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RESUMO GERAL

O cajueiro ¢ uma planta originaria do Brasil, concentrada principalmente na regido Nordeste,
cuja produtividade ¢ consideravelmente afetada pela incidéncia de doengas. Apesar da maioria
das doengas serem de etiologia fingica, tem-se observado a ocorréncia de doencas bacterianas,
como a mancha angular e a mancha de Xanthomonas causadas por Xanthomonas citri pv.
anacardii, em cajueiros cultivados nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte. O principal
sintoma da mancha angular sdo manchas necroticas escurecidas, restritas pelas nervuras do
limbo foliar, enquanto no caso da mancha de Xanthomonas, os sintomas sao necroses nos frutos
e nas nervuras secundarias das folhas da planta. A introduc¢do de material propagativo infectado
¢ a principal forma de disseminacdo da doenga entre lavouras. Os principais meios de
sobrevivéncia relatados de X. citri sdo restos culturais de ciclos anteriores do hospedeiro,
hospedeiros alternativos, sobrevivéncia epifitica, endofitica e por meio de células vidveis e ndo
cultivaveis (viable but nonculturable - VBNC) do patogeno. Neste ultimo caso, VBNC ndo sao
observadas em meio de cultura, porém viadveis, permitindo a sobrevivéncia bacteriana. Fatores
ambientais adversos capazes de inibir o desenvolvimento da bactéria podem induzir o estado
VBNC, que tendem a se manter em baixa atividade metabolica durante longos intervalos de
tempo, porém podendo ser revertido quando em condigdes favoraveis para o crescimento da
bactéria. Diante disso, este trabalho objetivou a caracterizacao de células em estado VBNC em
dois isolados pigmentados (CCRMTAQI13 ¢ CCRMTAQI18) e um isolado apigmentado
(IBSBF2579) de X. citri pv. anacardii. Para esse fim, os genomas dos trés isolados foram
obtidos do banco de dados do NCBI, anotados e, em seguida, analisados visando a identificagdo
de genes codificados em condi¢ao de VBNC. Para avaliar o estado de VBNC, foi obtida uma
curva de crescimento bacteriano, determinando-se a fase exponencial (log) e de morte dos
1solados. Essas fases foram avaliadas quantificando-se a concentracdo de células por meio de
PCR quantitativa (QPCR) com primers construidos com base no gene reld, seguindo-se a
avaliacdo da patogenicidade das células em estado VBNC por meio de inoculagdes artificiais
em cajueiros. Foram identificados 13 genes relatados como expressos no estado de VBNC nos
genomas dos trés isolados, sendo o gene relA selecionado para as analises de qPCR. Curvas de
crescimento bacteriano in vitro construidas em meio de cultura NYD permitiram a
determinagdo da quantidade de células totais vidveis presentes nas fases exponencial e de morte
para os isolados CCRMTAQ13 (24/96h), CCRMTAQ18 (48/72h) e IBSBF2579 (96/168h). A
caracterizacdo do estado VBNC em X. citri pv. anacardii ocorreu pela comparacao entre a
quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) e a quantidade de copias do gene
relA/mL na fase de morte da curva de crescimento. No método de dilui¢ao seriada, na fase de
morte foram obtidos 0 UFC/mL em CCRMTAQI3, 0,2 x 108 UFC/mL em CCRMTAQIS8 e
0,07 x 108 UFC/mL em IBSBF2579. Através da qPCR, foram quantificadas 2,68 x 10® copias
do gene reld /mL em CCRMTAQI3, 2,38 x 10® copias do gene reld /mL em CCRMTAQI1S, e
7,34 x 10® copias do gene reld /mL em IBSBF2579. A comparagio dos dados quantitativos
demonstrou valores até¢ 100 vezes maiores nos ensaios por qPCR para a fase de morte. Para a
variavel periodo de incubacdo ndo houve interagdo significativa entre os isolados e as fases de
crescimento, havendo diferencas significativas apenas entre as fases de crescimento
(exponencial e de VBNC), com a fase LOG levando em média 1,91 dias para causar os
primeiros sintomas. Para severidade, avaliada aos vinte dias apds a inoculagdo, foi observada
interagdo entre os isolados e as fases de crescimento, sendo o isolado CCRMTAQ18 na fase
LOG, o de menor média (3,95 mm?), e o isolado IBSBF2579, a maior média (7,17 mm?). A
caracterizacdo das VBNC possibilita uma nova perspectiva para a diagnose de fitobactérias, e
nesse estudo foi realizado o primeiro relato da ocorréncia de VBNC em X. citri pv. anacardii,
uma importante bactéria fitopatogé€nica para regido Nordeste do Brasil.

Palavras chave: Anacardium occidentale, Xanthomonas citri pv. anacardii, VBNC.



GENERAL ABSTRACT

The cashew tree is a plant originating from Brazil, concentrated mainly in the Northeast region,
whose productivity is considerably affected by the incidence of diseases. Although most
diseases are of fungal etiology, bacterial diseases such as angular leaf spot
and Xanthomonas spot caused by Xanthomonas citri pv. anacardii, in cashew trees grown in
the states of Ceard and Rio Grande do Norte. The main symptom of angular leaf spot is
darkened necrotic spots, restricted by leaf limb veins, while in the case of Xanthomonas spot,
the symptoms are necrosis in the fruits and the secondary veins of the leaves of the plant. The
introduction of infected seedlings is the main form of dissemination among crops.
X. citri's main reported means of survival are crop residues from previous host cycles,
alternative hosts, epiphytic, endophytic and viable but nonculturable cells (VBNC) survival of
the pathogen. In the latter case, VBNC are not observed in culture medium, but viable, allowing
bacterial survival. Adverse environmental factors capable of inhibiting bacterial development
may induce VBNC status, which tends to remain in low metabolic activity for long periods of
time but may be reversed when under favorable conditions for bacterial growth. Therefore, this
work aimed the characterization of VBNC in two pigmented isolates
(CCRMTAQI13 and CCRMTAQI18) and one nonpigmented isolate  (IBSBF2579) of
X. citri pv. anacardii. To this end, the genomes of the three strains were obtained from
the NCBI database, annotated and then analyzed for the identification of genes encoded
under VBNC condition. To assess the state of VBNC, a bacterial growth curve was obtained,
determining the exponential (log) and death phase of the isolates. These phases were
evaluated by quantifying cell concentration by quantitative PCR (qPCR) with primers
constructed based on rel/A gene, followed by the evaluation of pathogenicity of cells
in VBNC state by artificial inoculation in cashew trees. Thirteen genes reported as expressed
in the VBNC state were identified in the genomes of the three isolates, and the re/A gene was
selected for qPCR analysis. /n vitro bacterial growth curves constructed in NYD culture media
allowed the determination of the amount of total viable cells present in the exponential and
death phases for CCRMTAQI13 (24/96h), CCRMTAQI18 (48/72h) and IBSBF2579 (96/168h)
isolates). The characterization ofthe VBNC state in X citri pv. anacardii occurred by
comparing the number of colony forming units (CFU/ mL) and the number of copies of
the rel/A gene/mL at the death phase of the growth curve. In the serial dilution method, at the
death phase, 0 CFU/mL were obtained in CCRMTAQI3, 0.2 x 108 CFU/mL
in CCRMTAQ18 and 0.07 x 108 CFU / mL in IBSBF2579. Through qPCR, 2.68 x 108 copies
of therelA/ mL gene in CCRMTAQI3, 2.38 x 108 copies of therel/A/mL gene
in CCRMTAQI18, and 7.34 x 108 copies of the re/A/mL gene in IBSBF2579. Comparison of
quantitative data showed up to 100-fold higher values in the qPCR assays for the death phase.
For the incubation period there was no significant interaction between isolates and growth
phases, with significant differences only between growth phases (exponential and VBNC), with
the LOG phase taking an average of 1.91 days to cause the first ones. symptoms. For severity,
evaluated at twenty days after inoculation, interaction between isolates and growth phases was
observed, being the CCRMTAQ18 isolate in the LOG phase, the lowest average (3.95 mm?),
and the IBSBF2579 isolate, the highest average. (7.17 mm?). The characterization
of VBNC allows a new perspective for the diagnosis of phytobacteria, and in this study the first
report of the occurrence of VBNC in X. citri pv. anacardii, an
important phytopathogenic bacterium for northeastern Brazil.

Key words: Anacardium occidentale, Xanthomonas citri pv. anacardii, VBNC.
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CARACTERIZACAO DE CELULAS VIAVEIS E NAO CULTIVAVEIS EM

Xanthomonas citri pv. anacardii

INTRODUCAO GERAL

1. A cultura do cajueiro

O cajueiro (4nacardium occidentale L.) pertencente a familia Anacardiaceae
(D’SOUZA et al., 1996) ¢ uma planta tropical com centro de origem no Brasil (NAIR, 2010),
pais que ¢ o maior produtor mundial do pseudofruto (ou pedunculo), obtendo 1.775.253
toneladas no ano de 2016 (FAO, 2019). Na regiao Nordeste do pais, a planta ¢ capaz de crescer
em todos os tipos de solo e possui alta capacidade de producdo de sementes viaveis que sdao
disseminadas no meio ambiente, formando novas plantas (LORENZI, 2008; SERRANO;
PESSOA, 2016). Essa regido caracteriza-se como a principal produtora do Brasil, sendo
responsavel por mais de 99% do total produzido no pais, sucedida pelas regides Norte e Centro-
Oeste. Destaque para o estado do Ceard, que se caracteriza como o maior produtor nacional de
castanha de caju, com mais de 460.000 toneladas produzidas no ano de 2018. No ranking
nacional de producdo, o Ceara ¢ seguido pelos estados do Rio Grande do Norte, Piaui, Paraiba
e Pernambuco, respectivamente (IBGE, 2019).

Historicamente, a producao de caju no Brasil foi focada inicialmente apenas no
extrativismo, em propriedades de pequeno porte. A partir da segunda metade da década de
1940, o cultivo tornou-se mais organizado, com a finalidade de atender a demanda de castanha
de caju. Por conta disso, ¢ notdvel a transi¢cdo entre o extrativismo e o cultivo tecnificado,
evidenciando a necessidade de avancos na tecnologia na cultura (VIDAL NETO et al., 2018).
Atualmente, a producdo de cajueiros se concentra entre pequenas e médias propriedades (area
inferior a 100 ha) pertencentes a produtores, comunidades, associacdes ou assentamentos
(SERRANO, 2016). A cultura do cajueiro apresenta grande importancia socioecondmica no
Brasil devido a possibilidade de comercializagdo de diversos produtos provenientes da cultura
(VIDAL, 2016).

Apesar de ser o pais de maior producao do pseudofruto de cajueiro do planeta, o Brasil
nao figura no ranking dos maiores exportadores mundiais de castanha, que € o fruto e o principal
produto da cultura (DENDENA; CORSI, 2014; SENA et al., 2019). A améndoa extraida da
castanha € rica em proteinas, lipideos, carboidratos, fosforo, ferro, zinco e magnésio, tornando-
a atrativa para a alimentagdo, e possui um 6leo que pode ser utilizado para substituir o azeite de

oliva (GAZZOLA et al., 2018).
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Em 2016, os principais exportadores mundiais de castanhas foram Vietna, Nigéria, india
e Costa do Marfim, respectivamente (FAO, 2018). Por sua vez, os principais importadores
mundiais da améndoa da castanha de caju foram Estados Unidos e a Unido Europeia
(GUANZIROLI, 2009). Além do fruto e do pseudofruto, o cajueiro pode ser aproveitado através
da casca da arvore, utilizada como adstringente e tonico, bem como das flores da arvore, as
quais sdo meliferas e a seiva pode servir como matéria prima para a producdo de tinta

(GAZZOLA et al., 2018).

2. Doencas do cajueiro

Nos ultimos anos, a cultura do cajueiro tem sofrido com o declinio produtivo
significativo atribuido a epidemias de doencas (CARDOSO; VIANA; MARTINS, 2018).
Embora todos os 6rgdos da planta possam apresentar sintomas caracteristicos, as mais
facilmente identificadas sdo as doengas foliares, pelos danos que acarretam a cultura e pela
simplicidade na visualizagdo (CARDOSO et al., 2013).

De acordo com Menezes (2017), o cajueiro ¢ infectado principalmente por doengas
causadas por organismos fungicos, dentre estes os principais sdo: Collectotrichum
gloeosporioides (Penz) Penz. e Sacc., causador da antracnose, Pseudoidium anacardii (F.
Noack) U. Braun e R.T.A. Cook), agente causal do oidio (MARTINS et al., 2018) e fungos da
familia Botryosphaeriaceae, causadores de diversas doengas no cajueiro e considerados como
importante fator limitante no semiarido brasileiro (ALVES et al., 2015).

A mancha angular e a mancha de Xanthomonas, causadas por Xanthomonas citri pv.
anacardii sao as unicas doencas bacterianas do cajueiro relatadas at¢é o momento. Contudo
ambas tém sido cada vez mais observadas e estudadas nos ultimos anos (GAMA et al., 2011;

GAMA et al., 2018).

3. Mancha Angular e Mancha de Xanthomonas

O primeiro registro da mancha angular no mundo foi realizado em 1909, apds a
observagao da ocorréncia da doenga em mangueiras na Africa do Sul. Na ocasido, foram obtidas
coldnias amarelas resultantes do isolamento, sendo a bactéria descrita como Bacillus
mangiferae Doidge (DOIDGE, 1915). No ano de 1957, a bactéria foi novamente reclassificada
como Erwinia mangiferae (Doidge) Bergey et al. (BREED et al., 1957). Posteriormente, foi

verificada a patogenicidade deste patdogeno em plantas de cajueiro e foi proposta uma nova
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reclassificagdo para uma nova espécie, Pseudomonas mangiferae-indicae Patel et al. (PATEL
et al., 1948). Estudos subsequentes realizados por Robbs, Ribeiro, Kimura (1974) propuseram
a recolocacao do patdégeno para o taxon X. campestris pv. mangiferaeindicae (Patel et al.)
Robbs et al., além de incluir nessa classificacao tanto isolados pigmentados como isolados
apigmentados.

A mancha angular foi detectada em diversos paises, como Japao, Quénia e Australia
(GAGNEVIN; PRUVOST, 2001). Os sintomas da doenga caracterizam-se como manchas
foliares encharcadas, que posteriormente tornam-se necroticas, limitadas pelas nervuras foliares
(Ah-You et al., 2007). No Brasil, o primeiro relato da doenca foi realizado por Robbs em 1955,
na regido Centro-Oeste do pais, sendo o hospedeiro da doenca ndo especificado. Contudo, foi
a partir deste relato que o nome popular da doenca, mancha angular, foi estabelecido no Brasil
(ROBBS, 1955). No Nordeste do pais, a doenga foi relatada apenas no ano de 1978, em
mangueiras no estado do Ceara (ROBBS; PONTE; SALES, 1978), sendo que apos trés anos, a
ocorréncia da doenga foi descrita em plantas de cajueiro (ROBBS et al. 1981).

A primeira observagdo dos sintomas da mancha de Xanthomonas foi realizada pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, que detectou a ocorréncia da doenga no
municipio de Pio IX, no estado do Piaui em 2003 (VIANA, 2006). Na ocasido, os sintomas
observados foram manchas angulares, encharcadas, e escurecidas nas folhas e nas nervuras
secundarias das folhas (VIANA et al., 2007).

A mancha angular e a mancha de Xanthomonas foram inicialmente atribuidas a X.
campestris pv. mangiferaeindicae (Patel et al.) Robbs et al. (ROBBS; RIBEIRO; KIMURA,
1974; VIANA et al., 2005; SADDLER; BRADBURY, 2005), uma bactéria que apresentava
isolados pigmentados e apigmentados, cuja classificagdo taxondmica passou por diversas
modificagdes. Em sintese, estudos taxondmicos reclassificaram isolados apigmentados obtidos
de diferentes anacardiaceas como X. axonopodis pv. mangiferaeindicae e criaram o patovar
anacardii (AH-YOU et al., 2007). Posteriormente, o grupo no qual esses patovares estavam
inseridos foi reposicionado para a espécie X. citri, resultando nos epitetos X. citri pv. anacardii
e X citri pv. mangiferaeindicae (AH-YOU et al. 2009; CONSTATIN et al., 2016).
Adicionalmente, os isolados pigmentados também foram reclassificados como X. citri pv.
anacardii (GAMA et al., 2018).

Nao existem estudos epidemioldgicos da mancha angular e/ou da mancha de
Xanthomonas do cajueiro. Contudo, estudos realizados com o cancro bacteriano da mangueira
causado por isolados pigmentados e apigmentados de Xanthomonas demonstraram que a

bactéria ¢ favorecida por umidade relativa do ar proxima a 80% (CONSTANTIN et al. 2016;
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ZOMBRE et al., 2015, 2016). A disseminagio a longas distancias ocorre pela utilizagdo de
material propagativo infectado, sendo que ventos e chuvas favorecem a disseminag@o a curtas
distancias. A sobrevivéncia do patdégeno ocorre principalmente em tecidos infectados
(GAGNEVIN; PRUVOST, 2001). O manejo dessas doengas pode ser realizado de forma
integrada com o uso de material propagativo sadio, uso de quebra-ventos e irrigacdo por
gotejamento para controle do microclima, podas de limpeza (eliminando ramos que apresentem
sintomas de infec¢do) e pulverizagdes quinzenais de oxicloreto de cobre até que as castanhas
percam a coloracao verde (GAGNEVIN; PRUVOST, 2001; VIANA et al., 2006b).
Atualmente existem mais de 200 genomas de espécies do género Xanthomonas
sequenciados e depositados no GenBank do NCBI, os quais 4 pertencem a Xanthomonas citri

pv. anacardii (Tabela 1) (NCBI, 2019).

Tabela 1. Informagdes genomicas sobre isolados de X. citri pv. anacardii depositados no NCBI

Tama

Isolado Deposito Status do ND, nho GC  Plasmid RNAs Genes Subsistemas
no NCBI genoma contigs % €o0s
(Mb)
GCA 0
CFBP 2913 026886  Incompleto 25 5202 64 0 55 4720 349
72 6
25.1
GCA D 5.350 64.
IBSBF2579 028372  Incompleto 197 0 57 5041 356
84 0
55.1
GCA_O 5.269 63.
CCRMTAQI3 028984  Incompleto 195 9% 9 0 54 4761 349
75.1
GCA O 5.183 64
CCRMTAQI8 028984 Incompleto 195 ' 68 1 ' 0 54 4753 349
15.1

4. Caracteristicas do Género Xanthomonas

O género Xanthomonas Dowson ¢ composto por bactérias Gram negativas, com formato
de bastonete, tamanho entre 0,8 ¢ 2,0 um, monotriquias, aerobicas obrigatdrias, incapazes de
reduzir nitrato, catalase positivo e urease negativo (SADDLER; BRADBURY, 2005). A

espécie tipo do género € X. campestris pv. campestris, agente causal da podriddo negra das



13

bréassicas. A patogenicidade das bactérias do género Xanthomonas em vegetais esta ligada ao
conjunto de genes hrp, grupo comumente encontrado em outras bactérias fitopatogénicas
(PANIJEL et al.,2013; LEE; ZHAO, 2015; JOVANOVIC et al., 2017), conforme demonstrado
pela homologia entre esses genes em X. campestris pv. campestris € Ralstonia solanacearum,
agente causal da murcha das solanaceas (SADDLER; BRADBURY, 2005).

Uma caracteristica marcante do género Xanthomonas ¢ a produgdo de um pigmento
amarelo denominado xantomonadina, embora algumas espécies, como por exemplo X. citri pv.
viticola e alguns isolados de X. citri pv. anacardii, ndo produzam esse pigmento (GAMA et al.
2011; GAMA et al., 2018). Em meios ricos em glicose essas bactérias tendem a produzir
exopolissacarideos comumente conhecidos como goma xantana, a qual ¢ utilizada na producao
de alimentos e na formulagdo de diversos produtos quimicos (KADO, 2011). Este biopolimero
tem a fun¢do aumentar a viscosidade de fluidos e ¢ capaz de se manter estavel em condigdes
adversas (GARCIA-OCHOA, 2000).

Dentro do género encontram-se mais de 100 bactérias de importancia fitopatologica,
tais como X. campestris, X. axonopodis, X. citri e seus patovares, que apresentam diversas
caracteristicas que as distinguem (KADO, 2011). Os integrantes do género sdo capazes de
causar doengas em mais de 120 espécies de monocotiledoneas e mais de 250 espécies de
dicotiledoneas. Apesar disso, doengas causadas por Xanthomonas em gimnospermas ainda nao
foram relatadas at¢ o momento (SADDLER; BRADBURY, 2005). Apesar de se caracterizar
como um género extenso de bactérias patogénicas a diversas espécies vegetais, a gama de
hospedeiros dos patovares tem um alto nivel de especificidade, geralmente restrito a
determinadas familias botanicas (JACQUES et al., 2016). Nesse contexto, 0s prejuizos
causados no cenario agricola mundial fazem do género Xanthomonas extremamente relevante,
compondo cerca de um ter¢o do grupo das dez principais bacterioses de plantas estudadas em
todo o planeta (MANSFIELD et al., 2012).

As bactérias do género Xanthomonas utilizam diversos mecanismos de viruléncia e
patogenicidade para infec¢do e multiplicagdo celular bem-sucedida nos tecidos dos
hospedeiros. Entre os fatores de patogenicidade destacam-se as adesinas, que sdo complexos
proteicos responsaveis pela aderéncia bacteriana em superficies compostas por moléculas alvo,
como tecidos vegetais especificos ou exsudados provenientes de ferimentos (KLEMM;
SCHEMBRI, 2000). Os sistemas de secrecdo também s3o importantes fatores de
patogenicidade para grande parte das espécies desse género. Até o momento, seis sistemas de
secrecao foram relatados em espécies de Xanthomonas, cada um deles apresentando diferentes

fungdes na viruléncia e patogenicidade dessas bactérias (KADO, 2010). Polissacarideos
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extracelulares (EPS) também se caracterizam como um fator de viruléncia, geralmente
interferindo significativamente na severidade das doencas (CHAN; GOODWIN, 1999;
BUTTNER; BONAS, 2009).

A sobrevivéncia das espécies e patovares de Xanthomonas pode ocorrer na rizosfera e
na filosfera de hospedeiros alternativos (SILVA et al., 2017), de forma epifitica e endofitica
nos tecidos foliares (PRUVOST et al., 2009), cancros, brotos dormentes e cicatrizes foliares
(LAMICHHANE, 2014). Alguns genes do grupo Arp, além de associados a patogenicidade, sdo
também relatados como relacionados a sobrevivéncia dos integrantes de espécies pertencentes
ao género (BUTTNER; BONAS, 2010).

A disseminagdo das espécies e patovares de Xanthomonas pode ocorrer através de
respingos de chuva, frutos e material de propagagdao infectados (sintomdticos ou
assintomaticos), solo infectado, maquinario de tratos culturais e, possivelmente, por insetos
(TOSTES et al., 2014; KASTELEIN et al., 2018). A penetragdo pode ocorrer através de
aberturas naturais, geralmente hidatddios, e € favorecida por praticas culturais, como ferimentos
provocados por podas, aerossois resultantes de irrigagdao, ou por injurias causadas por insetos
(RYAN et al., 2011; MENDONCA; ZAMBOLIM; BADEL, 2017).

As técnicas de manejo para as bactérias do género Xanthomonas sdo diversificadas,
contudo, essencialmente sdo indicadas praticas de controle cultural de forma integrada, como
adubacdo balanceada, controle de insetos vetores, implementacao de genotipos diversificados,
a utilizacdo de material propagativo sadio ¢ uma outra importante medida de controle desses
patégenos (LAMICHHANE, 2014). O controle quimico se d& através da aplicagdo de
fungicidas cupricos de forma preventiva (MENDONCA; ZAMBOLIM; BADEL, 2017). Em
alguns casos, o controle biologico também ¢ recomendado, entre os procariotos, as bactérias
dos géneros Bacillus e Streptomyces sdao considerados eficientes na inibicdo de algumas

doencas causadas por Xanthomonas (THAPA; BABADOOST, 2016).

5. Células viaveis e nao cultivaveis (VBNC)

Células vidveis e nao cultivaveis (viable but nonculturable - VBNC) ¢ o termo dado a
células bacterianas incapazes de crescer em meio de cultura, mas que permanecem vivas e
capazes de retornar as atividades metabdlicas em condic¢des favoraveis (OLIVER, 2010). Ao se
deparar com fatores limitantes a sobrevivéncia, a maioria das bactérias morre, contudo, algumas

células remanescentes no estado de VBNC tendem a demonstrar baixa atividade metabolica, e
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tornam-se plenamente cultivaveis ap6s reversao deste mecanismo (OLIVER, 2005; TREVORS,
2011).

As bactérias capazes de entrar em estado VBNC geralmente sdo induzidas por condig¢des
de estresse, como aqueles provocados pela radiacdo UV (ZHANG et al, 2015), déficit
nutricional (ABURJAILE et al., 2016), temperaturas extremas (LOWDER et al., 2000), pH
desfavoravel (CUNNINGHAM O’BYRNE, OLIVER, 2009; JIANG et al, 2016), agentes
quimicos antibacterianos, especialmente aqueles derivados de cobre (JIANG et al., 2016) e
estresse oxidativo (NOWAKOWSKA, OLIVER, 2013). Ao se deparar com condi¢des que
possibilitem a reversdo do estado de VBNC, como ambiente rico nos nutrientes necessarios a
sobrevivéncia da bactéria, mecanismos metabdlicos sdo ativados, resultando na chamada
ressuscitagdo do procarioto (SU et al., 2018). Para esse efeito, um dos principais fatores ¢ o
contato com o organismo hospedeiro, sendo a ocorréncia da ressuscitagao relatada em longos
periodos ap6s a indugdo do mecanismo nas bactérias, tanto em patdégenos de animais, como
observado na recuperacgdo de células de Sa/monella enterica 17 anos ap6s a indugdo do estado
VBNC por meio de caréncia nutricional (AMEL; AMINA, 2008). Em fitopatogenos também
foi observada a reversao do estado VBNC em R. solanacearum quatro anos apos a indugao ao
estado VBNC mediante déficit nutricional (ALVAREZ, LOPEZ, BIOSCA, 2008).

Atualmente o mecanismo de VBNC ¢ relatado em diversas bactérias, com uma parcela
significativa composta por micro-organismos patogénicos a mamiferos, como Escherichia coli
(CHEN et al., 2018), Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa (L1 et al., 2014),
Salmonella spp. (ZHAO et al., 2017), e organismos fitopatogénicos, como Rhizobium
radiobacter (ALEXANDER; PHAM; STECK, 1999), Erwinia amylovora (LEE; ZHAQO, 2015;
SANTANDER; FIGAS-SEGURA; BIOSCA, 2018), P. syringae (POSTNIKOVA et al., 2015),
R. solanacearum (KONG et al., 2014), Acidovorax citrulli (KAN et al., 2019) e X. citri (DEL
CAMPO et al., 2009; PALMIERI et al., 2010). No género Xanthomonas, o estudo do
mecanismo ¢ relatado desde 1999 em X. campestris pv. campestris (GHEZZI;, STECK,
1999).No entanto, a maioria dos trabalhos foram realizados com X. citri subsp. citri, avaliando-
se inducao ao estado VBNC por meio da utilizagdo de compostos ctpricos (DEL CAMPO et
al.,2009; PALMIERI et al., 2010; GOLMOHAMMADI et al., 2013).

No presente momento, o entendimento da ocorréncia das VBNC vem sendo esclarecido
com o auxilio de estudos moleculares, utilizando-se de ferramentas, como qPCR para a
quantificagdo de genes ligados ao estado de viabilidade (KONG et al., 2014). Por meios desses
estudos tém sido possivel encontrar genes ligados a VBNC atuando em diversos mecanismos

do metabolismo bacteriano, como fIiG, responséavel pela motilidade (ASAKURA et al., 2007),
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genes responsaveis pela biossintese de metabolitos (SU et al., 2016), dps, que atua na prote¢ao
contra estresse oxidativo (UM et al,, 2013), tnaA, envolvido na formagao de biofilme (MENG
et al., 2015), relA, relacionado a resisténcia a estresse ambiental (ASAKURA et al,, 2007) e
genes de geracdo de energia e composicao da parede celular (POSTNIKOVA et al., 2015).
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar a ocorréncia
de VBNC em isolados pigmentados e apigmentados de X. citri pv. anacardii, dessa forma
estabelecendo novas perspectivas na diagnose da bactéria em cultivos de cajueiro. Assim, neste
trabalho visamos (i) determinar a ocorréncia de VBNC nos isolados CCRMTAQI3,
CCRMTAQI18 e IBSBF2579 de X. citri pv. anacardii; (i1) caracterizar in silico os genes ligados
a ocorréncia de VBNC nos genomas desses isolados; (iii) determinar as fases de crescimento
desses isolados in vitro, (iv) detectar e quantificar VBNC em X. citri pv. anacardii por meio do
gene relA através da qPCR em cada um dos isolados; (vi) avaliar a capacidade X. citri pv.
anacardii (quando as células estiverem em estado VBNC), causar doenca em mudas de

cajueiro.
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RESUMO

A mancha angular e a mancha de Xanthomonas sdo as unicas doengas bacterianas
relatadas na cultura do cajueiro, sendo ambas causadas por Xanthomonas citri pv.
anacardii. Por se tratar de uma doenca disseminada principalmente por material
propagativo, ¢ necessario o conhecimento dos mecanismos de sobrevivéncia do agente
causal. Dessa forma, o presente estudo caracterizou a ocorréncia de células vidveis e ndo
cultivaveis (viable but nonculturable - VBNC) de isolados pigmentados (CCRMTAQI13
e CCRMTAQI8) e apigmentado (IBSBF2579) de X. citri pv. anacardii, integrando
estudos in silico, in vitro e in vivo. Nas analises in silico foram identificados 13 genes
expressos durante a fase de VBNC nos genomas dos trés isolados. Para a caracterizagdo
de VBNC in vitro, foram comparadas as concentracdes bacterianas (UFC/mL)
determinadas por meio de curvas de crescimento, com a quantidade de copias do gene
relA/mL por meio de qPCR. Os dados obtidos por qPCR demonstraram numero de
células/mL que superam todas as leituras de dilui¢cdo seriada na mesma fase dos isolados.
Adicionalmente, os isolados foram inoculados nas fases exponencial ¢ de VBNC, em
mudas de cajueiro e posteriormente avaliados quanto aos periodos de incubacao (PI) e
severidade (SEV) aos 20 dias apos a inoculagdo. Nao houve interagdo significativa entre
os fatores para o PI. Porém, foi observada diferenca no PI entre fases exponencial (2,41
dias) e de VBNC (4,58 dias). Em SEV, a interacao significativa foi verificada entre os
fatores estudados, onde o isolado CCRMTAQ13 na fase de VBNC demonstrou a SEV
mais baixa (3,95 mm?). Para o nosso conhecimento, esse € o primeiro relato da ocorréncia

do mecanismo de VBNC em isolados de X. citri pv. anacardii. Esses resultados
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comprovaram que X. citri pv. anacardii € capaz de entrar no estado de VBNC, mas capaz
de reverter esse estado através do contato com o apoplasto do seu hospedeiro, definindo
um novo patamar na diagnose de fitobacterioses em material vegetal proveniente de

cajueiro, demonstrando a necessidade do uso de praticas integradas de detecgao.

Palavras Chave: VBNC, Xanthomonas citri, qPCR.

INTRODUCAO

Xanthomonas citri pv. anacardii ¢ uma bactéria Gram negativa, aerdbica
obrigatoria, monotriquia, sensivel a maioria dos agentes antibacterianos comerciais, como
cupricos e tetraciclinas, que apresenta isolados pigmentados e apigmentados (Gama et
al., 2011; Saddler e Bradbury, 2005). Essa bactéria ¢ responsavel por causar a mancha
angular e a mancha de Xanthomonas do cajueiro, cujos sintomas se caracterizam como
manchas necroéticas de coloragao pardo-escura restritas pelas nervuras folhas (Papa et al.,
2001; Gama et al., 2015) e pelo escurecimento das nervuras foliares, manchas angulares
nas folhas, e lesdes necroticas nos frutos (Gama et al., 2015), respectivamente.

Até o momento, existem mais de 200 genomas de espécies do género
Xanthomonas sequenciados e depositados no GenBank/NCBI, dos quais 4 pertencem a
X. citri pv. anacardii (NCBI, 2019). No entanto, ainda ndo se conhece a existéncia de
células viaveis e ndo cultivaveis (VBNC) nessa bactéria. O termo VBNC tem sido
utilizado para células bacterianas incapazes de crescer em meio de cultura, mas que
permanecem vivas e capazes de retornar as plenas atividades metabodlicas em condigdes
favoraveis (Oliver, 2010), como ambientes contendo nutrientes necessarios a
sobrevivéncia da bactéria (Su et al., 2018) e durante o contato com o hospedeiro (Amel e
Amina, 2008).

As VBNC tém sido estudadas com o auxilio de estudos moleculares, utilizando
qPCR para a quantifica¢do de genes ligados ao estado de viabilidade, quando as células
bacterianas ndo podem mais ser cultivadas. Nesse caso, t€ém sido utilizados genes ligados
as VBNC atuando em diversos mecanismos do metabolismo bacteriano, como fIiG,
responsavel pela motilidade (Asakura et al., 2007), genes responsaveis pela biossintese
de metabolitos (SU et al., 2016), dps, que atua na protecdo contra estresse oxidativo (Um

et al., 2013), tnaA, envolvido na formacdo de biofilme (Meng et al., 2015), relA,
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responsavel pela adaptagdo a estresses ambientais, e genes de geracdo de energia e
composicao da parede celular (Postnikova et al., 2015).

As VBNC sao relatadas em diversas bactérias, das quais uma parcela ¢ composta
por organismos patogé€nicos a animais, como Escherichia coli (Chen et al., 2018),
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa (L1 et al., 2014), Salmonella spp.
(Zhao et al., 2017), e importantes organismos fitopatogénicos, como Rhizobium
radiobacter (Alexander; Pham; Steck, 1999), Erwinia amylovora (Lee e Zhao, 2015;
Santander; Figas-Segura; Biosca, 2018), Pseudomonas syringae (Postnikova et al., 2015),
Acidovorax citrulli (Kan et al., 2019), Ralstonia solanacearum (Kong et al., 2014) e X.
citri (Campo et al., 2009; Palmieri et al., 2010). No género Xanthomonas, a ocorréncia
de VBNC tem sido relatada em X. campestris pv. campestris (Ghezzi e Steck, 1999) e X.
citri subsp. citri (Del Campo et al., 2009; Golmohammadi et al., 2013). Nessas bactérias,
o estado de VBNC foi induzido através do contato da suspensdo bacteriana com sulfato
de cobre (CuSOs), sendo revertido apds o contato com o hospedeiro. Nesses estudos
foram aplicados diversos métodos de deteccao de VBNC, sendo a quantidade de células
totais medida pela densidade otica, e a viabilidade obtida por qPCR ou por kits comerciais
de avaliagdo microscopica de viabilidade (Del Campo et al., 2009; Golmohammadi ef al.,
2013).

Tendo em vista a ocorréncia da recuperagdo de células a partir do estado de
VBNC, células provenientes dessa reversao sao potenciais fontes de in6culo para novas
infecgdes, podendo inclusive comprometer lotes de produtos vegetais comerciais (Ordax
et al., 2009). Dessa forma, faz-se necessario uma detec¢do acurada da presenca do agente
patogénico por meio de técnicas moleculares em conjunto com métodos microbiologicos
tradicionais de isolamento, uma vez que bactérias que se encontram em VBNC nao
produzem coldnias visiveis (Oliver, 2010). Portanto, ¢ essencial que métodos que
permitam a deteccdo e quantificacdo de VBNC, como a quantificacdo por meio de qPCR
ou a extracao de RNA para a verificacdo de expressdao de genes alvos expressos na fase
de VBNC, sejam desenvolvidos (Postnikova et al.,2015). Neste contexto, o presente
estudo teve como objetivo analisar a ocorréncia de VBNC em isolados pigmentados e
apigmentados de X. citri pv. anacardii por meio de analises gendmicas in silico e qPCR,

avaliando a capacidade dessas células causarem lesdes patoldgicas em cajueiro.
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RESULTADOS

Determinacio das fases de crescimento in vitro

Foram determinadas as fases de adaptacdo, exponenciais, estaciondrias, declinio
e morte dos trés isolados de X. citri pv. anacardii. Para o isolado CCRMTAQI13, as 24
horas apds o cultivo (hac) foi possivel observar o apice da concentragdo bacteriana com
1,15 x 10® UFC/mL, enquanto as 96 hac o isolado nio formou mais coldnias contaveis
(Figura 1). No isolado CCRMTAQ18, o apice da curva de crescimento foi as 48 hac com
0,36 x 108 UFC/mL, enquanto préximo as 72 hac ja ndo havia formacdo de colonias
contaveis. No isolado IBSBF2579, foi possivel observar que as 96 hac houve um aumento
significativo chegando a 0,38 x 10® UFC/mL, indicando a fase exponencial da bactéria
no meio.

Na curva de crescimento obtida a partir de densidades oticas, para o isolado
CCRMTAAQI3 foi possivel observar o crescimento da curva até as 96 hac, momento onde
se iniciou a fase estacionaria. Para o isolados CCRMTAQ18 foi observado um aumento
até as 144 hac, enquanto para o isolado IBSBF2579 foi observado crescimento até as 72

hac.

Caracterizacao in silico

A partir do levantamento bibliografico e andlises genomicas in silico, foram
identificados os genes candidatos para o uso nesse estudo. Por meio de analises nos
bancos de dados do Blast, Uniprot e Pfam e com auxilio programa Artemis (Carver et al.,
2012), foram anotados 13 diferentes genes de coOpia unica no genoma bacteriano,

previamente relatados como expressos na fase de VBNC (Tabela 1).

Quantificacio de células em Xanthomonas citri pv. anacardii via qPCR

Os dados obtidos por meio de qPCR demonstraram que o primer relA foi
amplificado de forma eficiente para todas as amostras utilizadas, demonstrado
especificidade na curva de Melt (Figura 2A), e pela quantidade de copias do gene reld
para as amostras (Figura 2B), onde o isolado CCRMTAQ13 apresentou 4,86 x 108 ¢ 2,68
x 108 copias/mL, o isolado CCRMTAQIS8 apresentou 2,55 x 108 e 2,38 x10% copias/mL e
o isolado IBSBF2579 apresentou 4,85 x 10%e 7,35 x 10®, em suas fases exponencial e de

VBNC, respectivamente (Figura 3). Os valores quantificados por qPCR demonstraram
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valores similares estatisticamente para CCRMTAQ13, CCRMTAQ18 e IBSBF2579 pelo
teste T de Student (P >0,05), paras as fases log e de morte.

Parametros epidemiolégicos

Nao foi observada interagao significativa entre os fatores isolados e fases de
cultivo considerando o periodo de incubacdo da doenca, sendo os fatores analisados
isoladamente. Nesse caso, foram observadas diferengas significativas apenas no fator
fases de cultivo, com a fase exponencial apresentando um periodo de incubagdo de 2,4
dias, enquanto os isolados inoculados na fase de VBNC apresentaram periodo de
incubacdo de 3,7 dias.

Na avaliacao de severidade, foi observada interacao significativa entre os fatores
avaliados (isolados e fases de inoculacdo) (P<0,05), dessa forma os isolados
CCRMTAQI3 na fase de VBNC e IBSBF2579 na fase exponencial apresentaram as

médias mais baixas de severidade (3,96 mm? e 5,06 mm? respectivamente).

DISCUSSAO

No comportamento da curva de crescimento baseado na densidade otica, a longa
fase de adaptacdo dos trés isolados contraria estudos com outras fitobactérias, como
Acidovorax citrulli, que estabilizou o crescimento proximo as 14h de cultivo (Burdman
et al., 2005). Em IBSBF2579 a fase exponencial de desenvolvimento observada foi mais
tardia do que a esperada para bactérias fitopatogénicas (96hac), os isolados
CCRMTAQI3 e CCRMTAQI8 apresentaram suas fases exponenciais em momentos
proximos ao intervalo 24-48 hac previamente relatado como 6timo (Mariano e Souza,
2016). Quando analisados em conjunto, esses dados contribuiram para a escolha das fases
para a analise por qPCR, pois ao mesmo tempo em que a curva de crescimento se
estabilizou na diluigdo seriada, permaneceu em ascensao na densidade 6tica nos isolados
CCRMTAQI3 e CCRMTAQI18 (Figura 1. A-D). No isolado IBSBF2579 as curvas
demonstram comportamento diferente, indicando a estabiliza¢do na curva de densidade
otica e mantendo um maior periodo de adaptagdo no método de diluicdo seriada, no
entanto ainda foi possivel observar o aumento da quantidade total de células, ao mesmo
tempo em que a curva de diluicao seriada decresceu (Figura 1. E-F). Neste trabalho, a

quantifica¢do da densidade Otica apresenta um meio de estimar a quantidade de células
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totais presentes na suspensdo, € a quantificagdo por diluicdo seriada possibilita a
estimativa da quantidade de células vidveis, dados confirmados quando aplicada qPCR,
que além quantificar com exatiddo o numero de células presente no meio, possibilita a
comparacdo com as outras técnicas aplicadas. Os resultados obtidos confirmam que a
utilizagdo de curva de crescimento em meio liquido e contagem de colonias em meio
solido sdo técnicas indispensaveis para verificacdo da cinética de desenvolvimento
bacteriano (Aburjaile et al., 2016).

Os resultados obtidos a partir da anélise de genes in silico apresentam fungdes
distintas em espécies pertencentes a mais de 10 géneros diferentes, contudo a maioria
desses genes ja foi previamente relatada de forma relacionada a mecanismos de
sobrevivéncia (Tabela 1).

Todas as amostras foram amplificadas para o gene reld (Figura 2), o qual foi
selecionado para o presente estudo por se tratar de um gene previamente utilizado de
forma bem-sucedida para deteccdo da fase de VBNC em isolados de Vibrio cholerae
(Gonzalez-Escalona ef al., 2006). O gene reld é responsavel pela sintese de guanosina
pentafosfato sintetase, que esta relacionada a adaptagdo de sinais ambientais, promovendo
resisténcia a condigdes adversas, como estresse nutricional, exposi¢ao a antibioticos e
inibidores metabodlicos (Asakura et al., 2007; Potrykuse Cashel, 2016).

As andlises via qPCR demonstraram quantidade de células vidveis muito maior
do que aquelas observadas nos ensaios de quantificagdo por diluicdo seriada para os
isolados CCRMAQT13, CCRMAQT18, IBSBF2579, pois o numero de copias foi
amplamente superior a concentragdo bacteriana determinada por meio da contagem em
placa de Petri. Os valores superiores nos isolados CCRMTAQI13, CCRMTAQI18 ¢
IBSBF2579 demonstram a presenga de VBNC nos trés isolados de X. citri pv. anacardii
avaliados, demonstrando pela primeira vez a ocorréncia desse mecanismo nesse micro-
organismo.

As médias dos periodos de incubacao dos trés isolados inoculados em mudas de
cajueiro (IBSBF2579, CCRMTAQI13 e CCRMTAQI18) diferiram apenas quando
comparadas as fases logaritmica e de morte, e apresentaram resultados compativeis com
estudos prévios de periodo de incubagdo, onde foram observados para CCRMTAQI13 e
CCRMTAQIS 3,79 e 2,79 dias, respectivamente (Gama et al., 2011). A recuperagao de
bactérias fitopatogénicas em estado de VBNC in vivo ja foi relatada previamente em
Xanthomonas, demonstrando a capacidade de X. citri subsp. citri reverter o estado e

causar sintomas tipicos, de forma semelhante a inoculacdo em fase exponencial (Del
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Campo et al., 2009). Adicionalmente, a sobrevivéncia por meio de VBNC e a sua alta
capacidade de causar doenca sugere que 6rgdos infectados podem funcionar plenamente
como fonte de indculo no momento de reversao do estado (Ordax et al., 2009).

A comparagao entre os dados quantitativos indica que X. citri pv. anacardii
provavelmente se mantém viavel, apesar da capacidade de cultivo ser perdida na fase de
morte. O estado de VBNC ¢ comumente induzido por condi¢des de estresse, como
radiacdo UV (Zhang et al., 2015), déficit de nutrientes (Santander et al., 2018),
temperaturas extremas (Lowder et al., 1999), pH desfavoravel (Cunningham et al., 2009;
Jiang et al., 2016), estresse oxidativo (Nowakowska e Oliver, 2013) e agentes quimicos
antibacterianos, especialmente aqueles derivados de cobre (Jiang et al., 2016), dessa
forma a caracterizacao do mecanismo de VBNC em X. citri pv. anacardii demonstra um
novo horizonte de possibilidades no que tange a detec¢ao do patdégeno em materiais de
propagagao, pois os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os métodos
tradicionais de diagnose, quando utilizados de forma isolada, podem subestimar a
viabilidade da bactéria a ser detectada (Aburjaile et al., 2016). Portanto, os resultado
obtido no presente estudo demonstram claramente a necessidade da integragao de técnicas
convencionais ¢ moleculares para a determinacdo da presenca ou auséncia de agentes

patogénicos em amostras vegetais.

PROCEDIMENTOS

Isolados bacterianos

Foram utilizados dois isolados pigmentados (CCRMTAQI13 e CRMTAQ18) e um
apigmentado (IBSBF2579) de X. citri pv. anacardii. Esses isolados possuem genomas
sequenciados e depositados no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information — NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com os seguintes cddigos de
acesso: GCA 002898475.1, GCA 002898415.1 e GCA 002837255.1, para os isolados
CCRMTAQI3, CRMTAQI18 e IBSBF2579, respectivamente. Esses isolados encontram-
se depositados na Cole¢@o de Culturas Rosa Mariano do Laboratério de Fitobacteriologia
(LAFIBAC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e foram
recuperados pelo cultivo em placas de Petri contendo meio NYDA (20g/L 4gar, 10g/L
dextrose, 5g/L extrato de levedura, 3g/L extrato de carne e 5g/L. de peptona) a 29°C por
36 h, em estufas do tipo B.O.D. (Biochemistry Oxygen Demand).
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Determinacao das fases de crescimento in vitro

Foi preparada a suspensdo de cada isolado em dgua destilada esterilizada (ADE),
ajustando-se a concentragiio com auxilio de fotocolorimetro (Analyser®™) para As7= 0,06,
que corresponde a 10® unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. Posteriormente, 1 mL
da suspensao bacteriana foi adicionado a tubos de ensaio contendo 9 mL do meio liquido
NYD (NYDA sem agar), com posterior incubacdao em estufas do tipo B.O.D. a 29 °C. A
cada 24 horas, durante 7 dias, a concentragao da suspensdo nos tubos foi determinada
retirando-se aliquotas de 5 mL da suspensdo para leitura da absorbancia a 570 nm.
Simultaneamente, foram realizadas dilui¢des seriadas retirando-se aliquotas de 1 mL da
suspensdo e diluindo em ADE até 1077, plaqueando-se 1mL das trés Gltimas dilui¢des em
placas de Petri contendo meio NYDA e espalhando a suspen¢ao com auxilio de uma alga
de Drigalski. As coldnias formadas foram contadas as 48 horas apos o plaqueamento para
determinagdo da concentragdo de células bacterianas.

O experimento foi realizado em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 21 tubos de ensaio para cada isolado. A cada dia de avaliagdo, foram
realizadas 7 leituras de absorbancia e a quantificagdo da concentracdo bacteriana em seis
placas de Petri para cada diluicio quantificada (103, 10° e 107). O célculo da
concentragdo foi realizado pela formula UFC/mL= numero médio de coldnias x fator de
diluicao da amostra x fator de correcao, onde o fator de dilui¢ao corresponde a poténcia
de base 10 na qual a diluicao foi plaqueada e o fator de correcdo corresponde a 10, que
por sua vez refere-se ao fato de terem sido plaqueados apenas 0,1 mL de suspensdo.
Posteriormente, os dados foram convertidos para uma mesma poténcia de base 10 e
utilizado para constru¢do de graficos de crescimento para determinagdo das fases

exponencial e de morte. O experimento foi realizado duas vezes.

Identificaclo in silico de genes relacionados ao estado VBNC

Foi realizado levantamento bibliografico em artigos cientificos contidos no banco
de dados das plataformas PubMED, Web of Science e SCOPUS, visando a identificagao
de genes previamente relatados como expressos durante o estado de VBNC para detectar
genes de copia unica no genoma e em seguida fazer o desenho de primers para
quantifica¢do de copias via qPCR.

Os genomas ja sequenciados dos isolados pigmentados CCRMTAQI3
(GCA_002898475.1) e CCRMTAQI18 (GCA _002898415.1) (Gama et al., 2018) e do
isolado IBSBF2579 (GCA _002837255.1) (Silva Junior et al., 2018) foram analisados
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para identificagdo de supostos genes relacionados ao estado VBNC. O genoma dos
isolados CCRMTAQI13 e CCRMTAQI18 foram montados pelo programa SPAdes 3.13
(Nurk et al., 2013) e anotados automaticamente com o auxilio da plataforma RAST
(Overbeek et al., 2014). Esses isolados passaram pelo alinhamento dos genes expressos
em VBNC (realizado com o auxilio da plataforma BLASTn) seguido pela anotagdo
manual utilizando o banco de dados da plataforma Uniprot (Altschul ez al., 1990; Bairoch
et al., 2005). Em seguida, com o auxilio do programa Artemis (Carver et al., 2012),
posteriormente foram desenhados primers através da plataforma Primer-BLAST. O gene
escolhido foi reld, cujos primers desenhados apresentam as sequéncias F:
GATCGAAATCCAGATCCGTACC e R: TGCCGCCTTCCTTGTATTT.
Posteriormente, foi realizado um teste de qPCR in silico utilizando a plataforma Primer-

BLAST (Ye et al., 2012).

Extracao de DNA

O DNA dos isolados foi extraido de acordo com metodologia previamente descrita
(Ausubel et al. 1992). Foram extraidas 6 amostras nos tempos correspondentes as fases
logaritmica e de morte para os trés isolados. Para o isolado CCRMTAQI13, foram
utilizados os tempos de cultivo de 24 e 96 horas, para o isolado CCRM18, foram
utilizados os tempos de 48 e 72 horas, e para o isolado IBSBF2579, foram utilizados os
tempos de 96 ¢ 168 horas. As coletas foram realizadas em triplicatas bioldgicas e técnica,
resultando em 36 amostras extraidas (Tabela 4). O DNA foi quantificado de acordo com

a metodologia descrita anteriormente (Gama et al., 2011).

Determinaciao de VBNC em Xanthomonas citri pv. anacardii via qPCR

A reagdo quantificou o gene reld, que possui copia Unica no genoma de X. citri
pv. anacardii. O DNA dos isolados foi extraido de acordo com a metodologia descrita
por Gama et al. (2011). Cada pogo da reacdo de qPCR foi preenchido com 10uL de
GoTaq qPCR Master Mix (2X), 2uL dos primers, SuL. de dgua livre de nuclases e 3uL
de DNA extraido diluido. Para a reacao de qPCR foi utilizado QuantStudio 5 Real-Time
PCR System (ThermoFischer), iniciando a amplificacdo com 2 min a 95 °C, e 45 ciclos
de 15 min a 98°C seguidos de 1 min a 60°C. Foi realizado um ajuste com uma curva
padrao desenvolvida com base na diluigdo seriada da amostra mais concentrada de DNA
extraido, sendo a curva padrao determinada de acordo com os valores diluidos do DNA

extraido x 1000ng/uL. O calculo de nimero total de copias/mL foi determinado a partir
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da relagdo do niimero de pares de base do gene rel A x numero de pares de base do genoma
e a concentracdo de DNA em ng/uL por amostra. O limite de ciclos (Cicle Threshold) foi
determinado apds o ajuste manual do ntimero limite da parte linear das curvas de
amplificacdo logaritmica da qPCR (Aburjaile et al., 2016). Os procedimentos foram
realizados em triplicata para todas as amostras. Foi aplicado um teste em branco como
parametro para verificar a confiabilidade dos dados obtidos. Posteriormente, i aplicado o
teste T de Student (P < 0,05) para a avaliacdo da diferenca entre as quantificagdes por
meio de dilui¢do seriada e por qPCR para cada isolado, nas fases exponencial e de morte.
Os pocos foram preenchidos conforme disposto na Figura 4, sendo realizada dilui¢ao
seriada para estabelecimento da curva padrao da reagdo (pogos A1-A12), dois pogos com
teste em branco (D11-D12) e 48 amostras de DNA extraido dos trés isolados nas fases
logaritmica e de morte (pogos E1-H12). A fase de VBNC foi determinada comparando-
se a quantidade de copias do gene rel4/mL nas fases exponencial e de morte, em relacdo
as quantidades de células totais observadas por meio da densidade 6tica e de UFC/mL

obtida por diluicao seriada nos isolados (Aburjaile et al., 2016).

Caracterizacdo patologicas dos isolados

Os isolados CCRMTAQ 13, CCRMTAQ 18 ¢ IBSBF 2579 foram cultivados em
meio NYD durante 24, 48 e 96 hac para a fase exponencial, e as 96, 72 e 168 hac, para a
fase de VBNC, respectivamente. As suspensdes bacterianas foram obtidas a partir da
centrifugacdo do meio NYD a 12.000 rpm, seguido de retirada do meio sobrenadante,
com o auxilio de um fotocolorimetro, o material precipitado foi ajustado para a As7onm =
0,06. Cada isolado foi inoculado nas quatro folhas apicais de mudas de cajueiro cultivados
em casa de vegetacao, por meio do método da infiltragdao foliar (Gama et al., 2011).
Folhas tratadas similarmente com ADE foram utilizadas como controle. Apos as
inoculagdes, as plantas foram mantidas em casa de vegetacao (28+2°C, UR 65%)).

Os parametros epidemiologicos avaliados foram o periodo de incubacao, definido
como intervalo de tempo, em dias, entre a inoculagdo e o desenvolvimento dos primeiros
sintomas, e severidade final, avaliada aos vinte dias apos a inoculagdo (dai), por meio da
medi¢do da drea (mm?) de lesdo com auxilio de um paquimetro (Gama et al., 2011). Cada
tratamento foi composto por quatro repetigdes, sendo cada repeticdo composta por trés
pontos de inoculacdo nas quatro folhas do apice das plantas. Os dados foram comparados

de acordo com os isolados e as fases exponencial e de VBNC na curva de crescimento. O
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experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial
(isolados x fases de crescimento). As médias foram avaliadas quanto ao atendimento aos
pressupostos da andlise de variancia (ANAVA), para a comparacao de isolados, e teste T
de Student, para a comparagao de fases de crescimento. Quando aplicada a ANAVA, foi
utilizado o teste de Tukey para a separagdo de médias. Em todo o experimento, foi

utilizado nivel de significancia de 5% (P>0,05) (AgroEstat, v.1.1.0.712rev77).
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Tabela 1. Lista de genes detectados como diferencialmente expressos na presencga do estado de VBNC em
496 outras bactérias fitopatogénicas. Estes genes foram encontrados nos genomas dos isolados caracterizados

497 neste trabalho, tais que: CRMTAQI13, CCRMTAQI18 ¢ IBSBF 2579.
Gene Produto Referéncia
fliG Proteina flagelar FliG
ASAKURA et al., 2007
relA (P) ppGpp sintetase ’
omp Proteina exterior da membrana
rps Proteina ribossomal 30S UM et al.. 2013
dos DNA-binding ferritin-like protein etal,
P (Oxidative damage protectant)
mobA Molibdénio cofator guaniltransferase YARON; S:I)OAZT THEWS,
soxR Transcriptional regulato'r soxR family CHEN et al., 2018
katG Catalase-peroxidase
gltB Glutamato sintase alfa subunidade
gltD Glutamato sintase beta subunidade MENG et al., 2015
pilM Tipo IV pilus assembly proteina
hfq Proteina de ligagao de RNA Hfq
UDP-N-acetylglucosamine--N-
maurG acetylmuramyl-(pentapeptide) JAMEELAH et al, 2017

498

pyrophosphoryl-undecaprenol N-
acetylglucosamine transferase
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499  Tabela 2. Caracterizacdo de severidade (mm?) aos vinte dias apos a inoculagdo, utilizando os
500 isolados de X. citri pv. anacardii CCRMTAQI13, CCRMTAQI18 e IBSBF2579, inoculados nas
501  respectivas fases exponencial (24h, 48h e 96h respectivamente) e de VBNC (96h, 72h, e 168h
502  respectivamente)

Isolados Fase log Fase de VBNC
CCRMTAQI3 6,79 aA 3,96 cB
IBSBF2579 5,06 bB 7,17 aA
CCRMTAQI18 6,72 aA 5,82 bA

CV (%) 10,69

503 *M¢édias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e maitisculas nas linhas ndo se diferenciam
504 pelo teste de Tukey (P <0,05).

505
506



507 Tabela 4. Dados brutos utilizados para a quantifica¢do de copias em gPCR
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Amostra Score de Status de Cq Cq- Quantificagdo N° de copias de Quantificagdo Intercept R- Slope Padrao
Amp Amplificacio Média Xanthomonas Média Quadrado

No 0 No Amp Undetermine - 1 1,78E+09 - 148.195 0,8293 -20.345 0,077

Sample d

No 0 No Amp Undetermine - 1 1,78E+09 - 148.195 0,8293 -20.345 0,077

Sample d

No 1.566 Amp 17.563 16.939 0,2 3,56E+08 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.605 Amp 16.316 16.939 0,2 3,56E+08 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.706 Amp 16.841 16.838 0,04 71233920 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.708 Amp 16.835 16.838 0,04 71233920 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.709 Amp 18.661 18.645 0,008 14246784 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.717 Amp 18.628 18.645 0,008 14246784 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.726 Amp 21.143 21.077 0,0016 2849357 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.721 Amp 21.012 21.077 0,0016 2849357 - 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

No 1.633 Amp 9.380 15.267 47.180.493 8,40E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

Sample

CN 1.571 Amp 32.538 15.267 1,96E-02 34818262 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

CN 1.508 Amp 32.843 15.267 1,38E-02 24637078 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

TAQ13 1.655 Amp 14.298 15.267 1.804.369 3,21E+15 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

24h

TAQ13 1.679 Amp 13.009 15.267 7.762.733 1,38E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

24h

TAQ13 1.643 Amp 12.064 15267 22.604.507 4,03E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

24h
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TAQ13 1.577 Amp 15.497 15267 0,46443567 8,27E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
24h
TAQ13 1,69 Amp 15.467 15.267 0,4803301 8,55E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
24h
TAQ13 1.678 Amp 14.842 15.267 0,9744548 1,74E+09 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
24h
TAQ13 1.5%4 Amp 14.263 15267 18.778.512 3,34E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
24h
TAQ13  1.697 Amp 15.985 15.267 0,2675067 4,76E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
24h
TAQ13 1.705 Amp 15.323 15.267 0,5654844 1,01E+09 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
24h
TAQ18 1,69 Amp 15.779 15.267 0,33745983 6,01E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.702 Amp 15.527 15267 0,44888884 7,99E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.715 Amp 13.284 15267 5.687.507 1,01E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.563 Amp 14.295 15.267 18.109.012 3,22E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.698 Amp 15.922 15.267 0,28716755 5,11E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.625 Amp 15.133 15267 0,70147157 1,25E+09 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.361 Amp 17.849 15.267 0,032415807 57727625 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.706 Amp 15.659 15.267 0,3867414 6,89E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.637 Amp 15.224 15.267 0,63251716 1,13E+09 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
48h
TAQ18 1.614 Amp 15.340 15.267 0,55460054 9,88E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

72h
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TAQ18 1.629 Amp 15.801 15267 0,32929787 5,86E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ18 1.721 Amp 17.849 15.267 0,03241231 57721397 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ18 1.545 Amp 16.573 15.267 0,13736752 2,45E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ18 1,7 Amp 15.521 15.267 0,45211703 8,05E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ18 1,57 Amp 14.733 15267 11.024.555 1,96E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ18 1.543 Amp 16.606 15.267 0,13241585 2,36E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ18 1.667 Amp 16.238 15.267 0,20078865 3,58E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ18 1.548 Amp 7.047 15.267 66.107.085 1,18E+17 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
72h
TAQ13 1.685 Amp 14.272 15.267 18.592.023 3,31E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
TAQ13 O Inconclusive  24.552 15267 1,64E+01 2,93E+10 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
TAQ13 1.647 Amp 16.989 15.267 0,08587888 1,53E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
TAQ13 1.691 Amp 16.195 15.267 0,21087457 3,76E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
TAQ13 1.716 Amp 16.324 15.267 0,18213724 3,24E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
TAQ13 1,67 Amp 15.819 15.267 0,32276544 5,75E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
IBSBF 1,41 No Amp 16.475 15.267 0,1535964 2,74E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
IBSBF 1.514 Amp 5.775 15.267 27.891.666 4,97E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077

96h
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IBSBF 1.575 Amp 16.312 15267 0,18457617 3,29E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
IBSBF 1,65 Amp 15.341 15.267 0,5539449 9,86E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
IBSBF 1.634 Amp 12.671 15267 11.375.313 2,03E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
IBSBF 1.665 Amp 12.511 15267 13.641.912 2,43E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
96h
IBSBF 1.579 Amp 7.668 15.267 32.736.067 5,83E+16 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
168h
IBSBF 1.577 Amp 8.757 15267 95.414.667 1,70E+17 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
168h
IBSBF 1.495 No Amp 14.851 15.267 0,965216 1,72E+09 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
168h
IBSBF 1.552 Amp 7.541 15267 3.782.506 6,74E+15 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
168h
IBSBF 1.551 Amp 15.582 15267 0,42167282 7,51E+08 916.265 148.195  0,8293 -20.345 0,077
168h
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CONCLUSOES GERAIS

Foram detectados 13 genes relacionados a ocorréncia de VBNC como presentes nos
genomas dos isolados CCRMTAQI13, CCRMTAQI18 e IBSBF2579 de X. citri pv.
anacardii.

O gene relA foi eficiente como marcador para a quantificacao de numero de copias/mL
em qPCR na espécie X. citri pv. anacardii, evidenciando a ocorréncia de células vidveis
e nao cultivaveis na espécie, mesmo quando ausente em cultivo in vitro. Isso nos mostra
que a bactéria pode estar presente mesmo nao sendo visivel em algumas culturas,
propagando mais rapidamente o fitopatogeno.

A viabilidade do indéculo, demonstrada pelos dados de incubacdo e severidade
comprovaram a patogenicidade dos isolados de X. citri pv. anacardii, mesmo quando as
células se encontram em fase de VBNC.

A confirmagao da ocorréncia de VBNC em X. citri pv. anacardii proporciona uma nova
perspectiva de praticas de diagnose de doencas bacterianas do cajueiro, pois foi
demonstrada a maior eficacia quando integradas praticas de diagnose convencionais e
moleculares.



