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1. RESUMO

O pimentdo é uma hortalica com grande apreciacdo no Brasil,
tendo elevada importancia no mercado de condimentos, temperos e conservas. O Estado de
Sao Paulo é o principal produtor desta hortalica, com producdo aproximada de 85.000
toneladas na safra 2010. Dentre os principais problemas fitossanitarios da cultura do
pimentdo, destaca-se a mancha bacteriana, causada por espécies de Xanthomonas spp. A
doenca pode ocasionar perdas substanciais na produtividade da cultura, especialmente em
periodos de elevadas pluviosidade e temperatura, além da baixa eficacia de controle com
produtos quimicos, como fungicidas cupricos. Em vista do exposto, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar 59 isolados de Xanthomonas spp. de pimentdo obtidos de
diferentes regides produtoras do Brasil, através da utilizacio de técnicas
bioquimicas/fisioldgicas, moleculares e verificar a sensibilidade in vitro dos isolados aos
sulfatos de cobre e zinco e suas misturas. Para os ensaios bioquimicos/fisiolégicos, foram
realizados os testes de reacdo diferencial de Gram, solubilidade em KOH a 3%, hidroélise
de amido, atividade pectinolitica e a utilizacdo de 13 fontes de carbono, em microplacas
GN2 da Biolog®. A identificacdo molecular foi realizada através de reacdes de PCR com
os iniciadores especificos para X. euvesicatoria, X.vesicatoria, X. gardneri e X. perforans.
A sensibilidade in vitro dos isolados aos sulfatos de cobre e zinco foi avaliada nas
concentracdes de 50, 100, 200 e 400 pg.mL™, além da mistura de 50% de cada um dos
produtos, nas mesmas concentragdes finais no meio de cultura PSA. Com base nos
resultados dos testes bioquimicos/fisiologicos e moleculares (PCR) com iniciadores
especificos revelaram a prevaléncia de X. euvesicatoria em pimentdo no Brasil. Todos os

isolados avaliados foram resistentes ao sulfato de zinco e 85% deles foram resistentes ao



sulfato de cobre. A mistura dos dois produtos na concentracdo de 400 pg.ml™ inibiu o

crescimento de todos os isolados avaliados.

Palavras-chave: Biolog, mancha bacteriana, PCR, resisténcia, solanéceas.
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2. SUMMARY

Pepper is a vegetable with great appreciation in Brazil and high
importance for the market of condiments, spices and canned goods. Sao Paulo state is the
main producer of pepper in Brazil with almost 85.000 ton in 2010. One of the most
important phytosanitary problems for this crop is the bacterial spot, caused by species of
Xanthomonas spp. This disease can cause crop productivity losses, especially during
periods of high rainfall and temperature, in addition to the low efficacy of chemicals, as
copper fungicides. In this study, we characterized 59 strains of Xanthomonas spp.
associated with bacterial spot from different producing regions of Brazil, using
biochemical/physiological and molecular techniques, and evaluated the in vitro sensitivity
of strains to copper and zinc sulfates. For the biochemical/physiological assays, Gram
staining, KOH string test, starch hydrolysis, pectinolytic activity and the utilization of 13
carbon sources on Biolog® GN2 microplates were performed. Molecular characterization
was performed by PCR with specific initiators for X. euvesicatoria, X.vesicatoria, X.
gardneri and X. perforans. In vitro sensitivity of strains to copper and zinc sulfates was
evaluated at concentrations 50, 100, 200 and 400 ug.mL™, together with the mixing of the
chemicals, in the same final concentration in culture medium. Based on starch hydrolysis
and pectinolytic activity results, strains were divided in two distinct groups: X. vesicatoria
with X. perforans (positive pectinolytic and amylolytic activities) and X. euvesicatoria
with X. gardneri (negative pectinolytic and amylolytic activities). PCR and carbon sources
utilization results revealed the prevalence of X. perforans on pepper in Brazil. All strains
were resistant to zinc sulfate and 85% to copper sulfate. The mixing of the chemicals at

concentration of 400 pug.ml™ inhibited the growth of all strains assessed.



Keywords: bacterial spot, Biolog, PCR, resistance, solanaceous.



2. INTRODUCAO

O pimentdo é uma das hortalicas mais cultivadas em todo o mundo,
sendo comercializado na forma de fruto fresco e conservas. Sua importancia é dada pela
presenca de substancias quimicas que conferem sabor e aroma aos alimentos, além de
serem fontes considerdveis de vitaminas (REIFSCHNEIDER, 2000; FINGER; SILVA,
2005).

A cultura do pimentdo estd sujeita a ocorréncia de diversos
problemas fitossanitérios, sendo a mancha bacteriana, causada por Xanthomonas spp., um
dos mais importantes. A doenca ocorre, predominantemente, em épocas chuvosas,
associadas a temperaturas em torno de 25 a 28°C (KUROZAWA et al., 2005; QUEZADO-
DURVAL,; LOPES, 2010).

O controle da mancha bacteriana € dificultado pela variabilidade
das bactérias causadoras da doenca e pela baixa eficiéncia de produtos quimicos. Além
disso, a eficiéncia do controle varia com a regido, época do ano e a intensidade e
frequéncia de pulverizacdes com produtos quimicos na cultura (MARINGONI et al., 1986;
AGUIAR, et al., 2000; CARMO et al., 2001).

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivo a
caracterizacéo de isolados de Xanthomonas spp. de pimentéo oriundos de diversas regides
do Brasil, utilizando testes bioquimicos/fisioldgicos e a identificagdo molecular, além da
avaliacdo da sensibilidade in vitro dos isolados aos sulfatos de cobre e zinco e a mistura
dos produtos. Estas informacGes sdo de grande importancia para pesquisas direcionadas ao

melhoramento genético da cultura, visando a selecdo de germoplasma resistentes para



serem utilizados em cruzamentos, a incorporacdo de genes de resisténcia a mancha

bacteriana em cultivares suscetiveis e o direcionamento para o controle quimico.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da cultura do pimentao

O pimentdo (Capsicum annuum L.) é origindrio do continente
Americano, ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até o Chile. Séculos antes da
colonizacdo espanhola, o pimentdo e a pimenta ja eram amplamente cultivados e
consumidos pelos povos indigenas nas Américas. No ano de 1493, o pimentdo foi
introduzido na Espanha, chegando a outras na¢des da Europa, Asia e Africa (FILGUEIRA,
2008). Ha registros histéricos de que as primeiras cultivares de pimentdo foram
desenvolvidas na Espanha, sendo pertencentes ao grupo denominado “Casca dura”, com
frutos de formato conico. No Brasil, o pimentdo foi introduzido inicialmente no Estado de
Séo Paulo, nos municipios de Mogi das Cruzes e Suzano (REIFSCHNEIDER, 2000).

Segundo dados da FAO (2013), na safra de 2011, foram produzidas
29,6 milhdes de toneladas de pimentdo em todo o mundo, ocupando uma area de 1,8
milhdes de hectares. A Asia foi responsavel por 69,3% do pimentdo produzido, seguida das
Américas (12,4%), Europa (9,7%), Africa (8,4%) e Oceania (0,2%). Os principais paises
produtores de pimentdo, na safra 2011, foram China (15,5 milhdes de ton.), México (2,1
milhdes de ton.), Turquia (1,9 milhGes de ton.), Indonésia (1,4 milhdes de ton.) e Espanha
(0,9 milhoes de ton.).

No Brasil, conforme dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra 2010, foram produzidas 197 mil toneladas de pimentéo,
sendo os estados da regido Sudeste, 0os maiores produtores. No Estado de S&o Paulo, a

producdo de pimentdo foi de 85 mil toneladas, em uma &rea de 2,1 mil hectares, seguido de



Minas Gerais (45 mil ton.), Rio de Janeiro (27 mil ton.), Espirito Santo (25 mil de ton.) e
Goiés (6,5 mil de ton.) (CONAB, 2011; Instituto de Economia Agricola, 2012).

O conteudo nutricional dos frutos de pimentdo é relativamente alto,
sendo ricos em vitaminas A, B1, B2, C e E, proteinas, carotenoides, glicidios, lipidios,
minerais, agua e fibras que auxiliam no processo de digestdo e previnem problemas
intestinais. Por serem fontes de antioxidantes naturais, 0s pimentdes estdo sendo
pesquisados por areas relacionadas & medicina e a farmacia para fins terapéuticos e
utilizacdo na prevencdo de doencas cardiovasculares e degenerativas como 0 cancer,
catarata, e os mals de Parkinson e Alzheimer. Os frutos possuem diversos pigmentos, como
0s carotenoides, que sdo responsaveis pela sua coloracdo, e pelo corante vermelho
denominado paprica (REIFSCHNEIDER, 2000; MOREIRA, 2012).

O cultivo do pimentdo ocorre tanto em campo aberto quanto em
estufas. O cultivo em campo aberto é o grande responsavel pela grande maioria das areas
cultivadas no Brasil. No cultivo protegido, sdo empregados hibridos de frutos coloridos,
que possuem maior valor agregado, quando comparados aos pimentdes de coloracéo verde.
O custo de producdo desses frutos é maior, principalmente pelo extenso periodo de
maturacdo, especialmente durante o inverno (GOTO; ROSSI, 1997; CERQUEIRA-
PEREIRA et al., 2007).

Segundo Filgueira (2008), trata-se de uma solandcea arbustiva,
perene, porém cultivada como cultura anual. De acordo com Goto e Rossi (1997), o
pimentdo € uma planta de clima tropical, exige temperatura ao redor de 25 e 28°C, atinge
altura média de 0,50 a 2,50m. A raiz principal pode chegar de 0,30 a 0,60m, as raizes
adventiceas sdo numerosas e alcangam de 0,30 a 0,50m. As folhas sdo ovaladas,
terminadas em éapice agudo, dispostas alternadamente na haste e apresentam cor verde
brilhante. As flores solitarias, hermafroditas e brancas surgem em cada bifurcacao da haste,
nas axilas das folhas.

Assim como em qualquer cultura, a cultivar e/ou hibrido de
pimentdo produzido é determinado pelas preferéncias do mercado, condigdes climaticas e
fitossanitarias favoraveis. Os frutos diferem pelo tamanho, formato, coloragdo e maturacao.
Os frutos imaturos apresentam coloragcdo verde, e quando maduros sdo de coloragdo
vermelha, amarela, entre outras cores (FONTES, 2005). De acordo com Moreira (2012), os
frutos de pimentdo ndo apresentam sabor picante devido a auséncia do alcalbide

capsaicina.



Apesar dos avangos tecnoldgicos incorporados aos sistemas de
producdo da cultura do pimentdo, as doencas de distintas origens, bidticas e abioticas, sdo
sério entrave a produgdo da cultura (LOPES; AVILA, 2003). As doencas que afetam o
pimentdo podem comprometer a quantidade e a qualidade da producdo em diversos
estagios de desenvolvimento. Segundo Pernezny (2003) e Kurozawa et al. (2005), as
principais doencas flngicas que incidem sobre a cultura sdo canela preta (Phytophthora
capsici), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum, C. boninense, C.
capsici e C. coccodes) e mildio pulverulento (Oidiopsis seculo). As principais doencas de
etiologia viral sdo causadas pelo Potato Virus Y (PVY), Pepper Yellow Mosaic Virus
(PepYMV), o vira-cabeca causado por diversas espécies do género Tospovirus, Cucumber
Mosaic Virus (CMV) e o mosaico do fumo causado por espécies do género Tobamovirus
(TMV, ToMV, PMMoV). A principal nematose ¢ o nematoide das galhas causado pelas
espécies Meloidogyne incognita, M. javanica e M. enterolobi. As principais doencas
bacterianas sdo a murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum), talo oco (Erwinia

carotovora subsp. carotovora) e mancha bacteriana (Xanthomonas ssp.).

3.2. Mancha bacteriana do pimentao e caracteristicas de Xanthomonas spp.

A mancha bacteriana, incitada por Xanthomonas spp., € uma das
principais doencas bacterianas da cultura do pimentdo, em regides ou épocas de cultivo
com alta umidade e temperaturas na faixa de 25-28°C. No Brasil, nas Regides Sudeste e
Sul, ela ocorre em maior incidéncia em pimentdo durante o verdo, principalmente devido a
alta pluviosidade e suscetibilidade dos cultivares e hibridos plantados (KUROZAWA et
al., 2005). Atualmente, a doenca encontra-se distribuida nas regibes mais quentes do
mundo, como as Américas, Africa, Asia, Europa Meridional e Oceania (CABI, 1996).

Os sintomas da mancha bacteriana em pimentdo atingem toda a
parte aérea da planta, durante todos os estadios de desenvolvimento. De acordo com
Pernezny (2003), nas folhas os sintomas iniciam como pequenas manchas encharcadas,
tornando-se marrons e necroticas no centro. Quando submetidas a periodos chuvosos ou
agua de irrigacdo, progridem para mais de 3 mm de didmetro e se aglutinam, levando a
queda prematura das folhas. Nos frutos, as lesdes iniciais séo verdes circulares, atingindo 2
a 3 mm diametro, tornando-se de coloracdo marrom, aspera e com aspecto de verruga. De

acordo com Kurozawa et al. (2005), a bactéria pode colonizar todo o fruto, atingir as
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sementes e contamina-las, além de favorecer o apodrecimento dos frutos por
microrganismos secundarios.

Representantes do género Xanthomonas spp. sdo Gram-negativos,
aerobicos, baciliformes (0,4 - 0,7 x 0,7 - 1,8 um), mdveis por um unico flagelo polar, ndo
reduzem nitrato, oxidase negativa, catalase positiva, e ndo utilizam asparagina como unica
fonte de carbono (SCHAAD et al., 2001). As col6nias sdo lisas, mucoides, amarelas e
produzem o pigmento xantomonadina (BRADBURY, 1986).

A mancha bacteriana foi relatada pela primeira vez afetando
plantas de tomateiro na Africa do Sul, em 1914, sendo descrita como cancro do tomateiro,
em 1920, por Ethel Doidge. Quase na mesma época do trabalho de Doidge, uma doenca
similar foi descrita nos Estados Unidos por Gardner e Kendrick, e referida como mancha
bacteriana. No trabalho desenvolvido por Doidge, ele identificou o agente causal da doenca
como Bacterium vesicatorium, enquanto que nos Estados Unidos, o patégeno foi nomeado
B. exitiosa. Doidge descreveu B. vesicatorium como fracamente amilolitica, enquanto
Gardner e Kendrick caracterizaram B. exitiosa como fortemente amilolitica (JONES et al.,
1998).

Durante 0 mesmo periodo, em 1918, a mancha bacteriana do
pimentdo foi descrita por Sherbakoff. Em 1922, Higgins determinou que 0 organismo era
altamente relacionado a B. vesicatorium e B. exitiosa, mas diferentes em algumas
importantes reac@es fisiologicas. Em 1924, Gardner e Kendrick usaram varios testes para
comparar B. exitiosa e B. vesicatorium a um isolado obtido de pimentdo na Flérida. Os
pesquisadores falharam na comparacdo das atividades amiloliticas dos isolados, mas
mesmo assim, concluiram que os trés eram muito semelhantes, denominando-os B.
vesicatorium Doidge. Como resultado, por aproximadamente quatro décadas, apenas uma
espécie bacteriana foi considerada o agente causador da mancha bacteriana do pimentao e
tomate (JONES et al., 1998).

Em 1925, B. vesicatorium foi renomeada para Pseudomonas
vesicatoria, em 1930 para Phytomonas vesicatoria, em 1939 para Xanthomonas
vesicatoria (JONES et al.,, 1998). Trabalho desenvolvido por Burkholder e Li (1941)
demonstrou que isolados de X. vesicatoria de tomate hidrolisavam amido, enquanto que 0s

de piment&o ndo apresentavam atividade amilolitica.



11

No ano de 1947, a mancha bacteriana foi relatada pela primeira vez
no Brasil, em pimentdo, no Estado de Pernambuco, e posteriormente constatada no Rio de
Janeiro (ROBBS, 1953).

Em 1957, Sutic identificou uma doenca bacteriana em tomateiro na
lugoslavia, responsavel pelo sintoma "olho de passaro” e identificou seu agente causal
como Pseudomonas gardneri, estabelecendo uma variedade especial, X. gardneri var.
capsici para isolados patogénicos ao pimentdo (JONES et al., 1998). Embora esta bactéria
ndo tenha sido formalmente classificada como pertencente ao género Xanthomonas, Dye
(1966) comparou P. gardneri a um grupo de isolados e determinou que ela era pertencente
ao género Xanthomonas. Além disso, Dye demonstrou que X. gardneri era um sinénimo de
X. vesicatoria, uma vez que ambas as bactérias eram patogénicas ao tomateiro e ndo eram
diferenciaveis por técnicas laboratoriais e patogenicidade. Algumas décadas depois,
analises de acidos graxos, testes de utilizacdo de fontes de carbono e analise do rRNA 16S
confirmaram que esta bactéria pertencia ao género Xanthomonas, sendo reclassificada
como X. gardneri (JONES, et al., 2000).

Um estudo desenvolvido por Dye (1966) comparou isolados de X.
vesicatoria de pimentdo e tomate de diversas regides do mundo e observou que ndo era
possivel diferencia-los por testes bioquimicos, sendo portanto, pertencentes a mesma
espécie. Os isolados pertencentes a espécie X. vesicatoria foram entdo renomeados para X.
campestris pv. vesicatoria. Entretanto, alguns isolados de pimentdo apresentavam uma
fraca atividade amilolitica quando comparados a isolados de tomate (JONES et al., 1998;
JONES et al., 2004).

Em 1976 foi criado o termo patovar, independente do hospedeiro,
portanto X. vesicatoria passou a ser denominada X. campestris pv. vesicatoria (Dye et al.,
1980).

Em trabalhos de caracterizagdo de isolados de X. campestris pv.
vesicatoria de tomate e pimentdo no Brasil, Maringoni e Kimati (1987 a; b) demonstraram
que os isolados de tomate hidrolisavam amido, enquanto os isolados de piment&o
apresentavam reacdo negativa. A diferenciagdo soroldgica entre os isolados de pimentdo e
tomate em dupla-difusdo em gel-4gar demonstrou que os isolados de pimentdo, com
excecdo do isolado P-14, reagiram com antissoro homoélogo. Os isolados de tomate
reagiram com o antissoro heterdlogo, demonstrando a diferenca soroldgica entre 0s

isolados de tomate e pimentéo.
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No final da década de 80 e inicio da década de 90, Vauterin et al.
(1990) e Stall et al. (1994), independentemente, observaram que X. campestris pv.
vesicatoria era consitituida por dois grupos de isolados geneticamente distintos.
Posteriormente, Vauterin et al. (1995) dividiram X. campestris pv. vesicatoria em duas
espécies e grupos distintos: Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Grupo A) e
Xanthomonas vesicatoria (Grupo B). Esta nova divisao foi baseada em estudos envolvendo
hibridizacio DNA-DNA, expressdo de bandas de proteinas, hipersensibilidade em
hospedeiros diferenciais e sorologia. Foi evidenciado que a homologia entre 0 DNA das
duas espécies era inferior a 50%. Os isolados do Grupo A ndo hidrolisam amido e pectina e
possuem proteina de 32 Kda. A maioria desses isolados contém o gene de aviruléncia
avrBsT, que resulta em incompatibilidade em pimentdo. Os isolados do Grupo B
hidrolisam amido, possui atividade pectinolitica, proteinas de 27 KDa e na maioria dos
isolados o gene de avirulencia avrBsP esta presente.

Trabalho desenvolvido por Jones et al. (1995) e Bouzar et al. (1996
b; c) revelaram um outro grupo de isolados que hidrolisam amido, mas que diferiam dos
isolados do Grupo B em patogenicidade e caracterizacdo sorologica. Estes isolados foram
designados como pertencentes ao Grupo C.

Anos mais tarde, Jones et al. (2000) realizaram estudos com
marcadores genéticos, hibridizacdo DNA-DNA, comparacdo de sequéncias de RNA,
atividade enzimatica e testes de patogenicidade, e concluiram que as Xanthomonas spp.
patogénicas ao tomate e pimentdo podiam ser divididas em quatro grupos fenotipicos
distintos, representados por trés espécies. Os Grupos A e C com X. axonopodis pv.
vesicatoria; o grupo B com X. vesicatoria; e o grupo D com X. gardneri. Os grupos Ae C
apresentaram alta homologia em estudos filogenéticos, sendo o grupo C classificado como
uma subespécie do grupo A.

Finalmente, Jones et al. (2004), baseando-se em testes com treze
fontes de carbono (Tabela 1) e hibridizacdo DNA-DNA, reclassificou as espécies de
Xanthomonas spp. causadoras da mancha bacteriana em tomate e pimentdo em quatro
espécies. Os isolados do Grupo A foram classificados como X. euvesicatoria; os isolados
do Grupo B como X. vesicatoria; isolados do Grupo C como X. perforans, e os isolados do

Grupo D como X. gardneri.
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Tabela 1: Diferenciacdo de quatro espécies de Xanthomonas spp. patogénicas ao pimentéo

e/ou tomateiro, com base na utilizacdo de treze diferentes fontes de carbono.

Utilizag&o de: X. euvesicatoria  X. vesicatoria X. perforans X. gardneri
Dextrina + + + -
Glicogénio + V V -
N-acetil-D-glucosamina + \/ + -
D-galactose + V- + -
Gentibiose + \/ + -
a-D-lactose lactulose VvV V- + -
Acido acético \Y; - + -
Acido cis-aconitico +2 -2 \Y} -
Acido malénico + \Y; + -
Acido propiénico V- \Y; + -
D-alanina \/ \/ + -
Acido glicil-L-aspartico - V- + -
L-treonina \Y/ V- + -

+ = reagdo positiva para todos os isolados; V = 50% ou mais de isolados utilizaram a fonte
de carbono; V- = <50% dos isolados utilizaram a fonte de carbono; e - = nenhum dos
isolados utilizou a fonte de carbono.

Adaptado de Jones et al., (2004).

Na cultura do tomateiro foi observada a ocorréncia das quatro
espécies de Xanthomonas (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri),
enquanto que em pimentdo ocorrem as espécies X. euvesicatoria (JONES et al., 2005) e X.
vesicatoria (VAUTERIN et al., 1995).

No Brasil, conforme Quezado-Durval et al. (2005), Quezado-
Durval et al. (2010), Pereira et al. (2011) e Costa et al.(2012), ha relatos da ocorréncia das
quatro espécies (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri) em tomateiro,
porém em pimentdo esta informacao ndo esta esclarecida até a presente data.

A viruléncia ao tomateiro ou pimentdo € resultado da interacdo dos
genes de aviruléncia do patdgeno com os genes de resisténcia do hospedeiro, que resulta
em consideravel variacdo nos isolados do género Xanthomonas. Foram identificados trés
grupos de Xanthomonas spp. (Xcv): o grupo patogénico apenas a tomate (XcvT); o0 grupo
patogénico ao pimentdo (XcvP) e o0 grupo patogénico a tomate e pimentdo (XcvTP)
(MINSAVAGE et al., 1990)

Testes moleculares utilizando o método de reagdo em cadeia da

polimerase (PCR) foram realizados por Leite Jr. et al. (1995) que detectaram Xanthomonas
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spp. em sementes de tomate e pimentdo, utilizando os iniciadores RST2/RST3 com
amplificagdo de uma banda de DNA de 840 pb e os iniciadores RST9/RST10 com
amplificagdo de uma banda de DNA de 355 pb.

Alguns estudos recentes desenvolveram diversos iniciadores para a
deteccdo de Xanthomonas spp. em tomate e pimentdo. Cuppels et al. (2006)
desenvolveram os iniciadores BSX1 e BSX2 que foram eficazes em detectar X. gardneri
patogénica ao tomateiro, com amplificagdo de uma banda de DNA de 579 pb Entretanto,
os iniciadores foram ineficazes na deteccdo de X. perforans. Moretti et al. (2009)
utilizaram os iniciadores Xeu 2.4 e Xeu 2.5 para detectar Xanthomonas euvesicatoria em
plantas de tomate e pimentdo, com amplificacdo de fragmento de DNA contendo 208 pb.

Em trabalho desenvolvido por Koenraadt et al. (2009), quatro
iniciadores moleculares foram desenvolvidos para a diferenciacdo e detec¢do das quatro
espécies de Xanthomonas spp. patogénicas a tomate e pimentdo. Para X. euvesicatoria 0s
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-XvR com fragmentos
de 138 pb; para X. gardneri, com iniciadores BS-XgF e BS-XgR com fragmentos de 154
pb; e X. perforans, os iniciadores BS-XpF e BS-XpR com fragmento de 197 pb.

3.3. Medidas de controle da mancha bacteriana e resisténcia de Xanthomonas

spp. a produtos quimicos

De acordo com Kurozawa et al (2005), é recomendado o uso de
sementes sadias rotacao de culturas com espécies nao-solanaceas por um periodo de dois a
trés anos e instalacdo da cultura apenas em locais ndo propensos a cerra¢do ou orvalho em
épocas com temperaturas de 25 a 28°C. O plantio em ambiente protegido também é
recomendado durante as épocas mais quentes e chuvosas do ano. O controle quimico da
mancha bacteriana é baseado na pulverizacdo periddica com fungicidas a base de cobre.
Quando disponiveis € recomendado o uso de cultivares de pimentdo resistentes
(KUROZAWA et al., 2005). No mercado brasileiro existem hibridos com genes especifico
de resisténcia a algumas ragas do agente causal da mancha bacteriana, como por exemplo:
Impacto, Commandant e Dahra RX (SAKATA, 2013; SEMINIS, 2013; SYNGENTA,
2013).
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Na literatura foram descritas a existéncia de genes de resisténcia
em C. annuum: gene Bs1, encontrado no Pl 163192 (COOK; STALL, 1963); o gene Bs3,
no Pl 271322 (KIM; HARTMAN, 1985); Bs2, observado em C. chacoense e Pl 260435
(COOK; GUEVARA, 1984, Bs4, no Pl 235047 de C. pubescens (SAHIN; MILLER, 1998)
e Bs5 citado por Jones et al. (1998); Bs5, no PI1271322 (Jones et al., 2002) e Bs6, no
PEP13 (Jones et al., 2002). Atualmente existem 11 ragas Xanthomonas spp. patogénicas ao
pimentdo (PO, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 e P10) (WIERZBICK, 2003). As distintas
racas sdo classificadas utilizando as linhas quase-isogénicas da cultivar “Early-Calwonder”
denominadas ECW-10R (Bsl), ECW-20R (Bs2), ECW-30R (Bs3), C. pubensis (Bs4),
P1271322 (Bs5) e PEP13 (Bs6) (Jones et al., 2002). No Brasil ha relatos das racgas 0, 2, 7 e
8, de acordo com (WIERZBICK, 2003), o gene Bs1 confere resisténcia as racas 0, 2 e 5; 0
geneBs2a0,1,2,3,7e8;0g0eneBs3a0,1,4,7e9;0geneBs4a0,1,3,4¢eb6.

A baixa eficicia do controle quimico da mancha bacteriana em
campos de cultivo pode ser explicada pela selecdo de isolados resistentes aos produtos
quimicos utilizados. O primeiro relato de resisténcia de Xanthomonas spp. de pimentao a
produtos cupricos ocorreu na Flérida, em 1983 (MARCO; STALL, 1983). No Mexico,
isolados de Xanthomonas spp. resistentes a cobre foram identificados em lavouras
comerciais de pimentdo. Nessas areas, compostos cupricos foram utilizados para o controle
da mancha bacteriana por mais de 30 anos (ADASKAVEG; HINE, 1985).

Pesquisa realizada no estado norte-americano do Arizona,
Adaskaveg et al. (1985) relataram a sensibilidade in vitro de isolados de Xanthomonas
spp., patogénicos ao pimentdo a produtos quimicos a base de zinco (sulfato de zinco e
zineb) e cobre (hidroxido de cobre, sulfato de cobre, carbonato de aménio de cobre e
sulfato de cobre basico). Os autores relataram que as formulacdes de zinco empregadas
foram eficientes no controle da mancha bacteriana, mesmo quando os isolados eram
resistentes ao cobre.

No Brasil, Maringoni e Kimati (1987c) relataram a baixa
sensibilidade de isolados de Xanthomonas spp., obtidos de tomateiro e pimentdo ao sulfato
de cobre, oxicloreto de cobre e hidréxido de cobre, na concentragdo de 100 pg.ml™.
Entretanto, os isolados se mostraram sensiveis as misturas de fungicidas clpricos
(hidréxido de cobre, oxicloreto de cobre e 0xido cuproso) com ditiocarbamatos (maneb,

mancozeb e zineb), evidenciando um efeito sinergico entre os produtos, este é definido
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como uma interacao entre os agentes toxicos que produz um efeito maior que o esperado
em relacdo as acOes individuais (Castro, 2009).

Em estudo desenvolvido por Ritchie e Dittapongpitch (1991), 63%
dos isolados de Xanthomonas spp. obtidos de plantas de tomate e pimentdo, coletadas entre
1986 a 1990, no estado norte-americano da Carolina do Norte, foram resistentes a 200
png.ml™ de sulfato de cobre.

Ward e O’Garro (1992) utilizaram 240 isolados de Xanthomonas
spp. patogénicos ao tomate e pimentdo, provenientes de Barbados, no Caribe, para avaliar
a sensibilidade ao sulfato de cobre, na concentragdo de 200 pg.ml™; ao sulfato de zinco, na
concentracdo de 100 ug.ml™ e ao sulfato de estreptomicina, na concentragdo de 250 pg.ml°
! observaram que 61% dos isolados foram resistentes ao sulfato de cobre; 64% ao sulfato
de zinco; 47% a sulfato de estreptomicina, 30% foram resistentes a mistura dos trés
produtos, e 28% a mistura de cobre e zinco. Os autores relataram que para controlar a
mancha bacteriana, produtos a base de cobre e/ou zinco tém sido utilizados
frenquentemente nos Gltimos 20-25 anos, portanto oferecem pouco ou nenhum controle da
doenca, devido a selecdo de isolados resistentes.

Nos Estados do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo, Aguiar et al. (2000)
encontraram isolados de Xanthomonas spp. de pimentdo e tomateiro resistentes a até 1800
ng.mL™ de sulfato de cobre. Carmo et al. (2001), avaliando o efeito de pulverizacdes
semanais de oxicloreto de cobre, no progresso da mancha bacteriana em pimentdo,
observaram que a eficiéncia deste produto quimico € varidvel, e na maioria das vezes,
ineficiente, principalmente, quando as condi¢cbes ambientais sdo propicias ao
desenvolvimento da doenga.

Aguiar et al. (2003) também avaliaram o efeito da pulverizacdo de
sulfato de cobre, oxicloreto de cobre, éxido cuproso e Oxido cuproso + mancozeb no
controle da mancha bacteriana do pimentdo. As pulverizagcbes com Oxido cuproso e a sua
mistura com mancozeb reduziram significativamente a populacdo epifitica de
Xanthomonas spp. e a doenga teve bons niveis de controle com esses produtos.

Estudo desenvolvido por Martin et al. (2004), em plantios de
pimentdo na Australia, revelou a ocorréncia de isolados de Xanthomonas spp. resistentes a
sulfato de cobre. No campo, a propor¢do de isolados resistentes aumentou apés 12
pulverizacdes de cobre e tornaram-se prevalentes apos 21 pulverizagdes, devido a pressao

de selegdo exercida pelas constantes aplica¢des do produto quimico.
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Araujo et al. (2012) compararam 0s seus resultados com os de
Ritchie e Dittapongpitch (1991) e Quezado-Duval et al. (2003) e observaram que o nivel
de resisténcia de Xanthomonas spp. ao sulfato de cobre encontrado em plantagfes de
tomate no Brasil € menor do que os registrados nos E.U.A.

O aumento de resisténcia a estes produtos quimicos deve-se a
pulverizagdes continuadas, provocando uma pressao de selecéo, no sentido de intensificar
a resisténcia em populacdes bacterianas (AGUIAR et al., 2000). E também, os isolados de
Xanthomonas spp. podem apresentar genes de resisténcia, ao cobre, que estdo contidos no
plasmideo pXvCu, identificado pela primeira vez na Florida por Stall et al. (1986).
Plasmideos sdo usualmente transferiveis por conjugacdo para isolados sensiveis que
passaram a apresentar resisténcia, o que explica o rdpido aumento de populacbes
naturalmente resistentes no campo (TETAZ; LUKE, 1983).

A resisténcia bacteriana a antibioticos é governada por genes de
resisténcia que podem estar no cromossoma principal, em alguns casos a bactéria é
resistente a um ou varios antibiéticos. O emprego de antibiéticos em fitobacteriologia pode
envolver problemas técnicos, éticos e ecoldgicos, assim como econémicos. Do ponto de
vista econdmico, é bom sempre ter em mente que antibi6ticos sdo relativamente caros, o
que acaba causando um aumento do custo de producdo. Quanto as questdes éticas, deve-se
enfatizar que existem poucos estudos sobre a persisténcia de antibioticos, como
estreptomicina e tetraciclina em orgaos vegetais utilizados para 0 consumo humano e que a
ingestdo de alimentos contendo antibi6ticos pode acarretar problemas médicos. Ainda, em
termos ecoldgicos, pulverizar antibioticos em uma cultura pode interferir no equilibrio dos
ecossistemas (ROMEIRO, 2011).

Atualmente, no Brasil, para o controle quimico da mancha
bacteriana do pimentéo, ha registro no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
apenas dos principios ativos hidroxido de cobre e sulfato de cobre (AGROFIT, 2013).
Porém, quando o sulfato de estreptomicina era utilizado na cultura no pais, ha relatos da
ocorréncia de isolados de Xanthomonas spp. resistentes (MARINGONI; KIMATI, 1987b).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local da realizacdo dos ensaios

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Bacteriologia
Vegetal, do Departamento de Protegdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas/UNESP, Campus de Botucatu.

4.2. Obtencéo e preservacao dos isolados

Foram utilizados isolados de Xanthomonas spp. de pimentdo,
provenientes de diversas regides produtoras do pais (Tabela 2). Cinquenta e quatro
isolados foram fornecidos pelo Dr. Ricardo Gioria da Sakata Seed Sudamerica Ltda.; cinco
isolados da Colecdo do Laboratério de Bacteriologia Vegetal da FCA/UNESP; e quatro
isolados tipos de X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardeneri e X. perforans da Colecédo
de Culturas de Bactérias Fitopatogénicas do Instituto Biologico (IBSBF), foram fornecidos

pela Dra. Suzete Aparecida Lanza Destéfano.



Tabela 2: Relagéo dos isolados de Xanthomonas spp.

Isolado  Procedéncia Isolado  Procedéncia Isolado Procedéncia

Xcv 01  Botucatu/SP * Xcv 209 Beléem/PA * Xcv 255 Apodi/RN *

Xcv 02  Lins/SP * Xcv 214 Bacuriti/SP * Xcv 256 Apodi/RN *

Xcv 53 Lins/SP * Xcv 215 Bacuriti/SP * Xcv 257 Apodi/RN *

Xcv 54 Lins/SP * Xcv 216 Bacuriti/SP * Xcv 258 Apodi/RN *

Xcv 62 Lins/SP * Xcv 218 Bacuriti/SP * Xcv 259 CL. 7393-4 Apodi/RN*
Xcv 70 Lins/SP * Xcv 219 Bacuriti/SP * Xcv 261 Séo Miguel Aracanjo/SP *
Xcv 81  Bertioga/SP * Xcv 231 Pouso Alegre/MG * Xcv 263 Socorro/SP *

Xcv 93  Elias Fausto/SP * Xcv 232 Pouso Alegre/MG * Xcv 266 Tiangua/CE *

Xcv 96  Mogi das Cruzes/SP *  Xcv 233  Pouso Alegre/MG * Xcv 274 Cardeal/SP *

Xcv 97  Mogi das Cruzes/SP *  Xcv 236 Ibitna/SP * Xcv 287 Tinguéd/CE *

Xcv 98  Mogi das Cruzes/SP *  Xcv 237 Campinas/SP * Xcv 288 Tingua/CE *

Xcv 154 Brag. Paulista/SP * Xcv 238 Elias Fausto/SP * Xcv 289 Tinguéd/CE *

Xcv 157 Braganga Paulista/SP *  Xcv 239 Braganca Paulista/SP * P-1 Nova Friburgo/RJ **
Xcv 188 Elias Fausto/SP * Xcv 240  Elias Fausto/SP * P-3 Elias Fausto/SP **
Xcv 190 Belém/PA * Xcv 242 Pouso Alegre/MG * P-7 Brasilia/DF **

Xcv 191 Belém/PA * Xcv 248 Sdo Miguel Aracanjo/SP * P-13 Nova Friburgo/RJ **
Xcv 198 Belém/PA * Xcv 249  Pouso Alegre/MG * P-14 Piracicaba/SP **
Xcv 199 Belém/PA * Xcv 250 Cardeal/SP * IBSBF 2363 Séo Paulo/SP ***
Xcv 201 Belém/PA * Xcv 251  Cardeal/SP * IBSBF 2364 S&o Paulo/SP ***
Xcv 202 Belém/PA * Xcv 252 Cardeal/SP * IBSBF 2370 S&o Paulo/SP ***
Xcv 207 Belém/PA * Xcv 253 Cardeal/SP * IBSBF 2373 S&o Paulo/SP ***

* Sakata Seed Sudamérica
** FCA/Unesp
*** |nstituto Biolégico, Campinas-SP
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Os isolados foram cultivados em meio de cultura Nutriente-
Sacarose-Agar (NSA) (5g de peptona, 3g de extrato de carne, 5g de sacarose/L, 15g de
agar e 1.000 mL de agua) (Schaad et al., 2001). Apos a confirmacédo da pureza, os isolados
foram preservados em tubos de ensaio contendo meio NSA e éleo mineral esterilizado, e
para preservacdo por longos periodos, em meio caldo nutriente (59 de peptona, 3g de

extrato de carne e 1.000 mL de 4gua) com 30% de glicerol a -80°C.

4.3. Caracterizacdo bioquimica e morfoldgica

A caracterizacdo bioquimica e morfologica dos isolados foi
efetuada pelos testes de reagdo diferencial de Gram, solubilidade em KOH a 3%, hidrdlise
de amido, atividade pectinolitica e utilizacdo de 13 fontes de carbono em microplacas GN2
da Biolog® (acido acético, &cido cis-aconitico, acido maldnico, &cido propidnico, D-
alanina, D-galactose, D-lactose lactulose, dextrina, gentibiose, glicil-L-&cido aspartico,
glicogénio, L-treonina e N-acetil-D-glucosamina) (Jones et al., 2004).

4.3.1. Coloracao diferencial de Gram

Para avaliar a reagdo diferencial de Gram, os isolados foram
cultivados em meio NSA (48 h/28°C) e um esfregaco foi preparado em lamina de vidro
contendo uma gota de agua destilada. O esfregaco foi fixado com ar quente, tratado com
cristal violeta (1 min.) e lavado em &gua corrente. Em seguida, as laminas foram tratadas
com lugol (1 min.), descoloridas em alcool etilico, lavadas em agua corrente, e submetidas
a contra-coloracdo com safranina (30 seg.). As laminas foram lavadas em agua corrente,
secas com ar quente, e analisadas em microscépio 6tico quanto ao formato e coloracao das
celulas bacterianas, no aumento de 1000X (MARINGONI, 2010).

4.3.2. Teste de KOH

Para avaliar a reacdo em KOH, pequenas porcdes de coldnias
bacterianas cultivadas em NSA (48 h/28°C) foram transferidas para laminas de vidro
contendo duas gotas de solucdo de hidroxido de potassio a 3%, e homogeneizadas com

palito dental (30 seg.). O palito foi levantado para observagcdo da formacdo (reacédo
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positiva, indicando isolado Gram-negativo) ou ndo (reacdo negativa, indicando isolado
Gram-positivo) de um fio viscoso (MARINGONI, 2010).

4.3.3. Hidrolise de amido

Para avaliacdo de hidrdlise de amido foi utilizada a metodologia
descrita em Maringoni (2010). Adiciona-se 2g de amido solGvel por litro de meio de
cultura Nutriente-Agar (NA) (5g/L de peptona, 3g/L de extrato de carne, 15g/L de &gar e
1L de agua).

Os isolados foram previamente cultivados em meio NSA (48
h/28°C) e suspensdes foram preparadas em 10 ml de &gua destilada esterilizada. Dez
microlitros das suspensdes foram depositados, em quatro pontos equidistantes, na
superficie do meio de cultura, seguido de incubacéo (72h/28°C). Apds a incubacdo, 5 mL
de uma suspensdo de lugol (1 g de iodo, 5 g de iodeto de potassio e 330 mL de &gua
destilada) foram adicionados as placas. Para cada isolado avaliado foram preparadas 5
repeticoes.

As placas foram avaliadas quanto a presenca de halo transparente
ao redor do crescimento bacteriano (reacdo positiva) ou a presenca de areas com coloracdo
avermelhada/acastanhada ou totalmente azuladas (reagéo negativa) (MARINGONI, 2010)..

4.3.4. Atividade pectinolitica

A atividade pectinolitica foi avaliada no meio de cultura MP (5g/I
de pectina citrica, 4g/l KH2PO4, 69/l Na;HPO,, 19/l extrato de levedura, 2g/l (NH4)2SO4,
19/l FeSO,4.7H,0, 0,2g/ MgSO,4.7H,O, 1mg/l CaCl,, 1mg/l H3BO3;, 10mg/l MnSQy,
70mg/l ZnSQO,4, 50mg/l CuSO4, 10mg/l MoO3, 159/l Agar e 1000ml de dgua destilada).

A partir dos isolados com 48 horas de idade no meio NSA, foi
realizada uma suspensao bacteriana em 10 ml de agua destilada esterilizada, desta 10 pl
foram semeados em 4 pontos da placa contendo o meio de cultura MP, com 5 repeticGes, e
incubados durante 72h a 28°C.

Para avaliacdo da atividade pectinolitica, foi adicionado 5 ml de
hexadecyltrimethylammonium bromide 1%. A presenca de um halo esbranquicado ao

redor das coldnias indicou reacdo positiva (MARINGONI, 2010).
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4.3.5. Utilizacdo de diferentes fontes de carbono

Para avaliar a utilizacdo de diferentes fontes de carbono foi
utilizado microplacas GN2 Biolog®, contendo 95 diferentes fontes de carbono, para
identificacdo de bactérias Gram-negativas, do sistema Microlog/Biolog. Destas fontes de
carbono, apenas 13 delas, foram avaliadas (&cido acético, &cido cis-aconitico, acido
malénico, acido propidnico, D-alanina, D-galactose, D-lactose lactulose, dextrina,
gentibiose, glicil-L-acido aspartico, glicogénio, L-treonina e N-acetil-D-glucosamina)
conforme Jones et al. (2004).

Os isolados de Xanthomonas spp. foram cultivados em meio NSA
(48 h/28°C) e repicados duas vezes consecutivas em meio BUG-Agar (Biolog Universal
Growth Agar) (24 h/30°C). As células bacterianas desenvolvidas em BUG-Agar foram
transferidas, utilizando ‘“swabs”, para tubos contendo solu¢do de fluido inoculante,
obtendo-se suspensdes bacterianas, padronizadas por colorimetria (54% de transmitancia/
comprimento de onda de 600 nm). Cento e cinqiienta microlitros das suspensfes foram
transferidos para cada um dos pocos da microplaca GN contendo as fontes de carbono,
seguido de incubacdo em camara umida (24h/30°C). A leitura da microplaca foi realizada
em espectrofotdmetro, empregando-se o programa Microbiolog 4.20.05, e observando-se a
utilizacdo ou ndo das 13 fontes de carbono para a diferenciacdo das espécies X.

euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri (Jones et al., 2004).

4.4. ldentificacdo molecular

A identificacdo molecular dos isolados de Xanthomonas spp
(Tabela 2) foi realizada pela reacdo de PCR (reacdode polimerizacdo em cadeia),
utilizando iniciadores especificos para as espécies: X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X.
perforans e X. gardneri, causadoras de mancha bacteriana em tomateiro e piment&o,
conforme Koenraadt et al. (2009).

Para extragdo do DNA total bacteriano, os isolados foram
cultivados no meio de cultura NSA a 28°C, por 48h, e por¢des de colbnias desenvolvidas
na superficie do meio de cultura foram retiradas e homogenizadas em 500 ul de agua
destilada e esterilizada e submetida ao tratamento térmico a 95°C durante, 15 minutos,
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adaptado de Castro et al. (2011). Também foi utilizado o protocolo de extracdo de DNA
proposto por Dellaporta et al. (1983).

Foram utilizados os iniciadores especificos BS-XeF (5’- CTA GAA
CTC GGC GTA TCG) e BS-XeR (5’- GTC GGA CAT AGT GGA CAC ATA Q)
(amplificacdo de um fragmento de DNA de 173 pb) para X. euvesicatoria; BS-XvF (5°-
CCA TGT GCC GTT GAA ATA CTT G) e BS-XvR (5’- ACA AGA GAT GTT GCT
ATG ATT TGC) (fragmento de DNA de 138 pb) para X. vesicatoria; BS-XgF (5’- TCA
GTG AGT TCC TCA TTG TC) e BS-XgR (5’- TGA CCG ATA AAG ACT GCG AAA
G) (fragmento de DNA de 154 pb) para X. gardneri; e BS-XpF (5’- GTC GTG TTG ATG
GAG CGT TC) e BS-XpR (5- GTG CAG GTC AAT TAT CAG AAT GTG G)
(fragmento de DNA de 197 pb) para X. perforans (Koenraadt et al., 2009).

Na reacdo da PCR foi utilizado volume total de 12,5 pl, contendo
6,25 pl de matermix Gotaq (Promega), 4,25 pl de agua Milli-Q, 1,5 pl do DNA bacteriano,
0,25 pl de cada um dos iniciadores.

Os programas utilizados no termociclador para reacdo da PCR
foram adaptados de Pereira (2010). Para X. euvesicatoria consistiu de temperatura inicial
de 95°C, por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de: 95°C, por 30 segundos, para
desnaturacdo, 58°C, por 30 segundos, para anelamento, 72°C, por 45 segundos, para
extensdo e 72°C, por 5 minutos, para extensdo final. Para X. vesicatoria foi utilizado o
mesmo programa diferindo apenas a temperatura de anelamento que foi de 61,3°C, por 30
segundos. Para X. perforans foi utilizada a temperatura inicial de 95°C, por 5 minutos,
48°C, por 30 segundos, 72°C, por 60 segundos, seguidos de 30 ciclos de: 95°C, por 30
segundos para desnaturacdo, 56°C, por 30 segundos para anelamento, 72°C, por 60
segundos para extensdo com a mesma temperatura de extensdo final. Para X. gardneri,
também foi utilizado o mesmo programa de X. euvesicatoria diferindo a temperatura de
anelamento que foi de 63°C, por 1 minuto e a temperatura de extensdo que 72°C, por 1
minuto.

Os fragmentos amplificados resultantes da PCR foram analisados
em gel horizontal de agarose 1% (Sigma/EUA), em tampdo TBE 5X (Tris/Acido
borico/EDTA) 50%, utilizando-se o intercalante Gel Red (Invitrogen/EUA), na proporcao
de 5ul de intercalante para 100 ml de gel. Foi utilizado Marcador Molecular de 1Kb Plus
(Sigma/EUA).
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A eletroforese foi conduzida a 86 V, durante 50 minutos e as
bandas de DNA foram digitalizados em fotodocumentador, sob luz UV (Gel Imaging
Systems UVP/EUA).

4.5. Sensibilidade in vitro de isolados de Xanthomonas spp. de pimentédo ao

sulfato de cobre e ao sulfato de zinco

A sensibilidade in vitro de 59 isolados de Xanthomonas spp.
(listados na Tabela 2, com excecao dos isolados tipo) foi avaliada aos sulfatos de cobre e
zinco e a mistura dos dois produtos contendo 50% de cada um deles, nas concentracOes de
0, 50, 100, 200 e 400 pg.mL™, em meio de cultura PSA (20g de sacarose, 5g de peptona,
0,59 de K;HPO,, 0,25g de MgSQO,4.7H,, 15g de agar e 1.000 mL de agua), conforme
Ritchie & Dittapongpitch (1991), Gore & O’Garro (1999) e Mirik et al. (2007).

Os isolados foram previamente cultivados em meio NSA, durante
48h, a 28°C. Porcdes de colbnias desenvolvidas na superficie do meio de cultura foram
transferidas e homogenizadas em 10 ml de agua destilada, esterilizada e padronizada por
colorimetria & concentracdo de 10° UFC. As suspensdes bacterianas obtidas foram
transferidas (10 pl) em pontos equidistantes na superficie do meio de cultura contendo ou
ndo os sulfatos de cobre e zinco e de suas misturas. Para cada isolado e para cada
concentracdo dos produtos foram utilizadas 5 placas contendo os meios de cultura.

As placas foram submetidas a incubacdo a 28°C, por 24h, e a

seguir avaliado o crescimento bacteriano na superficie do meio de cultura.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo bioquimica e morfoldgica

Na coloragdo diferencial de Gram, todos os isolados apresentaram
formato bastonete e coloragdo rdsea, indicando ser Gram negativos, estando de acordo com
Schaad (2001). Assim como no teste de KOH, houve a formacdo de um fio viscoso,
indicando reacdo positiva, indicadora de Gram negativa.

Na avaliacdo dos resultados de hidrolise de amido (Figura 1) e
atividade pectinolitica (Figura 2), conforme a Tabela 3, os isolados tipos de Xanthomonas
euvesicatoria (IBSBF 2363) e de X. gardneri (IBSBF 2373) ndo apresentaram atividade
pectinolitica e hidrolise de amido, ja os isolados X. vesicatoria (IBSBF 2364) e X.
perforans (IBSBF 2370) apresentaram atividade pectinolitica e hidrolise de amido.

Dos 59 isolados de Xanthomonas spp. de piment&o analisados neste
trabalho, todos apresentaram resultado negativo para atividade pectinolitica, destes, 56
isolados, apresentaram resultado negativo para hidrolise de amido. Os isolados (Xcv 191,
Xcv 201 e Xcv 202) apresentaram reacdo positiva para hidrolise de amido (Tabela 3).

De acordo com Jones et al. (2004), os isolados X. vesicatoria e X.
perforans sdo fortemente amiloliticos e pectinoliticos, ja a espécie X. euvesicatoria é
fracamente amilolitica e pectinolitica e X. gardneri ndo possuem essas atividades.
Entretanto, Jones et al. (2004), ao fazerem inferéncias ao trabalho de Bouzar et al. (1994a)
relataram que ha isolados de X. euvesicatoria com atividade de hidrolise de amido,
encontrado no estudo de diversidade entre isolados de Xanthomonas spp. patogénicos ao

tomate e pimentdo, das regides de Sinaloa e Sorrora, no Mexico. Na pesquisa aqui
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desenvolvida, conforme citado, também foi observada hidrolise de amido em trés isolados
(Xcv 191, Xcv 201 e Xcv 202), coincidentemente oriundos da mesma regido do Brasil,
Belém-PA, além dos isolados tipos X. vesicatoria (IBSBF 2364) e X. perforans (IBSBF
2370) (Tabela 3).

No trabalho realizado por Kornev et al. (2009), para avaliagdo da
mancha bacteriana em tomateiros de diferentes regibes da Russia, utilizando testes
bioquimicos e moleculares, vinte e trés isolados de Xanthomonas spp. foram identificados
como X gardneri devida a auséncia de atividade amilolitica e pectolitica, restando 18
isolados com atividade amilolitica e pectolitica, identificados como X vesicatoria, 0s

autores ndo encontraram X. euvesicatoria e X. perforans.
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Figura 1: Hidrolise positiva de amido em X. vesicatoria (1), X. perforans (2) e isolado Xcv

191 (5) e hidrolise negativa em X. euvesicatoria (3) e X. gardneri (4).

Figura 2: Atividade pectinolitica positiva em X. vesicatoria (1), X. perforans (2) e
atividade pectinolitica negativa em X. euvesicatoria (3), X. gardneri (4) e Xcv 266 (5).



Tabela 3: Testes de hidrolise de amido e atividade pectinolitica de isolados de Xanthomonas spp. patogénicos ao pimentao.

Hidrolise Atividade

Hidrolise Atividade

Hidrolise Atividade

Isolados de Amido  Pectinolitica Isolados de Amido Pectinolitica Isolados de Amido Pectinolitica
Xcv 01 - - Xcv 209 - - Xcv 255 - -
Xcv 02 - - Xcv 214 - - Xcv 256 - -
Xcv 53 - - Xcv 215 - - Xcv 257 - -
Xcv 54 - - Xcv 216 - - Xcv 258 - -
Xcv 62 - - Xcv 218 - - Xcv 259 - -
Xcv 70 - - Xcv 219 - - Xcv 261 - -
Xcv 81 - - Xcv 231 - - Xcv 263 - -
Xcv 93 - - Xcv 232 - - Xcv 266 - -
Xcv 96 - - Xcv 233 - - Xcv 274 - -
Xcv 97 - - Xcv 236 - - Xcv 287 - -
Xcv 98 - - Xcv 237 - - Xcv 288 - -
Xcv 154 - - Xcv 238 - - Xcv 289 - -
Xcv 157 - - Xcv 239 - - P-1 - -
Xcv 188 - - Xcv 240 - - P-3 - -
Xcv 190 - - Xcv 242 - - pP-7 - -
Xcv 191 + - Xcv 248 - - P-13 - -
Xcv 198 - - Xcv 249 - - P-14 - -
Xcv 199 - - Xcv 250 - - IBSBF 2363 - -
Xcv 201 + - Xcv 251 - - IBSBF 2364 +

Xcv 202 + - Xcv 252 - - IBSBF 2370

Xcv 207 - - Xcv 253 - - IBSBF 2373 - -

28
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5.1.1. Utilizacéo de diferentes fontes de carbono

A avaliaco dos resultados de utilizagdo das 13 fontes de carbono
em microplaca GN2 (Figuras 3 e 4) confirmou a prevaléncia da espécie X. euvesicatoria na
cultura do pimentdo no Brasil. Dentre as 13 fontes de carbono descritas por Jones et al.
(2004) para diferenciar as quatro espécies de Xanthomonas, os isolados testados
apresentaram resultado positivo para as fontes: dextrina, N-acetil-D-glucosamina,
gentibiose, acido cis-aconitico e D-alanina; e varidveis para: glicogénio, D-galactose, D-
lactose, acido acético, acido mal6nico, acido propibnico, glicil-L-acido aspartico e L-
treonina (Tabela 4 e Apéndice 1).

Bouzar et al. (1999a), ao analisaram espécies de Xanthomonas que
causam mancha bacteriana, em tomate e pimentdo no Caribe e America Central,
observaram que a utilizacdo do &cido cis aconitico e gentibiose, complementados com
hidrélise de amido e atividade pectinolitica, diferenciava dois grupos de Xanthomonas.

Lue et al. (2010) caracterizou 53 isolados de Xanthomonasspp.
associadas a mancha bacteriana de tomate e pimentdo de diversas regifes de Taiwan e
observou que isolados de X. euvesicatoria utilizam a maioria das treze fontes de carbono e
a utilizacdo do acido cis-aconitico, pode ser utilizado para diferenciar X. euvesicatoria de
X. vesicatoria, a utilizacdo do acido glicil-L-aspartico pode ser utilizado para distinguir X.
euvesicatoria de X. perforans, e a utilizacdo de acido acético € um principal caracteristica
de X. perforans, para distinguir de X. vesicatoria, enquanto isolados de X. gardneri ndo
utilizam nenhuma dessas fontes de carbono. No presente trabalho assim como o de Lue et
al. (2010), resultaram em utilizacdo variavel negativa para glicogénio, variavel para o
acido malonico, positivo para D-alanina e também a identificacdo apenas de X.

euvesicatoria como agente causal da mancha bacteriana em piment&o.
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Figura 3: Microplaca GN2, contendo 95 diferentes fontes de carbono, 24 horas apés a
incubacdo do isolado Xcv 236, com indicacdo das 13 fontes de carbono diferenciais para as
quatro espécies causadoras de mancha bacteriana: 1- &cido acético, 2- &cido cis-aconitico,
3- acido glicil-L- aspartico, 4- acido malénico, 5- &cido propibnico, 6- D-alanina, 7- D-
galactose, 8- D-lactose, 9- dextrina, 10- glicogénio, 11- gentibiose, 12- L-treonina, 13- N-

acetil-D-glucosamina.
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A1l A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1l A12
Water o~Cyclodextrin | Dextrin Glycogen Tween 40 Tween 80 N-Acetyi-D- N-A Ad L-Arabi D-Arabitol D-Cellobiose
Galactosamine |Glucosamine
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 Bi12
i-Erythritol D-Fructose L-Fucose D-Gal Genti o-D-Glucose |m-inositol o-D-Lactose Lactulose Maltose D-Mannitol D-Mannose
c1 c2 c3 Cc4 C5 c6 c7 cs Cc9 c10 c11 ci12
D-Melibiose p-Methyi- D-Psicose D-Raffinose L-Rh D-S« S D-Trehalose  |Turanose Xylitol Pyruvic Acid  |Succinic Acid
D-Glucoside Methyl Ester Mono-Methyl-
Ester
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
Acetic Cis-Aconitic | Citric Formic D-Galactonic  D-Galacturonic | D-Gluconi D-GI D-GI as B- »
Acid Acid Acid Acid Acid Lactone |Acid Acid Acid Acid Hydroxybutyric |Hydroxybutyric |Hydroxybutyric
Acid Acid Acid
E1 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E10 ET1 E12
p-Hydroxy Itaconic |o-Keto Butyric | a-Keto Glutaric |o-Keto Valeric |D,L-Lactic Malonic Propionic Quinic aric Sebacic Succinic
Phenylacetic |Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid Acid
Acid
Fi F2 F3 Fa F5 F6 F7 F8 Fo F10 Fi1 Fi2
B ic |S Glucuronamide |L-Alaninamide |D-Alanine L-Alanine L-Alanyi- L-Asparagine |L-Aspartic Acid |L-Glutamic Glyeyl-L~ Glycyl-L-
Acid Acid glycine Acid Aspartic Glutamic
Acid Acid
G1 G2 G3 Ga G5 G6 G7 GB GO G10 G11 Gi2
L-Histidine Hydroxy-L- L-L i L-Ornithine L- L-Proline L-Pyroglutamic |D-Serine L-Serine L-Threonine D,L-Carnitine |yAmino Butyric
Proline Phenylalanine Acid Acid
HI H2 H3 Ha H5 HE H7 HB HO H10 A1 H12
Urocanic Acid |Inosine Uridine Thymidine Pheny Py 2-A thanol | 2,3-B diol |Glycerol D,L-a-Glycerol |a-D-Glucose- |D-Glucose-
|amine Phosphate 1-Phosphate  |6-Phosphate

Figura 4: Identificagdo das fontes de carbono existentes na microplaca GN2 da Biolog®
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Tabela 4: Resultado da utilizacdo de 13 fontes de carbono para diferenciacdo das quatro espécies de Xanthomonas que causam a mancha

bacteriana em pimentéo e tomateiro.

Namero de isolados Isolados tipos das espécies fornecidos pelo Diferenciacdo de isolados em padrdes de

Xanthomonas spp.  Reagao Instituto Biol6gico utilizacéo de fontes de carbono®.
de pimentdo com  geral dos

Fonte de carbono reacdo positiva (+) isolados de

ounegativa (-)*  pimento X. X. X. X. X. X. X. X.
euvesicatoria vesicatoria perforans gardneri euvesicatoria vesicatoria perforans gardneri

+ -
Dextrina 59 0 + + + + - + + + _
Glicogénio 20 39 V- - + + - + \YJ \Y -
N-acetil-D-glucosamine 59 0 + + + + - + \Y/ + -
D-galactose 52 7 + + + + - + V- + -
Gentibiose 59 0 + + + + - + \VJ + -
a-D-lactose lactulose 4 55 - - - - - \Y V- + -
Acido acetico 32 27 + + - + . V - + B
Acido cis-aconitico 59 0 + + + + - + Vv vV .
Acido malonico 38 21 \Y; + . ¥ - + \V; + -
Acido propionico 7 52 - + - + - V- \Y; + -
D-alanina 59 0 + + + + - \Y vV + -
Acido glicil-L-aspartico 4 55 - - + + - - V- + -
L-threonine 31 28 V - - + - \ V- + -

& Cinguenta e nove isolados de Xanthomonas spp. avaliados
® Reac#o descrita por Jones et al. (2004).

+ = Reacdo positiva para todos os isolados, V = 50% ou mais dos isolados utiliza a fonte de carbono; V- = <50% dos isolados utilizam a fonte de carbono.
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5.2. Identificacdo molecular

Os resultados da reagdo de PCR com os iniciadores especificos
para as quatro espécies de Xanthomonas spp. causadoras da mancha bacteriana em
pimentdo e tomate, evidenciaram, consistentemente a amplificacdo de uma banda de DNA
de 173 pb com os iniciadores BS-XeF e BS-XeR, que é caracteristica da espécie
Xanthomonas euvesicatoria. Nao houve a amplificacdo de bandas de DNA, com excecdo
dos isolados tipos, para os iniciadores BS-XVvF e BS-XVR, BS-XpF e BS-XpR e BS-XgF e
BS-XgR, que sdo especificos respectivamente para as espécies X. vesicatoria, X. perforans
e X. perforans , conforme Koenraadt et al. (2009) (Figura 5).

Semelhante aos resultados Lue et al. (2010), em Taiwan,
empregando os iniciadores RST13/14 e C-2-2L/2R, somente identificaram X. euvesicatoria
em pimentdo. As espécies X. vesicatoria e X. perforans foram observadas em tomateiro
(LUE et al., 2010) e além dessas espécies, X. euvesicatoria e X. gardneri foram relatadas
em tomateiro no Brasil (Quezado-Durval et al. 2010; Pereira et al. 2010 e Costa et al.
2012).

Na caracterizacdo de isolados de Xanthomonas spp. de tomate de
mesa realizado por Pereira (2010) houve predominancia as espécies X. perforans (49,4%) e
X. gardneri (40,7%). Costa et al (2012) obteve resultados semelhantes na analise da
ocorréncia e caracterizacdo de espécies causadoras de mancha bacteriana do tomateiro de
mesa, no Alto Vale do Rio do Peixe (SC) e observaram que 80% dos isolados foram
identificados como X. gardneri, 11% X. perforans e 9% X. vesicatoria. Pereira et al. (2011)
também observou em tomateiro industrial, que 53 isolados foram caracterizados como X.
perforans, 33 isolados como X. gardneri, 6 isolados como X. vesicatoria e dois isolados
como X. euvesicatoria nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil.

Segundo Aradjo et al. (2012), a competitividade entre as espécies
de Xanthomonas pode auxiliar no entendimento da prevaléncia de uma delas sobre as
outras em determinada regido. Foi observado na cultura do tomateiro que X. perforans
apresenta vantagem competitiva sobre as demais, tornando-se desta forma a espécie
prevalente (ARAUJO et al., 2012), ja na cultura do pimentdo no Brasil, conforme relatado
na presente pesquisa, e em Taiwan (LUE et al., 2010) prevalece X. euvesicatoria. Segundo
dados da literatura X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri séo

identificados, principalmente, como 0s agentes causais da mancha bacteriana em tomateiro
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(JONES et al., 2004; JONES et al., 2005; QUEZADO-DURVAL et al., 2005; PEREIRA et
al., 2011), ja para o pimentdo foram identificados as espécies X. euvesicatoria (JONES et
al., 2005; LUl et al., 2010) e X. vesicatoria (VAUTERIN et al., 1995).
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos das amplificacdes de isolados de Xanthomonas spp. utilizando iniciadores
especificos. M - Marcador Molecular; 1 - Isolado Xcv 02; 2 — Xcv 190; 3 — Xcv 191; 4 — Xcv 201; 5 — Xcv 202; 6 — Xcv 251; 7 — Xcv 258; 8
— Xcv 266; 9 - Xcv 287; 10 — P-13; 11 — IBSBF 2363 (Xanthomonas euvesicatoria); 12 - IBSBF 2364 (Xanthomonas vesicatoria); 13 - IBSBF
2370 (Xanthomonas perforans); 14 - IBSBF 2373 (Xanthomonas gardneri); N — Negativo. A — produto da PCR obtido com os iniciadores
especificos para X. euvesicatoria (BS-XeF e BS-XeR); B - produto do PCR obtido com os iniciadores especificos para X. vesicatoria (BS-XvF
e BS-XVR); C - produto do PCR obtido com os iniciadores especificos para X. perforans (BS-XpF e BS-XpR); D - produto do PCR obtido

com os iniciadores especificos para X. gardneri (BS-XgF e BS-XgR).
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5.3. Sensibilidade ao sulfato de cobre e ao sulfato de zinco

Os resultados referentes a avaliacdo da sensibilidade in vitro dos
isolados de Xanthomonas euvesicatoria. ao sulfato de cobre, sulfato de zinco e a mistura
destes compostos encontram-se na Tabela 5, Figura 6 e Apéndice 2. A Figura 6 ilustra a
sensibilidade de 4 isolados as diferentes concentragdes de sulfato de cobre.

Todos os isolados avaliados foram insensiveis ao sulfato de cobre e
ao sulfato de zinco nas concentragdes de 50 e 100 pug.mL™; 13,6% dos isolados foram
inibidos na concentracéo de 200 pg.mL™ de sulfato de cobre e 11,9% dos isolados foram
inibidos na concentracdo de 200 pg.mL™ de zinco. Na concentracdo de 400 ug.mL™
35,6% e 42,4% dos isolados foram inibidos respectivamente para o sulfato de cobre e
sulfato de zinco. Foi contatado o aumento na sensibilidade dos isolados & mistura dos
produtos, sendo que a partir da concentracdo de 100 pg.mL™ houve a inibic&o de 3,4% dos
isolados, e 49,2% e 100% foram inibidos respectivamente nas concentragdes de 200 e 400
pg.mL™.

Ward e O’Garro (1992), Ritchie e Dittapongpitch (1991) e Gore e
O’Garro (1999) consideraram resistentes isolados de Xanthomonas spp. provenientes de
piment&o e tomateiro aqueles que cresceram em meio de cultura contendo 200 pug.mL™ de
sulfato de cobre, enquanto Ward e O’Garro (1992) consideraram resistentes isolados que
cresceram em meio de cultura contendo 100 pug.mL™ de sulfato de zinco. Desta forma os
isolados aqui avaliados foram predominantemente resistentes ao sulfato de zinco (100%) e
ao sulfato de cobre (88,1%). Todos os isolados provenientes de Apodi-RN, Tingua-CE,
Nova Friburgo-RJ e Brasilia-DF foram resistentes ao sulfato de cobre e ao sulfato de zinco.
Acima de 80% dos isolados oriundos dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Belém
foram resistentes ao sulfato de cobre (Tabela 5). Esse resultado deve-se ao uso intensivo
h& muitos anos de fungicidas cupricos para o controle da mancha bacteriana o que levou a
selecdo de isolados resistentes a cobre, fato esse conhecido na literatura para o agente
causal da manha bacteriana do pimentdo (RITCHIE e DITTAPONGPITCH, 1991,
WARD e O’GARRO (1992); GORE e O’GARRO (1999); AGUIAR et al., 2000).

Vérios trabalhos tem mostrado a sensibilidade e/ou resisténcia de
Xanthomonas spp. de tomateiro e pimentdo ao sulfato de cobre e/ou sulfato de zinco in
vitro. Conforme Ward e O’Garro (1992) ao observarem que 61% e 64% dos isolados de

Xanthomonas spp. de tomateiro e pimentdo, por eles avaliados, foram resistentes
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respectivamente ao sulfato de cobre (200 pg.mL™) e ao sulfato de zinco (100 pg.mL™).
Resultados semelhantes foram obtidos por Ritchie e Dittapongpitch (1991) que observaram
63% dos isolados de Xanthomonas spp. de tomateiro e pimentéo, resistentes a 200 pg.mL™
de cobre, em meio de cultura PSA, assim como o trabalho de Gore e Gorro (1999), em que
60% de isolados cresceram em meio de cultura NA suplementado com 200 pg.mL ™ de
sulfato de cobre. Costa et al. (2012), também observaram resultado semelhante ao
avaliarem a sensibilidade de espécies causadoras de mancha bacteriana do tomateiro no
Alto Vale do Rio do Peixe, SC, em meio de cultura CYE, e observaram que 98% dos
isolados foram sensiveis a 200 pg.mL™. J& Quezado-Duval et al. (2003), Pereira (2010) e
Arauljo et al. (2012) ndo encontraram Xanthomonas spp de tomateiro, resistente ao sulfato
de cobre na concentragdo de 200 pug.mL™.

Entretanto, os isolados de Xanthomonas euvesicatoria aqui
avaliados apresentaram aumento na sensibilidade quando os sulfatos de cobre e zinco
foram misturados (Figura 7) devida & agdo sinérgica. Esse fato foi semelhante ao
observado por Maringoni e Kimati (1987c), com a mistura de fungicidas cupricos e
tiocarbamatos na inibicdo in vitro de isolados de Xanthomonas spp. de pimentdo e
tomateiro e também, em condicdes de campo, com a pulverizacdo de éxido cuproso +
mancozeb, para o controle da mancha bacteriana do pimentdo. Desta maneira sugere-se 0
uso de formulagdes comerciais ou misturas de fungicidas que contenham produtos cupricos
e tiocarbamatos, em condic¢des de campo, no manejo da mancha bacteriana do pimentéo ao

invés do uso apenas de produtos cupricos.
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Figura 6: Sensibilidade in vitro de isolados de Xanthomonas euvesicatoria de pimentdo ao
sulfato de cobre nas concentrages de 0 (1), 50 (2), 100 (3), 200 (4) e 400 pg.mL™(5).
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Figura 7: Sensibilidade in vitro de isolados de Xanthomonas euvesicatoria de pimentdo a
diferentes concentracdes de sulfato de cobre, sulfato de zinco e a mistura desses dois
produtos.



Tabela 5: Porcentagem de inibig&o, no teste de sensibilidade in vitro, dos isolados de Xanthomonas euvesicatoria.

Concentracéo

Procedéncia dos isolados

Produto (ug.mLY) Estadode Belém—  Pouso Alegre—  Apodi— Tingud— Nova Friburgo— Brasilia—
' SP(33)* PA(8)° MG (5)° RN (5)® CE4)? RJ(2)® DF (1)®
50 0 0 0 0 0 0 0
sulfato de cobre 100 0 0 0 0 0 0 0
200 17,65 12,25 12,5 0 0 0 0
400 41,18 25 40 0 50 50 0
50 0 0 0 0 0 0 0
sulfato de zinco 100 0 0 0 0 0 0 0
200 11,76 12,5 12,5 0 25 0 0
400 38,24 25 80 40 75 0 0
50 0 0 0 0 0 0 0
sulfato de cobre 100 5,88 0 0 0 0 0 0
+ sulfato de zinco 200 35,29 50 60 40 50 0 0
400 100 100 100 100 100 100 100

& NUmero de isolados analisados.
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6. CONCLUSOES

Xanthomonas euvesicatoria é o principal agente causal da mancha
bacteriana em pimenté&o nas regides produtoras do Brasil;

Isolados de X. euvesicatoria aqui avaliados sé&o predominantemente
resistentes aos sulfatos de cobre e zinco in vitro, porém sdo sensiveis a mistura desses

produtos.
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APENDICE 1

Reacdes das 13 fontes de carbono para as quatro espécies de Xanthomonas causadoras da mancha bacteriana em pimentéo.

Fontes de carbono (Microplaca GN2)

a-D- ] Acido ] ] Glicil-L-
N-acetil-D- D- Acido Acido Acido D- L-
Isolados  Dextrina  Glicogénio ) Gentibiose  lactose ) cis- ) o ) acido )
glucosamina galactose acético maldnico propiénico alanina treonina
lactulose aconitico aspartico
Xcv 01 + + + + + - - + - - + - -
Xcv 02 + - + + + - + + - - + - -
Xcv 53 + - + - + - + + + - + - +
Xcv 54 + - + - + + + + + + + - +
Xcv 62 + - + + + - + + - - + - +
Xcv 70 + + + + + - - + + - + - -
Xcv 81 + - + + + - + + + - + - -
Xcv 93 + - + + + - - + - - + - -
Xcv 96 + + + - + - - + + - + - -
Xcv 97 + - + - + - - + - - + - -
Xcv 98 + + + + + - + + + - + - -
Xcv 154 + - + + + - + + + + + + +
Xcv 157 + + + + + - - + - - + - -
Xcv 188 + + + + + - - + - - + - -

continua...
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continuacéo...

Fontes de carbono (Microplaca GN2)

a-D- ] Acido ] ] Glicil-L-
N-acetil-D- D- Acido Acido Acido D- L-
Isolados  Dextrina  Glicogénio ] Gentibiose  lactose ) cis- ) o ) acido )
glucosamina galactose acético maldnico propiénico alanina treonina
lactulose aconitico aspartico
Xcv 190 + - + + + - - + - - + + +
Xcv 191 + - + + + - + + + - + - +
Xcv 198 + - + + + + + + - - + - +
Xcv 199 + - + + + - + + + + + - -
Xcv 201 + + + + + - - + + - + - +
Xcv 202 + + + + + - - + + - + - +
Xcv 207 + - + + + - - + - - + - +
Xcv 209 + - + + + - - + - - + - -
Xcv 214 + - + + + - + + + - + - -
Xcv 215 + - + + + - - + - - + - -
Xcv 216 + - + + + - - + + - + - +
Xcv 218 + + + - + - + + + - + - +
Xcv 219 + - + + + - - + + - + - -
Xcv 231 + + + + + - + + - - + - -
Xcv 232 + - + + + - - + + - + - -
Xcv 233 + + + + + - - + + - + - +
Xcv 236 + + + + + - + + + - + - +

continua...
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continuacéo...

Fontes de carbono (Microplaca GN2)

a-D- ] Acido ] ] Glicil-L-
N-acetil-D- D- Acido Acido Acido D- L-
Isolados  Dextrina  Glicogénio ) Gentibiose  lactose ) cis- ] o ) acido )
glucosamina galactose acetico maldnico propiénico alanina treonina
lactulose aconitico aspértico

Xcv 237 + + + + + - + + + - + - -
Xcv 238 + + + + + - - + - - + - -
Xcv 239 + - + + + - - + - - + - +
Xcv 240 + - + - + - - + - - + - .
Xev 242 + - + + + - + + + - + - -
Xcv 248 + - + + + - + + + - + - -
Xcv 249 + - + + + - - + + - + - -
Xcv 250 + + + + + - - + - - + - -
Xcv 251 + - + + + - + + + - + - +
Xcv 252 + + + + + - - + - - + - +
Xcv 253 + - + + + + + + + - + + +
Xcv 255 + - + + + - + + + - + - -
Xcv 256 + - + - + - - + - - + - -
Xcv 257 + - + + + - + + + - + - +
Xcv 258 + - + + + - + + + - + - +
Xcv 259 + - + + + - - + + + + - +
Xcv 261 + - + + + + + + - + + - +

continua...
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Fontes de carbono (Microplaca GN2)

_ _ _ N-acetil-D- D- aD- Acido Acido Acido Acido D- Glicil-L-
Isolados Dextrina  Glicogénio ] Gentibiose  lactose . cis- ) acido L-treonina
glucosamina galactose acético maldnico propiénico alanina
lactulose aconitico aspartico

Xcv 263 + - + + + - + + + + + - +

Xcv 266 + + + + + - + + + - + - -
Xcev 274 + - + + + - - + + - + - +
Xcv 287 + - + + + - + + - - + - +
Xcv 288 + + + + + - + + + - + - +
Xcv 289 + - + + + - + + + - + - +
P-1 + - + + + - + + + - + - +
P-3 + + + + + - + + + + + - +
P-7 + - + + + - + + + - + + +
P-12 + - + + + - - + - - + - -
P-13 + - + + + - + + + - + + +
P-14 + - + + + - + + + + + - +
IBSBF 2363 + - + + + - + + + + + - -
IBSBF 2364 + + + + + - - + - - + + i
IBSBF 2370 + + + + + + + + + + + + +
IBSBF 2373 + - + - - - - - - - - - -




APENDICE 2

Resultado do teste de sensibilidade in vitro dos isolados de Xanthomonas euvesicatoria.
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Isolado

sulfato de cobre (ug.mL™)

sulfato de zinco (ug.mL™)

sulfato de cobre e sulfato de zinco (ug.mL™)
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Xcv 157
Xcv 188
Xcv 190
Xcv 191
Xcv 198
Xcv 199
Xcv 201
Xcv 202
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Isolado

sulfato de cobre (ug.mL™)

sulfato de zinco (pg.mL™)

sulfato de cobre e sulfato de zinco (ug.mL™)
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sulfato de cobre (ug.mL™) sulfato de zinco (pug.mL™) sulfato de cobre e sulfato de zinco (ug.mL™)
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o
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