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RESUMO GERAL

O género Xanthomonas de bactérias fitopatogénicas inclui diversas espécies que
colonizam uma ampla gama de hospedeiros, sendo responsdveis por perdas
significativas em culturas de interesse comercial. Entre estas espécies encontram-se as
bactérias do complexo causador da mancha bacteriana das solandceas (Xanthomonas
vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans e X. gardneri) e a espécie X. campestris pv.
campestris, agente causal da podriddo negra das bréssicas. Devido infectarem uma vasta
gama de hospedeiros, essas bactérias podem sobreviver nas plantas daninhas que
crescem entre as linhas de cultivo. Portanto, este trabalho teve como objetivo detectar
espécies de Xanthomonas em plantas daninhas em campos de hortalicas no estado de
Pernambuco, regido Nordeste do Brasil. Colbnias bacterianas tipicas do género
Xanthomonas foram isoladas das plantas daninhas Aeollanthus suaveolens (CRM3),
Amaranthus lividus (CRM11 e CRM16), Althernanthera philoxerioides (CRM42), Sida
glomerata (CRM53) e Emilia fosbergii (CRM60), encontradas entre linhas de plantios
de solanaceas e brassicas. A andlise filogenética do gene gyrB juntamente com a
utilizacdo da PCR com primers especificos, possibilitou a identificacdo dos isolados
como Xanthomonas euvesicatoria (CRM11, CRM16, CRM42, CRM53 e CRM 60) e X.
campestris pv. campestris (CRM3). Os isolados de X. euvesicatoria mostraram-se
patogénicos a plantas e frutos de tomateiro e pimentdo, sendo CRM42 e CRM53
capazes de induzir podriddo mole nos frutos. Os isolados CRM42, CRM53 e CRM60
degradaram pectato em menos de dois dias, 0 que caracteriza uma forte atividade
pectinolitica. Além disso, os cinco isolados de X. euvesicatoria também apresentaram
forte atividade amilolitica. O isolado CRM3 de X. campestris pv. campestris foi
patogénico a todas as espécies de brassicas testadas (repolho, couve-comum, couve-flor
e brocolis). Esse estudo demonstra a importancia de plantas daninhas como hospedeiros
alternativos e fontes de inoculo das bactérias X. euvesicatoria e X. campestris pv.
campestris, sendo o primeiro relato destas plantas como hospedeiros dessas espécies de

Xanthomonas.

Palavras-chave: mancha bacteriana, podriddo negra, hospedeiros alternativos,
identificacéo.



GENERAL ABSTRACT

Species of plant pathogenic bacteria in Xanthomonas genus can infect a large host range
and cause significant losses in commercial crops. Among these species are the bacterial
complex which causes bacterial leaf spot in solanaceous (Xanthomonas vesicatoria, X.
euvesicatoria, X. perforans and X. gardneri) and X. campestris pv. campestris, causal
agent of brassica black rot. Due to its vast host range these bacteria can survive in
weeds which grow between rows of alternative crops in the absence of the main crop.
Therefore, this work had as objective to detect Xanthomonas species in weeds found in
fields of vegetables in the state of Pernambuco, Northeastern region of Brazil. Bacterial
colonies typical of the genus Xanthomonas were isolated from the weeds Aeollanthus
suaveolens (CRM3), Amaranthus lividus (CRM11), A. lividus (CRM16),
Althernanthera philoxerioides (CRM42), Sida glomerata (CRM53) and Emilia fosbergii
(CRM60), growing naturally in solanaceous and brassica plantations. The phylogenetic
analysis of the gyrB gene together with the PCR using specific primers allowed the
identification of isolates as Xanthomonas euvesicatoria (CRM11, CRM16, CRM42,
CRM53 and CRM 60) and X. campestris pv. campestris (CRM3). The isolates of X.
euvesicatoria showed to be pathogenic to plants and fruits of tomato and pepper, being
CRM42 and CRM53 able to induce soft rot in the fruits. The isolates CRM42, CRM53
and CRMG60 degraded pectate in less than two days, which characterizes a strong
pectinolitic activity. In addition, the five isolates of X. euvesicatoria also showed strong
amylolytic activity. The isolate CRM3 of X. campestris pv. campestris was pathogenic
for all species of brassica vegetables tested (cabbage, cauliflower, kale and broccoli).
This study demonstrates the importance of weeds as alternative hosts and inoculum
sources for X. euvesicatoria and X. campestris pv. campestris and is also the first report

of these weeds as hosts of these Xanthomonas species.

Key-words: bacterial leaf spot, black rot, alternative hosts, identification.
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DETECCAO DE Xanthomonas spp. ASSOCIADAS A PLANTAS DANINHAS EM
CAMPOS DE PRODUCAO DE HORTALICAS NO ESTADO DE
PERNAMBUCO

INTRODUCAO GERAL

1. Mancha bacteriana em tomateiro e pimentéo e caracteristicas de Xanthomonas
spp.

A mancha bacteriana foi primeiramente observada em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum L.) na Africa do Sul em 1914 e posteriormente descrita como
“tomato canker” (cancro bacteriano) em 1920 por Ethel Doidge, que observou uma
fraca atividade amilolitica dos organismos patogénicos associados a doenca e nomeou a
bactéria como Bacterium vesicatoria Doidge (JONES; STALL, 1998; BOUZAR et al.,
1994). Ao mesmo tempo foi descrita uma doenga similar nos Estados Unidos, que foi
denominada como “bacterial spot” ou mancha bacteriana e seu agente causal
apresentava forte atividade amilolitica, sendo nomeado como Bacterium exitiosum
Gardner & Kendrick (GARDNER; KENDRICK, 1921). Na mesma época, Sherbakoff
descreveu esta doenga em pimentdo (SHERBAKOFF,1918). Posteriormente, as duas
bactérias, B. vesicatoria e B. exitiosum, foram classificadas como Xanthomonas
vesicatoria (Doidge) Dowson e depois como X. campestris pv. vesicatoria Dye
(YOUNG et al., 1978). Baseado na homologia de DNA Vauterin et al. (1995) separou
X. campestris pv. vesicatoria em duas espécies: X. vesicatoria (Doidge) Vauterin et al. e
X. axonopodis pv. vesicatoria Vauterin et al.

Pseudomonas gardneri Sutic foi primeiramente descrita na lugoslavia, como um
patdgeno causando mancha bacteriana em tomateiro (SUTIC, 1957), mas foi
posteriormente reclassificada como X. gardneri Sutic (DE LEY, 1978). Em 2004, Jones
et al. propuseram a reclassificacdo de todas essas bactérias causadoras de mancha em
quatro espécies, baseando-se em testes com 13 fontes de carbono e hibridizacdo DNA-
DNA (JONES et al., 2004). Essa reclassificacdo também foi sustentada por Potnis et al.
(2011), apo6s comparacdo do genoma completo das espécies e validacdo pelo Codigo
Internacional de Nomenclatura de Bactérias (BULL et al., 2010). Assim, as quatro
espécies sdo conhecidas como X. euvesicatoria Jones et al., X. vesicatoria (Doidge)

Vauterin, X. perforans Jones et al. E X. gardneri (Sutic) Jones et al., constituindo o



complexo causador da mancha bacteriana do tomateiro e do piment&o. Dentre todas, X.
euvesicatoria e X. vesicatoria causam doenca em pimentdo e tomateiro, enquanto X.
perforans e X. gardneri sdo conhecidas por infectarem apenas tomateiro. No entanto,
recentemente, X. perforans foi isolada de plantas de pimentdo (POTNIS et al., 2015).

Xanthomonas vesicatoria e X. perforans sdo caracterizadas por apresentarem
forte atividade pectnolitica e amilolitica, ja X. euvesicatoria e X. gardneri ndo possuem
tal atividade, com alguns isolados de X. euvesicatoria podendo induzir fraca atividade
pectinolitica (BOUZAR et al., 1994; EPPO, 2013; JONES, et al., 2000, 2004). Outro
aspecto diferenciador € que X. euvesicatoria possui uma Unica proteina de 32 kDa,
enquanto que as outras bactérias do complexo possuem uma proteina de 27 kDa
(BOUZAR et al., 1994; JONES et al., 2004). Além disso, ha diferencas na utiliza¢do da
fonte de carbono entre as espécies do complexo da mancha bacteriana (JONES et al.,
2004; STOYANOVA et al., 2014; VAUTERIN et al., 1995).

No Brasil, a mancha bacteriana ¢ uma das doencas mais importantes do
tomateiro para processamento industrial, independente do estadio da cultura, com
ocorréncia frequente em areas irrigadas (BARBOSA, 1997). As perdas provocadas pela
doenca sdo resultantes da redugdo da producdo e do custo dos produtos quimicos
utilizados no seu controle (GOODE; SASSER, 1980; MARINGONI; KIMATI, 1987;
QUEZADO-SOARES; LOPES, 1999). Reducbes da producdo de até 52% foram
obtidas em condicBes experimentais de campo (QUEZADO-SOARES et al., 1998). De
acordo com Costa et al. (2012), Pereira et al. (2011), Quezado-Duval et al. (2005) e
Quezado-Duval e Lopes (2010), no Brasil ha relatos da ocorréncia das quatro espécies
de Xanthomonas em tomateiro, porém em pimentdo ainda nao esta muito esclarecido.

As bactérias desse complexo sdo descritas como baciliformes (0,7-1,0 x 2,0-2,4
pum), Gram negativas, aerobias e moveis através de um flagelo polar (Jones, 1997).
Possuem ainda as caracteristicas marcantes de formar colénias amarelas em meio
nutriente agar e de produzir o pigmento xantomonadina (BRADBURY, 1993; STALL,
1993).

Para deteccdo molecular de Xanthomonas spp. em sementes de tomateiro e
piment&o, sdo utilizados os iniciadores RST2/RST3 com amplificacdo de uma banda de
DNA de 840 pb e os iniciadores RST9/RST10 com amplificacdo de uma banda de DNA
de 355 pb (LEITE Jr. et al., 1995). Posteriormente, foram desenvolvidos os iniciadores

BSX1 e BSX2, eficazes em detectar X. gardneri patogénica ao tomateiro, com



amplificacdo de uma banda de DNA de 579 pb (CUPPELS; LOUWS; AINSWORTH,
2006). Entretanto, os iniciadores foram ineficazes na deteccdo de X. perforans. Os
iniciadores Xeu 2.4 e Xeu 2.5 foram utilizados para detectar X. euvesicatoria em plantas
de tomateiro e pimentdo, com amplificacdo de fragmento de DNA contendo 208 pb
(MORETTI; AMATULLI; BUONAURIO, 2009). A analise do polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) baseada na sequencia génica do gene
RpoB (subunidade B da RNA polimerase) (FERREIRA-TONIN et al., 2012),
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) (HAMZA et al.,
2012) e anélise de sequéncia multilocus (ALMEIDA et al., 2010, KEBEDE et al., 2014,
TIMILSINA et al., 2015) foram utilizados para diferenciar as quatro espécies do
complexo. Além disso, isolados de cada espécie podem ser caracterizados quanto a
racas, de acordo com a capacidade de causar ou ndo reacdo de hipersensibilidade em
variedades diferenciais de tomateiro e pimentdo (STALL; JONES; MINSAVAGE,
2009). Quanto as racas, as espécies sdo classificadas como: grupo A, raca T1 (X.
euvesicatoria); grupo B, raca T2 (X. vesicatoria); grupo C, racas T3, T4 e T5 (X.
perforans); e grupo D, raca T2 (X. gardneri).

Em trabalho desenvolvido por Koenraadt et al. (2009), quatro iniciadores
moleculares foram criados para a diferenciacdo e deteccdo das quatro espécies de
Xanthomonas patogénicas a tomateiro e pimentdo. Para X. euvesicatoria os iniciadores
especificos BS-XeF e BS-XeR, com amplificacdo esperada de um fragmento de DNA
de 173 pb; para X. vesicatoria, os iniciadores BS-XvF e BS-XvVR com fragmentos de
138 pb; para X. gardneri, os iniciadores BS-XgF e BS-XgR com fragmentos de 154 pb;
e para X. perforans, os iniciadores BS-XpF e BS-XpR com fragmento de 197 pb. Esses
primers podem ser utilizados em uma reacdo de PCR convencional ou PCR-multiplex.

Quanto aos sintomas, a mancha bacteriana atinge toda a parte aérea da planta,
comprometendo a produtividade da cultura devido a redugcdo da area foliar
fotossintetizante, queda de flores em formacdo e perda do valor comercial dos frutos
(JONES et al. 1991; QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010). Nas folhas, os primeiros
sintomas aparecem como pequenas areas encharcadas com formato irregular.
Posteriormente, formam-se lesdes necroticas maiores com aspecto seco, podendo
apresentar halos amarelados. Em ataques severos, as lesdes podem coalescer e provocar
amarelecimento e morte das folhas. Normalmente, esses sintomas sao primeiramente

observados nas folhas baixeiras. A queda das folhas exp&e os frutos a radiacdo solar,
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ocasionando escaldadura dos mesmos. Nas pecas florais, usualmente o ataque resulta
em sérios declinios de frutificacdo. Em frutos, aparecem manchas levemente elevadas,
primeiramente esbranquicadas e posteriormente de coloragcdo marrom escura, que
evoluem entre 2 a 10 mm de diametro, com centro deprimido (KUROZAWA; PAVAN,
2005; QUEZADO-DUVAL,; LOPES, 2010).

A doenca € caracterizada como de grande importancia em plantacGes de
tomateiro com temperaturas entre 20°C e 30°C (LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2005).
Essa amplitude térmica a doenca, aparentemente, deve-se a adaptabilidade dos seus
diferentes agentes causais a temperaturas divergentes (ARAUJO; FERREIRA;
QUEZADO-DUVAL, 2013).

Para 0 manejo da doenca é recomendado o uso de sementes sadias, rotacdo de
culturas com outras espécies por um periodo de dois a trés anos, instalacdo da cultura
apenas em locais ndo propensos a cerracdo ou orvalho em épocas com temperaturas de
25°C a 28°C, plantio em ambiente protegido durante as épocas mais quentes e chuvosas
do ano, controle quimico baseado na pulverizacdo periddica com fungicidas a base de
cobre, uso de cultivares de pimentdo resistentes (KUROZAWA; PAVAN, 2005). No
mercado brasileiro existem pimentdes hibridos com genes especificos de resisténcia a
algumas racas do agente causal da mancha bacteriana, como por exemplo: Impacto,
Commandant e Dahra RX (SAKATA, 2016; SEMINIS, 2016; SYNGENTA, 2016).
Atualmente, no Brasil, para o controle quimico da mancha bacteriana em tomateiro e
pimentdo ha registro no Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento apenas dos
principios ativos hidroxido de cobre e sulfato de cobre (AGROFIT, 2016).

As bactérias sobrevivem em sementes, consideradas importante fonte de
disseminacdo da bactéria a longas distancias (GOODE; SASSER, 1980), em plantas
voluntarias de tomateiro (tigueras) e hospedeiros alternativos, que parecem exercer
papel importante na epidemiologia da doenca, servindo como fonte de in6culo para
possiveis epidemias em lavouras brasileiras (QUEZADO-DUVAL,; LOPES, 2010).

Alguns estudos evidenciam a sobrevivéncia dos agentes causais da mancha
bacteriana em plantas daninhas, inclusive no Brasil (ARAUJO et al., 2015; JONES et
al., 1986; KARAVINA et al., 2011; PEREIRA; COSTA; QUEZADO-DUVAL, 2009),
porém nenhum deles foi realizado em areas produtoras de tomateiro e pimentdo no

estado de Pernambuco.
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2. Podridao negra em brassicas e caracteristicas de Xanthomonas campestris pv.
campestris

A podriddo negra, causada por Xanthomonas campestris pv. campestris
(Pammel) Dowson, foi descrita pela primeira vez por Garman em 1890, como uma
doenca de repolho (Brassica oleracea L. var. capitata L.) em Lexington, Kentucky-
USA (ALVAREZ, 2000). Russel, ainda nessa mesma década, chegou a conclusdo de
que essa bactéria era a responsavel por destruir campos de repolho ao sudeste de
Wiscosin, USA (WILLIAMS, 1980). Em 1895, Pammel comprovou a natureza
parasitaria da doenca, chamando a bactéria de Bacillus campestris Pammel, que estava
causando doenga em couve-nabo e nabo no estado de lowa, USA (VICENTE; HOLUB,
2013).

Posteriormente, Vauterin et al. (1995) com base na hibridizacdo de DNA-DNA
propds que as espécies de X. campestris ficassem restritas a X. campestris pv.
campestris e outras cinco patovares que causam doencas em brassicas (pvs. aberrans
(Knosel) Dye, armoraciae (McCulloch) Dye, barbareae (Burkholder) Dye, incanae
(Kendrick & Baker) Dye, e raphani (White) Dye. Além de X. campestris pv.
campestris, apenas X. campestris pv. aberrans (Knosel) Dye também pode causar
podriddo negra em bréssicas. Alguns autores tém questionado a classificacdo de X.
campestris pv. aberrans com base em testes de patogenicidade e analise da sequéncia
multilocus (MLSA), sugerindo que seja reclassificada como pv. campestris (FARGIER;
MANCEAU, 2007; FARGIER; SAUX; MANCEAU, 2011). Isolados de X. campestris
pv. campestris também podem ser classificados em racas com base em sua interagdo
diferencial com cultivares de brassicas, ja tendo sido verificadas nove racas para a
bactéria (VICENTE et al., 2001).

Em todas as regides do mundo onde se cultivam brassicdceas (ALVAREZ;
CHO, 1978; JENSEN et al., 2010; MASSOMO et al., 2003; MIRIK et al., 2008;
POPOVIC et al., 2013; SCHAAD; THAVEECHAI, 1983) a podrid4o negra vem sendo
relatada, nas mais variadas condicdes, durante todos os periodos de cultivo.
Normalmente a maior intensidade de doenga ocorre em regides onde predomina clima
quente e umido, nas regides tropicais, subtropicais e continentais Umidas, pois
temperaturas e umidades elevadas, no ar e no solo, favorecem a doenga (CARRIO;
REGO, 2000; FILGUEIRA, 2008). Em climas frios a doenca também ocorre, porém
raramente evolui a ponto de destruir toda a planta (WILLIAMS, 2007).



12

A doencga ocorre praticamente em todas as brassicas cultivadas, como brécolis
(Brassica oleraceae L. var. italica Plenk.), couve-comum (Brassica oleracea L.var.
acephala DC), couve-flor (Brassica oleraceae L. var. botrytis L.), repolho (B. oleracea
L. var. capitata L.) e outras bréssicas silvestres, como mastruco (Lepidium virginicum
L.) e rabanete-de-cavalo (Raphanus raphanistrum L.) (CARRIJO; REGO, 2000).
Devido as lesBes nas folhas, que reduzem o valor comercial do produto, a podriddo
negra € uma doenca bastante destrutiva, sendo considerado fator limitante a producao
(LEMA et al., 2012). E mais importante em couve comum e repolho, pois afeta as
folhas que é a parte comercializada (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).

No Brasil, a distribuicdo da podriddo negra é generalizada, sendo amplamente
encontrada em todas as regifes produtoras, pelo fato da bactéria ser transmitida por
sementes e mudas (RODRIGUES-NETO; MALAVOLTA-JR., 1995). No estado de
Pernambuco, foi detectada uma incidéncia de 77,60% para podriddo negra em repolho,
no municipio de Camocim de S&o Félix, principal produtor de brassicas (AZEVEDO;
MICHEREFF; MARIANO, 2002) e a prevaléncia da doenca no estado foi de 88,9% em
cultivos de couve-flor (PERUCH; MICHEREFF; ARAUJO, 2006). Estudo recente
realizado com 159 isolados de X. campestris pv. campestris obtidos de brécolis, couve-
comum, couve-flor e repolho dos principais municipios produtores no estado de
Pernambuco, localizados nas mesorregides do Agreste (Bom Jardim, Bezerros,
Camocim de S&o Félix, Saloa e Sairé) e da Mata (Cha Grande), indicaram a importancia
da doenca para o Estado e revelaram a alta diversidade genética na populacédo. Isolados
de X. campestris pv. aberrans ndo foram detectados (MELO, 2016).

Xanthomonas campestris pv. campestris € uma bactéria Gram-negativa, com
formato de bastonete possuindo apenas um flagelo polar para mobilidade. Cresce em
meios de cultura de rotina como agar nutritivo e agar nutritivo-extrato de levedura-
dextrose, apresentando col6nias amareladas, mucoides e convexas, com didmetro de 1 a
2 mm em até 4h (SCHAAD; THAVEECHAI, 2001). A coloracdo amarela é devido a
producdo do pigmento xantomonadina. E aerdbica e ndo utiliza asparagina como fonte
de carbono e nitrogénio. N&o apresenta crescimento em 0,1% de cloreto
detrifeniltetrazolio e 2-5% de NaCl. Hidroliza o amido e liqguefaz moderadamente a
gelatina (MARIANO et al., 2001). Essa bactéria sobrevive em uma ampla faixa de
temperatura de 5-36°C, sendo a temperatura ideal de desenvolvimento de
aproximadamente 28°C (CARRIJO; REGO, 2000). A identificagdo molecular ao nivel
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de patovar pode ser realizada utilizando o método de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com os primers especificos 2f/2r (LEU et al., 2010).

Os sintomas da podriddo negra ocorrem em qualquer estadio fenoldgico da
planta. Em sementeiras, é observada murcha e queima de uma ou de ambas as folhas
cotiledonares, geralmente iniciando-se nas margens, progredindo para o interior das
mesmas, que se tornam secas e caem. No campo, as folhas apresentam a lesdo em forma
de "V" invertido, com o Vvértice voltado para o centro do limbo. Com o progresso da
doenca, a lesdo avanca para a nervura principal e torna-se marrom-clara, e a folha seca
devido a colonizacdo da bactéria que obstrui o xilema e restringe o fluxo de 4gua. No
repolho, a cabeca pode apresentar-se coberta por lesdes necréticas. O patdgeno torna-se
sistémico invadindo as nervuras secundarias e a nervura principal da folha, que
enegrecem progressivamente, enquanto a bactéria atinge o caule e a raiz
(MARINGONI, 2005). O escurecimento dos tecidos vasculares da origem ao nome
comum da doenca “podridao negra” (BILA et al., 2012). Plantas de repolho jovens em
estadio vegetativo expressam melhor os sintomas da doenca do que plantas em floracao.
Temperaturas baixas contribuem para infeccdes latentes, onde a bactéria persiste no
sistema vascular do xilema sem produzir sintomas (SILVA, 2015).

O sintoma caracteristico da doenca em "V" invertido é resultado da penetracéo
da bactéria na planta, que ocorre principalmente por meio dos hidatodios, aberturas
naturais localizadas nas margens das folhas (MARINGONI, 2005). Por essas estruturas
a agua no estado liquido é eliminada, acumulando-se na forma de gotas nas bordas das
folhas. Esse fendmeno chamado “guta¢do”, normalmente ocorre no inicio da manha,
qguando o solo esta umido e a transpiracdo reduzida (HUANG, 1986; HUGOUVIEUX;
BARBER; DANIELS, 1998). Gotas contaminadas com a bactéria podem ser
reabsorvidas pela folha, levando consigo a bactéria em suspensdo para cavidade dos
hidatédios e para dentro do sistema vascular (BRETSCHNEIDER; GONELLA;
ROBENSON, 1989; HUGOUVIEUX et al., 1998). O patogeno também pode penetrar
pelos estdmatos e ferimentos (ALVAREZ, 2000; GUDESBLAT; TORRES; VOJNOV,
2009; LUGO et al., 2013; SHELTON; HUNTER, 1985). Danos mecanicos provocados
por insetos, tratos culturais, granizo ou geadas favorecem a penetracdo da bactéria na
planta (CARRIJO; REGO, 2000).

Atualmente ndo existe um método de controle eficiente da podriddo negra, assim

a melhor forma de controle da doenca é a prevengdo, uma vez que instalada no campo o
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controle se torna dificil por se tratar de uma doenga sistémica (GHAZALIBIGLAR,
2014). O uso de sementes livres de X. campestris pv. campestris € uma pratica
indispensavel no controle da podriddo negra (MARINGONI, 2005; MELO, 2016;
WILLIAMS, 1980). O tratamento de sementes de brassicas através de métodos fisicos
(termoterapia) e produtos quimicos (antibioticos e clpricos) pode ser empregado na
erradicacdo da bactéria, no entanto, nenhum tratamento € totalmente eficaz
(FILGUEIRA, 2008; MARINGONI, 2005; VICENTE; HOLUB, 2013).

O controle da podriddo negra € realizado através de diversas praticas, que
incluem rotacdo de culturas, remocdo de restos de cultura, eliminacdo de plantas
daninhas (GRIESBACH; LOPTIEN; MIERSCH, 2003; VICENTE; HOLUB, 2013),
cultivo longe de lavouras antigas, plantio em condicdes de cultivo protegido, adocao de
sistema de irrigacdo que ndo promova o molhamento foliar (HALFELD-VIEIRA;
NECHET; ARAUJO, 2010), ndo fazer plantios seguidos com brassicas na mesma éarea
(LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997), utilizacdo de cultivares precoces e 0 uso de
cultivares resistentes (CARRIJO; REGO, 2000). De acordo com algumas empresas que
comercializam sementes no pais, alguns cultivares/hibridos apresentam bons niveis de
resisténcia a X. campestris pv. campestris tais como: esmeralda, fénix, fuyutoyo, green
valley, klabish (repolho), hanabi, ramoso Brasilia (brocolis) e HT 116, juliana, sarah,
sharon, verediana (couve-flor) (HORTEC, 2016; ISLA, 2016; SAKATA, 2016;
SYNGENTA, 2016).

Para um eficiente controle da podriddo negra é fundamental conhecer a ecologia
do patdgeno, determinando os mecanismos de sobrevivéncia e disseminacdo. X.
campestris pv. campestris sobrevive na semente, interna ou externamente (CARRIJO;
REGO, 2000), sendo importantes agente de disseminacdo e fontes de in6culo para
epidemias, mesmo que a taxa de infeccdo seja baixa (ROBERTS et al., 1999;
KRAUTHAUSEN; LAUN; WOHANKA, 2011) Além disso, a bactéria sobrevive em
restos culturais incorporados no solo por até dois anos, entretanto, ndo é capaz de
sobreviver mais do que seis meses na superficie do solo, podendo servir como fonte de
inéculo secundario (BILA et al., 2012). A disseminacdo no campo ocorre
principalmente através de agua de irrigacdo e chuvas, podendo tambem acontecer por
meio de ferramentas, equipamentos, trabalhadores, transplante e insetos (CARRIO;
REGO, 2000).
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Xanthomonas campestris pv. campestris também sobrevive em plantas daninhas
(SCHAAD; DIANESE, 1981). No entanto, inexistem estudos no Brasil que
identifiqguem plantas daninhas como hospedeiro desse importante fitopatdégeno, fato que

ressalta a importancia deste trabalho.

3. Sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas associadas
ao filoplano de plantas daninhas

Planta daninha é qualquer vegetal que cresce onde ndo é desejado. Dentro dessa
definicdo ampla também deve ser enquadrada como tal as plantas que persistem no
campo com a cultura sucessora, também chamadas de tiguera (LORENZI, 2014).

A presenca de plantas daninhas em cultivos agricolas representa sérios
problemas pelos multiplos prejuizos que ocasionam, quer dificultando ou onerando os
tratos culturais, quer determinando perdas na producao pela concorréncia por agua, luz,
nutrientes ou espaco fisico (KARAM et al., 2010; SILVA; FERREIRA; FERREIRA,
2006). Outro efeito deletério das plantas daninhas na produtividade de cultivos esta
associado a acdo indireta, quando essas plantas hospedam pragas e micro-organismos
patogénicos as culturas (MILEO et al., 2006).

Quando ocupam extensas areas, as plantas daninhas tornam-se potenciais fontes
de inbéculo de fitopatdogenos (nematoides, fungos, bactérias e virus) em cultivos
comerciais, com desempenho fundamental na epidemiologia das doengas como
hospedeiros secundarios (CARVALHO, 2013; CHAVES et al., 2003).

Dentro do seu ciclo de vida, as fitobactérias tém seu sitio de sobrevivéncia
dependente de sua interacdo e condi¢des com o ambiente e hospedeiro (MARCUZZO,
2009). As bactérias fitopatogénicas podem sobreviver entre as estacBes de cultivo no
solo como células livres ou associadas ao tecido de plantas mortas (HABTE;
ALEXANDER, 1977; LEBEN, 1981). Porém, diante da dificuldade que muitas delas
possuem de sobreviver no solo, algumas sdo capazes de sobreviver como residente e
epifitica na superficie das plantas hospedeiras, constituindo-se como uma fonte de
indculo potencial na auséncia da doenca (ROMEIRO, 2011; SCHUSTER; COYNE,
1974). Além da sobrevivéncia na superficie de plantas hospedeiras, as fitobactérias
também podem sobreviver em plantas ndo hospedeiras e plantas daninhas (ROMEIRO,
2011).
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A identificacdo dos nichos de sobrevivéncia dos fitopatdgenos representa uma
relevante contribuicdo no sentido de conhecer o funcionamento de agroecossistemas.
Este conhecimento € de suma importancia para o estabelecimento de praticas adequadas
de manejo, visando ao controle de fitopatdgenos (VALARINI; SPADOTTO, 1995).
Bactérias do género Xanthomonas sdo especificamente conhecidas pela capacidade de
sobreviver como residentes ou epifiticas, na superficie de plantas hospedeiras e também
de plantas daninhas (SWINGS; CIVEROLO, 1993). Nessa fase, as bactérias
multiplicam-se na superficie de plantas sadias sem causar infeccdo, fazendo uso de
pequenas quantidades de nutrientes secretados na superficie das plantas (GOTO,1990;
ROMEIRO, 2011).

Vaérios estudos relataram a sobrevivéncia de espécies de Xanthomonas em uma
variedade de plantas daninhas, tendo diferentes 6rgdos da planta como nichos
ecoldgicos. Capim colonido (Panicum maximum Jacq) e capim amargoso (Digitaria
insularis (L.) Fedde) encontradas em beiras de estradas, constituem-se em potenciais
fontes de in6culo para a populacéo epifitica de X. axonopodis pv. citri Vauterin et al.,
agente causal do cancro citrico (KIMURA, 1981). Populacéo epifitica de X. axonopodis
pv. allii Roumagnac foi encontrada sobrevivendo em alfafa (Medicago sativa L.),
lentilha (Lens culinaris Medik) e soja (Glycine max L.), e mesmo quando em rotagdo
com feijdo (Phaseolus vulgaris L.) sobrevivia epifiticamente junto com X. axonopodis
pv. phaseoli (Smith) Kersters & Swing (GENT; LANG; SCHWARTZ, 2005).

Ram; Ramesh e Kishum (1994) relataram a presenca de X. campestris pv.
mangiferae indicae em 50% das principais plantas daninhas encontradas em pomares de
manga (Mangifera indica L.) na india. Isolados de outros patovares de X. campestris ja
foram relatados em plantas daninhas, como X. campestris pv. vitians (Brown) Dye, a
qual foi detectada sobrevivendo nas principais plantas daninhas encontradas em campos
de producéo de uva na Califérnia/EUA (ROBINSON; JONES; PERNEZNY, 2006). Em
Ensete spp., uma planta daninha nativa das regides tropicais da Africa pertencente a
familia Musaceae, foi detectada a bactéria X. campestris. pv. musacearum Yirgou and
Bradbury (MARTINS, 2016). Peixoto et al. (2007), investigando possiveis hospedeiros
alternativos de X. campestris pv. viticola (Nayudu) Dye, com o intuito de fornecer
subsidios para 0 manejo da doenca em videira, obtiveram isolados da bactéria das

plantas daninhas Alternanthera tenella Colla, Amaranthus sp., Glycine sp. e Senna
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obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby, que apresentavam sintomas, as quais foram
coletadas em parreirais de Juazeiro e Petrolina, no Submédio do Vale do S&o Francisco.

A sobrevivéncia epifitica de X. vesicatoria foi avaliada em plantas daninhas
coletadas em campos de producédo de tomate e em campos de tomateiro em pousio com
histérico da mancha bacteriana na Fldorida. A bactéria foi detectada nas daninhas
Ambrosia artemisiifolia L., Eclipta alba (L.) L, Trifolium repens L., Eupatorium
capillifolium (Lam.) Small e nas solanaceas infestantes Solanum americanum Mill. e
Physalis pubescens L. A deteccdo de populacdes de X. vesicatoria foi considerada
muito baixa, apenas 11 de 203 amostras de plantas daninhas continha a bactéria,
sugerindo que as plantas daninhas ndo foram importantes para epidemiologia da mancha
bacteriana (JONES et al., 1986). Segundo Bradbury (1993), uma espécie de planta
daninha chamada de Nicandra physaloides (L.) Gaertn, também conhecida como joa de
capote, foi relatada como hospedeiro natural de X. vesicatoria, enquanto a planta
daninha joa-bravo (S. symsimbriifolium Lam.), se mostrou hospedeiro por inoculagéo
artificial. Solanum nigrum L., Datura spp., Physalis spp. também sdo citadas como
hospedeiros dessa bactéria (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

Espécies de Xanthomonas causadoras de mancha bacteriana foram obtidas de
folhas da planta maria-pretinha (Solanum nigrum L.= S. americanum Mill.) que
apresentavam lesGes necréticas, em lavouras nos estados de Goids e Sdo Paulo
(PEREIRA et al., 2009). Em folhas de oito espécies de plantas daninhas, encontradas
dentro e nas bordaduras de um campo de feijado infectado com crestamento bacteriano
comum foram encontradas populacfes epifitas de X. vesicatoria em folhas de Oxalis
latifolia Kunth, Cyperus rotundus L, Amarathus hybridus L. e Bidens pilosa L.
(KARAVINA et al., 2011). Associadas a plantas daninhas sintomaticas em lavouras de
tomateiro, Aradjo et al. (2015) obtiveram isolados de X. perforans das espécies N.
physaloides e S. americanum, e X. gardneri de Euphorbia heterophylla L.

Com relacdo a sobrevivéncia de X. campestris pv. campestris em plantas
daninhas e hospedeiros alternativos, poucos relatos foram encontrados na literatura.
Estudos realizados por Schaad e Dianese (1981) avaliaram o potencial das plantas
daninhas da familia Brassicaceae como fonte de inoculo de X. campestris pv.
campestris na Georgia e Califérnia. O patégeno foi detectado infectando Brassica
campestris L., Lepidium virginicum L., Coronopus didymus (L.) S., Raphanus sativus

L., B. geniculata (L.) Lagr.-Foss, B. niger L. e Cardaria pubescens L. A presenca de X.
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campestris pv. campestris na superficie das folhas e em raizes de L. virginicum
coletadas em diferentes areas também foram avaliadas pelos autores. A bactéria pode
ser detectada nas folhas, no entanto, ndo foi encontrada nas raizes. Essa bactéria
também foi encontrada em associagdo com Centella asiatica (L.) Urban em Bangalore,
india (KISHUN; CHAND, 1988). Através de inoculacdo artificial foi testada a
capacidade de sobrevivéncia de X. campestris pv. campestris em 26espécies de plantas
daninhas comuns em campos agricolas do Brasil. Destas, apenas L. virginicum e R.
raphanistrum apresentaram elevado potencial para sobrevivéncia epifitica da bactéria
(SILVA et al., 2017).

Em virtude da importancia econdmica das culturas das solanaceas e das
brassicas para o estado de Pernambuco, estudos sobre sobrevivéncia e deteccdo de
Xanthomonas spp. em plantas daninhas é de fundamental importancia para a adogao de
estratégias adequadas ao manejo da doenca nas regides de cultivo no estado e no Brasil.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi identificar espécies de Xanthomonas
associadas a plantas daninhas em campos de producdo de hortalicas no estado de

Pernambuco, Nordeste do Brasil.
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Resumo

O género Xanthomonas compreende bactérias que infectam um vasto nimero de
espécies de plantas de importéancia agricola e podem sobreviver em plantas daninhas. O
objetivo desse estudo foi detectar espécies de Xanthomonas em plantas daninhas em
campos de hortalicas no estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil. Colonias
bacterianas tipicas do género Xanthomonas foram isoladas das plantas daninhas
Aeollanthus suaveolens (CRM3), Amaranthus lividus (CRM11 e CRM16),
Althernanthera philoxerioides (CRM42), Sida glomerata (CRM53) e Emilia fosbergii
(CRM60), encontradas entre linhas de plantios de solanaceas e brassicas. A analise
filogenética do gene gyrB juntamente com a utilizagdo da PCR com primers especificos,
possibilitou a identificagdo dos isolados como Xanthomonas euvesicatoria (CRM11,
CRM16, CRM42, CRM53 e CRM 60) e X. campestris pv. campestris (CRM3). Os
isolados de X. euvesicatoria mostraram-se patogénicos a plantas e frutos de tomateiro e
pimentdo, sendo CRM42 e CRM53 capazes de induzir podriddo mole nos frutos. Os
isolados CRM42, CRM53 e CRM60 degradaram pectato em menos de dois dias, 0 que
caracteriza uma forte atividade pectinolitica. Além disso, os cinco isolados de X.
euvesicatoria também apresentaram forte atividade amilolitica. O isolado CRM3 de X.
campestris pv. campestris foi patogénico a todas as espécies de brassicas testadas
(repolho, couve-comum, couve-flor e brocolis). Esse estudo demonstra a importancia de
plantas daninhas como hospedeiros alternativos e fontes de inoculo das bactérias X.
euvesicatoria e X. campestris pv. campestris, sendo o primeiro relato destas plantas

daninhas como hospedeiros dessas espécies de Xanthomonas.

Palavras-chave: fitobacterioses, hospedeiros alternativos, identificacdo, fonte de

indculo, manejo.

Abstract

The genus Xanthomonas includes bacteria that infects a large number of plant crops and
can survive in weeds. The aim of this study was to detect Xanthomonas species in
weeds found in fields of vegetables in the state of Pernambuco, Northeastern region of

Brazil. Bacterial colonies typical of the genus Xanthomonas were isolated from the



59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

31

weeds Aeollanthus suaveolens (CRM3), Amaranthus lividus (CRM11), A. lividus
(CRM16), Althernanthera philoxerioides (CRM42), Sida glomerata (CRM53) and
Emilia fosbergii (CRM60), growing naturally in solanaceous and brassica plantations.
The phylogenetic analysis of the gyrB gene together with the PCR using specific
primers allowed the identification of isolates as Xanthomonas euvesicatoria (CRM11,
CRM16, CRM42, CRM53 and CRM 60) and X. campestris pv. campestris (CRM3).
The isolates of X. euvesicatoria showed to be pathogenic to plants and fruits of tomato
and pepper, being CRM42 and CRM53 able to induce soft rot in the fruits. The isolates
CRM42, CRM53 and CRM®60 degraded pectate in less than two days, which
characterizes a strong pectinolitica activity. In addition, the five isolates of X.
euvesicatoria also showed strong amylolytic activity. The isolate CRM3 of X.
campestris pv. campestris was pathogenic for all species of brassica vegetables tested
(cabbage, cauliflower, kale and broccoli). This study demonstrates the importance of
weeds as alternative hosts and inoculum sources for X. euvesicatoria and X. campestris
pv. campestris and is also the first report of these weeds as hosts of these Xanthomonas

species.

Key-words: bacterial plant disease, alternative hosts, identification, source of inoculum,

management.

Introducéo

A presenca de plantas daninhas em cultivos agricolas representa sérios
problemas pelos multiplos prejuizos que ocasionam, devido as mesmas concorrerem
com as plantas cultivadas por fatores de crescimento (Karam et al., 2010; Silva et al.,
2006), e também por hospedarem pragas e micro-organismos patogénicos as plantas de
interesse comercial (Mileo et al., 2006). Plantas daninhas tém sido consideradas fontes
de indculo e estdo associadas a persisténcia de espécies de Xanthomonas em campos de
producéo (Jones et al. 1986; Ignatov et al. 2007), podendo ter um papel importante na
epidemiologia das doengas.

O genéro Xanthomonas compreende um grande grupo de espécies de bacterias
fitopatogénicas que afetam uma ampla gama de hospedeiros, incluindo plantas de

consideravel importancia econdémica (Rodriguez-R et al., 2012). Dentro desse género
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encontram-se as espécies do complexo causador da mancha bacteriana e Xanthomonas
campestris pv. campestris.

X. vesicatoria (Doidge) Vauterin, X. euvesicatoria Jones et al., X. perforans
Jones et al. e X. gardneri (Sutic) Jones et al. compdem as espécies do complexo
causador da mancha bacteriana (Jones et al., 2004) em solanaceas. As quatro espécies
tém sido reportadas no Brasil em campos de tomateiro de mesa e industrial (Quezado-
Duval et al., 2005; Quezado-Duval et al., 2010; Pereira et al., 2011; Costa et al., 2012).
Em tomateiro para industria em condicdes experimentais de campo, sob irrigacdo por
aspersao, foi registrada reducdo de até 52% da producdo (Quezado-Soares et al., 1998).
De acordo com a European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO,
2013) as plantas de tomateiro e pimentdo atuam como principais hospedeiros dessas
bactérias, mas as plantas daninhas atuam como hospedeiros alternativos, o que viabiliza
a permanéncia do patégeno no campo, mesmo na auséncia dos hospedeiros principais.

Xanthomonas campestris pv. campestris € 0 agente causal da podriddo negra das
cruciferas, uma doenca de grande importancia para as brassicas, causando perdas que
variam de 10 a 50% da producdo (Rathaur et al., 2015). A doenca afeta um grande
namero de bréssicas, incluindo repolho (Brassica oleraceae L. var. capitata L.), couve
comum (Brassica oleraceae L. var. acephala DC), brdcolis (Brassica olereacea L. var.
italica Plenk.), couve-flor (Brassica olereacea L. var. botrytis L.), couve-chinesa
(Brassica chinensis L.) e couve de bruxelas (Brassica olereaceae L. var. gemmifera
Zenk.) (Peruch et al., 2006; Singh; Rathaur, Vicente, 2016). A podriddo negra ocorre
em todas as regides do Brasil. No estado de Pernambuco, devido as condicGes
climaticas extremamente favoraveis, foi detectada prevaléncia da doenca de 90% em
couve-flor e incidéncia de até 77% em areas de repolho (Peruch et al., 2006). X.
campestris pv. campestris sobrevive nas sementes (Krauthausen et al., 2011) em restos
culturais (Bila et al., 2012) e também em plantas daninhas (Schaad & Dianese, 1981).

No Brasil poucas sdo as informagfes na literatura sobre a importancia das
plantas daninhas como hospedeiros alternativos de fitobactérias nas areas de producao
de hortalicas. Portanto, o objetivo desse estudo foi detectar espécies de Xanthomonas
spp. em plantas daninhas em campos de cultivo de hortalicas no estado de Pernambuco,

regido Nordeste do Brasil.
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Material e Métodos

Coleta das plantas daninhas e isolamento de Xanthomonas spp.

As coletas das plantas daninhas foram realizadas em areas de cultivo de
hortalicas dos principais municipios produtores no estado de Pernambuco, Nordeste do
Brasil, localizados nas mesorregides do Agreste (Bom Jardim, Bezerros, Camocim de
Sdo Félix, Garanhuns, Salod e Sairé) e Mata (Cha Grande). As coletadas foram
realizadas proximas a plantios de solandceas e brassicas, e de cada planta foram
coletadas duas amostras, as quais foram catalogadas e registradas por fotografia. Uma
amostra foi utilizada para isolamento e a outra herborizada. A identificagdo botanica das
plantas ocorreu no Laboratério de Taxonomia de Plantas (LATAX) e no Herbario
Vasconcelos Sobrinho, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

O isolamento de Xanthomonas spp. foi realizado a partir dos tecidos
sintométicos e assintométicos de folhas das plantas daninhas, em meio 523 (Kado &
Heskett,1970). As colbnias tipicas do género Xanthomonas foram purificadas e
preservados pelos métodos de dessecacdo em papel de filtro e em agua destilada
esterilizada (ADE) (Souza et al., 2016), sendo mantidas em meio agar nutritivo-
dextrose-levedura (NYDA) (Pusey & Wilson, 1984) para identificagéo e realizacdo de

testes de patogenicidade.

Identificacdo bioguimica dos isolados ao nivel de género

O sistema Biolog Gen Il (Biolog Inc.), que contém 71 diferentes fontes de
carbono e 23 substancias quimicas inibidoras, foi utilizado para identificar os isolados
ao nivel de género, seguindo as recomendacdes do fabricante. As suspensdes
bacterianas foram preparadas no fluido de inoculagdo IF-A, apds ajuste da transmitancia
para 92% em turbidimetro (Biolog Inc.) a partir de culturas cultivadas em meio BUG®
(Biolog Universal Growth) a 29°C (x 0,5°C) por 36 h. Em seguida, 100 pL das
suspensdes foram distribuidos por poco nas microplacas, que foram incubadas por 36 h
a 33 °C. A presenca de crescimento bacteriano nos pogos foi determinada pela cor
purpura que indica a reducdo do cloreto de trifenil tetrazolio (TZC). Os dados obtidos

das leituras foram analisados pelo programa Microbiolog 4.20.05.

Extracdo do DNA
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A extragdo de DNA dos isolados foi realizada com a utilizagdo do Kit Miniprep
para extracdo de DNA gendmico bacteriano (Axygen Biosciences, USA), de acordo
com as recomendagdes do fabricante. O DNA genémico foi quantificado por
comparacdo com o marcador High DNA Mass Ladder (Introvigen, Brasil), através da
mistura contendo 4 pL de DNA concentrado com 2 pl do tampé&o 6X DNA Loading
Dye (Fermentals Life Sciences, Canadd) e 1,5 uL de SYBER® Safe DNA Gel Stain
(10X) (Life Technologies, Brasil). Em seguida, submeteram-se as amostras de DNA a
eletroforese (80 V) em gel agarose a 1% por 1,5 h. Posteriormente, o gel foi visualizado
em fotodocumentador (Gel Imaging Systems UVP, EUA). Por fim as amostras foram
armazenadas a - 20 ° C.

Identificacdo molecular dos isolados ao nivel de género através do gene gumD

A amplificagdo por PCR do gene gumD foi realizada utilizando os primers X-
gumD F7 (5'GGCCGCGAGTTCTACATGTTCAA3') e X-gumD R7
(5'CACGATGATGCGGATATCCAGCCACAAZ'), especificos para determinacdo de
espécies do género Xanthomonas do grupo Il, o qual amplificam o fragmento de DNA
de 402 pb (Adriko et al., 2014). As reacdes foram compostas de tampédo 5 X GoTaq
flexi (Promega Madison, Wis., USA), 200 uM de cada dNTPs (Promega), 1,25U de
GoTaq DNA polimerase (Promega, Madison, Wis.) e 50 ng de DNA. A concentracdo de
MgCl, (Promega, Madison, Wis.) foi de 1,5mM para um volume final de 25 pL. As
condigdes da PCR consistiram de 30 ciclos, com desnaturagéo inicial por 3 min a 95 °C,
desnaturacdo por 20 seg a 95 °C, anelamento por 15 seg a 66 °C e extensdo por 15 seg a
72 °C, e extensdo final por 3 min a 72 °C. As reacdes foram realizadas em
termociclador modelo PTC-100 (MJ Research, Estados Unidos). 3uL de cada amostra
(produtos de PCR) foi corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (10X) e submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéo TBE (Tris-borato EDTA) a 50 V / cm
durante 45 min. Em seguida, o gel foi visualizado em fotodocumentador, sob luz UV
(Gel Imaging Systems UVP, EUA).

Sequenciamento do gene gyrB e analise filogenética
A identificacdo dos isolados também foi realizada por meio do sequenciamento e
andlise filogenética do gene gyrB (DNA gyrase subunit ). A amplificagdo foi realizada

utilizando um volume final de 25ul contendo 1X de PCR Master Mix, 0,4 uM de cada
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primer e 50 ng de DNA. As reagdes foram realizadas em 35 ciclos, com desnaturagao
inicial de 3 min a 94 °C e cada ciclo consistindo de 50 seg a 94 °C para desnaturacao.
A temperatura de anelamento foi de 60 °C por 50 seg, j& a fase de extenséo consistiu de
1 min a 72 °C. Ao final dos ciclos foi realizada a extensdo final por 7 min a 72 °C. As
amostras foram amplificadas em termociclador modelo PTC-100 (MJ Research, Estados
Unidos). Controles negativos (reacfes livres de DNA) foram incluidos para verificar a
presenca de contaminantes. Aliquota de 3pL de cada amostra foi corada com SYBR®
Safe DNA Gel Stain (10X) e submetida a electroforese em gel de agarose a 1% em
tampédo TBE (Tris-borato EDTA) a 80 V / cm durante 1,0 h. O sequenciamento foi
realizado pela Macrogen® (Seul, Coréia do Sul). As montagens dos contigs foram
realizadas com auxilio do progama Staden Package (Staden et al.,, 1998) e o
alinhamento das sequéncias foi realizado com a ferramenta Clustal W, através do
software MEGA v.6.0. Através do software MrBayes foi realizada anélise de Inferéncia
Bayesiana utilizando-se o modelo de substituicio de nucleotideos TIM3+G,
selecionados por meio do critério de informacgdes bayesiano (bayesian information
criterion - BIC) com o auxilio do JModel Test 2.1.3. As Sequéncias do gene gyrB das
espécies X. euvesicatoria (KM555055.1 e KR349548.1), X. vesicatoria (EU498980.1 e
EU499099.1), X. perforans (HQ591287.1 e FJ561686.1), X. gardneri (EU499058.1 e
EU499178.1) e X. campestris pv. campestris (KF904860.1 e FJ561648.1) obtidas do
GenBank foram incluidas nas analises. A bactéria Stenotrophomonas sp. foi utilizada

COMO grupo externo.

Identificacdo de espécies de Xanthomonas do complexo causador da mancha bacteriana
em solonaceas por PCR

A identificacdo molecular das espécies de Xanthomonas do complexo
causador da mancha bacteriana foi realizada com o0s primers: BS-XeF
(CTAGAACTCGGCGTATCG) e BS-XeR (5’- GTCGGACATAGTGGACACATAC)
(amplificacdo de um fragmento de DNA de 173 pb) para X. euvesicatoria; e BS-XpR
(5’- GTGCAGGTCAATTATCAGAATGTGG) (fragmento de DNA de 197 pb) para X.
perforans (Koenraadt et al., 2009). Os volumes finais de PCR variaram de acordo com a
combinacdo de primer-DNA das espécies, variando de 46 a 52 pl. Assim, cada reacéo
continha 4,8 pl de tampdo 1X; 1,44 pl de MgCl, (1,5-1,33 mmol I"%); 3,84 pl de dNTPs

(0,2-0,18 mmol 1 de cada dNTPs); 19,2 ul de uma mistura contendo os quatro pares de
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primers (2,0-1,77 pmol 1™ para todos os primers); 1 pl de DNA Taq polimerase (1,26-
1,11 U); 13,72 pl de 4gua Milli-Q® e aliquotas de 2 pl de DNA molde de cada espécie.
As condicdes da PCR foram: 94 °C por 5 min para desnaturacao inicial, seguido de 30
ciclos de 94 °C por 30 seg, 66 °C por 1 min e 72 °C por 1 min, seguido de uma extensédo
final a 72 °C por 7 min. Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose (3,0%)
por eletroforese em tampdo TBE 0,5X a 100 V durante 2 h e 30 min. Em seguida, o gel
foi visualizado em fotodocumentador, sob luz UV (Gel Imaging Systems UVP/EUA).

Identificacdo de Xanthomonas campestris pv. campestris com primers especificos

Para identificar se os isolados de Xanthomonas obtidos eram X. campestris pv.
campestris, foi realizada andlise de PCR utilizando os primers 2f (5’-
TGGGTTTTCGCCTATCAAAC-3’) e 2r (5’- TGCAACTATTCCTAGCACCG-3’), o
qual amplificam o fragmento de DNA de 200 pb (Leu et al, 2010). As reacdes foram
compostas por 12,5 pL de PCR 1X Master Mix, 0,25 yuM de cada primer e 100 ng de
DNA, para um volume final de 25 pL. As condi¢cdes da PCR consistiram de 35 ciclos,
com desnaturacéo inicial por 5 min a 95 °C, cada ciclo com 30 seg a 95 °C, 30 seg a 60
°C e 30 seg a 72 °C, e extensdo final por 10 min a 72 °C. 3 pl de cada amostra foram
corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (10X) e submetida a eletroforese em gel de
agarose a 1,0 % por 1 h. O resultado foi visualizado em fotodocumentador, sob luz UV.
O marcador GeneRuler 100 pb DNA Ladder (Fermentas Life Sciences, Canadd) foi
utilizado para determinar o tamanho dos fragmentos amplificados. A eletroforese foi
conduzida a 80 V/cm, durante 50 min e as bandas foram visualizadas em
fotodocumentador, sob luz UV (Gel Imaging Systems UVP/EUA).

Caracterizacdo quanto a patogenicidade a diferentes hospedeiros

Os testes de patogenicidade dos isolados de X. euvesicatoria foram realizados
em tomateiro e pimentdo. Sementes de tomateiro (hibrido TY 2006) e de pimentdo
(cultivar Rubia R) foram semeadas em bandejas de poliestireno contendo substrato
Basaplant®. Apés 15 dias, foram transplantadas para vasos plasticos de 500 ml,
contendo uma mistura de solo:himus (3:1 v/v). Para inoculagdo preparou-se uma
suspenso bacteriana em sulfato de magnésio (10 mMol I™) com concentracio ajustada
em espectrofotometro para 102 UFC ml™. Borrifadores manuais foram utilizados para

aspergir a suspensdo sobre a area foliar das plantas quando estas apresentavam com
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quatro folhas verdadeiras. As plantas foram mantidas em camara Umida por 24h antes
da inoculacao e 48h apo6s a inoculacdo. Passado esse periodo as plantas permaneceram
em condicdes de casa de vegetacdo. Uma semana apdés a inoculacdo, fez-se a primeira
avaliacdo quanto a presenca e auséncia de sintomas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticfes, sendo cada repeticdo constituida por
uma planta com quatro folhas.

O teste de patogenicidade também foi realizado em frutos de tomateiro e
pimentdo. Com auxilio de uma almofada de alfinetes entomologicos foram realizados
ferimentos de aproximadamente 2,5 mm de profundidade nos frutos previamente
lavados com sabdo neutro em &gua corrente. Em seguida, 10 pL de uma suspensdo com
10® UFC mL™ foi depositada sobre o ferimento. Apés inoculacdo os frutos foram
dispostos sobre placas de Petri as quais foram acomodadas dentro de bandejas de
plastico e recobertas com sacolas plasticas para formacdo de cdmara Umida. Em
seguida, as bandejas foram acomodadas em estufa tipo B.O.D. (Biochemistry Oxigen
Demand), sob temperatura de 30°C por 48 h. A avaliacdo para presenca ou auséncia de
sintomas foi realizada quatro dias apds inoculacdo. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com trés repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida por um
fruto com seis pontos de inoculagéo.

Para os testes de patogenicidade do isolado de X. campestris pv. campestris
sementes de couve-comum (cultivar ‘Legacy’), couve-flor (‘Verona’), repolho (‘Astrus
plus’) e brocolis (‘Legacy’) foram semeadas e transplantadas da mesmas forma que as
solanaceas. Plantas com 30 dias de transplantadas foram inoculadas pela técnica de
corte das margens das folhas com pequenas tesouras mergulhadas na suspensdo
bacteriana em agua destilada esterilizada ajustada em espectrofotdmetro para 10 8 UFC
mL™. As inoculacdes foram realizadas em cinco pontos por folha, nas trés folhas mais
jovem de cada planta, conforme descrito por Vicente et al. (2002). As plantas
testemunha foram inoculadas apenas com ADE. Todas as plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo com temperatura de 28 = 2 °C com irrigacdo diaria. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, sendo cada repeticdo
constituida por uma planta com trés folhas, com cinco pontos de inoculacdo cada.

ApoOs observagdo dos sintomas para os dois patossistemas, foi realizado o

reisolamento do patdgeno a partir de lesdes foliares caracteristicas de mancha bacteriana
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e podriddo negra em meio NYDA, assim como em frutos lesionados, completando os

postulados de Koch'’s.

Hidrolise do amido e utilizagdo de pectato

A capacidade de hidrolisar amido e pectato foi determinada para os isolados de
X. euvesicatoria. O crescimento bacteriano foi depositado em quatro pontos sobre o
meio agar nutritivo suplementado com amido a 1% e no meio cristal violeta pectato,
respectivamente (Cuppel and Kelman, 1974). A avaliacdo foi realizada 36 h apés. O
isolado foi considerado positivo para atividade amilolitica quando se observou a
presenca de zona clara ao redor do crescimento bacteriano, apds inundacdo das placas
com lugol. Uma depressdo no meio foi interpretada como uma reacdo positiva para a

degradacéo do pectato. Foram utilizados controles positivos e negativos.

Resultados

Coleta das plantas daninhas e isolamento de Xanthomonas spp.

Setenta e uma amostras de plantas daninhas foram coletadas em areas de cultivo
de hortalicas em seis municipios da mesorregido do Agreste e um municipio da Mata de
Pernambuco, pertencentes as familias botanicas: Amaranthaceae (n = 13), Asteraceae (n
= 17), Boraginaceae (n = 1), Commelinaceae (n = 5), Euphorbiaceae (n= 4), Lamiaceae
(n = 1), Malvaceae (n = 2), Phyllantaceae (n = 1), Poaceae (n = 7), Portulacaceae (n =
17), Rubiaceae (n = 2) e Turneraceae (n = 1).

Culturas bacterianas obtidas a partir de fragmentos foliares de espécies de
plantas daninhas em meio 523 mostraram col6nias mucoides, arredondadas e com
pigmento amarelado, tipicas do género Xanthomonas, para amostras com e sem
sintomas. Através da microscopia 6ptica foram observadas células em forma de
bastonetes e Gram negativas. Foram obtidos seis isolados das plantas daninhas
Aeollanthus suaveolens (CRM3), Amaranthus lividus (CRM11 e CRM16),
Althernanthera philoxerioides (CRM42), Sida glomerata (CRM53) e Emilia fosbergii
(CRM60) (Figuras 1 e 2; Tabela 1), com lesdes foliares sendo observadas em quatro
espécies (A. suaveolens, A. lividus, A. philoxerioides e E. fosbergii). Ap6s a

preservacédo, os isolados foram depositados na Colegdo de Culturas Rosa Mariano do
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Laboratorio de Fitobacteriologia e as plantas incluidas na colegdo do herbario

Vasconcelos Sobrinho, ambos da UFRPE.

Identificacdo bioquimica e molecular (gene gumD) dos isolados ao nivel de género

O sistema Biolog Gen Il identificou os seis isolados como pertencentes ao
género Xanthomonas. Na analise do gene gumD, os isolados amplificaram um
fragmento de DNA de 402 pb com o par de primers X-gumDF7/ X-gumDR?7 (Figura 3),
confirmando assim que pertencem ao género Xanthomonas e as especies do Grupo 1l

desse género.

Sequenciamento do gene gyrB e analise filogenética

A arvore filogenética obtida por meio de Inferéncia Bayesiana com a sequéncia
do gene gyrB mostrou que os isolados CRM11, CRM16, CRM42, CRM53 e CRM60
formaram um grupo consistente com X. euvesicatoria isolado BC3710 e X. perforans
isolado CFBP6864. Com isso pode-se dizer que tais isolados pertencem a uma destas
espeécies. Ja o isolado CRM3 agrupou com X. campestris pv. campestris (CFBP5241),

sendo entdo considerado membro desta espécie (Figura 4).

Identificacdo de espécies de Xanthomonas do complexo causador de mancha bacteriana
e X. campestris pv. campestris por PCR

Na reacdo de PCR com os primers BS-XeF/BS-XeR, os isolados CRM11,
CRM16, CRM42, CRM53 e CRM60 amplificaram um fragmento de 173 pb especifico
para X. euvesicatoria (Figura 5).

O isolado CRM3 amplificou um fragmento de 200 pb quando submetido a
reacdo de PCR com o par de primers 2f/2r especifico para X. campestris pv. campestris
(Figura 6).

Caracterizacdo quanto a patogenicidade a diferentes hospedeiros

Todos os isolados de X. euvesicatoria foram capazes de causar sintomas em
plantas e frutos de tomateiro e pimentdo (Figura 7). As plantas apresentaram sintomas
10 dias apo6s a inoculagdo, que se caracterizaram como manchas necréticas circundadas
por halos cloroticos. Nos frutos inoculados com CRM53 e CRM42 foram observados

sintomas de podriddo mole trés dias apds a inoculacéo.
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O isolado CRM3, identificado como X. campestris pv. campestris, mostrou-se
patogénico aos diferentes hospedeiros de brassicas (brocolis, couve-flor, couve-folha e
repolho) com o inicio dos sintomas de podriddo negra sendo observados cinco dias

apos a inoculagéo.

Hidrolise do amido e utilizagdo de pectato
Todos os isolados de X. euvesicatoria hidrolisaram o amido e os isolados

CRM42, CRM53 e CRM60 apresentaram reacao positiva para a degradacdo do pectato.

Discussao

Plantas daninhas nas areas de producéo de diversas culturas tornam-se potenciais
fontes de indculo de micro-organismos fitopatogénicos, sendo fundamental na
epidemiologia de doengas como hospedeiros secundarios (Chaves et al., 2003). Além
disso, estudos comprovam que hospedeiros alternativos podem aumentar a
agressividade de fitopatégenos no campo (Gronberg et al., 2012).

Vérias espécies de plantas daninhas ja foram descritas como hospedeiros
alternativos de Xantomonas do complexo causador da mancha bacteriana, dentre elas:
Ambrosia artemisiifolia, Eclipta alba, Eupatorium capillifolium, Physalis pubescens,
Trifolium repens (Jones et al., 1986), Solanum americanum (Aradjo et al., 2015; Jones
et al., 1986); S. nigrum, S. symsimbriifolium (Bradbury, 1993), Nicandra physaloides
(Aradjo et al., 2015; Bradbury, 1993), Amaranthus retroflexus, Chenopodium album,
Datura spp., Digitaria sanguinalis, Portulaca oleraceae, Setaria glauca (Kurozawa &
Pavan, 2005), Amarathus hybridus, Bidens pilosa, Cyperus rotundus, Oxalis latif6lia
(Karavina et al., 2011) e Euphorbia heterophylla (Araujo et al., 2015).

No presente estudo foram detectadas as plantas daninhas A. lividus, A.
philoxerioides, E. fosbergii e S. glomerata como hospedeiros alternativos de X.
euvesicatoria. Essas espécies ainda ndo haviam sido citadas na literatura como
hospedeiros de Xanthomonas do complexo causador da mancha bacteriana. No Brasil,
existe relato de N. physaloides e S. americanum como hospedeiros de X. perforans e E.
heterophylla como hospedeiro de X. gardneri (Araujo et al., 2015). Em todas as areas
onde se realizaram as coletas espécies do género Althernanthera e Amaranthus foram

comumente as mais encontradas, o que indica que essas plantas daninhas sdo as que
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possuem uma maior importdncia como fonte de indculo de X. euvesicatoria,
contribuindo assim, para uma ampla disseminacdo da doenca. No Brasil, a mancha
bacteriana ¢ uma das doencas mais importantes do tomateiro para processamento
industrial e de mesa, independente do estadio da cultura, com ocorréncia frequente em
areas irrigadas (Barbosa, 1997), podendo ser causada por X. vesicatoria, X.
euvesicatoria, X. perforans e X. gardneri (Quezado-Duval et al., 2005; Quezado-Duval;
Lopes, 2010; Pereira et al., 2011; Costa et al., 2012). A descoberta de novas plantas
daninhas como hospedeiros de X. euvesicatoria € uma grande contribuicdo para
entendimento da epidemiologia da doenga.

A. lividus, E. fosbergii e S. glomerata apresentavam lesdes foliares, indicando
que X. euvesicatoria foi capaz de infectar essas plantas daninhas em condi¢des naturais
de campo, sendo esse fato de grande importancia na epidemiologia da doencga. Infeccdes
naturais também foram observadas em outras plantas daninhas para espécies de
Xanthomonas do complexo causador da mancha bacteriana (Aradjo et al., 2015).

A anélise filogenética das sequéncias do gene gyrB mostrou que os isolados
CRM11, CRM16, CRM42, CRM53 e CRM60 agruparam com X. euvesicatoria e X.
perforans. No entanto, através da analise de PCR os isolados foram todos identificados
como X. euvesicatoria. Existe controvérsia na classificacdo da espécie X. perforans e
segundo Barak et al. (2016), X. euvesicatoria e X. perforans compdem uma Unica
espécie, pois foi verificada através de genbmica comparativa que as mesmas possuem
uma similaridade superior a 99%.

Todos os isolados de X. euvesicatoria foram capazes de causar sintomas em
plantas e frutos de tomateiro e pimentdo. Segundo Potnis et al. (2015) X. euvesicatoria e
X. vesicatoria causam doenca em pimentdo e tomateiro, enquanto X. perforans e X.
gardneri sdo conhecidos por infectarem apenas tomateiro. Os isolados CRMA42 e
CRM53 induziram podriddo mole em frutos de tomateiro e pimentdo (Figura 7 D e E),
tendo sido confirmada a atividade pectinolitica dos isolados no teste in vitro. X.
euvesicatoria é reportada até o presente momento como uma bactéria que possui fracas
atividades pectnolitica e amilolitica (Jones et al., 2004; EPPO, 2013). Nossos resultados
contrariam este fato, ja que a utilizacdo de pectato foi detectada nos isolados CRM42,
CRM53 e CRM60 em menos de dois dias, o que caracteriza uma forte atividade

pectinolitica. Além disso, os cinco isolados de X. euvesicatoria também apresentaram
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forte atividade amilolitica. Este é o primeiro relato de isolados dessa bactéria causando
podriddo mole e forte atividade pectinolitica e amilolitica.

Com relacdo a X. campestris pv. campestris, sdo relacionadas como plantas
daninhas hospedeiros naturais: Brassica campestris, B. geniculata, B. Niger, Cardaria
pubescens, Coronopus didymus,, Lepidium virginicum, Raphanus sativus, (Schaad &
Dianese, 1981) e Centella asiatica (Kishun & Chand, 1988). Através de inoculacdo
artificial as espécies L. virginicum e R. raphanistrum apresentaram elevado potencial
para sobrevivéncia epifitica dessa bactéria (Silva et al., 2017). Nesse estudo, o isolado
CRM3 obtido da planta daninha A. suaveolens, conhecida como erva macassa, foi
identificado através da anéalise filogenética do gene gyrB, assim como, pela utilizacdo de
primers especificos, como X. campestris pv. campestris. Esta bactéria apresenta uma
ampla gama de hospedeiros, sendo patogénica a diversas espécies botanicas (Zhao et al.,
2000; Miguel-Wruck et al., 2010), mas nenhuma das espécies de plantas daninhas dos
campos de hortalicas do Nordeste brasileiro tinha sido registrada previamente como
hospedeiro dessa bactéria, constituindo, portanto, o primeiro registro de A. suaveolens
como hospedeiro alternativo de X. campestris pv. campestris.

Em todas as regifes do mundo onde se cultivam brassiciceas (Alvarez; Cho,
1978; Jensen et al., 2010; Massomo et al., 2003; Mirik et al., 2008; Popovi¢ et al., 2013;
Schaad; Thaveechai, 1983) a podriddo negra vem sendo relatada, nas mais variadas
condicdes, durante todos os periodos de cultivo. No Brasil, a distribui¢do da podriddo
negra é generalizada, sendo amplamente encontrada em todas as regides produtoras,
pelo fato da bactéria ser transmitida por sementes e mudas (Rodrigues-Neto; Malavolta-
JR., 1995). Ressaltasse também a capacidade da bactéria sobreviver em plantas
daninhas (Schaad; Dianese, 1981), o que foi constatado no presente estudo.

O conhecimento sobre a gama de hospedeiros de X. euvesicatoria e X.
campestris pv. campestris é importante quando se trata do manejo das doencas em
relacdo a infestacdo dos cultivos por plantas daninhas. Uma das préaticas mais eficazes
para manejo das doencas causadas por esses patdgenos € a rotacdo de culturas, que tem
como principio eliminar plantas suscetiveis na area de plantio, reduzindo assim a
populacdo do patogeno pela auséncia de tecidos suscetiveis (Quezado-Duval; Lopes,
2010). Eventualmente, a falta de capinas periddicas viabiliza a convivéncia das plantas
daninhas com a cultura principal durante praticamente todo o ciclo da cultura (Miléo et
al., 2007).
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Esse estudo demonstrou a importancia de plantas daninhas como hospedeiros
alternativos para as bactérias X. euvesicatoria, X. gardneri e X. campestris pv.
campestris, durante os cultivos e nos periodos de entressafra de hortalicas (solanaceas e
brassicas), uma vez que as mesmas podem servir como fonte de indéculo, contribuindo
para a permanéncia do patégeno nas areas de producdo, além de promover a infecgdo
dos préximos cultivos. Além do mais, este € o primeiro relato de A. lividus, E. fosbergii
e S. glomerata como hospedeiros de X. euvesicatoria, de A. philoxerioides como
hospedeiro de X. gardneri e de A. suaveolens como hospedeiro de X. campestris pv.

campestris.
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Fig. 1 Plantas daninhas hospedeiras de Xanthomonas euvesicatoria: a- Amaranthus lividus; b-
Althernanthera philoxerioides; c- Sida glomerata; d- Emilia fosbergii.



660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678

679
680

681

682

683

684

685

686

687

688

689

50

Fig. 2 Planta daninha Aeollanthus suaveollens, hospedeiro alternativo da fitobactéria

Xanthomonas campestris pv. campestris.
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Fig. 3 Amplificacdo de DNA de isolados de Xanthomonas obtidos de plantas daninhas, usando
o primer especifico X-gumDF7/X-gumDR7 para Xanthomonas do grupo Il. (1) Xanthomonas
perforans, (2) CRM3, (3) CRM11, (4) CRM16, (5) CRM42, (6) CRM53, (7) CRM60 e
Controle negativo (CN).
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Fig. 5 Amplificacdo de DNA de isolados de Xanthomonas obtidos de plantas daninhas, através
de PCR convencional com os primers BS-XeF/BS-XeR, especificos para Xanthomonas
euvesicatoria. (1) X. euvesicatoria (isolado EH2009-130), (2) CRM11, (3) CRM16, (4)
CRM42, (5) CRM53, (6) CRM60 e (7) Controle negativo (CN).
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Fig. 6 Amplificacdo de DNA de isolado de Xanthomonas campestris pv. campestris
obtido de planta daninha, com primer especifico 2f/2r. (1) X. campestris pv. campestris
isolado patotipo (IBSBF959), (2) CRM3 e Controle negativo (CN)
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Fig. 7 Lesbes em folhas e frutos observadas apds inoculacdo artificial de
isolados de Xanthomonas spp. obtidos de plantas daninhas: A- lesdo foliar em
couve-comum causada por X. campestris pv. campestris, 5 dias apds
inoculacdo; B e C- lesdo foliar em tomateiro e pimentdo, causada por X.
euvesicatoria, 10 dias ap6s inoculacdo; D e E — podriddo mole em frutos de
tomate e pimentdo causada por X. euvesicatoria, onde pode-se observar a

presenca de exsudagdo bacteriana.
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Tabela 1. Origem, designacao e hospedeiros de isolados bacterianos do género Xanthomonas obtidos de
plantas daninhas no estado de Pernambuco

Isolados Planta daninha hospedeira Familia botanica Municipio/ Mesorregiéo
CRM3 Aeollanthus suaveolens Lamiaceae Ché-Grande/ Mata
CRM11 Amaranthus lividus Amarantaceae Camocim de S&o Félix/ Agreste
CRM16 Amaranthus lividus Amarantaceae Cha-Grande/Agreste
CRM42 Althernanthera philoxerioides Amarantaceae Bom Jardim/ Agreste
CRM53 Sida glomerata Malvaceae Bom Jardim/ Agreste

CRM60 Emilia fosbergii Asteraceae Cha-Grande/ Mata
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CONCLUSOES GERAIS

-Algumas plantas daninhas nos campos de cultivo de hortalicas em Pernambuco sdo
hospedeiros alternativos das fitobacterias Xanthomonas euvesicatoria e X. campestris

pv. campestris;

-Amaranthus lividus (caruru), Althernanthera philoxerioides (erva-de-jacaré), Sida
glomerata (guanxuma branca) e Emilia fosbergii (bela-emilia) s@o hospedeiros

alternativos de X. euvesicatoria;

-Os isolados CRM11, CRM16, CRM42, CRM53 e CRM60 sdo patogénicos a plantas
e frutos de tomateiro e pimentdo, e os isolados CRM42 e CRM53 causam podriddo

mole nos frutos;

- Todos os isolados possuem forte atividade amilolitica e os isolados CRM42, CRM53 e

CRMG60 apresentam forte atividade pectinolitica;

- A planta daninha Aeollanthus suaveolens, conhecida como erva macassa, é hospedeiro

alternativo de X. campestris pv. campestris;

-0 isolado CRM3, identificado como X. campestris pv. campestris, € patogénico as

bréssicas repolho, brécolis, couve-comum e couve-flor.



