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RESUMO

Casos de doencas nado diagnosticadas provocadas por fitopatégenos em diversos
segmentos de culturas agricolas causam perdas de 15% a 100% devido ao avancgo
dos sintomas graves (Silva, 2019). A doenca da mancha foliar bacteriana é
disseminada em diversos estados do Brasil, afetando significativamente os plantios
de eucalipto no territorio brasileiro, sendo causada predominantemente por quatro
agentes bacterianos principais: Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis,
Erwinia psidii e Pseudomonas cichorii. Os métodos de diagndstico atualmente
disponiveis para a identificacao rapida e precisa de fitopatdgenos no campo ainda sao
limitados e os estudos que trazem perdas atualizadas em viveiros sdo escassos. Essa
limitacdo compromete a eficacia do manejo, especialmente no caso da mancha foliar
bacteriana do eucalipto, que estd frequentemente associada a uma complexa
interacdo bacteriana. A interacdo entre esses agentes dificulta a determinacdo do
patdgeno principal e, consequentemente, impacta negativamente as estratégias de
controle e erradicacado da doenca. Este estudo tem como objetivo caracterizar, de
forma aprofundada, as espécies do género Xanthomonas spp. que acometem culturas
de eucalipto no interior de Sdo Paulo. Para a consecucéao deste objetivo, foi construida
uma biblioteca de isolados obtidos de diferentes produtores locais, permitindo capturar
a diversidade dos patégenos em ambiente real de cultivo. A aplicacdo de métodos de
biologia molecular e analitica, neste contexto, traz vantagens significativas em relacao
as abordagens convencionais. Técnicas moleculares, como a PCR, andlise de
sequéncias génicas e espectrometria de massa (MALDI-TOF), possibilitam uma
identificacdo mais precisa e rapida das espécies, superando limitacées dos métodos
fenotipicos, que muitas vezes carecem de sensibilidade e especificidade. Além disso,
esses métodos proporcionam uma avaliacdo detalhada da diversidade genética dos
patdgenos, contribuindo para elucidar aspectos epidemiologicos fundamentais e
auxiliando no desenvolvimento de estratégias de manejo e controle mais direcionadas
e eficazes. Com as técnicas moleculares empregadas, o estudo identificou uma nova
ocorréncia de Xanthomonas translucens causando sintomas de mancha foliar
bacteriana em eucaliptos. Ampliando assim a gama de agentes causais da doencga no
hospedeiro, ressaltando a necessidade de redefinir as estratégias no manejo e
controle da doenca.

Palavras-chave: Eucalyptus sp.; Xanthomonas spp.; mancha foliar bacteriana;
biologia molecular, MALDI-TOF.






ABSTRACT

Undiagnosed diseases caused by phytopathogens in various agricultural crops can
lead to losses ranging from 15% to 100%, due to the progression of severe symptoms
(Silva, 2019). Bacterial leaf spot disease is widespread across several Brazilian states
and significantly affects eucalyptus plantations throughout the country. It is
predominantly caused by four main bacterial agents: Xanthomonas campestris,
Xanthomonas axonopodis, Erwinia psidii, and Pseudomonas cichorii. Currently
available diagnostic methods for rapid and accurate identification of phytopathogens
in the field remain limited, and updated studies on losses in nurseries are scarce. This
limitation undermines the effectiveness of disease management, particularly in the
case of eucalyptus bacterial leaf spot, which is often associated with a complex
bacterial interaction. The interplay between these agents complicates the identification
of the primary pathogen, thereby negatively impacting control and eradication
strategies. This study aims to thoroughly characterize Xanthomonas spp. species
affecting eucalyptus crops in the interior region of S&o Paulo. To achieve this objective,
a library of isolates was assembled from various local producers, capturing the
pathogen diversity under real cultivation conditions. In this context, the application of
molecular and analytical methods offers significant advantages over conventional
approaches. Molecular techniques such as PCR, gene sequencing, and mass
spectrometry (MALDI-TOF) allow for faster and more accurate species identification,
overcoming the limitations of phenotypic methods, which often lack sensitivity and
specificity. Furthermore, these methods provide a detailed assessment of the
pathogens' genetic diversity, contributing to a better understanding of key
epidemiological aspects and supporting the development of more targeted and
effective management and control strategies. Using these molecular techniques, the
study identified a novel occurrence of Xanthomonas translucens causing bacterial leaf
spot symptoms in eucalyptus. This finding expands the range of causal agents
associated with the disease in this host and highlights the need to redefine current

disease management and control strategies.

Keywords: Eucalyptus sp.; Xanthomonas spp. bacterial leaf spot; molecular biology,
MALDI-TOF.
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INTRODUCAO GERAL

A mancha foliar bacteriana foi reportada em varios estados brasileiros que
investem na cultura de eucalipto, englobando Sao Paulo, Para, Amapa, Bahia, Mato
Grosso do Sul, Rio Grande do Sul e Minas Gerais (Alfenas et al., 2009; Auer, Santos
e Neto, 2011; Goncalves et al., 2008).

Segundo o Instituto Humanitas Unisinos (2023), o Brasil retém cerca de 30%
de todas as arvores de eucalipto mundiais. A comercializacdo da cultura cresce de
forma significativa e ha previsbes de que, até 2028, o mercado global ira ultrapassar
os 213 milhdes de ddlares faturados. Segundo a Confederacdo de Agricultura e
Pecuaria do Brasil (2024), em um ultimo levantamento realizado pela Canopy Remote
Sensing Solution, o Brasil atingiu uma impressionante marca de 10,3 milhdes de
hectares destinados ao plantio de florestas comerciais, sendo que 76,1% séao
ocupados pela eucaliptocultura.

Em inimeras regifes do pais, essa doenca apresentou sintomas frequentes e
severidade crescente (Alfenas et al., 2004; Gongalves, 2003). Entre 2003 e 2008,
houve uma perda de 7,5 milhdes de délares devido aos efeitos da doenca (Alfenas et
al., 2009; Gongalves et al., 2008). Em 2005, foram estimadas perdas consideraveis
de mudas e propagulos em fase de multiplicacdo de estacas, totalizando um prejuizo
de 50 milhGes para os estados da Bahia, Espirito Santo, Maranhdo, Minas Gerais e
Para (Furtado, 2023).

A doenca mancha foliar bacteriana em eucalipto resulta da associacdo de
quatro fitopatégenos: Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Erwinia
psidii e Pseudomonas cichorii (Amorim et al., 2011). Na década de 1970, foram
registrados o0s primeiros casos de manchas foliares bacterianas causadas por
Xanthomonas campestris em espécies da familia Myrtaceae, na cidade de Sidney,
Australia (Truman, 1974; Gongalves et al., 2008). Na década de 1990, Xanthomonas
campestris e Pseudomonas cichorii foram identificadas em mudas de eucaliptos no
estado de Sao Paulo (Pomella et al., 1995).

Quanto a interacdo entre a planta e o patdégeno, Santos (2019) destaca que a
primeira linha de defesa das plantas contra patdgenos envolve mecanismos fisicos
gue limitam a aderéncia, penetracdo e disseminacao do fitopatdgeno. O processo de
defesa consiste em uma complexa rede de sinalizacdo e ampliacdo desses sinais,

consistindo também em mecanismos bioquimicos (Suzuki et al., 2003).
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As fitobactérias envolvidas sdo caracterizadas como parasitas facultativos e
saprofitos, o que implica na capacidade de desenvolvimento em restos de culturas e
materiais organicos presentes no solo e em viveiros. Esses patdgenos utilizam a dgua
da chuva ou irrigacdo que permanece no limbo foliar para infectar o érgdo. Eles
conseguem adentrar por aberturas naturais, como estdbmatos e hidatédios, ou por
ferimentos presentes no limbo foliar, utilizando batimentos flagelares. Uma vez no
interior da folha, os fitopatbgenos utilizam enzimas e substancias toxicas para
desintegrar as células vegetais e lamelas médias, resultando no extravasamento do
conteudo celular (Amorim et al., 2011; Amorim et al., 2016; Blakeman, 1993).

A evolucdo da doenca esta diretamente relacionada ao ambiente em que a
planta se encontra. Ambientes Umidos, com altas temperaturas, alto acumulo de
matéria organica, produtores que utilizam materiais de poda ndo higienizados e
presenca de plantas infectadas no viveiro tendem a apresentar uma alta taxa de
infeccéo (Beattie et al., 1999; Amorim et al., 2011; Mafia et al., 2017).

Atualmente, diversas préticas de manejo sdo empregadas para prevenir a
disseminagdo da mancha foliar bacteriana em viveiros de eucalipto. Entre essas
medidas, destacam-se a higienizacdo de ferramentas de poda para reduzir o risco de
transmissao de patdgenos entre as plantas; espacamento adequado entre as mudas
evitando o contato direto entre as copas; controle da umidade foliar evitando a
formacao de lamina de agua no limbo foliar; limpeza regular do viveiro consistindo na
remoc¢do de matéria organica acumulada sendo um dos principais focos de infeccao.
A suscetibilidade a doenca pode variar conforme a espécie de eucalipto e o estagio
de desenvolvimento das mudas, sendo fundamental considerar esses fatores ao
implementar estratégias de manejo (Mafia et al., 2017).

Dentre os agentes bacterianos, a Xanthomonas campestris € constantemente
associada a mancha foliar bacteriana. Atualmente, os avangos nas tecnologias
moleculares permitem identificar os patégenos a nivel de espécie. O presente estudo
propde relatar a caracterizacdo das espécies de Xanthomonas spp. que infectam as
mudas de Eucalyptus spp. potencialmente comercializadas, como por exemplo
Eucalytpus urophylla AEC144.

A infeccao por X. campestris pode causar danos significativos em areas foliares
previamente saudaveis, resultando na diminuicdo da taxa fotossintética da planta, o

gue acarreta perda de rendimento e qualidade da madeira.
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Portanto, a caracterizacdo molecular das espécies de Xanthomonas presentes
na eucaliptocultura é crucial para a definicdo de métodos de remediacdo e manejo
eficazes.

Acerca de técnicas moleculares como a extracdo do material genético
bacteriano e 0 emprego da polymerase chain reaction (PCR) com amplificacdo de
regides génicas especificas e de interesse, também é utilizado o sequenciamento de
regides génicas conservadas entre as espécies para identificacdo das mesmas.

Atualmente, em ambientes laboratoriais, técnicas moleculares como a Reacgéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e 0 sequenciamento genético sdo amplamente
empregadas para a identificacdo bacteriana, oferecendo resultados rapidos e
altamente precisos. Essas metodologias superam as limitagbes dos métodos
tradicionais, que frequentemente sdo mais demorados e menos especificos. No
entanto, a aplicacdo dessas técnicas em campo € restrita devido a limitacdes
operacionais e de infraestrutura. Consequentemente, muitos laboratorios ainda
dependem de métodos de identificacdo morfolégica e bioguimica, que, embora Uteis,
podem prolongar o processo de diagnéstico e frequentemente limitam a identificacéo
ao nivel de género. Essa limitacdo pode impactar negativamente as estratégias de
manejo de doencas, uma vez que a implementacdo de medidas de controle eficazes
requer uma identificacdo precisa do agente patogénico em nivel de espécie.

Este estudo tem por objetivo caracterizar, de maneira integrada e molecular, as
espécies do género Xanthomonas associadas a infec¢cdes em eucaliptos, contribuindo
para a compreensao da diversidade genética desses patdgenos e de seus impactos
na cadeia produtiva florestal brasileira. Para tanto, empregam-se analises bioquimicas
e moleculares, utilizagdo de primers especificos, sequenciamento Sanger e a

comparacao dos dados obtidos com registros disponiveis no GenBank (NCBI).

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar e investigar espécies do género Xanthomonas spp. responsaveis

pela mancha foliar bacteriana em Eucalyptus spp., utilizando metodologias classicas
e deteccdo molecular.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Promover a criacdo de um robusto banco de dados de espécies bacterianas
isoladas de Eucalyptus spp., a fim de subsidiar estudos futuros,
armazenando-o no Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia do
Solo da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA/UNESP), situado em
Botucatu — SP;

b) Realizar a caracterizagdo bioquimica, patogénica e molecular de cepas
bacterianas associadas a mancha foliar bacteriana pertencentes ao género
Xanthomonas spp;

c) Comprovar por vias especificas, por meio de técnicas moleculares atuais,

o diagnéstico de Xanthomonas spp.

REVISAO DE LITERATURA

GENERO Eucalyptus spp. E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

O género Eucalyptus spp., originario predominantemente da Australia, ocorre
naturalmente também em Nova Guiné e Indonésia. No entanto, foi em seu pais de
origem que este género floresceu com maior vigor e diversidade de espécies (Freitas
Junior, 2014).

Dotado de elevada capacidade de adaptacao a diversos contextos geogréficos,
sobretudo em regides de clima tropical, o género Eucalyptus spp. tem se destacado
como matéria-prima estratégica na industria de papel e celulose, tendo sido
amplamente adotado em varios paises, inclusive no Brasil (Bracelpa, 2003;
Gongalves, 2003).

Segundo o Portal Embrapa (2019), o setor florestal brasileiro conta com 700
espécies catalogadas, relevantes para diversos fins como lenha, celulose,
medicamentos e esséncias. De acordo com o Relatorio Anual do Instituto Brasileiro
de Arvores (IBA, 2023), a area total de arvores plantadas em 2022 alcancou 9,94
milhdes de hectares, sendo o eucalipto a espécie dominante, ocupando 76% dos

plantios, o que representa 7,6 milhdes de hectares.
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As principais regides de cultivo de eucalipto no Brasil concentram-se nos
estados de Minas Gerais (29%), Mato Grosso do Sul (15%) e Sao Paulo (13%) (IBA,
2023). Atualmente, segundo a Associacao Brasileira dos Produtores de Florestas
Plantadas (Abraf), o setor de florestas corresponde a 4% do Produto Interno Bruto
(PIB) do Brasil, sendo a cultura de eucalipto responsavel por 80% das areas utilizadas

para a silvicultura (Foelkel, 2005).

BACTERIAS PATOGENICAS NA CULTURA DO EUCALIPTO

Devido a elevada demanda por mudas de eucalipto para atender ao mercado,
frequentemente o manejo inadequado nos viveiros propicia condicbes favoraveis a
proliferacdo de agentes bacterianos fitopatogénicos. Além disso, a exploracdo de
novos ambientes para expansao da eucaliptocultura pode introduzir novos patégenos
desconhecidos, aumentando o risco de infeccdo nas plantacoes.

Diversas bactérias fitopatogénicas sao identificadas como causadoras de
significativa redugdo na produtividade do setor florestal, comprometendo o
fornecimento de mudas e plantas jovens para atender a demanda crescente (Santos
et al., 2001). Entre os fitopatdgenos relevantes, destaca-se a Ralstonia solanacearum,
responsavel pela doenca conhecida como murcha bacteriana. Os sintomas
caracteristicos incluem murcha apical das plantas afetadas, além de les@es irregulares
de cor marrom-clara nas folhas, associadas a deformacdes na regiao radicular que
resultam em déficit hidrico. A caracterizacdo da doenca pode ser realizada pela
observacdo do escurecimento do sistema vascular apds um corte transversal no
caule, devido a colonizacdo intensa e obstrucdo do xilema (Alfenas, 2006; Méfia,
2006; Amorim et al., 2011; Zambolim et al., 2012).

Outro patdégeno bacteriano relevante nas culturas de eucalipto é Erwinia psidii,
causador da seca de ponteiros. Esta doenga provoca sintomas como 0 ressecamento
de mudas ou plantas jovens na regido adaxial - abaxial, acompanhado de manchas
foliares ao longo da nervura central (Amorim et al., 2011; Motta et al., 2012; Zauza,
2017).
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Apesar de todo avanc¢o nos estudos da mancha foliar bacteriana e o impacto
negativo causado pelo avanco da doenca nas culturas de eucalipto, ainda faltam
estudos recentes que tragam as perdas atualizadas em viveiro, além de levantamento
usando a biologia molecular para caracterizar as espécies de Xanthomonas spp., que

tém maior incidéncia no mercado hoje em dia.

MANCHA FOLIAR BACTERIANA EM Eucalyptus spp.

A doenca conhecida como mancha foliar bacteriana é ocasionada pela bactéria
pertencente ao género Xanthomonas, integrante do dominio Bacteria, filo
Pseudomonadota, classe Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e familia
Xanthomonadaceae (Schoch et al., 2020). Esta enfermidade nos eucaliptos resulta da
interacdo de quatro patdogenos: Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis,
Erwinia psidii e Pseudomonas cichorii (Amorim et al., 2016, p. 363).

O género Xanthomonas possui uma relevancia significativa na fitopatologia,
sendo identificado morfologicamente como bastonete reto, mével devido a presenca
de flagelo polar, além de ser aerdbico estrito e Gram-negativo.

Suas coldnias, cultivadas em meio Nutriente Agar, apresentam uma colorag&o
amarela brilhante devido a producdo de Xanthomonadinas (Figura 1), sendo também
viscosas devido a secrecao de goma xanthana, heteroexopolissacarideo produzido
via fermentacao de acguUcares, caracteristica essencial para aderéncia ao tecido foliar
(Amorim et al., 2011).

Figura 1 - Col6nias bacterianas puras em meio nutriente agar de Pseudomonas

spp., Xanthomonas spp. e Erwinia spp., respectivamente

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).

Microrganismos preservados na colecao do autor.
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A primeira incidéncia da mancha bacteriana em eucaliptos foi registrada na
década de 1970, na cidade de Sidney, Australia (Goncalves et al., 2008). No Brasil,
os primeiros casos foram documentados em S&o Paulo na mesma década,
identificando tanto Xanthomonas campestris quanto Pseudomonas cichorii como
agentes causadores da doenca. Apesar de ambas as bactérias apresentarem
morfologias similares, a diferenciacdo pode ser realizada pela observacdo da
morfologia e insergcédo do flagelo, onde P. cichorii possui um tufo de flagelo polar,
diferentemente da X. campestris. As visualizagdes sdo comumente realizadas via
microscopia eletrénica de transmissao, via técnica de sombreamento. (Pomella et al.,
1995; Reis et al., 1996; Amorim et al., 2011; Blakeman, 1993).

O ciclo da doenca comecga com a sobrevivéncia do patdbgeno em restos de
matéria organica no viveiro ou em plantas previamente infectadas. Sua disseminacéo
ocorre por meio de goticulas de agua provenientes de chuvas e irrigacdo, ou pela
utilizacao de equipamentos nao higienizados.

A penetracdo bacteriana é passiva, ocorrendo através dos estématos,
hidatodios ou ferimentos foliares, sendo necessaria a formacao de uma lamina d'agua
no limbo foliar para que as bactérias possam se movimentar até as aberturas naturais
da folha ou ferimentos e adentrar no tecido foliar (Amorim et al., 2011; Amorim et al.,
2016).

ApGs a penetragdo nos tecidos, a colonizagéo bacteriana tem inicio nas células
parenquimatosas, expandindo-se para 0s espacos intercelulares. As enzimas e
substéancias téxicas produzidas pelo patégeno no limbo foliar sdo responsaveis pela
destruicdo da lamela média e da parede celular, permitindo que o patégeno obtenha

recursos para seu crescimento e disseminagédo (Amorim et al., 2011).

CARACTERIZACAO DA DOENCA

A sintomatologia da mancha foliar bacteriana se manifesta inicialmente por
meio de manchas translicidas e umidas nas folhas, que posteriormente evoluem para
leses necroéticas e ressecadas. Essas lesdes podem ocorrer tanto na regido da
nervura central quanto de maneira continua ao longo das bordas foliares (Figura 2).
Conforme a doenca progride, resulta na queda das folhas e, eventualmente, na morte
da planta. O aspecto umido das manchas é atribuido ao extravasamento de agua

celular dos espacos intercelulares (Amorim et al., 2016; Arriel et al., 2014).
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Figura 2 - Sintomatologia tipica da doenca

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).
Amostragem foliar de Eucalyptus urophylla AEC144, retirada do terco médio da planta. Ao lado,
ampliacdo da leséo, via Microscopio Biolégico Olympus CX31 lente 6ptica 10x, evidenciando necrose

foliar localizada em estagio inicial e amarelecimento.

A infecgcdo pela mancha foliar bacteriana compromete diretamente a
capacidade fotossintética da planta, colocando em risco sua sobrevivéncia ao reduzir
a area foliar ativa para atividades metabdlicas. Isso pode resultar em desfolhar
precoce, queda ou ma formacao de frutos e flores (Goncalves et al., 2008; Amorim et
al., 2011).

As caracteristicas das manchas podem variar em forma, sendo esféricas,
ovaladas, fusiformes ou alongadas, e também em coloragdo, apresentando tons de
marrom, marrom-avermelhado, amarelado, purpura, cinza ou preto. Em algumas
situacdes, € possivel observar um halo amarelo ao redor da mancha (Amorim et al.,
2011, p. 640; Palladino et al., 2016).

A gravidade da doenca também é influenciada pela temperatura ambiental.
Neves (2007) argumenta que a variavel térmica desempenha um papel decisivo na
agressividade da doenca. A faixa ideal de temperatura para o patégeno situa-se entre
26°C e 30°C, sendo que temperaturas mais elevadas tendem a aumentar a severidade

dos sintomas.
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MANEJO DA MANCHA FOLIAR BACTERIANA EM VIVEIROS NO BRASIL

Embora o manejo da doenca exija o desenvolvimento de novas técnicas e
metodologias, estratégias praticas — tais como a remoc¢ao sistemética das folhas
infectadas, a minimizacdo do molhamento do quadrante superior da planta e o
espacamento adequado entre as mudas — tém demonstrado eficacia em reduzir a
disseminagdo do patdgeno (Amorim et al, 2016). Outros autores destacam o
espacamento das mudas em sua fase de crescimento e rustificagcdo como a forma de
manejo crucial, em que as mudas se encontram mais vulneraveis. Esse método visa
0 maior arejamento entre as mudas e também facilita a entrada de luz nas mesmas
devido ao menor contato entre as copas. Também é de extrema importancia priorizar
a higiene dos viveiros e restringir o acesso livre de pessoas entre as culturas, pois séo
possiveis vetores de doencas bacterianas e fungicas (Alfenas et al., 2009).

Segundo Alfenas et al. (2009), quando observados estudos sobre o estado
nutricional da planta, ele estd diretamente ligado a infeccdo de patégenos
oportunistas. E sabido que o excesso de molhamento das partes aéreas das plantas
pode causar o acometimento da mancha foliar bacteriana, devido a formacao de um
ambiente com alta umidade, que, como ja explicitado, é favoravel para tal doenca.

Tendo em vista esses pontos, uma forma de controle para impedir a infeccao
pela doenca é a priorizacao do uso de um sistema de irrigacédo que viabilize um melhor
controle nutricional da planta e um controle da umidade da planta, como inundacgao
temporaria, por subirrigacdo, capilaridade em tanque de hidroponia ou por
gotejamento (Taiz e Zeiger, 2004; Alfenas et al., 2009; Zambolim e Ventura, 1993;
Silveira e Higashi, 2003; Krauthausen et al., 2011).

Xanthomonas campestris é 0 agente etiolégico responsavel pela formacao de
lesbes angulares amareladas nas folhas, cuja disseminagdo ocorre
predominantemente por respingos de agua e acgédo do vento, sendo agravada por
condi¢cbes de clima quente e umido. Em funcéo disso, recomenda-se 0 manejo por
meio do uso de mudas certificadas, a limitacdo da irrigacao por asperséao e a aplicacao
de bactericidas a base de cobre.

Em contrapartida, Xanthomonas axonopodis induz sintomas semelhantes aos
observados em X. campestris, porém apresenta maior agressividade, variando
conforme o clone hospedeiro, sendo os efeitos igualmente exacerbados por condi¢cdes

ambientais quentes e umidas.
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Para essa patologia, estratégias de manejo como a rotacdo de clones
resistentes, a realizacdo de podas sanitarias e o controle rigoroso da umidade em
viveiros sdo recomendadas.

Erwinia psidii gera lesbes aquosas que podem evoluir para necroses e tem sua
disseminacéao facilitada pela agua, insetos vetores e ferramentas nao higienizadas,
encontrando condi¢cbes favoraveis para sua multiplicacdo em ambientes com alta
umidade e temperatura moderada. Assim, enfatiza-se a necessidade da higienizacao
adequada de materiais de poda, do controle dos insetos vetores e da aplicacao de
agentes biologicos.

Por sua vez, Pseudomonas cichorri causa lesdes necroticas em folhas e
brotacdes, dispersando-se principalmente por respingos de agua, e apresenta boa
capacidade de sobrevivéncia em climas moderados a frios com alta umidade; medidas
de manejo recomendadas incluem a adequacéao nutricional das plantas e a prevencéao
de danos mecéanicos.

Conforme mencionado anteriormente, a higiene do local de producédo das
mudas € de extrema importancia. Com isso, Alfenas et al. (2009) e Silveira (1996)
destacam a necessidade da desinfeccdo das bandejas por um processo que envolve
a imersdo das mesmas em agua quente com o objetivo de erradicar os inéculos de
patégenos.

Essas bandejas s&o locais onde acontece o enraizamento das mudas de
eucalipto, sendo que a desinfeccao esta relacionada com o tempo em que o tubo fica
submerso na agua quente e a temperatura em que se encontra essa agua. Silveira
(1996) discute em seu trabalho que a temperatura e o tempo de imersao podem variar
de 70°C por 3 min ou 80°C por 30 segundos.

Uma outra forma de controle das bacterioses que afetam a eucaliptocultura e
demonstram maior eficiéncia seria a sele¢édo no plantio de clones que séo resistentes
a X. axonopodis (Arriel et al., 2014; Ferraz et al., 2015; Mafia et al., 2014). Porém,
existe um ponto negativo, que € a dificuldade de agregar em um unico individuo as
varias caracteristicas principais que proporcionem, além da resisténcia bacteriana,
uma qualidade boa da madeira como o comércio (Assis; Mafia, 2007).

Mafia et al. (2007) fez um estudo que mostra um levantamento de forma geral,
em que o clone CL0O2 é mais suscetivel a infeccédo pela mancha bacteriana e causa

uma intensa desfolha.
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Nesse clone, houve uma incidéncia da doenca de 45%, ja os clones CLO1 e
CLO3 apresentaram uma incidéncia de 36% e 30%, respectivamente. A pesquisa
ainda mostrou que houve uma maior severidade da doenca no clone CL0O2, quando
estavam submetidos ao sistema de irrigacdo por aspersao.

Portanto, vemos mais uma vez que o tipo de irrigacdo, modo de higienizacao
do viveiro e bandejas de plantio, uso de clones suscetiveis e déficit nutricional da muda

estdo diretamente ligados a incidéncia da mancha foliar bacteriana em eucaliptos.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO E PATOGENIA DOS ISOLADOS BACTERIANOS
RESPONSAVEL PELA DOENCA MANCHA FOLIAR BACTERIANA

RESUMO

O mercado de papel e celulose movimenta cerca de US$ 500 bilhdes mundialmente,
sendo o Brasil o principal produtor e exportador de celulose. Uma das principais
matérias deste setor é o eucalipto, que, apesar de um alto poder de adaptacéo, se
mostra mais suscetivel a doencas dependendo das condicbes edafoclimaticas e
manejo. Entre as quais se destaca a mancha foliar bacteriana, causada pela
associacdo de quatro fitobactérias: Xanthomononas campestris, Xanthomonas
axonopodis, Erwinia psidii e Pseudomonas cichorii, capaz de causar grande impacto
na producdo de mudas, na qual a alta umidade associada ao intenso uso de
operacdes de corte e poda acaba por tornar a cultura mais vulneravel. O presente
trabalho buscou elucidar questbes sobre a identificacdo bioquimica com teste de
Gram, teste de Gram de Ryu e teste de catalase, e por fim, foi realizada a inoculacéo
em eucalipto para execucdo do postulado de Koch e verificagdo da patogenicidade
bacteriana. Das mudas com folhas sintomaticas encontradas, foram isoladas
inicialmente ao todo 268 amostras bacterianas, sendo que apenas 78 apresentaram
semelhanca bioquimica e morfolégica com o género Xanthomonas spp. O estudo
buscou evidenciar quantas amostras totais apresentaram caracteristicas morfolégicas
e bioquimicas com o género Xanthomonas spp. e quais isolados efetivamente
produzem efeitos patogénicos em Eucalyptus urophylla AEC144.

Palavras-chave: isolamento; Xanthomonas campestris; postulado de Koch; mancha

foliar bacteriana; bactérias fitopatogénicas.
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ABSTRACT

The global pulp and paper market generates approximately USD 500 billion annually,
with Brazil being the leading producer and exporter of cellulose. One of the primary
raw materials in this sector is eucalyptus, which, despite its high adaptability, can
become more susceptible to diseases depending on edaphoclimatic conditions and
management practices. Among the most significant threats is bacterial leaf spot,
caused by the association of four phytopathogenic bacteria: Xanthomonas campestris,
Xanthomonas axonopodis, Erwinia psidii, and Pseudomonas cichorii. This disease can
have a severe impact on seedling production, especially under conditions of high
humidity and frequent cutting and pruning operations, which increase the plant’s
vulnerability. This study aimed to elucidate the biochemical identification of bacterial
isolates through Gram staining, the Ryu Gram test, and the catalase test. Additionally,
bacterial inoculation in eucalyptus was conducted to fulfill Koch’s postulates and
confirm pathogenicity. From symptomatic seedlings, a total of 268 bacterial isolates
were initially obtained, of which only 78 exhibited biochemical and morphological
characteristics consistent with the genus Xanthomonas spp. The study sought to
determine how many of the total isolates matched Xanthomonas spp. in terms of
morphology and biochemical traits, and which of these effectively caused pathogenic

effects in Eucalyptus urophylla AEC144.

Keywords: isolation; Xanthomonas campestris; Koch's postulate; bacterial leaf spot;

phytopathogenic bacteria.
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1.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a expansdo da cultura de eucalipto no Brasil tem se
destacado de forma expressiva, impulsionada pela crescente demanda global por
celulose e produtos florestais. Dados da Associacdo Brasileira de Produtores de
Florestas Plantadas apontam que, entre 2005 e 2011, as areas destinadas ao cultivo
de eucaliptos no pais aumentaram em 27,9% (Anuério, 2012; Gabriel et al., 2013).
Esse crescimento robusto evidencia ndo apenas a importancia estratégica do setor
para a economia brasileira, mas também consolida o Brasil como um dos principais
players no mercado internacional de celulose.

As doencas bacterianas de plantas constituem um problema fitopatolégico e
agronémico significativo em todo o mundo, especialmente em paises tropicais que
fornecem um habitat ideal para a proliferacdo do microrganismo. O clima tropical do
Brasil € um fator de extrema importancia a ser considerado no contexto de infeccoes,
devido a presenga constante de chuvas e ventos, que facilitam a disseminacdo de
bacterioses (Walker e Patel, 1964).

A infeccdo possui inicio nas folhas, com a colonizacéo efetiva do fitopatdgeno,
resultando em sinais de anasarca devido ao extravasamento de conteudo
citoplasmatico. Este sintoma estd associado a producdo de enzimas pela célula
bacteriana (Romeiro, 2005; Zambolim, 2012). Com a progressao sintomatolégica e o
aumento da populacdo bacteriana, ocorre a perda de metabdlitos intracelulares,
levando a morte das células afetadas e ao aparecimento de manchas.

Para a identificacdo dos patdégenos, utilizam-se testes bioquimicos classicos
para a determinagdo a nivel de género. Entre esses testes, destacam-se o Teste de
Gram, o Teste de Gram de Ryu ou KOH e o Teste de Catalase. Todos os
procedimentos foram realizados conforme os protocolos descritos por Maringoni
(2010) no livro intitulado “Técnicas de Fitopatologia”.

Dentro das analises de patogenicidade, faz-se necessario a comprovacao da
patogenicidade do organismo isolado. Com isso, segundo Agrios (2005), essa
comprovacgao é feita via postulado de Koch, onde, apds a inoculagdo do patdgeno
identificado como fitopatogénico na muda do hospedeiro, 0 mesmo precisa apresentar
lesdes na planta, comprovando ao fim uma associacao entre a planta e o patégeno
(Silva, 2019).
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Portanto, o presente capitulo buscou identificar os microrganismos bacterianos
presentes em mudas eucalipto coletados de viveiros parceiros do interior de S&o
Paulo, por meio de testes bioquimicos classicos e replicacdo do postulado de Koch
por meio de mudas e folhas destacadas de Eucaliptus urophylla para evidenciar a

patogenia do organismo no hospedeiro.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Ao longo do ano de 2023, procedeu-se a coleta de amostras provenientes de
mudas e minicepas de Eucalyptus spp. em viveiros localizados na regido Centro-Sul
do estado de S&o Paulo, nos municipios de Botucatu e Bofete. As mudas utilizadas
para a coleta apresentavam um comprimento médio de 60 centimetros, cujas folhas
exibiam sintomas tipicos de mancha foliar bacteriana. Para cada planta infectada,
foram coletadas até trés folhas sintomaticas, as quais foram acondicionadas em sacos
plasticos e em caixas térmicas, visando assegurar a integridade dos tecidos para

transporte (Figura 1).

Figura 1l - Local de coleta e demonstracéo de sintomatologia
J}g’ - E | %
) -y B ;

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).

A) Canaletdo onde foram coletadas amostras de minicepas de Ecalyptus urophylla AEC144 no
municipio de Bofete — SP; B) Relato visual da sintomatologia de mudas em fase de expedi¢ao
(destaque dos sintomas no circulo vermelho), observa-se a proximidade entre individuos propiciando
a disseminacao do patégeno; C) Demonstracdo de muda com tamanho médio de 60cm em tubete,

principal objeto de estudo da pesquisa, uma vez que € também a principal forma de comercializacado.
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Tabela 1 - Identificacdo dos isolados presentes na colecdo bacterioldgica utilizados neste estudo, armazenados no
Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agrondémicas
(FCA/UNESP), Botucatu — SP (continua)

Tipo Coleta Material genético Localizacéo
Muda 13/02/2023 Eucalyptus grandis -22.85609396850474, -48.4333350966983
Muda 13/02/2023 Eucalyptus grandis -22.85609396850474, -48.4333350966983
Muda 13/02/2023 Eucalyptus grandis -22.85609396850474, -48.4333350966983
Minicepa 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 06/04/2023 Eucalyptus grandis -22.85609396850474, -48.4333350966983
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Minicepa 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 04/05/2023 Eucalyptus grandis -22.85609396850474, -48.4333350966983
Muda 06/10/2023 Eucalyptus grandis -22.906711119989886, -47.01548285772115
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Minicepa 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397

Minicepa

21/06/2023

Eucalyptus urophylla

-23.102572946811254, -48.258237435397
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Tabela 1 - Identificacdo dos isolados presentes na colecdo bacterioldgica utilizados neste estudo, armazenados no

Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agrondémicas
(FCA/UNESP), Botucatu — SP (continua)

Tipo

Coleta

Material genético

Localizacao

Muda
Muda
Minicepa
Muda
Minicepa
Minicepa
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Minicepa
Muda
Muda
Muda
Muda
Minicepa
Muda
Muda

04/05/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023

Eucalyptus grandis

Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla

-22.85609396850474, -48.4333350966983

-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,

-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
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Tabela 1 - Identificacdo dos isolados presentes na colecdo bacterioldgica utilizados neste estudo, armazenados no
Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agrondémicas
(FCA/UNESP), Botucatu — SP (continua)

Tipo Coleta Material genético Localizacao
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Minicepa 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Minicepa 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Minicepa 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Minicepa 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
Muda 21/06/2023 Eucalyptus urophylla -23.102572946811254, -48.258237435397
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Tabela 1 - Identificacdo dos isolados presentes na colecdo bacterioldgica utilizados neste estudo, armazenados no

Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agrondémicas
(FCA/UNESP), Botucatu — SP (conclusao)

Tipo

Coleta

Material genético

Localizacao

Minicepa
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Minicepa
Muda
Muda
Minicepa
Minicepa
Minicepa
Muda

21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023
21/06/2023

Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla
Eucalyptus urophylla

-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,
-23.102572946811254,

-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397
-48.258237435397

Fonte: Luis Thadeo Poianas Silva (2023).
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Subsequentemente, todas as amostras foram destinadas ao Laboratério de
Patologia Florestal e Microbiologia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agronémicas
(FCA/UNESP), situado em Botucatu - SP, onde se iniciaram o0s procedimentos
laboratoriais de isolamento, purificagdo e identificagdo dos microrganismos (Tabela
1).

1.2.1.1 MAPEAMENTO E COLETA DE MUDAS INFECTADAS

Inicialmente, realizou-se uma triagem sintomatolégica do material biolégico,
observando-se a presenca de manchas foliares em mudas de Eucalyptus spp. Para o
isolamento dos patdgenos, foram coletadas amostras através de pequenos cortes de
bisturi que continham zonas intermediérias de tecido comprometido e tecido sadio. As
areas foliares selecionadas para o isolamento necessitavam apresentar as manchas
angulares caracteristicas da mancha foliar bacteriana, sinais de anasarca e manchas
internervais. As sec¢bes foram feitas em regiées com sintomas moderados, visando
evitar a selecdo de organismos saprofitos e tecido vegetal saudavel.

Apos a triagem e a excisdo das lesdes foliares, procedeu-se a desinfeccdo das
partes da planta selecionadas. Esse procedimento envolveu a imersao das amostras
foliares sintomaticas em alcool 70% por 1 minuto, seguida pela imersédo em hipoclorito
de sédio a 1% por 30 segundos. Posteriormente, as amostras foram lavadas com agua
destilada e autoclavadas por 1 minuto, sendo entdo colocadas para secar sobre papel
de filtro autoclavado. Esse processo de desinfeccdo assegurou a assepsia da
superficie dos fragmentos foliares selecionados, eliminando bactérias saprofitas, visto
gue a bactéria de interesse reside nos espacos intracelulares do tecido foliar.

Seguindo o protocolo de preparo de isolamento (Figura 2), elaborou-se uma
solucdo de agua destilada em um microtubo de 1,5 mL e realizou-se a maceracéo do
material selecionado. Em seguida, a suspensédo resultante da maceracédo foliar foi
depositada em placas de Petri por meio de estrias simples. As placas continham meio
de cultura Nutriente Agar (NA), composto por extrato de carne (1,0 g/L), extrato de
levedura (2,0 g/L), peptona (5,0 g/L), cloreto de sddio (5,0 g/L) e &gar (15,0 g/L), com
pH final ajustado para 6,8 a 25°C. Ap0s a inoculagéo, as placas foram incubadas em
estufas BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 28°C, com fotoperiodo de 12
horas. O crescimento bacteriano foi observado entre 24 e 72 horas ap0s 0s

procedimentos.
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Para obter colonias puras ao final do processo de isolamento, o protocolo de
inoculacao foi repetido duas a trés vezes, a partir das placas originais via estrias de

esgotamento (Alfenas e Méafia, 2016).

Figura 2 - Exemplificac&o do preparo da amostra para a obtencéao de colbnias

puras

9> - i) (B
4 : % -

Fonte: BioRender (2024).

1.2.1.2 CONSTRUCAO E PRESERVACAO DA BIBLIOTECA DOS ISOLADOS

A partir do crescimento dos isolados bacterianos em placas de Petri contendo
meio de cultura NA, procedeu-se a conservacdo e ao armazenamento dos isolados.
Para o preparo, utilizaram-se criotubos de 1,5 mL contendo 500 pL de agua destilada
autoclavada e 500 pL de glicerol 30% autoclavado, a solugéo bacteriana foi congelada
a -4°C. As amostras foram submetidas a rigorosos processos de reativacdo a cada
trés meses, com o0 objetivo de preservar suas propriedades fitopatogénicas e
confirmar a auséncia de contaminacdo do material biolégico.

Todas as amostras isoladas de material vegetal proveniente de eucaliptos
sintoméaticos foram congeladas com crioprotetor (glicerol 30%) e registradas em um
banco de dados para futuras manipulacdes decorrentes desta pesquisa, sendo
disponibilizadas para uso do Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia do
Solo da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA/UNESP), situado em Botucatu -
SP. Adicionalmente, estdo armazenadas em trés réplicas em congeladores distintos
no Departamento de Protecéo Vegetal (DPV), na Faculdade de Ciéncias Agronémicas
da UNESP, em Botucatu.
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1.2.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS CEPAS BACTERIANAS
1.2.2.1 TESTE DE COLORAGCAO DE GRAM

Utilizou-se este teste com o objetivo de distinguir as amostras em dois grandes
grupos: bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Suspensdes bacterianas foram
fixadas em laminas de vidro utilizando solug&o de cloreto de sédio a 0,9%. As laminas
foram entdo submetidas as seguintes etapas: exposicdo ao cristal violeta por um
minuto, lavagem delicada com agua destilada, adicdo de lugol por um minuto, nova
lavagem com agua destilada, descoloracdo com alcool 70%, seguida de nova lavagem
com &gua destilada e coloragéo final com safranina por trinta segundos (Maringoni,
2010). O teste de Gram € essencial dentro da fitopatologia por distinguir os grupos
bacterianos em Gram-negativas e Gram-positivas. Normalmente, na rotina
laboratorial, € possivel observar que a maioria das bactérias fitopatogénicas sao
Gram-negativas. A coloracdo de Gram diferencia a espessura da camada de
peptidoglicano em células bacterianas. As bactérias com a camada de peptidoglicano
espessa sdo classificadas como Gram-positivas e adquirem a cor roxa quando
submetidas aos corantes, e as bactérias com a camada mais fina apresentam
coloracédo vermelha e sao classificadas como Gram-negativas (Freitas e Picoli, 2007).

Apbés a conclusdo deste procedimento, as amostras que mantiveram a
coloracdo avermelhada quando visualizadas em microscépio Optico Bioldgico
Olympus CX31, lente éptica 100x (Figura 3), foram selecionadas como material de

estudo para esta pesquisa.

Figura 3 - Exemplificac&o da aplicacdo da Coloracdo de Gram e certificacdo da
morfologia bastonete e coloracdo avermelhada de bactéria pertencente ao

género Xanthomonas

¢ ¢ ’ ¢ ORI ety

"-:I. | __.:, o “"ll > q '-ﬂ
T 3 :. o. ¥, 7.;.
-‘

Fonte: BioRender (2024).

Foi utilizado o Microscépio Biolégico Olympus CX31, lente 6ptica 100x.
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1.2.2.2 TESTE DE HIDROXIDO DE POTASSIO (KOH) OU GRAM DE RYU

E necessario submeter certas bactérias ao Teste de Gram de Ryu, uma vez
que, no Teste de Gram previamente mencionado, elas podem apresentar coloracao
ambigua ou inespecifica. Para isso, utilizando uma alca bacteriolégica devidamente
esterilizada, coleta-se uma pequena porcdo da colbnia bacteriana pura.
Posteriormente, adicionam-se uma ou duas gotas de solugdo de hidroxido de potassio
a 3% sobre uma lamina de vidro (Maringoni, 2010). O teste de KOH ou Gram de Ryu
determina se a bactéria detém uma camada de peptidoglicano final, assim o hidroxido
de potéassio realiza a lise celular e consequentemente a formacdo do fio viscoso
apresentado. O teste € resultado do extravasamento do conteudo citoplasmatico
(Riscarolli et al., 2022).

Ao manipular a alca bacteriolégica na solucdo, observa-se a formacao de um
fio viscoso (Figura 4), onde, se a bactéria for Gram-positiva, ocorrera tal formacéo;

caso contrario, indica que se trata de uma bactéria Gram-negativa.

Figura 4 — Resultado do teste de Gram de Ryu

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).
Formacdao de fio viscoso devido a quebra da parede celular e extravasamento de material

citoplasmatico, evidenciando o resultado positivo para o teste de Gram de Ryu.
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1.2.2.3 TESTE DE PRODUCAO DA ENZIMA CATALASE

O teste de catalase € realizado para auxiliar na deteccdo bioquimica de
bactérias, baseando-se na producdo ou auséncia da enzima catalase. Nesse
procedimento, adicionam-se trés gotas de peréxido de hidrogénio a 3% sobre uma
amostra de cultura bacteriana depositada em uma lamina de vidro (Maringoni, 2010).
Em seguida, observa-se a formacdo de efervescéncia (Figura 7), que confirma a
leitura de catalase positiva; ou a auséncia de efervescéncia, indicando que a amostra
€ catalase negativa. As bactérias classificadas do género Xanthomonas spp. tém a
presenca da enzima catalase, portanto, quando em contato com o peroxido de
hidrogénio, a enzima converte em oxigénio + agua (adicionar férmula), onde

observamos a presenca de efervescéncia de Oz (Riscarolli et al., 2022).

Figura 5 — Resultado do Teste de Catalase

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).

Efervescéncia da coldnia bacteriana na presenga do perdxido de hidrogénio 3%, resultado positivo.

1.2.3 CARACTERIZACAO PATOGENICA DAS LINHAGENS BACTERIANAS

O postulado de Koch é um meétodo muito utilizado em laboratorios de
fitopatologia florestal para a caracterizacdo e reprodugcéo dos sintomas de doencas

causadas por microrganismos.
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O postulado foi publicado por Robert Koch em 1890, com o objetivo de
estabelecer o agente causal de uma doenca em quatro etapas, englobando a
associacdo do patdgeno-hospedeiro, isolamento, inoculagdo do fitopatbgeno em
plantas sadias e reisolamento (Castillo, 2007). O presente estudo executou o
postulado em duas metodologias, onde a inoculacédo ocorreu em folhas de Eucalyptus

urophylla destacadas e em folhas de mudas.

1.2.3.1 TESTE DE INOCULACAO EM FOLHA DESTACADA DE Eucalyptus urophylla

Para a realizacdo do postulado de Koch com folhas destacadas, foram
selecionadas folhas saudaveis de Eucalyptus urophylla AEC144, os 6rgdos de
interesse foram destacados com o auxilio de uma tesoura de poda devidamente
desinfetada. Todas as folhas passaram pelo processo de assepsia de superficie com
alcool 70%, hipoclorito de sodio a 1%, lavagem com agua destilada autoclavada e
secas em papel de filtro autoclavado.

Para a realizacdo da suspenséo bacteriana, os isolados cresceram em meio
NA e foram armazenados em BOD a 28°C por 48 horas. Apdés o crescimento, foi
realizada uma suspensdo bacteriana de 3 x 108 UFC de acordo com a escala
nefelométrica de McFarland e inoculou-se no limbo foliar cerca de 2 mL com ajuda de
uma seringa com agulha slip 13x4,5 previamente esterilizados e algumas repeticoes
foram feitas a inoculacdo por osmose forcada. Esse tipo de inoculagcdo possui como
objetivo central a insercao do patdgeno diretamente no parénquima foliar, permitindo
sua rapida infec¢éo e alastramento.

As folhas destacadas foram armazenadas em placas de Petri de vidro com
algodao molhado com agua destilada autoclavada e o periodo de incubacéo foi de 7

dias para surgimento dos sintomas (Figura 6).
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Figura 6 - Retrato do teste de inoculacdo em folha destaca de Eucalyptus
urophylla AEC144

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).
Placa de petri de vidro esterilizadas e devidamente seladas, com preservagédo da umidade e

iluminacao artificial por 12 horas.

1.2.3.2 TESTE DE INOCULACAO EM FOLHA DE MUDAS DE Eucalyptus urophylla

Para a realizacdo do postulado de Koch em folhas de mudas, foram
selecionadas mudas saudaveis em tubetes de Eucalyptus urophylla AEC144 e
devidamente identificadas. Foram dispostas em bandejas de forma que todas as
copas estivessem espacadas, a fim de evitar contaminagdo cruzada. Para a
realizacdo da suspensao bacteriana, os isolados foram crescidos em meio NA e
armazenados em BOD a 28°C por 48 horas. Apés o crescimento, foi realizada uma
suspensao bacteriana de 3 x 108 UFC de acordo com a escala nefelométrica de
McFarland e a inoculacdo deu-se por 2 mL via seringa com agulha slip 13x4,5
previamente esterilizados e por presséo (Figura 7: B). Além disso, foram utilizadas 3
mudas como testemunhas.

As mudas foram armazenadas em estufa com irrigacdo por asperséo,
possibilitando o molhamento das folhas, e aguardado um periodo de até 14 dias para

surgimento dos sintomas.
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Figura 7 - Exemplificagcdo de metodologia de inoculacédo de bactéria em

eucalipto

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).

A) Planta modelo sadia; B) Inoculacédo de suspenséo via osmose forcada; C) Demonstracao de pés

inoculacdo de suspenséo em folha jovem pelo método observado na imagem.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Como resultado desta etapa da coleta de amostras para isolamento, foram
obtidas cerca de 268 amostras de diversas culturas bacterianas, sendo que 68,66%
foram identificadas como coldnias distintas e brancas, e 31,34% (78 amostras) foram
compativeis morfologicamente com o género Xanthomonas spp., apresentando,
portanto, coloracdo amarela quando estriadas em meio NA. Dentre as 31,34%
positivas, 92,90% se apresentaram viaveis apds o congelamento e repiques. Esse
valor de viabilidade significativo demonstra que a maioria dos isolados manteve suas
propriedades bacterianas apds o processo de conservacao, 0 que é importante para
a continuidade das analises posteriores. Todas as amostras foram replicadas de

acordo com a metodologia escolhida para o presente estudo.

1.3.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS CEPAS BACTERIANAS

No total, 78 amostras provenientes das coletas de campo demonstraram

compatibilidade com os aspectos morfofisiolégicos do género Xanthomonas spp.
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Apresentaram morfologia bastonete quando observadas em microscépio
biologico Olympus CX31, lente Optica 100x, e a ndo formacédo de esporos. Foram
estriadas em meio de cultura NA, incubadas em BOD a 28°C por 48 horas e
apresentaram coloragéo amarela vibrante ou levemente amarelo claro quando jovens
(Figura 8). Essa coloracdo é possivel gracas a producdo de xanthomonadina pelo

microrganismo, caracteristico do género (Lima et al., 2009).

Figura 8 - Coldnia bacteriana pura do género Xanthomonas

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).

Apés a confirmacédo da coloracao da cultura bacteriana, foram iniciados testes
bioguimicos com o teste de Gram. As 78 amostras foram submetidas a coloracéo
diferencial e observadas em microscépio optico (Figura 3) e apresentam coloracéo
vermelha e sao classificadas como Gram-negativas.

Em relacéo ao teste de Ryu executado, todas as 78 amostras se apresentaram
como KOH positivo, portanto formaram o fio viscoso (Figura 4).

O da enzima catalase realizado, foi observada a presenca de efervescéncia de
02 no esfregaco bacteriano, sendo catalase positivo (Figura 5).

Assim, é possivel concluir nessa primeira etapa do estudo que, das 268
amostras, aproximadamente 31% dos isolados, apds os testes bioquimicos, se
apresentam como sendo do género Xanthomonas spp. E, realizando uma associacao
com os sintomas encontrados em folhas de eucalipto, os organismos podem ser
classificados como fitopatogénicos, pertencentes ao grupo de Gammaproteobactérias
e se apresentando como um importante grupo de doengas causais em eucaliptos.
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Atualmente, os testes bioquimicos ndo sdo amplamente usados pela
divergéncia de resultados e, com o avanco das técnicas moleculares, a seguranca de
resultados positivos e negativos se faz muito mais presente.

Segundo Goncalves et al. (2003), 50% das mudas de eucaliptos possuem
sintomas de mancha foliar bacteriana, com isso se faz significativo entender mais
sobre a especificidade da espécie, quais sdo seus patdégenos, substancias que
produzem e espécies encontradas em eucaliptos. Tanto a X. campestris quanto a X.
axonopodis causam efeitos em eucaliptos, mas o que difere entre elas s&o as

sequéncias génicas gue estdo associadas a patogenicidade.
1.3.3 CARACTERIZAQAO PATOGENICA DAS LINHAGENS BACTERIANAS

Para reproduzir as lesGes e caracterizar a patogenicidade do género
bacteriano, foram inoculadas amostras previamente confirmadas por testes
bioquimicos em folhas destacadas de eucalipto e em mudas inteiras. Ambas as
metodologias resultaram no desenvolvimento de lesdes caracteristicas e similares nas
folhas (Figura 9), indicando que n&o houve diferenca significativa na producéo de
sintomas entre os dois métodos. No entanto, 0o método de folha destacada demonstrou
ser mais pratico e eficiente, facilitando a conducdo dos experimentos e a observacéo
dos sintomas. Esse tipo de metodologia ndo € comumente aplicado, porém, optou-se
pelo uso devido a sua simplicidade e a capacidade de fornecer resultados
consistentes na avaliagcdo da patogenicidade de microrganismos em diferentes

hospedeiros.

Figura 9 - Sintomatologia caracteristica de mancha foliar bacteriana quando

realizado o Postulado de Koch

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).

A) Lesdo em face adaxial foliar; B) Lesdo em face abaxial foliar.
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Os isolados inoculados nas folhas de eucalipto foram avaliados diariamente de
acordo com a metodologia estipulada para cada ensaio. Apos o re-isolamento dos
orgdos que apresentaram sintomas, foi observada similaridade quanto aos testes
bioguimicos e o postulado de Koch (Figura 10). Nas col6nias bacterianas inoculadas
gue nado apresentaram sintomas, foi realizado outro reisolamento. Houve crescimento
em placas de Petri contendo NA e apresentaram morfologias destoantes, conclui-se
gue a amostra € ndo patogénica endofitica, ou seja, vive no interior do érgdo da planta
sem causar danos (Melo, 2021).

Quanto as mudas testemunhas, passaram por plagueamento e em nenhuma
foi possivel evidenciar o crescimento de organismo. Portanto, os efeitos de manchas
foliares observados séo decorrentes da acdo de patdgenos previamente inoculados,
conforme estabelecido pelo cumprimento do postulado de Koch e pela confirmacao

da patogenicidade bacteriana.

Figura 10 - Exemplo de colGnias bacterianas re-isoladas, distintas em planta e

terco

Foto: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).
A) Sintomatologia caracteristica da mancha foliar; B) Colénias em NA com 24 horas de crescimento
em BOD a 28°C; C) Col6nias em NA com 48 horas de crescimento em BOD a 28°C.
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CAPITULO 2

ANALISE E SEQUENCIAMENTO MOLECULAR DE CEPAS BACTERIANAS
ASSOCIADAS A MANCHA FOLIAR BACTERIANA

RESUMO

Para manter a alta produtividade do mercado do eucalipto, a area de genética
molecular tornou-se inseparavel da pratica laboratorial. Conforme o setor florestal
avanca em termos de expansao territorial, as doencas fitopatoldégicas sdo mais
frequentes. Com isso, a identificacdo dos patdgenos acaba sendo indispensavel para
gue ocorra um manejo direcionado ao problema. Para garantir a precisdao na
identificacdo, técnicas de biologia molecular fundamentam-se na amplificacdo
direcionada de regides especificas do DNA, permitindo a detec¢éo e a caracterizacdo
precisa do patégeno de interesse. Tendo em vista todo esse cenario de importancia,
o estudo a seguir realizou a identificacdo de 78 microrganismos bacterianos retirados
de folhas de eucaliptos em mudas que apresentaram sintomas de mancha foliar
bacteriana em viveiros. As plantas afetadas apresentam sintomatologia em areas com
altas temperaturas e umidade elevada, onde mudas costumam ficar em bandejas com
pequeno ou nenhum distanciamento entre elas. Todas as amostras foram submetidas
a reacao em cadeia da polimerase (PCR) com o uso de primers especificos como
DLH, X-GUM, X-FYUA, ITS e 16S, e por fim, as amostras positivas foram purificadas
e sequenciadas. Os resultados comprovam que apenas 6 amostras foram positivas
para os primers especificos e resultados de sequenciamento para 0 género
Xanthomonas. Essas cepas pertencentes ao género de interesse foram submetidas a
técnica analitica MALDI-TOF. Foi possivel evidenciar que algumas cepas de
Xanthomonas translucens, ndo catalogadas anteriormente, foram isoladas causando
sintomas de doencas foliares em eucaliptos. Com isso, destaca-se a importancia do
uso da genética molecular e analitica para a identificacdo de patdogenos bacterianos

gue podem causar perdas econémicas graves no setor florestal.

Palavras-chave: Xanthomonas spp.; bactérias fitopatogénicas; sequenciamento;
primers; MALDI-TOF.
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ABSTRACT

To maintain the high productivity of the eucalyptus industry, molecular genetics has
become inseparable from routine laboratory practices. As the forestry sector continues
to expand territorially, the incidence of phytopathological diseases increases, making
pathogen identification essential for targeted management strategies. To ensure
accurate identification, molecular biology techniques rely on the directed amplification
of specific DNA regions, enabling the precise detection and characterization of the
pathogen of interest. In this context, the present study identified 78 bacterial
microorganisms isolated from eucalyptus leaves collected from nursery seedlings
exhibiting symptoms of bacterial leaf spot. The affected plants were located in areas
with high temperatures and humidity, where seedlings are typically grown in trays with
little or no spacing between them. All isolates were subjected to polymerase chain
reaction (PCR) using specific primers, including DLH, X-GUM, X-FYUA, ITS, and 16S.
Positive samples were subsequently purified and sequenced. The results revealed that
only six isolates tested positive with specific primers and sequencing results consistent
with the genus Xanthomonas. These strains were further analyzed using the analytical
technique MALDI-TOF. Notably, some isolates of Xanthomonas translucens—not
previously cataloged—were identified as causative agents of foliar disease symptoms
in eucalyptus. These findings underscore the importance of molecular genetics and
analytical tools in the identification of bacterial pathogens that can cause significant

economic losses in the forestry sector.

Keywords: Xanthomonas; phytopathogenic bacteria; sequencing; primers; MALDI-
TOF.
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2.1 INTRODUCAO

No Brasil, o setor de papel e celulose depende fortemente do cultivo de
eucalipto, que desempenha uma funcao crucial no cenario florestal. Nesse contexto,
o desenvolvimento de pesquisas focadas na protecéo florestal, aprimoramento do
manejo e técnicas de identificacdo de patogenos é de grande importancia.

A mancha foliar bacteriana é uma doenca amplamente conhecida no setor da
producdo e comercializacdo de mudas de eucalipto no Brasil, uma vez que tal
fitopatologia gera sintomas expressivos que acarretam na reducdo da area
fotossintética foliar devido ao aparecimento de manchas cloréticas que evoluem para
pontos de necrose, além de impossibilitar a propagacao.

Segundo Bergamin Filho e Amorim (2011), sabe-se que atualmente até duas
espécies do género Xanthomonas podem ser encontradas em viveiros comerciais,
sendo elas Xanthomonas axonopodis e Xanthomonas campestris. A ocorréncia
desses patdgenos aumenta devido aos elevados niveis de umidade e temperatura
gque sdo encontrados dentro dos ambientes de armazenamento das mudas. Outro
ponto que agrava o surgimento da doenca e a proliferacdo de microrganismos é o
acumulo de matéria organica nas bandejas e a auséncia de técnicas de assepsia de
materiais de poda.

Para que o produtor de mudas possua medidas direcionadas para o controle e
a prevencao dos causadores da mancha foliar bacteriana, séo utilizadas combinagdes
de metodologias para a deteccdo das espécies fitopatogénicas. Dentre as técnicas,
podemos utilizar a reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction —
PCR) com a adicdo de primers especificos para a identificacdo do patégeno ou
combinar a PCR com a adic&o de primers generalistas, adicionando ao final da etapa
0 sequenciamento das regifes génicas amplificadas. Essas sequéncias sao
posteriormente comparadas e analisadas em bancos de dados gendmicos, permitindo
a identificacédo precisa da espécie bacteriana (Merck, 2024).

Bansal et al. (2002) ressaltam que o género Xanthomonas possui um alto grau
de similaridade fenotipica e entre as regides 16S do rDNA. Com o avango das técnicas
em taxonomia e filogenia debrucadas sobre o genoma de Xanthomonas spp.,

aplicaram-se diversas variagées quanto as suas espeécies constituintes.
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Estudos realizados anteriormente mostram que existem divergéncias de outras
espécies de Xanthomonas spp., quando comparadas a espécie de Xanthomonas
campestris usando a regiao de regulacao de fatores de patogenicidade (rpg) (Takita
et al., 2004).

Para a determinacdo da gama de hospedeiros em Xanthomonas spp., sao
utilizadas ferramentas genéticas e moleculares que, em sua maioria, ainda se
apresentam como desconhecidas (Jacques et al., 2016). Além disso, todos os estudos
moleculares comparativos elucidam como as espécies deste género bacteriano se
adaptam de tal forma, onde alcancam hospedeiros muito heterogéneos e diversos
tecidos vegetais diferentes (Ryan et al., 2011). Segundo esses estudos moleculares,
as caracteristicas que abrangem cada especificidade do patégeno compreendem
pontos como o polimorfismo de nucleotideos Unicos, a transferéncia horizontal de
genes e a pressao da selecdo provocada pelo hospedeiro (Darrasse et al., 2013).

Quanto a restricdo da gama de hospedeiros de uma determinada bactéria, se
da a acdo de proteinas denominadas efetores do tipo Ill (T3E) que desencadeiam a
imunidade da planta pelas PAMPs (Padrdo molecular associado ao patdgeno) ou PTI
(Imunidade desencadeada por PAMPSs). As T3E surgem a partir de uma infec¢do bem-
sucedida, onde a planta considerada como hospedeira depende do sistema de
secrecao proteica do patdégeno. Esse sistema secreta proteinas no meio extracelular
e pode transportar essas proteinas ou DNA diretamente para o citosol celular do
hospedeiro. Todo esse processo recebe o nome de translocacdo, e as proteinas
translocadas sdo chamadas de proteinas efetoras (An et al., 2019; Buttner; Bonas,
2010; Boulanger; Noel, 2016; Jones; Dangl, 2006).

Segundo White et al. (2009), a chave para a patogenicidade e a expansao da
gama de hospedeiros ser realmente efetiva, o patégeno precisa ter a capacidade de
suprimir a PTI, e essa caracteristica esta intrinsicamente ligada aos genes avr
bacterianos.

Os estudos de genes envolvidos com a patogenicidade de Xanthomonas spp.
deram inicio quando foi executado e publicado o sequenciamento e descricdo do
genoma de Xanthomonas citri pv. citri por Silva et al. (2002). Com as novas
tecnologias de sequenciamento genémico e do genoma de diferentes espécies de
Xanthomonas spp., possibilitou-se a identificacio de genes que estéo associados com
a viruléncia e patogenicidade (Farias, 2020).
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Bonas et al. (1991) e Kim et al. (2003) realizaram um estudo sobre os genes de
resposta de hipersensibilidade e patogenicidade (hrp) encontrados em bactérias
fitopatogénicas e consequentemente em Xanthomonas spp., sendo que estes s&o
encontrados em 20 genes organizados em diversas unidades de transcrigdo.

Com o objetivo de evidenciar a diversidade genética que se faz presente na
populacdo bacteriana em questdo, 0 acesso a essas caracteristicas podem ser
obtidas por meio da rep-PCR, onde ocorre a amplificacdo de sequéncias repetitivas
conservadas no genoma bacteriano (Ferraz et al., 2023).

Segundo os estudos desenvolvidos por Ferraz et al. (2023), a analise gendmica
e molecular para o esclarecimento das espécies do género Xanthomonas acontece a
partir da rep-PCR, sequenciamento, analise do rDNA 16S, analise de sequéncia
multilocus de genes de manutencao fyuA (Young et al., 2008) e posteriormente sua
analise comparativa.

Ferraz et al. (2023) evidenciaram, por meio de seu trabalho, que outras 8
espécies com patovares diferentes de Xanthomonas spp. podem ser encontradas em
eucaliptos com uma reacao patogénica. Estas sao: X. euvesicatoria, X. citri, X. faseoli,
X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. phaseoli, X. euvesicatoria pv.
perfurans, X. citri pv. fuscans e X. axonopodis.

A doenca causada pela Xanthomonas spp. traz diversos pontos importantes
sobre a perda de mudas, investimentos e a dificil erradica¢éo do patdgeno em viveiros.
Com isso, diversos pesquisadores se debrugcam em cima da biologia molecular para
descobrir as espécies e distinguir patotipos que podem estar englobados dentro do
género Xanthomonas spp. Uma vez descoberto o género causador da doenca nos
viveiros, as medidas de controle, mitigagcdo e controle de focos bacterianos se
apresentam de forma mais direcionada para o problema (Diniz, 2021).

O agente responséavel por realizar a fiscalizacdo e controle de insumos
agricolas no Brasil é o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, e com
isso, existem regras que permeiam a regulamentacdo da qualidade do eucalipto
produzido no pais. Para a presenca de doencas em eucalipto, € considerada a
guarentena ou a queima total dos produtos infectados, ressaltando assim a

importancia da identificagdo do patdégeno causador da doenca (Bonatelli, 2018).
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Outra técnica pouco explorada é a aplicacdo da espectrometria de massa de
tempo de voo de ionizacao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) na patologia
de plantas florestais, onde representa um avanco significativo na rapida deteccéo e
identificacdo de patdgenos vegetais. Essa técnica inovadora permite a analise de
microrganismos intactos, permitindo a identificacéo de varios patdégenos associados a
plantas, incluindo bactérias, fungos e virus, por meio de impressdes digitais proteicas
exclusivas, resultando em nivel de género e espécie quando possivel (Ahmad et al.,
2012; Chowdappa et al., 2023).

Com isso, o presente trabalho reforca a necessidade da execucédo de analises
genéticas em regides conservadas pelo género Xanthomonas spp., genes de
patogenicidade e hipersensibilidade, genes de conservacao e genes de producédo de
polissacarideos extracelulares para a identificacdo a nivel de espécie do género em
guestdo para acompanhamento da expansdo de hospedeiros do patégeno. Para
confirmacdo dos processos genéticos, buscou-se alternativas como a aplicacdo do

MALDI-TOF, aprimorando assim a compreenséo das interacdes planta-patdgeno.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

No presente trabalho, foram utilizados isolados bacterianos retirados de
amostras foliares de Eucalyptus spp. que apresentavam sintomas de mancha foliar
bacteriana. Foram selecionados pequenos cortes em que a area de transicdo do
tecido doente para o tecido saudavel se fazia presente. Apés esse procedimento de
triagem das lesdes, todas as amostras passaram por assepsia da superficie do limbo
foliar e depois foram depositadas em meio NA para o posterior isolamento das
colénias bacterianas de interesse.

O género Xanthomonas spp., quando semeado em meio de cultivo NA,
apresenta coloracdo amarela com a producdo de goma xanthana, um
heteroexopolissacarideo que confere a caracteristica de viscosidade aguda na col6nia
bacteriana. Os isolados que apresentaram as caracteristicas esperadas para o género

do microrganismo em questéo foram utilizados para a caracterizagdo molecular.
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Para a realizacdo do procedimento de extracdo de DNA do material bioldgico,
foi empregado o protocolo padrdo com algumas adaptacdes do Trans Direct Plant
Tissue PCR Kit — Transgen Biotech Co. Inicialmente, as bactérias congeladas a -4°C
em tubos de ensaio contendo &gua destilada autoclavada e glicerol a 30% foram
reativadas por meio do plagueamento em placas de Petri com meio de cultivo NA.
Essas placas foram incubadas em BOD a 28°C por um periodo de 48 horas (Embrapa,
2007).

Apbés o crescimento adequado das culturas puras, utilizando uma alca
bacteriologica estéril, foram raspadas as colénias isoladas pelo método da estria de
esgotamento e transferidas para um microtubo contendo 200 uL de agua destilada
autoclavada. Desta suspensdo, foram retidos 2uL e adicionados 2uL de agua
nuclease-free, transferidos para outro microtubo estéril e submetidos a centrifugacéo
a 10.000 rpm por 5 minutos. Apds este processo, 0 sobrenadante foi removido,
obtendo-se o pellet com o material biolégico de interesse.

A fim de alcancar uma concentracao aceitdvel de DNA bacteriano para uma
extracdo e amplificacdo satisfatoria, as amostras foram submetidas a quantificacéo
fotométrica por medidas de absorbancia utilizando o equipamento Thermo NanoDrop
1000 Spectrophotometer. Este método € amplamente utilizado para estimar as
concentracfes de acidos nucleicos nas amostras, podendo a concentracdo ser

determinada a partir da lei de Lambert-Beer:

oA
EL

a) ¢ = Concentracao;

b) A = Absorbéncia medida a 260nm;

c) L = Caminho 6ptico (cm);

d) & = Coeficiente de extingdo, ou absortividade intrinseca, de acidos

nucleicos expressos em (ug/mL) ~1(cm)™.

Posteriormente, foram adicionados 40 pL do PD1 Buffer e as amostras foram
levadas ao banho seco por 15 minutos a 95°C. ApoOs esse procedimento, foram
adicionados 40 yL do PD2 Buffer. Separadamente, foi preparado o mix contendo a

enzima, os primers de interesse, agua e o DNA bacteriano (Figura 1).
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Figura 1 - Exemplificacéo do processo de extracdo de DNA bacteriano

2 <= .

& o

o Created in BioRender.com bio

Fonte: BioRender (2024).

2.2.2 AMPLIFICACAO DO DNA BACTERIANO

Apos a extracdao do material bacteriano, foram adicionados 23uL de mix
(contendo enzima, primers, agua nuclease-free e dimetilsulféxido) a cada microtubo
de 0,2mL. Em seguida, adicionaram-se 2uL de DNA bacteriano, completando assim
um volume total de 25uL (Zambolim et al., 2012; Alfenas 2 Mafia, 2016, p.310-314).

Para a amplificacdo das regides de interesse do genoma bacteriano, foram
utilizados primers de regiées conservadas e especificos para o género Xanthomonas
spp. (Tabela 1). O par de primers DLH120 e DLH125, desenvolvidos por Berg et al.
(2005), amplifica um fragmento de 619 pares de base envolvidos na regido do gene
hrpF. Essa regido esta intrinsicamente ligada a hipersensibilidade e patogenicidade
bacteriana. Na etapa da amplificacéo, foi utilizado o termociclador da marca Applied
Biosystems, modelo Veriti, com o seguinte perfil de temperatura: etapa de
desnaturacao a 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 40 segundos, 6
vezes a 58°C por 40 segundos, 63°C por 40 segundos, 72°C por 40 segundos,
finalizando com 72°C por 5 minutos. A concentragao de primer utilizada foi de 5 pm/L.
(Berg et al., 2005).

Os dois primers X-GUMFW?7 e X-GUMDRV?7 foram utilizados com o objetivo de
amplificar a regido do gene gum responsavel pela producdo de polissacarideos
extracelulares, uma caracteristica principal de producéo do género Xanthomonas spp.
E uma regidio extremamente conservada dentro do género e entre as diferentes
espécies. Para a amplificacdo, foi utilizado um termociclador da marca Applied
Biosystems, modelo Veriti, com o ciclo iniciando com a desnaturacdo em 95°C por 3
minutos, 30 ciclos de 95°C por 20 segundos, 66°C por 15 segundos, 72°C por 15

minutos e finalizando com 72°C por 3 minutos.



65

A concentracao de primers utilizada foi de 25 pm/L e foi esperado ao final do
processo 0 aparecimento de uma banda positiva indicando 402 pb (Adriko et al.,
2014).

Os primers X-ITS-FW3C, X-ITS-RV2 foram utilizados com o objetivo de
identificar a regido do espacador transcrito interno (ITS), uma vez que é considerada
uma regido de conservacdo dentro do género de Xanthomonas spp. Ao final do
processo, foi esperada a amplificagcdo de 254pb (Adrikos et al., 2014). Para a
amplificagéo, foi utilizado um termociclador da marca Applied Biosystems, modelo
Veriti, com o ciclo iniciando com a desnaturacdo em 95°C por 3 minutos, 29 ciclos de
94°C por 15 segundos, 69°C por 10 segundos, 72°C por 10 minutos e finalizando com
72°C por 3 minutos. A concentragéo de primer utilizada foi de 25 pm/L (Adriko et al.,
2014).

Os primers FyuA-RV5, FyuA-RV3 foram selecionados para identificar a
presenca da sequéncia génica do receptor dependente de TonB. Esses receptores
caracterizam uma classe proteica que desempenha papéis fundamentais para o
metabolismo de bactérias gram-negativas (Souza et al., 2022; Silale & Berg, 2023).
Ao final do processo, foi esperada a producdo de uma banda de 239pb. Para a
amplificacdo, foi utilizado um termociclador da marca Applied Biosystems, modelo
Veriti, com o ciclo iniciando com a desnaturacao em 95°C por 3 minutos, 30 ciclos de
95°C por 20 segundos, 66°C por 12 segundos, 72°C por 10 minutos e finalizando com
72°C por 3 minutos. A concentracdo de primer utilizado € de 12,5 pm/L (Adriko et al.,
2014).

O primer 16S foi utilizado para amplificacdo de regido conservada entre 0s
géneros bacterianos e o produto dessa PCR foi submetido ao sequenciamento das
regides especificas do gene que codifica 0 RNA funcional ribossomal da subunidade
16S (Halsey, 2012). Para a amplificagédo, foi utilizado um termociclador da marca
Applied Biosystems, modelo Veriti, com o ciclo iniciando com a desnaturagéo em 95°C
por 5 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 40 segundos, 72°C por
40 minutos e finalizando com 72°C por 5 minutos. A concentracao de primer utilizado
€ de 10 pm/L. Para melhorar a estabilidade das enzimas adicionadas ao mix e
aumentar a especificidade da Taq polimerase pela sequéncia-alvo do DNA, foi
adicionado o BSA (Albumina de soro bovino) (Turner et al., 1999; Aboim et al., 2004).
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O produto das amplificacbes por PCR realizadas com cada primer de regides
génicas especificas foi analisado em gel de agarose de 1% em Tris Boro EDTA (TBE
1,0x), corado com Gel Red Unisafe (Uniscience) e, ao final, foi visualizado por meio

do equipamento GE Healthcare Life Science, ImageQuant LAS 500.



Tabela 1 - Lista de primers e suas respectivas bibliografias
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Gene Alvo

Tamanho do Produto (pb)

Bibliografia

Primers Sequéncia (5' - 3"
DLH 120 (CCGTAGCACTTAGTGCAATG)
DLH 125 (GCATTTCCATCGGTCACGATTG)
X-GUMDFW?7 (GGCCGCGAGTTCTACATGTTCAA)

X-GUMDRV7 (CACGATGATGCGGATATCCAGCCACAA)

X-FYUA-RV5 (CGGTGGCGAACAGGCTCA)
X-FYUA-RV3 (GTCGCGGCGCCACTTCA)
X-ITSFW3C (CGGGGACCTCGAGTCCCTA)
X-ITS-RV2 (CTGCAGGATACTGCCGAAGCA)

Fonte: Luis Thadeo Poianas Silva (2023).

Gene hrpF, indica reacao de hipersensibilidade e
patogenicidade bacteriana. Altamente conservado na
espécie Xanthomonas campestris.

Gene gum, indica produgéo heteroexopolissacarideo,
via fermentacéo de agucares por bactérias do género
Xanthomonas.

Identifica a presenga da sequéncia génica do receptor
de TonB, altamente conservada no género
Xanthomonas.

Identifica a regido do espacgador transcrito interno,
regido conservada entre espécies de Xanthomonas.

619pb

402pb

239pb

254pb

Berg et al., 2005

Adriko et al., 2014
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2.2.3 PURIFICACAO DO DNA POR BEADS MAGNETICAS E SEQUENCIAMENTO
DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os primeiros sequenciamentos do género Xanthomonas spp. resultaram em
um depdsito de 1.500 genomas de diversas espécies pertencentes ao género na
plataforma do NCBI. De uma forma geral, 0s genomas sequenciados possuiam um
cromossomo do tipo circular codificando de 3.166 a 5.135 genes. Além do mais, 0s
genomas sequenciados possuiam clusters em comum, como 0s genes hrp para
patogenicidade e os genes gum para sintese de heteroexopolissacarideo xantana
(Ryan et al., 2011).

Apés a conclusédo da extracdo do DNA e a execucdo da PCR, as amostras
positivas foram submetidas a purificacdo do DNA utilizando beads magnéticas. Para
este fim, emprega-se um protocolo no qual as amostras sao distribuidas em placas de
96 pocos. Adiciona-se o dobro do volume de beads magnéticas em relacao ao volume
de DNA, realizando uma homogeneizacao por 10 vezes com pipeta e incubacédo a
temperatura ambiente por 5 minutos. Apds a incubacao, a placa é posicionada em
suporte magnético por 3 minutos, onde as beads magnéticas ficam aderidas ao DNA

e sao atraidas para um lado magnético da placa (Figura 2).

Figura 2 - Exemplificacdo das beads magnéticas aderidas ao DNA

Fonte: BioRender (2024).

Sem remover a placa do suporte magnético, o liquido é cuidadosamente
retirado do poco, preservando o pellet formado pelas beads magnéticas. A seguir,
adiciona-se 180 uL de etanol 70% recém-preparado em cada po¢o, aguardando 30
segundos e remove-se completamente todo o etanol do pog¢o. Esse processo é

repetido até 2 vezes a fim de garantir a eliminacao total do etanol em cada etapa.
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Posteriormente, a placa é retirada do suporte magnético, e adiciona-se 40uL
de 4gua nuclease free para permitir gue as beads magnéticas se soltem do DNA. Para
remover as beads magnéticas, a placa € novamente colocada no suporte magnético,
e 40uL da solugao contendo o DNA desligado das beads magnéticas séo transferidos
para um novo eppendorf, sendo entdo armazenado a -4°C para futura quantificacao.

Apos a purificagdo das amostras, foi crucial realizar a quantificagdo no Thermo
NanoDrop 1000 Spectrophotometer, utilizando 1uL de DNA e observando os
resultados na faixa de 260 a 280 nm, com uma relacdo de absorbancia entre 1 e 2
para indicar a pureza adequada. ldealmente, as concentracdes das amostras devem
estar entre 10-20 ng/uL.

Ao final do método, as amostras foram submetidas ao sequenciamento Sanger
no Instituto de Biotecnologia da UNESP de Botucatu. Nesse processo, emprega-se a
incorporacdo de didesoxirribonucleotideos marcados, que interrompem de forma
aleatéria a sintese do DNA, resultando em fragmentos de diversos comprimentos que
correspondem a sequéncia original (Sanger et al., 1977). Os produtos de reacdo foram
entdo analisados por meio de eletroforese capilar automatizada, e as sequéncias
geradas foram reconstruidas com o auxilio do software Chromas, que assegura a
qualidade e a exatiddo dos dados obtidos. Em etapa subsequente, as sequéncias
foram comparadas com as disponiveis no banco de dados internacional GenBank
(NCBI) utilizando algoritmos de alinhamento, como o BLAST (Altschul et al., 1990),
permitindo a identificacdo e a validacdo dos isolados estudados de forma precisa e

assertiva.

2.2.4 ESPECTROMETRIA DE MASSA DE TEMPO DE VOO DE
DESSORGCAO/IONIZACAO A LASER ASSISTIDA POR MATRIZ (MALDI-TOF
MS)

A analise analitica MALDI-TOF MS surgiu como uma ferramenta fundamental
na fitopatologia florestal para a rapida identificacdo e caracterizacdo de patdogenos
vegetais. Com ela, é possivel analisar células intactas ou extratos celulares de tecidos
vegetais, permitindo a identificacdo de forma direta (Chavan & Khatoon, 2023). A
técnica registra ions biomarcadores exclusivos de microrganismos, facilitando a
identificagcdo taxondémica com base no peso molecular, caracterizada como

“fingerprint” proteico (Ahmad et al., 2012).
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De forma simplificada, a bactéria € colocada em uma placa, adiciona-se uma
matriz quimica e, em seguida, um laser ioniza as proteinas presentes. Os ions gerados
sdo acelerados e analisados com base no seu tempo de voo. O espectro obtido é
entdo comparado com um banco de dados para identificar rapidamente e com
precisao a espécie bacteriana. As amostras submetidas a essa técnica foram aquelas
previamente identificadas, por meio de analises moleculares, como pertencentes ao

género Xanthomonas.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de extracdo, amplificacdo e sequenciamento do DNA de uma
amostra é simples e eficaz, pois define de forma assertiva qual o microrganismo que
estd sendo manipulado. Os isolados do presente estudo foram compativeis com
bactérias do género Xanthomonas, compactuando com os resultados obtidos nas
etapas de classificacdo bioquimica e patogénica. Além disso, é importante considerar
gue, embora os testes bioquimicos sejam Uteis na identificacdo inicial de isolados
bacterianos, estudos como o de Wruck (2001) enfatizam a importancia de analises
moleculares para uma caracterizacdo mais precisa e para a compreensao da
diversidade genética entre isolados de Xanthomonas.

Em relagcdo aos primers utilizados ao realizar a eletroforese, apresentaram
resultados satisfatérios e bandas definidas compativeis com os pares de bases
descritos na literatura selecionada, havendo modulacdo apenas para a adi¢cdo de
dimetilsulféxido e albumina sérica bovina em proporcdes ideais de manipulacao.

Os resultados advindos do sequenciamento Sanger foram editados pelo
software Chromas (versdo 2.6.6) e comparados no GenBank pelo Blast em formato
FASTA (Tabela 2).

Tabela 2 - Lista de microrganismos identificados apd6s pareamento das

sequencias no GenBank

Nome Cientifico Similaridade Cddigo GenBank
Xanthomonas euvesicatoria 99,89% CP166448.1
Xanthomonas campestris 99,89% CP167216.1
Xanthomonas campestris 100% MW741556.1
Xanthomonas translucens 100% OP811580.1
Xanthomonas translucens 99,88% KX507147.1
Xanthomonas axonopodis 97.70% KY287944.1

Fonte: Luis Thadeo Poianas Silva (2024).
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Observa-se inicialmente que o grau de similaridade das cepas descritas é
acima de 97,50%, o que indica alta compatibilidade entre os fragmentos analisados
no banco de dados internacional. As espécies Xanthomonas campestris e
Xanthomonas axonopodis ja foram descritas por Alfenas (2016) como principais
patdgenos da mancha foliar bacteriana. A incidéncia de Xanthomonas euvesicatoria e
Xanthomonas translucens corrobora com dados descritos por Ferraz et al. (2024),
porém a utilizagdo do primer 16S amplifica uma regido muito especifica e curta do
genoma bacteriano. Desta forma, hd um consenso entre os pesquisadores de que, ao
se utilizar 0 16S, os resultados obtidos no GenBank sejam apenas assertivos em nivel
de género e ndo precisos para determinacao em nivel de espécie.

O uso da espectrometria de massa MALDI-TOF confirmou a identificacdo de
duas cepas de Xanthomonas como X. translucens e X. euvesicatoria, com altos
indices de confianca de 2,29 e 2,14, respectivamente. Essas espécies sao conhecidas
por sua patogenicidade em plantas, facilitada pelo Sistema de Secrecdo Tipo lli
(T3SS), que desempenha um papel crucial nas interac6es patégeno-hospedeiro. O
T3SS permite que a bactéria injete proteinas efetoras nas células vegetais, suprimindo
a resposta imune da planta e permitindo a infec¢do. Esse mecanismo é fundamental
para a patogenicidade de X. translucens e X. euvesicatoria, embora haja diferencas
em suas faixas de hospedeiros e proteinas efetoras especificas.

X. translucens afeta principalmente plantacdes de cereais, causando estrias
bacterianas nas folhas (BLS) em espécies como trigo e cevada (Sapkota et al., 2020).
O patégeno utiliza um T3SS para fornecer efetores, incluindo efetores semelhantes a
ativadores de transcricdo (TALES), que modulam a expressao do gene do hospedeiro
para facilitar a infeccéo (Pesce, 2014). Isolados recentes de X. translucens mostraram
aumento da viruléncia, potencialmente devido a variacdes genéticas (Gutierrez-
Castillo et al., 2023).

X. euvesicatoria € conhecida por causar manchas bacterianas em tomates e
pimentdes, com uma ampla gama de hospedeiros. O T3SS em X. euvesicatoria €
essencial para a patogenicidade, com efetores especificos sendo cruciais para sua
funcdo. A variabilidade no agrupamento do gene hrp, particularmente na proteina
hrpE, afeta a secrecdo de efetores e, portanto, a viruléncia do patégeno (Choudhary
et al., 2023).
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Ambas as espécies desencadeiam a imunidade desencadeada por PAMP (PTI)
nas plantas, que € combatida pelos efetores bacterianos do T3SS que suprimem a
resposta imune do hospedeiro (Sapkota et al., 2020; Pesce, 2014). Os genes hrp e
hrc sdo parte integrante do T3SS, com o0s genes hrp sendo mais variaveis e 0s genes
hrc sendo altamente conservados (Pesce, 2014).

Embora o T3SS seja uma caracteristica comum entre as espécies de
Xanthomonas, os efetores especificos e suas interagdes com as plantas hospedeiras
podem variar significativamente, influenciando a variedade de hospedeiros e a
viruléncia do patogeno. Compreender essas diferencas € crucial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de gerenciamento de doencas em viveiros

em campo na eucaliptocultura.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para futuras analises e aprofundamento dos resultados obtidos no presente
trabalho, todas as amostras coletadas estdo disponiveis no banco de dados
armazenado no Laboratério de Patologia Florestal e Microbiologia do Solo da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA/UNESP), situado em Botucatu — SP. No
contexto geral, os objetivos foram contemplados e cumpridos em sua totalidade.

Como exposto, a caracterizacao bioguimica se faz de modo complementar a
identificacdo de fitobactérias. Ja a caracterizacdo utilizando vias moleculares é
importante para a deteccdo especifica e possibilita a classificacdo taxondmica a nivel
de género. Desta forma, se faz necessério o destaque para o sequenciamento geral
e ndo parcial do genoma bacteriano, porém tal via de identificagcdo é custosa.

Técnicas complementares e ndao tdo convencionais dentro da fitopatologia
podem ser aplicadas visando a reducao de custos, tempo e divergéncia de resultados,
uma vez que possuem maior exatiddo. Como, por exemplo, o emprego de técnicas de
espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) segundo Gross (2011), ou a utilizacdo
do BioLog OmniLog, que consiste na analise automatizada de padrdes bioquimicos
especificos (Bochner, 2009) e determina os microrganismos via fingerprint.

Como exposto, o presente estudo sugere que Xanthomonas translucens, por
meio de variagcbes génicas como mutacdes, recombinacao ou transferéncia horizontal,
adquiriu o gene hrc, responsavel por codificar proteinas capazes de suprimir o sistema
de defesa de Eucalyptus spp. Essa hipdtese foi levantada a partir da identificacéo
molecular e confirmada por espectrometria de massas via MALDI-TOF.

Conclui-se, portanto, que ha necessidade de aprofundar os estudos sobre
cepas de Xanthomonas spp. associadas a fitobactérias ja descritas na literatura. O
estudo indica uma alta probabilidade de associacdo entre diferentes espécies de
Xanthomonas spp. com a ocorréncia de mancha foliar bacteriana em eucaliptos.
Ademais, sugere-se que cepas distintas, incluindo Xanthomonas translucens, possam

estar envolvidas em doengas com sintomatologia semelhante em Eucalyptus.
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