforans (Xep), X. hortorum pv. gardneri (Xhg) and X. vesicatoria (Xv) causes serious
damage to the crop. Biochemical and molecular methods allow characterization, distinction
between species, and assessment of the degree of genetic variation within populations. The
objective of the work was to characterize 29 isolates obtained from tomato plants with
bacterial spot symptoms collected in Espirito Santo and Minas Gerais in respect to colony
morphology, biochemical and molecular patterns. The biochemical characterization of 29
isolates were evaluated by the following tests: Gram reaction, glucose oxidation or
fermentation, asparagine utilization, YDC, catalase, oxidase, growth at 40°C, amidolytic
activity, pectolytic activity, and hypersensitivity reaction in tobacco. The pathogenicity of the
isolates was also evaluated. Species identification was performed by conventional and
multiplex PCR using specific primers, and genetic diversity was assessed by rep-PCR (REP,
ERIC and BOX). All isolates showed biochemical characteristics of Xanthomonas genus and
12 isolates did not show typical colony morphology. Only 17 isolates were identified as
species, one as Xee, 14 as Xep and two as Xhg. Multiplex PCR did not allow distinction
between the species in simultaneous identification. Rep-PCR analyses revealed high genetic
diversity among the isolates and the groups formed did not show a direct relationship with the

species, colony morphology, biochemical characterization or geographic location.

Keywords Molecular characterization Bacterial spot Solanum lycopersicum
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INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) ocupa posi¢do de destaque, se enquadrando nas
principais hortali¢as produzidas e consumidas no Brasil. No entanto, diversos sdo os fatores
que contribuem para a redugdo da produgdo, incluindo doengas causadas por fungos, virus e
bactérias. As principais fitobactérias que provocam doencas no tomateiro sdo espécies dos
géneros Ralstonia, Clavibacter, Xanthomonas, Pseudomonas e Pectobacterium. A mancha
bacteriana do tomateiro, causada por Xanthomonas spp. ocasiona sérios prejuizos na cultura,
podendo resultar na destruicao do tecido foliar e derrubada de flores e frutos em formacgao
(Lopes e Avila 2005).

Os agentes etioldgicos da doenca sdo espécies do género Xanthomonas, sendo elas X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans (Constantin et al. 2016), X.
hortorum pv. gardneri (Moriniére et al. 2020) e X. vesicatoria (Jones et al. 2004). Algumas
caracteristicas fenotipicas permitem a distingdo entre as espécies de Xanthomonas spp. que
infectam o tomateiro, sendo frequentemente adotadas na identificacdo e em estudos de
caracterizacdo e diversidade. Dentre elas destaca-se a atividade amidolitica e pectolitica
(Bouzar et al. 1994; Stall et al. 1994; Jones et al. 2004; 2005). As caracterizagdes cultural,
bioquimica e molecular sdo ferramentas frequentemente utilizadas em rotina de laboratorio
como forma rapida e simples na identificacdo de bactérias fitopatogénicas. A diagnose correta
e precisa ¢ indispensavel, pois auxilia na ado¢ao de medidas de controle eficientes e
especificas para cada fitobactéria.

A aplicagcdo de métodos moleculares, como a amplificacdo de fragmentos do genoma
por PCR (“Polymerase Chain Reaction”) promove a distin¢do entre espécies ou a avaliacao
do grau de variagdo genética dentro das populagdes bacterianas (Louws et al.1999). As

técnicas moleculares modernas revolucionaram as metodologias até entdo utilizadas para
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deteccdo de bactérias fitopatogénicas. O uso de primers especificos proporciona a detecgdo e
identificacdo das espécies de maneira rapida e sensivel e particular (Moretti et al. 2009).
Nesse sentido, Koenraadt et al. (2009) desenvolveram primers especificos para cada uma das
espécies do complexo. A partir desses iniciadores, foi estabelecido o protocolo de PCR
multiplex para deteccdo simultanea das espécies (Aragjo et al. 2012).

Os estudos de diversidade genética baseados em PCR sdo geralmente realizados com
primers universais que geram uma série de amplicons de DNA, chamados de impressoes
digitais genomicas, permitindo entender a taxonomia, estrutura populacional e dindmica de
bactérias associadas a plantas (Louws et al. 1999). A técnica rep-PCR envolve a amplificagdao
de sequéncias de DNA repetitivas conservadas especificas, determinadas REP (“Repetitive
Extragenic Palindromic”), ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”) e
elementos BOX, sendo distribuidas no genoma de diversas bactérias (Versalovic et al. 1991,
1994; Louws et al. 1999).

Alguns estudos permitem correlacionar os agrupamentos obtidos por rep-PCR a partir
de padrdes de bandas e similaridade de acordo com a distribui¢ao geografica, época de coleta
ou cultivar de origem, da mesma forma, a auséncia de correlagdo também pode ocorrer.
Louws et al. (1994) demonstraram que bactérias associadas ao mesmo hospedeiro ou
complexo de doencas podem ser facilmente diferenciadas, assim como bactérias intimamente
relacionadas, podem ter perfis de rep-PCR divergentes. Embora estudos demonstrem a
auséncia de diversidade com determinados marcadores moleculares, o monitoramento das
populacdes de bactérias ao longo do tempo e do espago ¢ fundamental para gerar informagdes
oportunas sobre a estrutura genética das populacdes de patdogenos que sejam relevantes para
os programas de melhoramento genético e para a obtengdo de gendtipos resistentes (Adhikari

et al. 2019).
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A caracterizagdo de isolados de Xanthomonas que infectam o tomateiro permite
identificar e entender a frequéncia, distribuicao das espécies e avaliagdo da diversidade
genética presente nessas populagdes. Estas informagdes contribuem para o manejo integrado
da doenga e o desenvolvimento de cultivares resistentes a mancha bacteriana, ainda ausentes
no mercado.

Diante disso, o objetivo do trabalho foi caracterizar 29 isolados do género
Xanthomonas em relagdo a morfologia das coldnias, padrdoes bioquimicos e moleculares,

identificar as espécies por primers especificos e avaliar a diversidade genética dos isolados.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Bacteriologia Vegetal e em casa de
vegetacao, do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de Uberlandia

(UFU), Campus Umuarama, no periodo de setembro de 2019 a marco de 2021.

Obtencao dos isolados de Xanthomonas spp.

Os isolados de Xanthomonas spp. (Tabela 1) provenientes da colecao de trabalho do
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal do ICIAG/UFU foram cultivados em meio de cultura
523 (Kado e Heskett 1970) a 28 °C, por 48 h. A suspensdo bacteriana foi preparada em agua
filtrada esterilizada, quantificada e calibrada em espectrofotometro DOss50=0,5 para a

concentracio de 10° UFC/mL (Marcuzzo et al. 2009).

Tabela 1. Isolados obtidos de tomate mesa (Solanum lycopersicum L.) com sintomas de

mancha bacteriana, coletados no Espirito Santo e Minas Gerais, preservados e mantidos na



59

125  colecdo de trabalho do Laboratério de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de

126  Uberlandia. Uberlandia—MG.

Isolado Ano Isolamento Procedéncia
UFU A35 2009 Fruto Araguari-MG
UFU B3 2010 Folha Vitoria-ES
UFU B5 2010 Folha Vitoria-ES
UFU B8 2010 Folha Uberlandia-MG
UFU B9 2010 Folha Uberlandia-MG
UFU B27 2010 Folha Sdo Gotardo-MG
UFU D28 2012 Muda Uberlandia-MG
UFU D29 2012 Muda Uberlandia-MG
UFU D35 2012 Folha Uberlandia-MG
UFU El1 2013 Folha Uberlandia-MG
UFU E34 2013 Folha Uberlandia-MG
UFU E48 2013 Folha Uberlandia-MG
UFU E49 2013 Folha Uberlandia-MG
UFU G78 2015 Folha Uberlandia-MG
UFU G79 2015 Folha Araguari-MG
UFU G&0 2015 Folha Patos de Minas-MG
UFU H29 2016 Folha Araguari-MG
UFU H97 2016 Folha Uberlandia-MG
UFU H172 2016 Folha Uberlandia-MG
UFU 139 2017 Folha Uberlandia-MG
UFU 162 2017 Folha Uberlandia-MG
UFU 192 2017 Cultura Bacteriana Uberlandia-MG
UFU 193 2017 Cultura Bacteriana Uberlandia-MG
UFU 1216%*! 2009 Cultura Bacteriana Cafelandia-SP
UFU 1217%2 2010 Cultura Bacteriana Cacador-SC
UFU 1226 2017 Folha Indianopolis-MG
UFU 1242 2017 Folha Uberlandia-MG
UFU K1 2019 Folha Patos de Minas-MG
UFU K40 2019 Folha Patos de Minas-MG
UFU K41 2019 Folha Patos de Minas-MG
UFU K42 2019 Folha Patos de Minas-MG

127  *Isolados referéncia cedidos pela Embraba Hortali¢as, Brasilia-DF. 'X. euvesicatoria pv.

128  euvesicatoria (Obtido de tomate para processamento industrial), 2X. vesicatoria.

129
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Morfologia das colonias, caracterizacio bioquimica e patogenidade no hospedeiro

Para a confirmagdo da identidade dos isolados foi realizada a avaliagdo de
caracteristicas da colonia, através da analise visual ou em estereoscopio e testes bioquimicos.
A morfologia das coldonias avaliadas foram cor, bordos, elevagdo e aparéncia. Os testes
bioquimicos realizados foram a reagdo de Gram com base na solubilidade em KOH a 3%
(Ryu 1940), oxidag¢do ou fermentacao (O/F) da glicose (Hugh e Leifson 1953), utilizagdo de
asparagina como fonte de carbono e nitrogénio (Starr e Weiss 1943), colonias amarelas em
meio YDC (Yeast Extract Dextrose CaCOs3), catalase, oxidase, crescimento a 40 °C (Schaad
et al. 2001), reacdo de hipersensibilidade (HR) em folhas de fumo (Nicotiana tabacum)
(Klement et al. 1964). Para a distingdo entre espécies de Xanthomonas spp. que infectam o
tomateiro foram realizados os testes de atividade amidolitica e atividade pectolitica em discos
de batata (Schaad e Stall 1988; Schaad et al. 2001).

Para a confirmagdo da patogenicidade dos isolados, as suspensdes bacterianas foram
preparadas em agua filtrada esterilizada, quantificadas e calibradas em espectrofotometro
DOss50=0,5 para a concentragio de 10° UFC/mL (Marcuzzo et al. 2009). A inocula¢do foi
realizada em casa de vegetacao através da pulverizagdo da suspensao bacteriana em plantas de
tomate da cultivar Santa Cruz Kada. As plantas foram mantidas em camara umida 24 h antes
e apos a inoculacdo. Apds o aparecimento dos sintomas foi feito o reisolamento em meio de

cultura.

Caracterizacio molecular por PCR
Os extratos de DNAs de 29 isolados de Xanthomonas spp. foram avaliados pela reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) para a identificacdo das espécies utilizando o conjunto de

primers especificos Bs-XeF/XeR, Bs-XvF/XvR, Bs-XpF/XpR e Bs-XgF/XgR (Koenraadt et
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al. 2009) e para o estudo da diversidade genética utilizando os primers REPIR/REP2,
ERICIR/ERIC2 e BOXAI1R (Louws et al. 1994).

O DNA genomico bacteriano foi extraido utilizando o Kit Wizard Genomic DNA
Purification (PROMEGA) e quantificado no NanoDrop (Thermo Scientific Nanodrop

2000/2000c Spectrophotometer).

Identificacio de espécies de Xanthomonas utilizando primers especificos
A 1identificag¢do das espécies de 29 isolados de Xanthomonas spp. foi realizada através
da reacao em cadeia da polimerase (PCR), utilizando o conjunto de primers especifico Bs-

XeF/XeR, Bs-XvF/XvR, Bs-XpF/XpR e Bs-XgF/XgR (Koenraadt et al. 2009) (Tabela 2).

Tabela 2. Conjunto de primers para a identificacdo de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria

(Xee), X. euvesicatoria pv. perforans (Xep), X. hortorum pv. gardneri (Xhg) e X. vesicatoria

(Xwv).
Primer Sequéncia Fragmento esperado (pb)
Bs-XeF CAT GAA GAA CTC GGC GTA TCG
Bs-XeR GTC GGA CAT AGT GGA CACATAC 173 pb
Bs-XpF GTC GTG TTG ATG GAG CGT TC 197 pb
Bs-XpR GTG CGA GTC AAT TAT CAG AAT GTG G
Bs-XgF TCA GTG CTT AGT TCC TCA TTG TC 154 pb
Bs-XgR TGA CCG ATA AAG ACT GCG AAAG
Bs-XvF CCA TGT GCC GTT GAA ATACIT G 138 pb

Bs-XvR ACA AGA GAT GTT GCT ATG ATT TGC

As reagdes de PCR foram realizadas na concentra¢dao e no volume final de 12,5 pL de
reacdo, composta de 50 ng/uL de DNA gendmico, 1X tampdo de PCR 10X com Mg 2%, 2,0
uM de cada primer, 0,2 mM de ANTP e 1,25 U de Taq DNA polimerase. As reacdes de

amplificagdo foram realizadas em termociclador ThermoHybaid: Omn-E, nas condi¢des de 94
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°C por cinco minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos para desnaturagdo, 66
°C por um minuto para anelamento e 72 °C por um minuto para extensdo, seguido por uma
extensdo final a 72 °C por sete minutos (Aragjo et al. 2012). Os produtos de amplificagao
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,0%, corados com SYBR Safe,
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. Como controle negativo foram utilizados os
isolados UFU B39 de Pseudomonas corrugata ¢ UFU F78 de Xanthomonas campestris pv.

campestris.

PCR multiplex

Para a identificacdo simultdnea do complexo de espécies foram utilizados os quatro
pares de primers especificos propostos por Koenraadt et al. (2009), em formato multiplex. As
reacoes de PCR foram realizadas no volume final de 12,5 plL de reacdo, composta de
concentracoes de DNA genOmico que variaram de 400 ng/ul a 800 ng/ulL, com as

composigoes, condi¢des e analises anteriormente descritas para PCR convencional (Aratjo et

al. 2012).

PCR com suspensido bacteriana

As reagdes utilizando as suspensOes bacterianas foram realizadas nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente para a identificacdo de espécies e para PCR multiplex. O
DNA gendmico extraido foi substituido pelo uso da suspensdo bacteriana na concentracao de
10® UFC/mL para PCR convencional e por suspensdes altamente concentradas, ndo calibradas

em espectrofotometro, para PCR multiplex.
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Diversidade genética por rep-PCR

O estudo da diversidade genética de 29 isolados de Xanthomonas spp. foi realizado
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers REPIR (5'-
IIICGICGICATCIGGC-3") e REP2 (5-ICGICTTATCIGGCCTAC-3"); ERICIR (5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3") e ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-
3") e BOXAIR (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) (Louws et al. 1994).

As reacoes de PCR foram realizadas na concentragao e no volume final de 12,5 puL de
reacdo, composta de 50 ng/uL. de DNA genomico, 1X tampao de PCR 10X, 1 uM de cada
primer, 0,2 mM de dANTP e 1 U de Taqg DNA polimerase. As reacdes de amplificagdo foram
realizadas em termociclador ThermoHybaid: Omn-E, nas condi¢des de 95 °C por sete
minutos, seguido por 30 ciclos de 94 °C por um minuto para desnaturacdo, 40 °C (REP e
ERIC) e 53 °C (BOX) por um minuto para anelamento, 65 °C por cinco minutos para
extensao, seguido por uma extensao final a 65 °C por 15 minutos (Louws et al. 1994). Os
produtos de amplificacdao foram analisados por eletroforese em gel de agarose como descrito

anteriormente.

Dendrograma

Os perfis de amplificagdo obtidos foram analisados visualmente e transformados em
dados bindrios, onde a presenca de bandas no gel translucido recebeu o valor um e a auséncia
o valor zero. Para o estudo da diversidade genética foi gerado um dendrograma de
similaridade a partir do Coeficiente de Jaccard com base na andlise de agrupamento realizada
pelo método UPGMA (Unweighted pair-group method using arithmetic avarages) (Sokal e
Michener 1958). Os dados gerados foram analisados com o programa computacional Genes

(Cruz 2013).
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RESULTADOS

Morfologia das colénias e caracterizacdo bioquimica dos isolados de Xanthomonas

Dos 29 isolados, apenas 18 apresentaram colonias tipicas de Xanthomonas, com a
borda lisa, convexa e brilhante. Coincidentemente, os isolados que demonstraram essa
caracteristica fenotipica especifica, com exce¢ao de um, foram identificados em nivel de

espécies com os primers especificos (Koenraadt et al. 2009) (Tabela 3).

Tabela 3. Morfologia das coldnias, caracterizagao bioquimica, molecular e patogenicidade de

isolados obtidos de tomate mesa, com sintomas de mancha bacteriana.

.

< - o

< ~ < T F
UFU A35 BL,C, B A - o - + + - + + + Xhg
UFU B3 BL,LLEB A + + - O - + + - 4+ - + Nd
UFU B35 BL,LLEB A + + - O - + + - 4+ - + Nd
UFU B8 BL,C, B A + + - 0O - + + - + + + Xep
UFU B9 BO,IEB A - - - O - + + - + - + Nud
UFU B27 BL,C, B A - - - 0 - + + - + - + Xhg
UFU D28 BL,R,S AE + + - O - + + - 4+ - + Nud
UFU D29 BL,R,S AE + + - O - + + - 4+ - + Nud
UFU D35 BL,C,CB A + + - O - + + - + + + Xep
UFU E1 BL,C,CB A + + - O - + + - + + + Xep
UFU E34 BL,C,CB A + + - O - + + - + - + Xep
UFUE48 BL,LELB AE - - - O - + + - + - + Nid
UFU E49 BL,C,B A + + - O - + + - + - + Xep
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UFU G78 BL,LEEB AC - - - O - + + - 4+ - + Nid
UFU G79 BLLR,S AE - - - O - + + - + - + Nid
UFU G80 BL,LEEB AC + + - O - + + - 4+ 4+ + Nid
UFU H29 BL,C,CB A + + - O - + + - + + + Xep
UFU H97 BL,C, B A+ + - O - + + - + - + Xep
UFUHI72 BL,CCB A + + - O - + + - + + + Xep
UFU 139 BL,C, B A - - - 0 - + + - + - + Xee
UFU 162 BL,C,CB A + + - O - + + - + - + Xep
UFU 192 BL,C, B A + + - O - + + - + - + Xep
UFU 193 BL,LR,S AE - - - O - + + - + - + Nud
UFUI216* BL,CCB A - - - O - + + - + - + Xee
UFUI217* BL,CCB A + + - O - + + - + - + Xy
UFUI226 BLCB A + + - O - + + - + - + Xep
UFUI242 BLCB A + + - O - + + - + - + Xep
UFU K1 BLLR,S AE - - - O - + + - + - + Nid
UFU K40 BL,LCCB AC - - - O - + + - + - + Nud
UFU K41 BL,C, B A + + - O - + + - + - + Xep
UFU K42 BL,C, B A + + - O - + + - + - + Xep

A: Amarelo; AC: Amarelo claro; AE: Amarelo escuro; BL: Borda lisa; BO: Borda ondulada;
B: Brilhante; C: Convexa; LE: Levemente elevada; Nid: Espécie ndo identificada com
primers especificos; O: Oxidacao; R: Reta; S: Seca; Xee: X. euvesicatoria pv. euvesicatoria,
Xhg: X. hortorum pv. gardneri; Xep: X. euvesicatoria pv. perforans; Xv: X. vesicatoria; (+):
reacdo positiva para o teste; (-): reagdo negativa para o teste. *Isolados referéncia cedidos pela

Embraba Hortalicas, Brasilia—DF.

As cores das colonias variaram de amarelo claro a amarelo escuro, sendo a cor
amarelo médio predominante. Os isolados UFU B3, B5, B9, G79 e UFU G80, nao
identificados em nivel de espécies por PCR, apresentaram morfologia das colonias atipicas,

como: coldnia levemente elevada ou reta, seca, borda ondulada e coloracdo amarelo claro ou
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escuro. Os isolados UFU A35 e UFU B8, H29, H97, H172, foram idenficados como X
hortorum pv. gardneri e X. euvesicatoria pv. perforans, respectivamente, apresentando
morfologia das coldnias tipicas de Xanthomonas (Figura 1). Os isolados nao identificados em

nivel de espécies, tiveram em sua maioria, caracteristicas de colonia atipicas (Tabela 3).

Figura 1. Variagao na morfologia das colonias de isolados obtidos de tomate mesa (Solanum
lycopersicum L.) com sintomas de mancha bacteriana, cultivados em meio de cultura 523,

apos 48h de incubagao.

Todos os isolados avaliados foram Gram-negativos, oxidativos e catalase positivos,
asparagina e oxidase negativos, e apresentaram colonias amarelas em meio YDC a 40 °C,
confirmando as descri¢cdes fenotipicas (Schaad e Stall 1988; Schaad et al. 2001). A reacdo de
hipersensibilidade em folhas de fumo (HR) foi variavel e todos os isolados foram patogénicos
ao tomateiro. As espécies X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Xee) e X. hortorum pv. gardneri
(Xhg) foram amidoliticas e pectoliticas negativas, enquanto X. euvesicatoria pv. perforans

(Xep) e X. vesicatoria (Xv), positivas (Tabela 3).
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Identificacio das espécies de Xanthomonas utilizando primers especificos

Na identificagdo das espécies de Xanthomonas dos 29 isolados analisados, apenas 17
produziram produtos na PCR com os primers especificos, sendo um identificado como X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria (Xee), dois como X. hortorum pv. gardneri (Xhg) ¢ 14 como
X. euvesicatoria pv. perforans (Xep) (Tabela 3). Os fragmentos amplificados variaram em

tamanho de acordo com a espécie, conforme esperado (Koenraadt et al. 2009) (Figura 2).

M Xep Xee Xhg Xv M

Figura 2. Amplificacio de fragmentos de DNA de Xanthomonas spp. do tomateiro com
primers especificos (Koenraadt et al. 2009). 'Xep: X. euvesicatoria pv. perforans (197 pb —
K42), ?Xee: X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (173 pb — 139), *Xhg: X. hortorum pv.
gardneri (154 pb — B27), *Xv: X. vesicatoria (138 pb — 1217). M: Marcador molecular (100

pb DNA Ladder, Kasvi).
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284  PCR multiplex

285 A PCR multiplex apresentou uma baixa sensibilidade. A utilizagdo de DNA na
286  concentragdo de 50 ng/ul. resultou na amplificagdo de bandas claras, a niveis quase
287  indetectaveis. Nao foi possivel distinguir as espécies separadamente no gel de agarose, pois as

288  bandas estavam agregradas (Figura 4).

289

290  PCR com suspensao bacteriana

291 No uso da suspensio bacteriana na concentragio de 10° UFC/mL na PCR
292  convencional foi observada a formac¢do de bandas no gel de agarose, podendo substituir a
293  utilizagdo de DNA extraido em reagdes de PCR (Figura 3). Comumente os kits de extracdo de
294  DNA sdo caros, o que inviabiliza rotinas de laboratorio para a diagnose da bactéria em plantas

295 e sementes.

296
297
298
299

300

301

302
303
304

305

306  Figura 3. Amplificagio de DNA gendmico extraido (50 ng/uL) e suspensdo bacteriana (10*

307 UFC/mL) de X. euvesicatoria pv. perforans (Xep — K42), X. euvesicatoria pv. euvesicatoria
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(Xee — 139), X. hortorum pv. gardneri (Xhg — B27) e X. vesicatoria (Xv — 1217), por PCR
convencional com primers especificos (Koenraadt et al. 2009). 'DNA genémico extraido,

2Suspensio bacteriana. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, Kasvi).

200 pb

g W oy

wls 2
= P

100 pb

Figura 4. Amplificagdo de DNA genomico extraido (400-800 ng/ul) e suspensdo bacteriana
concentrada de X. euvesicatoria pv. perforans (Xep — K42), X. euvesicatoria pv. euvesicatoria
(Xee —139), X. hortorum pv. gardneri (Xhg — B27), X. vesicatoria (Xv —1217) e das espécies
simultaneamente, por PCR multiplex com primers especificos (Koenraadt et al. 2009). 'DNA
genomico extraido, Suspensdo bacteriana. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder,

Kasvi).

Diversidade genética
O presente estudo revelou uma alta diversidade genética entre os isolados de
Xanthomonas por rep-PCR (REP, ERIC e BOX). Para todos os conjuntos de primers, a 20%

de similaridade houve a formagdo de quatro grupos (Figura 5, 6 e 7), com padrdes de bandas
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distintos que variaram de 100 a 11.000 pb. Os grupos formados ndo apresentaram relacao
direta com as espécies, morfologia das coldnias, caracterizacdo bioquimica ou localiza¢ao
geografica. Os isolados da mesma espécie apresentaram consequentemente morfologia das

coldnias e caracterizagdo bioquimica idénticas.

As andlises de REP-PCR e ERIC-PCR (Figuras 5 e 6) demonstraram 100% de
similaridade entre os isolados UFU K41 e UFU K42 de X. euvesicatoria pv. perforans (Xep),
provenientes de Patos de Minas-MG e obtidos em 2019. Para ERIC-PCR e BOX-PCR
(Figuras 6 e 7) os isolados UFU A35 e UFU B27 de X. hortorum pv. gardneri (Xhg), apesar
de serem de cidades diferentes, também foram 100% similares. Os resultados de ERIC-PCR e
BOX-PCR demonstraram relagao parcial entre a formagdo dos agrupamentos e as espécies de

Xanthomonas identificadas.

Por REP-PCR (Figura 5) os isolados nao identificados com os primers especificos
(Nid) de Uberlandia-MG UFU D28, D29, G78 ¢ UFU 193 e o isolado de Patos de Minas-MG
UFU KI1, obtidos entre os anos de 2012 a 2019, apontaram 100% de similaridade,
apresentando a mesma morfologia das colonias. Os isolados UFU D28 ¢ UFU D29 foram
amidoliticos e pectoliticos positivos, enquanto UFU G78, 193 e UFU K1 foram negativos,
descartando a possibilidade de pertencerem a mesma espécie. Em contrapartida, os isolados
UFU BS5 e UFU K40 (Nid), que apresentaram 100% de similaridade, sio morfologicamente e
bioquimicamente diferentes, além de serem provenientes de locais distintos. Com
aproximadamente 40% e 85% de similaridade os isolados UFU 139 e UFU 1216 (Referéncia)
de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (Xee) e UFU A35 e UFU B27 (Xhg), respectivamente,
pertencentes a mesma espécie e provenientes de locais distintos, formaram subgrupos. Os
isolados UFU E34 e UFU E49 (Xep) obtidos em 2013, advindos do mesmo local e UFU H29
e UFU H97 (Xep) obtidos em 2016, de locais diferentes, foram similares a 95% e 75%

respectivamente. Com aproximadamente 25% de similaridade com os demais, um subgrupo
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contendo o unico isolado de X. vesicatoria (Xv) UFU 1217 (Referéncia), foi formado. Os
isolados de X. euvesicatoria pv. perforans nao se agruparam. O isolado UFU H172 (Xep) nao

apresentou similaridade com os demais.

Em ERIC-PCR (Figura 6) os isolados UFU E1 e UFU E34 foram 100% similares,
apresentando também mais de 90% de similaridade com o UFU E49, todos pertencentes a
mesma espécie (Xep), provenientes de Uberlandia-MG e obtidos no mesmo ano. Os dois
isolados advindos de Vitéria-ES no ano de 2010, UFU B3 e UFU BS5 (Nid), com a mesma
morfologia das coldnias e caracterizacdo bioquimica, apresentaram 65% de similaridade entre
si. Os isolados UFU 139 (Xee) e UFU 1216 (Referéncia — Xee) foram agrupados com
aproximadamente 90% de similaridade e UFU D28 e UFU D29 (Nid) com 70%. Um
subgrupo com cerca de 60% de similaridade foi formado por 11 dos 14 isolados de X.
euvesicatoria pv. perforans obtidos entre os anos de 2010 a 2019 (UFU K41, K42, 162, 192,
H29, H97, El, E34, E49, B8 e UFU H172). O isolado UFU D35 (Xep) ndo apresentou

similaridade com os demais.

Para BOX-PCR (Figura 7) os isolados UFU E34 ¢ UFU E49 (Xep) provenientes do
mesmo local, apresentaram 100% de similaridade, assim como os isolados UFU D28 ¢ UFU
D29 (Nid). Do mesmo modo, os isolados UFU H29 e UFU H97 (Xep), de locais diferentes,
também foram totalmente similares. Os isolados UFU B5 (Nid) de Vitoria-ES ¢ UFU B9
(Nid) de Uberlandia-MG@G, obtidos em 2010, com a morfologia das colonias e atividade
amidolitica e pectolitica diferentes, apresentaram aproximadamente 70% de similaridade entre
si. Foram agrupados com uma similaridade minima de 70%, 12 dos 14 isolados de X.
euvesicatoria pv. perforans (UFU H29, H97, D35, E1, E34, E49, 192, B8, 1242, K41, 1226 ¢

UFU K42). O isolado UFU G78 (Nid) nao apresentou similaridade com os demais.
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O dendrograma gerado a partir da andlise dos trés primers em conjunto demonstrou a
formacgao de 16 grupos com 30% de similaridade (Figura 8). Com similaridade minima de
90% os isolados UFU E34 e UFU E49 (Xep), assim como UFU K41 e UFU K42 (Xep), do
mesmo local e os isolados UFU A35 e UFU B27 (Xhg) de locais diferentes, formaram trés
subgrupos diferentes. Isolados UFU H29 e UFU H97 (Xep), apresentaram 80% de
similaridade e UFU D28 e UFU D29 (Nid), foram 70% similares. Todos os isolados nao
identificados com os primers especificos e que exibiram morfologia das colonias atipicas,
apresentaram menos de 15% de similaridade com isolados identificados. Um subgrupo com
aproximadamente 15% de similaridade agrupou todos os isolados identificados, com excegao
do UFU H172 (Xep).

O coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) mede o grau entre a matriz de
similaridade e a matriz obtida pelo método de agrupamento. Quanto maior o grau de ajuste ou
o valor obtido para o CCC, menor serd a distor¢ao ocasionada pelo método (Regazzi e Cruz
2020). Desse modo, os valores de coeficiente de correlagao alcangados indicaram um bom

ajuste entre a matriz obtida pelo método de agrupamento e a matriz original.
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Figura 6. Dendrograma de agrupamento pelo método UPGMA de isolados obtidos de tomate mesa com sintomas de mancha bacteriana
utilizando os primers ERICIR e ERIC2. Coeficiente de correlacdo cofenética: 0,94. Similaridade maxima: 1,0. Similaridade minima: 0.
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Figura 7. Dendrograma de agrupamento pelo método UPGMA de isolados obtidos de tomate mesa com sintomas de mancha bacteriana
utilizando o primer BOXA1R. Coeficiente de correlagdo cofenética: 0,96. Similaridade maxima: 1,0. Similaridade minima: 0. '"Morfologia das
colonias idéntica, *Caracterizacdo bioquimica idéntica, *Provenientes da mesma cidade, “Mesmo ano. Xep: X. euvesicatoria pv. perforans; Xee:

X. euvesicatoria pv. euvesicatoria; Xhg: X. hortorum pv. gardneri; Xv: X. vesicatoria; Nid: Nao identificados com primers especificos.
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mesma cidade, “Mesmo ano. Xep: X. euvesicatoria pv. perforans; Xee: X. euvesicatoria pv. euvesicatoria; Xhg: X. hortorum pv. gardneri; Xv: X.

vesicatoria; Nid: Nao identificados com primers especificos.
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DISCUSSAO

De acordo com Jones et al. (2004), geralmente, as espécies X. euvesicatoria e X.
gardneri sdo amidoliticas e pectoliticas negativas, enquanto a X. perforans ¢ X. vesicatoria
sdo positivas, corroborando os resultados obtidos neste estudo (Tabela 4). A predominancia
de isolados pertencentes a espécie X. perforans evidencia, at€ 0 momento, a maior ocorréncia
dessa espécie, juntamente com X. gardneri, na regido e no Brasil (Quezado-Duval et al. 2004;
2005; Pereira et al. 2011; Araujo et al. 2011; 2017).

As causas da nao amplifica¢do de 12 isolados em estudo ainda sdo desconhecidas. Em
caso de ndo amplificagdo por qualquer motivo adverso, supde-se que os isolados UFU B3,
B5, D28, D29 e UFU G80, que apresentaram atividade amidolitica e pectolitica positiva e
UFU B9, E48, G78, G79, 193, K1 e UFU K40, que sao amidoliticos e pectoliticos negativos,
possam ser enquadrados nas espécies Xep/Xv e Xee/Xhg, respectivamente. Mesmo
apresentando morfologia das colonias nao semelhantes as espécies identificadas, ndo se
descarta a possibilidade do surgimento de uma nova espécie infectando o tomateiro, visto que
todos os isolados nao identificados foram patogénicos. Tais suposi¢cdes carecem de mais
estudos, como a PCR para goma xantana, heteropolissacarideo produzido por espécies de
Xanthomonas (Leela e Sharma 2000), ou o sequenciamento da regido 16S RNA ribossomal
para serem elucidadas.

Aratjo et al. (2012) observaram o limite de deteccdo para DNA purificado de 0,05
ng/uL para espécies individuais em PCR multiplex. No presente estudo, a utilizagdo de DNA
na concentragdo de 50 ng/uL resultou na amplificacdo de bandas claras, a niveis quase
indetectaveis. A baixa sensibilidade na presenga de todas as espécies, a impossibilidade da

distin¢do entre espécies na presenca das quatro bandas e a ocorréncia de “arrastes” e “restos”,
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provavelmente provocados por excesso de produtos ou similares, evidencia a necessidade de
ajustes no protocolo.

Os fragmentos amplificados que permitem a diferenciagdo das espécies de
Xanthomonas por PCR variam de 197 pb a 138 pb, devido a proximidade dos fragmentos a
distingdo das bandas fica comprometida. A ocorréncia de uma separagdo robusta entre bandas
possivelmente exigiria um gel de agarose mais concentrado ou de um tempo de corrida mais
longo, tornando o procedimento dispendioso e demorado. Aragjo et al. (2012) ressaltam ainda
que processos de otimizacdo da PCR multiplex devem ser elaborados para uma melhor
eficiéncia do método para este patossistema.

Aratjo et al. (2013) utilizaram a suspensdo bacteriana de X. vesicatoria na
concentragio de 5 x 10% UFC/mL para PCR convencional utilizandos os primers
desenvolvidos especificamente para a espécie. No entanto, Aragjo et al. (2012) verificaram a
sensibilidade de deteccao da suspensdo bacteriana para PCR convencional e multiplex
utilizando os primers de Koenraadt et al. (2009) variando de 5 x 10> UFC/mL para Xee e Xep
e 5 x 10* UFC/mL para Xhg e Xv. No presente trabalho a suspensio bacteriana utilizada para
PCR multiplex foi preparada a fim de apresentar uma aparéncia final altamente turva, ndo
sendo calibrada e quantificada. Moretti et al. (2009) também testaram o limite de deteccao da
suspensao bacteriana de X. euvesicatoria para PCR convencional utilizando primers
desenvolvidos para a espécie. As concentracdes variaram de 2 x 10' a 2 x 10° UFC/mL e a
sensibilidade minima encontrada foi de 2 x 10> UFC/mL.

O uso simultaneo de Clavibacter michiganensis pv. michiganensis, Pseudomonas
syringae pv. tomato € Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria em PCR multiplex, usando 3
UFC proveniente de cada cultura pura em 50 pL de dgua destilada esterilizada foi suficiente a
deteccdo dos trés géneros simultaneamente. Porém a sensibilidade de detec¢do foi reduzida

em 10 vezes comparada a PCR convencional (Ozdemir 2009). Um estudo realizado por
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Louws et al. (1994) também demonstrou a eficiéncia do uso de células bacterianas de
Xanthomonas e Pseudomonas, comparadas ao DNA genomico purificado, para rep-PCR. As
células bacterianas produziram padrdes de bandas indistinguiveis daqueles gerados com DNA
modelo purificado. A substituicdo do DNA genomico bacteriano extraido pela suspensdo
bacteriana preparada a partir da cultura pura permite a otimizacdo e agilidade no processo de
identificacdo das espécies de Xanthomonas spp., suprimindo a etapa de extracdo do DNA,
sendo este um procedimento minucioso, demorado e relativamente caro.

As analises por rep-PCR revelaram agrupamentos de Xanthomonas spp. que infectam
o tomateiro sem relacdo direta com as espécies, morfologia das colonias, caracterizagdo
bioquimica ou localizagdao geografica. Bouzar et al. (1999), por exemplo, na caracterizacao
por rep-PCR de mais de 400 isolados de Xanthomonas spp. do Caribe e América Central,
observaram a pouca associagao entre algumas caracteristicas fenotipicas e o padrao de bandas
do patogeno, como a designacao de raga.

As andlises por ERIC-PCR ¢ BOX-PCR revelaram uma baixa variabilidade genética
entre 11 e 12 isolados, respectivamente, dos 14 isolados de X. perforans em estudo. A analise
por ERIC-PCR demonstrou uma similaridade minima de 65%, enquanto por BOX a
similaridade foi de 70% ou mais. Esse resultado corrobora o estudo realizado por Aiello et al.
(2013), onde foram observados os padroes gendmicos de isolados de X. perforans, coletados
em plantacdes de tomate na Italia e todos os isolados exibiram padrdes de ERIC-PCR e BOX-
PCR semelhantes, além de um alto grau de diversidade genética entre isolados das espécies
distintas de Xanthomonas associadas ao tomate. O estudo realizado por Adhikari et al. (2019)
também revelou baixa variabilidade genética entre isolados de X. perforans coletados na
Carolina do Norte em 2015 e 2016, por meio de BOX-PCR.

Em contraste, Araujo et al. (2017) constataram através de BOX-PCR uma alta

variabilidade genética de X. perforans em lavouras comerciais de tomate no Brasil, entre 2009
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e 2012. A similaridade maxima alcangada entre os isolados de XP foi de 76,2% ¢ entre XG,
61,1%. Algumas limitagdes para a correta separacdo das espécies também foram observadas,
principalmente entre X. perforans e X. euvesicatoria. No presente estudo, os dois isolados de
XE (UFU 139 e UFU 1216) também nao foram separados de isolados de Xep.

A andlise de clusters utilizando o método UPGMA realizada por Osdaghi et al. (2018)
demonstrou que BOX-PCR foi capaz de discriminar quatro grupos de Xanthomonas spp. que
causa a mancha bacteriana do tomateiro no Ira, sendo compostos pelas quatro espécies. Tal
formacdo de grupos ndo ocorreu claramente no presente trabalho.

Por REP-PCR nao foi observada relacdo entre os grupos formados e os isolados
identificados como X. euvesicatoria pv. perforans. Em contrapartida, Pereira et al. (2011)
identificaram por meio de rep-PCR, 81 isolados de Xanthomonas spp. coletados em campos
comerciais de tomate para consumo in natura, provenientes de 11 estados localizados nas
regidoes Sul, Sudeste, Centro-Oeste ¢ Nordeste do Brasil, entre os anos de 2005 e 2009. Os
perfis gendmicos de BOX-PCR e REP-PCR permitiram a diferenciacao das quatro espécies
de Xanthomonas.

Para as analises de BOX-PCR e ERIC-PCR, os isolados UFU A35 e UFU B27 de X.
hortorum pv. gardneri apresentaram padroes idénticos, revelando 100% de similaridade. Os
padroes de REP-PCR demonstraram 85% de similaridade. Cuppels et al. (2006) também
compararam isolados de X. gardneri de Ontario, Iugosldvia e Costa Rica, concluindo que
tinham padrdes de rep-PCR idénticos com os iniciadores BOX, ERIC e REP. Diferentes
resultados podem ser obtidos de acordo com os primers utilizados, demonstrando a
importancia do uso das trés abordagens REP-, ERIC- e BOX-PCR, na avaliacdo da

diversidade genética (Lopes et al. 2006).
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CONCLUSAO

Todos os isolados avaliados apresentaram caracteristicas bioquimicas de Xanthomonas
e 12 isolados ndo apresentaram morfologia das coldnias tipicas. Apenas 19 isolados foram
identificados em nivel de espécie, sendo dois Xee, um Xv, 14 Xep e dois Xhg. A PCR
multiplex ndo permitiu a disting@o entre as espécies na identificacdo simultanea.

Os isolados ndo identificados pela espécie com os primers especificos, apresentaram
morfologia das colonias atipicas de Xanthomonas, mesmo sendo enquadrados no género pelos
testes bioquimicos. Estudos de sequenciamento da regido 16S RNA ribossomal seriam
necessarios para maiores elucidagoes.

As andlises de rep-PCR revelaram alta diversidade genética entre os isolados e uma
baixa variabilidade genética entre isolados de X. euvesicatoria pv. perforans. Uma vez que
nao houve relagcdo direta na formacao dos agrupamentos com as espécies, morfologia das
colonias, caracterizacdo bioquimica ou localizagdo geografica, conclui-se que esses fatores

nao foram determinantes na similaridade genética dos isolados.
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CONTROLE DA MANCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO COM
SUSPENSAO INATIVADA?

2 Artigo redigido de acordo com as normas do periodico Tropical Plant Pathology.
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RESUMO

A mancha bacteriana do tomateiro causada por Xanthomonas hortorum pv. gardneri pode
causar perdas significativas a cultura. O controle quimico da doenca ndo ¢ eficiente, e
medidas alternativas de controle devem ser avaliadas. O objetivo do trabalho foi avaliar o uso
da suspensdo de X. hortorum pv. gardneri inativada por radiagdo ultravioleta, esterilizagdo e
envelhecimento, em aplicagdo preventiva e curativa para o controle da mancha bacteriana do
tomateiro. As suspensodes bacterianas inativadas (SBI) foram obtidas por exposicao a radiagdo
de luz ultravioleta (SBI-UV); esterilizacdo em autoclave (SBI-E); envelhecimento em meio de
cultura (SBI-MC); e envelhecimento da suspensdo em bancada de laboratério (SBI-S). No
primeiro ensaio, as plantas foram pulverizadas preventivamente com as SBIs, hidroxido de
cobre, acibenzolar-S-metil (ASM) e agua (testemunha), e dois dias ap6s foram inoculadas
com a suspensdo bacteriana patogénica (10% e 10° UFC/mL). Na aplicagdo curativa, as plantas
foram inoculadas com a suspensao bacteriana patogénica e dois dias apos, pulverizadas com
os produtos. No segundo ensaio, as plantas foram pulverizadas preventivamente com as SBI-
UV (10* UFC/mL) e SBI-E (108 e 10° UFC/mL), hidréxido de cobre, ASM e 4gua. Apds dois
dias, foram inoculadas com a suspensdo bacteriana patogénica (107 e 10® UFC/mL). A
severidade da doenca foi avaliada e calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da
Doenca (AACPD). No primeiro e no segundo ensaio em aplicacdo preventiva os produtos
SBI-UV, SBI-E e ASM reduziram significativamente a severidade da doenga. No primeiro
ensaio, na aplica¢do curativa nao houve diferenca significativa entre os produtos. As SBI-UV
e SBI-E foram eficazes em aplicagdo preventiva para o controle da mancha bacteriana do
tomateiro. A SBI consiste em uma medida promissora para o controle de doencas plantas.

Palavras-chave Controle bioldgico Indug¢do de resisténcia Solanum Ilycopersicum

Xanthomonas hortorum pv. gardneri
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ABSTRACT

Bacterial spot caused by Xanthomonas hortorum pv. gardneri may produce significant losses
in tomato crops. Chemical control of the disease is not eficiente, and alternative control
measures should be assessed. The objective of the work was to evaluate the use of X
hortorum pv. gardneri suspension inactivated by ultraviolet radiation, sterilization, and aging,
in preventive and curative applications to control tomato bacterial spot. The inactivated
bacterial suspensions (IBS) were obtained by exposure to ultraviolet radiation (IBS-UV);
autoclave sterilization (IBS-E); aging in culture medium (IBS-MC); and aging of the
suspension on a laboratory bench (IBS-S). In the first assay, plants were preventively sprayed
with the IBSs, copper hydroxide, acibenzolar-S-methyl (ASM) and water (control), and two
days later were inoculated with the pathogenic bacterial suspension (10% and 10° CFU/mL). In
the curative application, the plants were inoculated with the pathogenic bacterial suspension
and two days later, sprayed with the products. In the second assay, plants were sprayed
preventively with IBS-UV (108 CFU/mL) and IBS-E (10® and 10° CFU/mL), copper
hydroxide, ASM and water. After two days, were inoculated with the pathogenic bacterial
suspension (107 and 108 CFU/mL). Disease severity was assessed and the Area Under the
Disease Progress Curve (AUDPC) was calculated. In the first and second assay, in preventive
application, IBS-UV, IBS-E and ASM significantly reduced disease severity. In the first
assay, in the curative application there was no significant difference between the products.
IBS-UV and IBS-E effectively controlled tomato bacterial spot in the preventive application.

IBS is a promising measure for the control of plant diseases.

Keywords Biological control Induced resistance Solanum Ilycopersicum Xanthomonas

hortorum pv. gardneri
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INTRODUCAO

A mancha-bacteriana do tomateiro causada por espécies do género Xanthomonas: X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans (Constantin et al. 2016), X.
hortorum pv. gardneri (Moriniére et al. 2020) e X. vesicatoria (Jones et al. 2004) pode
provocar perdas significativas na produgdao da cultura (Quezado-Duval e Lopes 2010). A
doenca ¢ favorecida por temperaturas que variam de 20 °C a 30 °C, elevada umidade (>90%),
chuvas e ventos (Lopes e Avila 2005; Inoue-Nagata et al. 2016).

Os métodos utilizados para o controle da doen¢a nao sdo eficazes, devido a limitacao
de produtos registrados e eficiéncia variavel, além do surgimento de isolados resistentes a
produtos a base de cobre (Quezado-Duval et al. 2003; Mirik et al. 2007; Potnis et al. 2015).
Portanto, novas medidas de controle de doengas devem ser avaliadas, como o uso de produtos
que induzem a resisténcia e o emprego de agentes biologicos (Andrade et al. 2013; Faillace et
al. 2019).

Os agentes indutores de resisténcia podem ser bioticos ou abidticos, como certos
compostos quimicos, agentes nao patogénicos, formas avirulentas ou ragas incompativeis de
patogenos (Van Loon 1997; Van Loon et al. 1998). O uso de ragas e agentes nao patogénicos,
patogenos atenuados ou mortos pelo calor podem conferir uma protegdo contra o ataque
subsequente de cepas virulentas do mesmo ou de microrganismos relacionados (Chester 1933;
Kué 1972). Tubérculos de batata quando inoculados com uma raga avirulenta de
Phytophthora infestans e posteriormente inoculados com uma raga virulenta do mesmo
patdgeno ndo apresentavam sintomas da doenga, a raga avirulenta aparentemente protegia os
tecidos contra a consequente infec¢do pela raca virulenta (Miiller e Borger 1940). Cultivares
de pepino suscetiveis quando inoculados previamente com Collelotrichum lagenarium em

baixas concentragdes apresentaram prote¢do a doenca (Ku¢ et al. 1975). Também foi
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constatada a indugdo de resisténcia em plantas de arroz quando inoculadas com um isolado
avirulento de Magnaporthe oryzae e apresentaram reducdo significativa da severidade de
brusone, quando inoculadas com o isolado virulento (Filippi et al. 2007).

No processo evolutivo as plantas desenvolveram a capacidade de reconhecimento de
inimeros compostos derivados da superficie microbiana, como glicoproteinas, peptideos,
carboidratos e lipideos, que induzem respostas de defesa em plantas hospedeiras e ndo
hospedeiras (Nirnberger e Brunner 2002; Walters et al. 2005). Os lipopolissacarideos,
componentes indispensaveis da parede celular de bactérias Gram-negativas podem
desencadear respostas relacionadas a defesa das plantas (Dow et al. 2000; Meyer et al. 2001;
Newman et al. 2007; Neyen e Lemaitre 2016). Exopolissacarideos extraidos de células
bacterianas de Xanthomonas campestris pv. manihotis € de Xanthomonas campestris pv.
campestris quando aplicados em folhas de café foram capazes de induzir protecdo local e
sisttmica a Hemileia vastatrix. As plantas tratadas com diferentes concentracdes de uma
preparagdo comercialmente disponivel de goma xantana, também apresentaram prote¢ao
(Guzzo et al. 1993), assim como plantas de cevada contra Bipolaris sorokiniana, sendo
observado um aumento na concentragdo de proteinas e da atividade da enzima [-1,3-
glucanase, quando comparadas ao extrato de plantas sadias (Castro e Bach 2004).

E urgente e indispensavel & busca e desenvolvimento de um método de controle
inovador, que seja eficiente e sustentdvel. A suspensdo bacteriana inativada apresenta
potencial de uso no controle de doengas bacterianas de plantas, contribuindo na redugao do
uso de produtos quimicos.

Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar o uso da suspensdo de Xanthomonas
hortorum pv. gardneri inativada por radiagdo UV, por esterilizagdo e por envelhecimento, em
aplicacdo preventiva e curativa para o controle da mancha bacteriana do tomateiro. A espécie

foi utilizada como modelo do patossistema.
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MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Bacteriologia Vegetal ¢ em casa de
vegetacdo, do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de Uberlandia

(UFU), Campus Umuarama, no periodo de fevereiro de 2020 a abril de 2021.

Obtencao do in6culo patogénico

O isolado patogénico UFU A35 de Xanthomonas hortorum pv. gardneri pertencente a
colecao de trabalho do LABAC, ICIAG/UFU foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado e
Heskett 1970), a 28 °C por 48 h. A suspensdo bacteriana foi preparada em 4agua filtrada
esterilizada e ajustada em espectrofotometro a DOss0=0,5 (10° UFC/mL), que foi utilizada

como suspensao bacteriana patogé€nica e como suspensao bacteriana inativada.

Obtencao das suspensoes bacterianas inativadas

Para a obtencdo da suspensao bacteriana inativada (SBI) foram utilizados os seguintes
procedimentos: a) SBI-UV: a suspensao bacteriana foi exposta a radiagdao de luz ultravioleta
(UV) por 5 horas, em fluxo laminar; b) SBI-E: a suspensdo bacteriana foi esterilizada em
autoclave a 120 °C por 20 minutos; ¢) SBI-MC: a bactéria foi cultivada em meio de cultura
523, em placa de Petri (8§ cm de diametro) a 28 °C por 8 meses, para o envelhecimento,
posteriormente foi preparada a suspensdo bacteriana em agua filtrada; d) SBI-S: a suspensao
bacteriana foi preparada em agua filtrada em erlenmeyers, vedados e envelhecida em bancada
de laboratorio por 9 meses.

Para o primeiro ensaio foram utilizadas as diferentes SBI na concentragdo de 10*

UFC/mL e para o segundo ensaio as concentragdes de 10> UFC/mL e 10° UFC/mL. Para
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confirmar a morte das células bacterianas, as SBI foram cultivadas em meio de cultura 523 a

28 °C, por 48 h.

Primeiro ensaio em casa de vegetacdo: aplicacOes preventiva e curativa da suspensio
bacteriana inativada

Plantas de tomate cultivar Santa Cruz Kada foram cultivadas em vasos com
capacidade de 500 mL, contendo substrato composto de solo, areia, himus e vermiculita
(4:1:1:1). Apos 28 dias da semeadura, as plantas (trés a quatro folhas), na aplicagdo
preventiva foram pulverizadas até o ponto de escorrimento com as SBIs, hidroxido de cobre
(2 g/L), acibenzolar-S-metil (ASM) (0,1 g/L) e dgua (testemunha). Apds dois dias, as plantas
foram inoculadas com a suspensio bacteriana patogénica nas concentracdes 10% e 10°
UFC/mL. Na aplicacao curativa, as plantas foram inoculadas com a suspensodes bacterianas
patogénicas e dois dias ap6s foram pulverizadas com os produtos. As plantas foram mantidas
em camara umida 24 h antes e apds a inoculagao.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 2 x 7, composto de duas
aplicacdes (preventiva e curativa), duas concentragdes suspensdes bacterianas patogénicas
(108 e 10° UFC/mL) e sete produtos (4 SBIs, hidréxido de cobre, ASM e 4gua), com quatro

repeticoes, sendo considerado como unidade experimental um vaso, contendo duas plantas.

Segundo ensaio em casa de vegetacdo: aplicacio preventiva da suspensido bacteriana
inativada

As plantas de tomate foram cultivadas como descrito anteriormente. Na aplicacdo
preventiva as plantas foram pulverizadas até o ponto de escorrimento com as SBI-UV (10®
UFC/mL) e SBI-E (nas concentragdes 10% e 10° UFC/mL), hidréxido de cobre (2 g/L),

acibenzolar-S-metil (ASM) (0,1 g/L) e agua. Apos dois dias, as plantas foram inoculadas com
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a suspensio bacteriana patogénica nas concentragdes 107 ¢ 10 UFC/mL. As plantas foram
mantidas em camara umida 24 h antes e ap6s a inoculagao.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 6 x 2, composto de seis produtos
(trés SBIs, hidroxido de cobre, ASM e agua), duas concentragdes suspensdes bacterianas
patogénicas (107 e 10 UFC/mL), com quatro repeti¢des, sendo considerado como unidade

experimental um vaso contendo duas plantas.

Avaliacao da severidade

A severidade da doenca foi avaliada empregando-se a escala diagraméatica (Mello et al.
1997), aos 6, 9, 12 e 15 dias ap6s a inoculagdo no primeiro ensaio € aos 6, 9, 12, 15 e 18 dias
apdés a inoculacdo no segundo ensaio. A area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) foi calculada pela formula: AACPD =Y ((Yi + Yi+1)/2)(ti+1 — ti), onde: Y representa
a intensidade da doenca; t o tempo (intervalo entre as avaliacdes, em dias) e 1 representa o
numero de avaliagdes no tempo (Campbell e Madden 1990).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e testadas as pressuposicoes
de normalidade e homogeneidade. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a

5% de significancia, utilizando o programa computacional R (2021).

RESULTADOS

Primeiro ensaio

No primeiro ensaio, a morte da bactéria da SBI-UV e da SBI-E foi confirmada pelo
cultivo em meio de cultura 523, onde nao foi observado o crescimento bacteriano. No entanto,
para a SBI-MC envelhecida em meio de cultura em placa de Petri, por 8 meses e da SBI-S

suspensdo envelhecida em bancada do laboratorio por 9 meses, foi observado o crescimento
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bacteriano, ou seja, este periodo de envelhecimento ndo foi suficiente para morte total da
bactéria. A SBI-S por 9 meses, acondicionada em Erlenmeyer vedado apresentou ainda o

crescimento de outros microrganismos nao identificados (Figura 1).

Figura 1. Crescimento de Xanthomonas hortorum pv. gardneri da suspensdo bacteriana
envelhecida em meio de cultura por 8 meses (A) e envelhecida em bancada de laboratério por

9 meses (B), apds 72 h de incubagao.

Para a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da mancha
bacteriana do tomateiro (Tabela 1), na aplicagdo preventiva da SBI-UV (121,5), SBI-E
(129.,9) e o acibenzolar-S-metil (ASM) (104,6) reduziram a severidade da doenca, diferindo
significativamente dos demais produtos. O uso da SBI-MC e da SBI-S ndo diferiram do

hidroxido de cobre e da agua (testemunha).

Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, em

aplicag@o preventiva e curativa das suspensdes bacterianas inativadas (SBI-UV, -E, -MC, -S),
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com duas concentragdes de indculo patogénico (X. hortorum pv. gardneri) (10° e 10°

UFC/mL).

Produtos Preventiva Média Curativa Média
108 10° 10® 10°

SBI-UV! 93,0 150,0 121,5aA  160,9 178,5 169,7 aA

SBI-E? 130,9 129,0 129,9aA  146,3 253,9  200,1 aA

SBI-M(C? 177,4 262,1 219,8 bA 1459 2194  182,6 aA

SBI-S* 184.,9 1954 190,1 bA  169,5 259,1 214,3 aA

Acibenzolar-S-Metil 60,4 1489 104,6 aA 151,1 288,0 219.,6 aB

Hidroxido de cobre 153,4 151,1  152,3bA 1643 174,4  169,3 aA

Agua 181,5 2455 2134bA 121,1 186,4 153,8 aA

Média 140,2A 183,2B 151,3A  222,8B

CV (%) 43,57

Médias seguidas por letras minusculas distintas na coluna e maiusculas na linha diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). Para os testes de normalidade e homogeneidade, os
residuos apresentaram distribuicdo normal e as variancias foram homogéneas (P>0,05). 'UV:

Luz ultravioleta, °E: Esterilizagdo, *MC: Meio de cultura, *S: Suspensao.

Tanto na aplicacao preventiva, como na aplicagdo curativa (Tabela 1), quanto maior a
concentracdo de inéculo aplicada, maior foi a AACPD. A inoculagdo das plantas com a
suspensdo bacteriana patogénica na concentracio de 10° UFC/mL (1832 e 222,8)
apresentaram maior quantidade de doenga, diferindo estatisticamente da concentragdo 108
UFC/mL (140,2 e 151,3). Na aplicagdo curativa dos produtos ou aplicacdo pds-inoculacdo
com a bactéria patogénica nao houve diferenca significativa na severidade da doenca entre os
produtos usados, ou seja, a aplicacdo curativa dos produtos ndo foi suficiente para controlar a
doenca. Somente o ASM diferiu significativamente na aplicagdo preventiva (104,6) da

aplicacdo curativa (219,6), apresentando menor AACPD da mancha bacteriana.
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Na aplicagdo preventiva, aos 12 dias apds a inoculagdo houve um progresso acentuado
da mancha bacteriana do tomateiro, principalmente para a testemunha (agua). O ASM, a SBI-
E, SBI-UV e o hidroxido de cobre apresentaram a menor curva de progresso da doenga,
reduzindo a severidade da doenga (Figura 2A). No entanto, na aplicagdo curativa as SBIs,
assim como o ASM e o hidroxido de cobre ndo reduziram a severidade da mancha bacteriana

do tomateiro (Figura 2B).

Aplicacao preventiva A) Aplicacao curativa B)

50

Severidade (%)
Severidade (%)

Dias ap6s a inoculagéo

------ SBI-UV < »SBI-E SBI-MC  e= «= SBI-S

ASM === Cu(OH), Agua

Figura 2. Curva de progresso da severidade da mancha bacteriana do tomateiro, em aplicagdo
preventiva (A) e curativa (B), com diferentes suspensdes bacteriana inativadas (SBI). UV:
Luz ultravioleta; E: Esterilizacdo; MC: Meio de cultura; S: Suspensdo; AMS: Acibenzolar-S-

metil; Cu(OH): Hidréxido de cobre.

A andlise grafica por boxplot representa a dispersdo dos dados analisados. Na
aplicacdo preventiva, as plantas quando pulverizadas com SBI-UV e hidréxido de cobre, e
inoculadas com a suspensdo bacteriana patogénica 108 UFC/mL apresentaram a menor
variagio de AACPD (Figura 3A). Na aplicagdo curativa, na concentragdo de indculo a 10%

UFC/mL, o ASM e a agua (testemunha) apresentaram a menor variagdo de AACPD (Figura
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3B). O uso da suspensdo bacteriana patogénica a 103 UFC/mL apresentou menor AACPD, do

que a suspensdo bacteriana a 10° UFC/mL.

Aplicacao preventiva A) Aplicacao curativa B)
500 500
400 400
£ 300 £ 300
3 S
S 200 3 200
_5 IH K F |
100 ' 100
0 0
SBI-UV SBLE SBI-MC SBL-S ASM Cu(OH): Agua SBI-UV SBLE SBI-MC SBLS ASM Cu(OH): Agua
Wt [Oio°

Figura 3. Boxplot da area abaixo da curva de progresso da severidade da mancha bacteriana
do tomateiro, em aplicacdo preventiva (A) e curativa (B), de diferentes suspensdes bacterianas
inativadas (SBI) e diferentes concentragdes de inodculo patogénico (X. hortorum pv. gardneri)
(10% e 10° UFC/mL). UV: Luz ultravioleta; E: Esterilizagio; MC: Meio de cultura; S:

Suspensio; AMS: Acibenzolar-S-metil; Cu(OH)2: Hidréxido de cobre.

A partir dos resultados obtidos no primeiro ensaio, as concentracdes de indculo
inativado e patogénico foram ajustadas. As SBI-MC e SBI-S por apresentarem o crescimento

bacteriano durante o periodo de armazenamento, ndo foram utilizados no segundo ensaio.

Segundo ensaio

Para AACPD da mancha bacteriana do tomateiro (Tabela 2), todos os produtos
utilizados com a SBI-UV, SBI-E, ASM e o hidroxido de cobre diferiram significativamente
da 4gua (testemunha), reduzindo a severidade da doenca. Todos os produtos reduziram a

curva de progresso da doenga quando comparado a testemunha (agua) (Figura 4). As SBIs
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apresentaram controle semelhante ao ASM e o hidréxido de cobre. Nao houve diferenga
significativa entre as concentra¢des do indculo patogénico a 107 e 102 UFC/mL. A quantidade
de doenga foi semelhante para as duas concentragdes de inoculo patogénico usados, 83,1 e
95,6, respectivamente. As SBI-UV a 10 UFC/mL e as SBI-E a 10® e 10° UFC/mL reduziram
a severidade da mancha bacteriana do tomateiro, com controle semelhante ao ASM e ao

hidréxido de cobre, em uma tnica pulverizagao.

Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, em
aplicagio preventiva das suspensdes bacterianas inativadas (SBI-UV 10%, -E 108, -E 10°), com

duas concentragdes do indculo patogénico (X. hortorum pv. gardneri) (10 e 108 UFC/mL).

Concentracdo do indculo patogénico (UFC/mL)

Produtos Média
107 108

SBI'UV! (10%) 86,3 83,3 84,8 a

SBI-E? (10®) 75,0 82,5 78,8 a

SBI-E (10°) 72,0 78,0 75,0 a

Acibenzolar-S-Metil 79,5 87,0 62,8 a

Hidroéxido de cobre 51,8 73,9 83,3 a

Agua 134,3 168,8 151,5b

Média 83,1 95,6

CV (%) 40,01

Médias seguidas por letras mintsculas distintas na coluna e maiusculas na linha diferem entre
si pelo teste de Scott-knott (P<0,05). Para os testes de normalidade e homogeneidade, os
residuos apresentaram distribuicdo normal e as variancias foram homogéneas (P>0,05). 'UV:

Luz ultravioleta, °E: Esterilizacdo.

Para a curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro houve um aumento na

severidade da doenca, aos 9 dias apos a inoculacdo, para as plantas pulverizadas com agua
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(testemunha) (Figura 4). O hidréxido de cobre, o0 ASM, as SBI-E a 10% e 10° UFC/mL e SBI-

UV apresentaram a menor curva de progresso da doenga, reduzindo a severidade da doenga.

Aplicacio preventiva

50

w— SBI-UV
~ 40
X S s SBI-E 108
%; 30 = SBI-E 10°
=
B 20 ASM
-
4 10 — . (?11(OH)2
— A gU12

Dias apos a inoculagio
Figura 4. Curva de progresso da severidade da mancha bacteriana do tomateiro, em aplicagdo
preventiva, com diferentes suspensdes bacterianas inativadas (SBI). UV: Luz ultravioleta na
concentragdo de 108 UFC/mL; E 108: Esterilizacdo na concentragio de 108 UFC/mL; E 10°:
Esterilizagio na concentragio de 10° UFC/mL; AMS: Acibenzolar-S-metil; Cu(OH)a:

Hidréxido de cobre.

Na analise grafica por boxplot (Figura 5) a menor variagdo de AACPD foi apresentada
pela SBI-E a 10° UFC/mL e a 4gua (testemunha). Os tratamentos realizados na concentragio

de in6culo patogénico a 107 UFC/mL demonstraram menores AACPD, do que a 108 UFC/mL.
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Aplicacio preventiva
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50
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SBI-UV 10° SBI-E 108 SBI-E 10° ASM Cu(OH): Agua
N 10’ M 108

Figura 5. Boxplot da area abaixo da curva de progresso da severidade da mancha bacteriana
do tomateiro, em aplicacdo preventiva, de diferentes suspensdes bacterianas inativadas (SBI)
e diferentes concentracdes de indculo patogénico (X. hortorum pv. gardneri) (107 e 108
UFC/mL). UV: Luz ultravioleta na concentragio de 10® UFC/mL; E 10%: Esterilizagdo na
concentracdo de 103 UFC/mL; E 10°: Esterilizacdo na concentragdo de 10° UFC/mL; AMS:

Acibenzolar-S-metil; Cu(OH): Hidréxido de cobre.

DISCUSSAO

Este estudo mostrou que a bactéria morta pelo calor pode conferir uma protecdo a
planta contra ataques subsequentes do microrganismo virulento. A SBI-UV apresentou
resultados semelhantes a SBI-E, com as seguintes desvantagens: tempo de preparo (5 h) e
desgaste da lampada UV utilizada na inativagdo da suspensdo. O uso da SBI-E pode ser mais
vantajoso, pela praticidade e rapidez no preparo e obten¢do do produto.

A concentracdo do inoculo patogénico foi reduzida para o segundo ensaio, devido a
severidade da doenga observada nas plantas com a suspensdo na concentragio a 10° UFC/mL.

Dessa forma, para o segundo ensaio, utilizou a concentragdo de 10 e 107 UFC/mL,
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concentragdes que mais se aproximam das condi¢des de campo. O aumento da severidade da
doenga com o uso da SBI-MC e a SBI-S foi devido ao tempo de envelhecimento nao ter sido
suficiente para a morte total da bactéria.

O ASM ¢ um produto quimico sintético que ativa o mecanismo de defesa da planta
utilizado no controle de diversas doengas bacterianas (Walters et al. 2005), responsavel por
estimular a producao das enzimas peroxidase e oxidase de polifendis, que atuam no controle
da mancha bacteriana do tomateiro (Cavalcanti et al. 2006). O produto diferiu
significativamente na aplicagdo preventiva da aplicacdo curativa devido a planta necessitar de
um tempo para o reconhecimento do agente indutor e a ativagdo dos mecanismos de defesa, a
fim de evitar a colonizagdo do patdgeno. Ja na aplicagdo curativa, as plantas foram inoculadas
inicialmente, favorecendo a infecg¢do/colonizagdo da bactéria no tecido vegetal e
consequentemente o desenvolvimento da doenga.

A hipotese do uso de mais de uma pulverizacdo em aplicacao preventiva das SBIs em
diferentes intervalos poderia melhorar o controle da doenca. A aplicagdao preventiva das SBI
pode induzir o mecanismo de defesa da planta, na ativagdo de enzimas e o desenvolvimento
da resisténcia sistémica, protegendo a planta contra o patogeno. No entanto, ensaios futuros
deverdo ser realizados para avaliar as enzimas relacionadas ao mecanismo de defesa da planta
e a resisténcia sistémica adquirida.

Lovrekovich e Farkas (1965) demonstraram que o pré-tratamento das folhas de tabaco
com bactérias mortas pelo calor, através da fervura, induziu protecao contra a infec¢ao por
Pseudomonas tabaci. Também foi observada uma reducao da severidade de podridao mole
causada por Pectobacterium atrosepticum em folhas destacadas de batata, quando pré tratadas
com uma suspensao autoclavada de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Faillace et al. 2019).

No presente trabalho foi constatado um menor AACPD ou menor severidade da

doencga com a utilizagdo da SBI-E na concentracdo de 10° UFC/mL, evidenciando que quanto
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maior o nimero de células bacterianas inativadas concedidas a planta, maior foi a protecao.
Do mesmo modo, Filippi et al. (2007) constataram a inducdo de resisténcia em plantas de
arroz a Magnaporthe oryzae, utilizando um isolado avirulento da mesma espécie como agente
de inducdo. As plantas apresentaram uma redugdo significativa da severidade de brusone do
arroz. Também foi observado um gradiente de indugdo, ou seja, quanto maior a concentragao
do agente indutor aplicado, menor foi a area foliar afetada pela doenca.

O uso SBI-E a 10® e 10° UFC/mL teve como objetivo avaliar se uma concentragio
mais elevada da SBI acarretaria em uma maior redugdo da severidade da doenga e também a
viabilizagdo de producdo da SBI-E, para posterior diluicdo e uso. As SBI-E a 10® e 10°
UFC/mL também nao mostrou efeito toxico as plantas de tomate.

As doencas bacterianas sdo de dificil controle, principalmente se ja estiverem
presentes no campo, ¢ medidas preventivas sdo consideradas mais efetivas para evitar a
infeccdo inicial ou o controle do patogeno. O uso das SBI-UV e SBI-E foram eficientes e
reduziram a curva de progresso da doenga, controlando a mancha bacteriana do tomateiro,
podendo ser recomendadas para o manejo da doenga, reduzindo o uso de agroquimicos € o
impacto ambiental.

Até o momento nao ha uma metodologia semelhante descrita na literatura, de facil
preparo ¢ de baixo custo, apresentando-se como uma tecnologia inovadora no controle de
doengas bacterianas de plantas de importancia agricola, onde a propria suspensdo bacteriana
inativada pode controlar a propria doenca, semelhante as vacinas utilizadas no controle de
doengas infectocontagiosas.

Esse método inovador foi depositado como “Patente de invengdo” em 20 de julho de
2021 no INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), com numero de registro: BR 10

2021 014300 2 (Anexo A) (Tebaldi et al. 2021).
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Este ¢ o primeiro estudo do uso de SBI no controle da mancha bacteriana do
tomateiro. Outros ensaios deverdo ser conduzidos para avaliar a sua eficicia no controle de
doengas bacterianas de plantas. As SBI apresentam grande potencial para o manejo de da

mancha bacteriana do tomateiro.

CONCLUSAO

Conclui-se que as SBI-UV e SBI-E foram eficazes em aplicacdo preventiva para o
controle da mancha-bacteriana do tomateiro. No entanto, ¢ indispensavel o desenvolvimento
de estudos futuros que identifiquem as enzimas relacionadas ao mecanismo de defesa das
plantas, os melhores momentos e intervalos de aplicacdo e a eficacia do controle no campo.
Com o crescente estimulo em busca de novas alternativas de controle de doengas, inovagdes
sdo essenciais, como o uso SBI no controle da doen¢a, sendo uma forma de controle

sustentavel.
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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (PI)

Titulo da Invengao ou Modelo de METODO DE PREPARO DE SUSPENSAO BACTERIANA
Utilidade (54): INATIVADA PARA O CONTROLE DA MANCHA BACTERIANA DO
TOMATEIRO
Resumo: A presente invengao propde o preparo € o uso de uma suspensao
bacteriana inativada para o controle da mancha bacteriana do
tomateiro causada por Xanthomonas gardneri, uma vez que os
agroquimicos disponiveis ndo sao eficientes, propondo-se um
método alternativo de controle sem impacto ambiental. Esta
modalidade mostra-se promissora para o controle de doengas
bacterianas que ocorre em diversas fruteiras e culturas de
importancia agricola, como milho, soja, algodéo, repolho, melao,
citros e maracuja entre outas.
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