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LONGHI, Talita Vigo. Hospedeiros alternativos e sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola
pv. vasculorum, agente causal da estria bacteriana do milho. 2022. 97 f. Tese (Doutorado
em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2022.

RESUMO

A estria bacteriana do milho, causada por Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv) ¢ uma
doenca emergente, relatada inicialmente na Africa do Sul e posteriormente, no continente
Americano em 2016, e no Brasil em 2018. Informagodes sobre a biologia e ecologia do patogeno,
bem como sobre aspectos epidémicos e de manejo da doenga, ainda sdo escassas. Em vista
disso, este estudo teve por objetivos identificar espécies potenciais hospedeiras de Xvv e a
capacidade de sobrevivéncia da bactéria em solo sob condigdes controladas e a campo, ¢ em
residuos culturais de milho a campo. No estudo da identificacao de plantas hospedeiras foram
incluidas 52 espécies de plantas mono e dicotiledoneas, envolvendo anuais cultivadas e de
adubac¢do verde, forrageiras e de pastagens e invasoras que ocorrem em lavouras de milho ou
que fazem sucessdo e rotagdo com o milho. A colonizagdo epifitica de Xvv em plantas
assintomaticas e a colonizacdo patogénica da bactéria foram confirmadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) em espécies que apresentaram assintomaticas e sintomaticas de
infeccdo bacteriana. Somente dez espécies de plantas, todas pertencentes a familia Poaceae,
apresentaram sintomas de infecg¢do bacteriana nas folhas: Avena sativa (aveia branca), Avena
strigosa (aveia preta), Hordeum vulgare (cevada), Oryza sativa (arroz), Brachiaria brizantha
(braquiaria brizantha), Digitaria horizontalis (capim-colchdo), Digitaria insularis (capim-
amargoso), Echinochloa colonum (capim-arroz), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha) e
Sorghum orundinaceum (falso-massambard). A colonizacao epifitica por Xvv foi constatada em
43 espécies assintomaticas. De acordo com as imagens de MEV, os espécimes de aveia, aveia
preta e milho apresentaram células e agregados de Xvv distribuidos na superficie foliar e, em
fraturas de tecido foi observada a colonizacdo de regides intercelulares na camara
subestomatica. As espécies assintomadticas sorgo, centeio e milheto, foi constatada pequena
quantidade de células bacterianas na superficie foliar, e nas fraturas de milheto, ndo foi
observada a colonizacdo pela bactéria. No estudo de sobrevivéncia de Xvv em solo foi
investigada em dois tipos de solo, arenoso e argiloso, mantidos nas temperaturas de 20, 25 e 30
°C, em condi¢des de laboratorio. A sobrevivéncia da bactéria em condi¢des de campo foi
estudada em solo argiloso infestado artificialmente. Por outro lado, a capacidade de
sobrevivéncia em residuos de cultura de milho infectados com a bactéria foi investigada
utilizando residuos mantidos na superficie do solo e incorporados ao solo na profundidade de
20 cm. Sob condigdes controladas, a bactéria sobreviveu por periodos que variaram de quatro
a 40 dias, sendo quatro dias em solo arenoso mantido a 30 °C e 40 dias em solo argiloso mantido
na temperatura de 20 °C. Os resultados obtidos nos estudos em condigdes de laboratorio
evidenciaram que a Xvv possui capacidade de sobreviver por maior periodo de tempo em solo
argiloso. Entretanto a bactéria apresentou capacidade de sobreviver por um periodo maior em
temperatura de 20° C do que em temperaturas mais elevadas, independentemente do tipo de
solo. Em relag¢do aos estudos sob condi¢des de campo, a sobrevivéncia de Xvv como células
livres em solo foi de apenas 48 horas e em residuos culturais de milho foi por até 15 dias em
amostras mantidas na superficie do solo. Nas amostras de residuos culturais de milho
incorporados ao solo, a bactéria foi detectada apenas no momento da instalagdo do experimento.
A sobrevivéncia de Xvv associada a residuos culturais de milho pode ser influenciada pela
incorporagdo ou nao do material vegetal ao solo.



Palavras-chave: epifitismo, colonizacdo epifitica, microscopia eletronica de varredura,
patogenicidade, tempo de sobrevivéncia, Zea mays.



LONGHI, Talita Vigo. Alternative hosts and survival of Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum, causal agent of the bacterial leaf streak of maize. 2022. 97 p. Thesis (Doctorate
in Agronomy) — State University of Londrina, Londrina. 2022.

ABSTRACT

Corn bacterial leaf streak, caused by Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv) is an
emerging disease, , initially reported in South Africa and subsequently in the American
continent in 2016, and in Brazil in 2018. Information on the biology and ecology of the
pathogen, as well as epidemic and management aspects of the disease, is still scarce. In view of
this, the main objectives of this study were to identify potential host species of Xvv and the
ability of the bacterium to survive in soil under controlled conditions and in the field, and in
corn crop residues in the field. In the study of host plant identification, 52 species of mono and
dicotyledonous plants were included, involving cultivated and green manure annuals, forages
and pastures and weeds that occur in corn crops or that make succession and rotation with corn.
Epiphytic colonization of Xvv in asymptomatic plants and pathogenic colonization of the
bacteria were confirmed by scanning electron microscopy (SEM) in species that presented
asymptomatic and symptomatic bacterial infection. Only ten plant species, all belonging to the
Poaceae family, showed symptoms of bacterial infection on the leaves: Avena sativa, Avena
strigosa, Hordeum vulgare, Oryza sativa, Brachiaria brizantha, Digitaria horizontalis,
Digitaria insularis, Echinochloa colonum, Eleusine indica, ¢ Sorghum orundinaceum.
Epiphytic colonization by Xvv was observed in 43 asymptomatic species. According to the SEM
images, the oat, black oat and corn specimens showed cells and aggregates of Xvv distributed
on the leaf surface and, in tissue fractures, the colonization of intercellular regions in the
substomatic chamber was observed. Asymptomatic sorghum, rye and millet species showed a
small amount of bacterial cells on the leaf surface, and in millet fractures, colonization by the
bacteria was not observed. In the study of survival of Xvv in soil, it was investigated in two
types of soil, sandy and clayey, maintained at temperatures of 20, 25 and 30 °C, under
laboratory conditions. Survival of the bacteria under field conditions was studied in artificially
infested clayey soil. On the other hand, the survivability of maize crop residues infected with
the bacteria was investigated using residues kept on the soil surface and incorporated into the
soil at a depth of 20 cm. Under controlled conditions, the bacteria survived for periods ranging
from four to 40 days, four days in sandy soil kept at 30 °C and 40 days in clayey soil kept at a
temperature of 20 °C. The results obtained in studies under laboratory conditions showed that
Xvv has the ability to survive for a longer period of time in clayey soil. However, the bacteria
showed the ability to survive for a longer period at a temperature of 20 °C than at higher
temperatures, regardless of the type of soil. Regarding the studies under field conditions, the
survival of Xvv as free cells in soil was only 48 hours and in corn crop residues it was for up to
15 days in samples maintained on the soil surface. In samples of corn crop residues incorporated
into the soil, the bacteria was detected only at the time of installation of the experiment. The
survival of Xvv associated with maize crop residues can be influenced by the incorporation or
not of plant material in the soil.

Keywords: epiphytism, epiphytic colonization, scanning electron microscopy, pathogenicity,
survival time, Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) ¢ uma das culturas de maior importancia econdmica dentro do
cenario de produgdo agricola mundial, e tem se destacado pela versatilidade de uso de seus
graos e subprodutos (CONAB, 2019). Além de ser utilizado na alimentacdo humana, o milho ¢é
a principal fonte de energia dentro do processo de nutricdo animal e ¢ uma importante matriz
energética na producao de biocombustiveis como o etanol (CONAB, 2019). O crescimento da
producao mundial de milho tem sido bastante expressivo visto que, nas ultimas 20 safras, esta
produgdo aumentou mais de 50%, passando de 601,7 milhdes de toneladas na safra de
2000/2001 para estimados 1,20 bilhdes de toneladas em 2021/2022 (FIESP, 2021), sendo o
cereal mais produzido no mundo (FAO, 2019).

O milho pode ser acometido por diversas doencas que ocasionam perdas significativas
na produg¢do. Dentre as mais de 30 doencas relatadas na cultura no Brasil, a estria bacteriana do
milho foi recentemente reportada no Pais (LEITE JUNIOR et al., 2019a). Entretanto, o primeiro
relato da estria bacteriana do milho foi na Africa do Sul em 1949 (DYER, 1949), sendo
recentemente relatada em importantes regides produtoras do cereal nas Américas do Norte e do
Sul, incluindo os Estados Unidos da América e a Argentina, além do Brasil (BRODERS et al.,
2017; DAMICONE et al., 2018; JAMANN et al., 2019; KORUS et al., 2017; PLAZAS et al.,
2018; LEITE JUNIOR et al., 2019a). Ha relatos da ocorréncia epidémica da estria bacteriana
em regides dos estados do Colorado, Kansas e Nebraska nos EUA, com incidéncias da doenga
acima de 90% e niveis de severidade superiores a 50% (BRODERS et al., 2017).

O agente causal da estria bacteriana ¢ a Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv)
(LANG et al., 2017). A Xvv é uma bactéria gram-negativa com células em forma de bastonete,
movel, ndo fluorescente e ndo fermentativa que produz coldnias mucoides e amarelas em meio
de cultura caldo nutriente de levedura (NBY) (KORUS et al., 2017) e 4gar nutriente (AN)
(PLAZAS et al., 2018, LEITE JUNIOR et al., 2019a). Além do milho, a Xvv ja foi relatada
como um patogeno de cana-de-agucar, de sorgo, de palmeiras e de bambu (VAUTERIN et al.,
1995; QHOBELA et al., 1990).

Os sintomas da doenga no milho sdo lesdes lineares de coloracdo amarela intensa a
marrom com margens onduladas e localizadas nas regides entre as nervuras (LANG et al.,
2017). Com base em outras doencas de plantas causadas por Xanthomonas spp., o agente causal
da estria bacteriana provavelmente sobrevive em residuos de culturas e hospedeiros
alternativos, e pode ser disseminada pelo vento, pela chuva e pela 4gua de irrigacdo (BRODERS

et al., 2017). Os hospedeiros alternativos, como as plantas invasoras e de milho voluntarias,
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podem servir como fontes de inoculo primario e exsudados bacterianos de lesdes de folhas
podem servir de inoculo secundério durante a estagdo de crescimento (BRODERS et al., 2017;
LEITE JUNIOR et al., 2019b; HARTMAN et al., 2020; ORTIZ-CASTRO et al., 2020).
Devido as implicagdes de uma doenga emergente em importantes regioes produtoras de
milho do Brasil e a falta de informagdes sobre o agente causal e o manejo da doenga por ela
causada, os objetivos gerais deste estudo foram determinar as principais espécies de plantas
hospedeiras da Xanthomonas vasicola pv. vasculorum, considerando plantas cultivadas e
invasoras, € examinar a sobrevivéncia da bactéria em solo e em residuos culturais. O presente
estudo teve como objetivos especificos: (i) investigar se plantas monocotiledoneas e
dicotiledoneas, anuais cultivadas, forrageiras e invasoras que ocorrem na cultura do milho ou
que fazem sucessao e rotacado com o milho, sdo hospedeiras alternativas de Xvv, (ii) avaliar a
sobrevivéncia de Xvv no solo em condigdes controladas e de campo; e (iii) verificar a
sobrevivéncia do Xvv associada a residuos culturais de milho sob condigdes de campo. Estes

resultados fortalecem estudos futuros e fornecem apoio ao manejo da estria bacteriana do milho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO MILHO (Zea mays) NO BRASIL

O milho (Zea mays L.) pertence a tribo Maydeae, subfamilia Panicoideae, familia
Poaceac (antiga familia das gramineas), ordem Poales, classe Liliopsida, divisao
Magnoliophyta. E uma espécie aldgama e monoica, com ciclo anual, porte robusto e ereto,
destinada principalmente a producao de graos. Esse cereal possui metabolismo fotossintético
C4, elevado potencial produtivo e ampla adaptacao a diferentes condi¢des de ambiente (TAIZ;
ZIEGER, 2013; KERBAUY, 2012).

A sua origem e domesticagdo ocorreram na América Central e no México (UDRY;
DUARTE, 2000; SOARES, 1998), mas, posteriormemte, o seu cultivo expandiu por
praticamente todo o mundo. E considerado uma das commodities agricolas mais importantes,
seja do ponto de vista econdmico ou social. E o principal produto destinado & alimentagdo
animal, com destaque para as cadeias produtivas de carne, incluindo suinos, aves e bovinos, ¢
de leite (CONTINI et al., 2020). O milho ¢ a base alimentar da populag@o de vérios paises e ¢
também utilizado na producdo de combustiveis renovaveis como o etanol (CONTINI et al.,
2020). Destaca-se por ser o grao mais produzido e consumido mundialmente, com uma
producao de 1.208,7 milhdes de toneladas e o consumo deve alcancar 1.195,9 milhdes de
toneladas na safra agricola 2021/2022 (USDA, 2020/FIESP, 2022). O Brasil € o terceiro maior
produtor mundial de milho, com producao estimada de 112,902 milhdes de toneladas do grao
em uma area de 20.944 milhdes de hectares na safra 2021/2022 (FIESP, 2022). Os Estados
Unidos da América (EUA) € o primeiro e a China o segundo produtor mundial de milho, com
producdes de 382,6 e e 272,6 milhdes de toneladas, respectivamente (FIESP, 2021).

A produgao brasileira de milho pode ser dividida em trés safras: A primeira safra (safra
de verao) ¢ semeada preferencialmente de setembro a dezembro com colheita de janeiro a maio;
enquanto a segunda safra (safrinha), tendo como principais regides produtoras o Centro Oeste
e o estado do Parand, ¢ semeada apds a cultura de verdo de janeiro a mar¢o com colheita de
maio a agosto. Também a terceira safra, que ¢ uma nova tendéncia de produgdo na regido
chamada de Sealba (Sergipe, Alagoas e nordeste da Bahia), além de Roraima e Pernambuco,
semeada entre os meses de maio e junho com colheita de setembro a novembro, e que possui
um calenddrio de produgdo semelhante ao do hemisfério norte (CONAB, 2020). Na safra
2021/2022, estima-se que a primeira safra de milho alcance aproximadamente 24 milhdes de

toneladas, cerca de 22% da producao nacional; a producdo estimada da segunda safra deve ser
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de 86,259 milhdes de toneladas, aproximadamente 76,40% da produgdo do pais, e a terceira
safra com producdo de 1,86 milhdes de toneladas, representando 1,64% da produgdo nacional
(FIESP, 2022).

As principais regides produtoras do Brasil, sdo o Centro-Oeste, o Sul e o Sudeste, com
cultivo em pequenas, médias e grandes propriedades (CONAB, 2021). A regido Centro-Oeste
tem liderado tanto em &rea cultivada, quanto em produtividade e produgdo, e seus principais
estados produtores sao o Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiés. Esta regido possui uma
drea estimada de 10.524,1 milhdes de hectares, produtividade média de 6.109 Kg hal, e
produgdo de 64.294,1 milhdes de toneladas (CONAB, 2021). A regido Sul possui a segunda
maior area cultivada de milho do Pais, com 4.255,7 milhdes de hectares ¢ a segunda maior
producdo com 26.487,9 milhdes de toneladas (CONAB, 2021). O Parané ¢ o segundo maior
estado produtor do Brasil, com area de 3.080,6 milhdes de hectares e producao estimada de

17.585,1 milhdes de toneladas (CONAB, 2021).

2.2 DOENCAS DO MILHO

A producdao de milho no Brasil aumentou principalmente, com a entrada de novas
tecnologias, € consequentemente a tecnificacdo dos agricultores. Essas tecnologias estdo
relacionadas ao desenvolvimento de novas cultivares, manejo da cultura entre outras. Nos
ultimos anos devido a necessidade do produtor obter alta produtividade para garantia de
rentabilidade para se manter na atividade agricola, estimulou e acarretou a expansdo das
fronteiras agricolas, a amplia¢do das €pocas de semeadura, os cultivos antecipados irrigados, e
a substituicdo dos plantios da safra de verdo, para a safrinha, no qual, corresponde a 76% da
producdo nacional, (CARVALHO et al., 2016), o qual tém propiciado o surgimento de novos
problemas relacionados as doengas. Existem mais de 30 doenga bidticas relatadas em milho no
Brasil, causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides (CARVALHO et al., 2016).

Entre as doencas que afetam a parte aérea do milho, estdo a cercosporiose (Cercospora
zeina), a ferrugem polysora (Puccinia polysora), a ferrugem comum (P. sorghi), a ferrugem
tropical ou ferrugem branca (Physopella zeae), a mancha foliar de Exserohilum turcicum, a
mancha de Bipolaris maydis, a mancha de B. zeicola, a mancha foliar de diplodia (Stenocarpella
macrospora), a antracnose foliar do milho (Colletotrichum graminicola), a mancha branca
(Pantoea ananatis) (CARVALHO et al., 2016), o mosaico comum (Sugarcane mosaic virus)
(CARVALHO et al., 2016), e as doencas sistémicas associadas a molicutes, como o

enfezamento vermelho (‘Candidatus Phytoplasma asteris’) e o enfezamento palido
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(Spiroplasma  kunkelli) (CARVALHO et al., 2016). Essas doengas sdo consideradas
importantes para a cultura no Brasil pelas redugdes elevadas na produtividade e pela ampla
ocorréncia nas principais regides produtoras de milho (CARVALHO et al., 2016).

A importancia de cada uma dessas doengas ¢ variavel de ano para ano e de regido para
regido, devido as condi¢des climaticas, do nivel de suscetibilidade das cultivares semeadas e do
manejo utilizado (COSTA et al., 2017). Atualmente, os enfezamentos do milho, t€m se
destacado entre as doencas mais preocupantes para a cultura nas Ultimas safras, pela alta
incidéncia com perdas severas em diversas regides do pais (GALVAO; SABATO; BEBENDO.,
2021). Além das doengas anteriormente mencionadas, novos desafios t€ém surgido ao longo dos
ultimos anos, como a ocorréncia da estria bacteriana do milho, causada por Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum. A ocorréncia desta doenca em importantes regides produtoras como
0 Oeste ¢ Sudoeste do Parana merece atencao especial, pois ndo se conhece ainda seu real

impacto na redugao da produtividade da cultura.

2.3 ESTRIA BACTERIANA DO MILHO

2.3.1 Agente Causal

A estria bacteriana ¢ uma doenga foliar do milho de ocorréncia recente no Brasil,
causada pela bactéria Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Cobb 1894). Esta bactéria
pertence a divisdo Proteobactéria, ¢ gram-negativa, ndo fermentativa e ndo fluorescente,
estritamente aerobica, com células mdveis e em formato de bastonete (KORUS et al., 2017;
VAUTERIN et al., 1995). As coldnias apresentam coloragcdo amarelada devido a presenca de
xantomonadina, que ¢ um pigmento amarelo caracteristico de bactérias do género Xanthomonas
(STARR; STEPHENS, 1964).

As bactérias do género Xanthomonas sao patdogenos hemibiotroficos que, inicialmente,
se multiplicam em tecido vivo do hospedeiro, mas causam a morte de células vegetais em
estagios posteriores da infeccdo (BUTTNER; BONAS, 2010). Estas causam doengas em mais
de 400 diferentes hospedeiros vegetais, incluindo uma ampla variedade de culturas importantes,
como arroz, trigo, citrus, tomate, pimenta, banana e feijao (TIMILSINA, 2020).

Em 1978, o patégeno que causava a estria bacteriana no milho foi inicialmente
denominado de Xanthomonas campestris pv. vasculorum (Dye 1978) por Young et al. (1978).
Esta designag¢do incluia tanto estirpes bacterianas que causavam a doenga “Gumming” na cana-

de-agucar, como as que causavam doenca em milho na Africa do Sul. Estudos foram realizados



19

com as estirpes de X. campestris pv. vasculorum isoladas de cana-de-agtcar e de palmeiras e
inoculadas em milho, em sorgo e em cana-de-agucar, e consideradas patdgenicas para essas trés
culturas (QHOBELA; CATOLAFLIN, 1992). Por outro lado, isolados da bactéria obtidos de
milho na Africa do Sul foram patogénicos somente para o milho e néo para o sorgo ou para
cana-de-agucar (QHOBELA et al., 1990).

Outros isolados da bactéria que causavam a estria bacteriana no milho, provenientes da
Africa do Sul, foram diferenciados de X. campestris pv. holcicola, agente causal da estria foliar
bacteriana do sorgo, pela técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricao
(QHOBELA et al., 1990; COUTINHO, 1988). Posteriormente, através da hibridizagdo DNA-
DNA e analise de perfis de acidos graxos, a espécie X. vasicola foi proposta para agrupar os
patovares X. campestris pv. zeae, X. campestris pv. holcicola, e X. campestris pv. vasculorum,
mas alguns isolados de cana-de-agicar foram separados em uma segunda espécie, X.
axonopodis pv. vasculorum (DOOKUN et al., 2000; VAUTERIN et al., 1995). O patégeno da
estria bacteriana do milho difere de outras espécies de Xanthomonas e patovares que infectam
membros da familia Poaceae. Assim, com base em testes de especificidade de hospedeiro e
sintomas, o patogeno do milho foi reclassificado e renomeado como Xanthomonas campestris
pv. zeae (COUTINHO;WALLIS, 1991).

Estudos mais recentes sobre filogenia com base em comparacgdes gendmicas por MLSA
(andlise de sequéncias multilocus) e testes de patogenicidade levaram a determinagdo de Xvv
como sendo o agente causal de duas doencas, o “Gumming” da cana-de-aglicar e a estria
bacteriana do milho (ARITUA et al., 2008; COUTINHO et al., 2015; DOOKUN et al., 2000;
HARRISON; STUDHOLME, 2014; KARAMURA et al., 2015; RADEMAKER et al., 2005;
STUDHOLME et al., 2010; VAUTERIN et al.,1995; WASUKIRA et al., 2014). Em anélises
moleculares de identidade de nucleotideos, os genomas do agente causal da estria bacteriana do
milho no estado de Nebraska, nos EUA apresentaram similaridade de 99,3% com o genoma da
estirpe de Xvv da cana-de-agucar da Africa do Sul (LANG et al., 2017). Os resultados dos testes
de patogenicidade mostraram que todas as estirpes, independentemente da fonte, foram
virulentas para o milho e para a cana-de-agucar (LANG et al., 2017). Perez-Quintero et al.,
(2020), em estudos de filogenia confirmaram que todas as estirpes avaliadas de Xvv dos EUA,
da Argentina e da Africa do Sul, sdo originados de um Gnico ancestral comum, o que demonstra
um maior embasamento a atual classificagdo de Xvv como o agente causal da estria bacteriana

do milho.
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2.3.2 Histérico da Ocorréncia da Doenca

O primeiro relato da estria bacteriana em milho foi na Africa do Sul em 1949 (DYER,
1949) e a doenga permaneceu restrita ao continente africano até 2016. Desde o primeiro relato,
a incidéncia, a severidade e a disseminacio desta doenca nas culturas de milho na Africa do Sul
aumentaram significativamente. Coutinho e Wallis (1991) relataram que uma variedade
comercial de milho teve que ser retirada do mercado devido a alta suscetibilidade a doenga.

Em 2016, pesquisadores detectaram os sintomas dessa doenga em folhas de milho no
estado de Nebraska, nos EUA, sendo a primeira constatacdo da doenga na América do Norte
(KORUS et al., 2017). As folhas de milho apresentando sintomas de estria bacteriana foram
observados em 51 municipios no estado de Nebraska (KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017),
em seis municipios no leste do Colorado e 16 municipios no oeste do Kansas (TESSA et al.,
2019). A doenga atingiu propor¢des epidémicas em regides destes trés estados, com varios
casos de incidéncias da estria em niveis superiores a 90% e severidades que atingiram mais de
50% da area foliar das plantas de milho (BRODERS, 2017). Também foi identificada a doenca
em lavouras de milho nos estados de Iowa, Illinois, Oklahoma, Dakota do Sul. Texas,
Minnesota ¢ Wisconsin (KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017; SMITH et al., 2018). Em
2017, a doenga voltou a ocorrer em niveis significativos no leste do Colorado, Nebraska e
Kansas. A ocorréncia da estria bacteriana também foi constatada em 2018 e 2019 (TESSA et
al., 2019). Na Argentina, a doenga foi relatada mais especificamente nas provincias de Coérdoba,
Buenos Aires, Santa Fé, San Luis, Entre Rios, Santiago del Estero, Corrientes, Chaco, Tucuman
e Salta (BRODERS et al., 2017; PLAZAS et al., 2018).

No Brasil, a primeira suspeita da ocorréncia da estria bacteriana foi no ano de 2016, em
areas experimentais de milho no municipio de Cafelandia, na regido Oeste do Parana, mas nao
foi considerado um problema para a cultura. Na safra de 2018, a incidéncia da doenga
aumentou, e foi confirmada a ocorréncia de uma nova bacteriose por diagnostico molecular e
notificada oficialmete pela primeira vez no Brasil, em lavouras de milho da regido Oeste do
Parana (LEITE JUNIOR et al., 2019a).

Desde sua primeira constatagdo, a disseminac¢do da doenga ocorreu rapidamente entre
os municipios da regido Oeste do Parand, como Assis Chateaubriand, Cascavel, Corbélia,
Marechal Candido Rondon, Nova Aurora, Nova Santa Rosa, Ouro Verde do Oeste, Palotina,
Pato Bragado, Quatro Pontes, Santa Helena, Santa Tereza do Oeste, S3o José das Palmeiras,
Sao Miguel do Iguagu, Toledo, Entre Rios do Oeste, Ubirata e Vera Cruz do Oeste; da regido

Sudoeste do Parand, em Francisco Beltrao; da regido Centro-Oeste do Estado, como Campo
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Mourdo e Floresta; e da regido Norte de Parand, em Assai, Londrina, Rolandia, Sertanopolis,
Mandaguari e Marialva (LEMISKA et al., 2019; LEITE JUNIOR et al., 2019b). A bacteriose
foi constatada em pelo menos 30 diferentes hibridos comerciais de milho (LEITE JUNIOR et
al., 2019b). Do ano de 2020 até hoje, existem poucos relatos da ocorréncia da doenga na
literatura no Brasil, no LABAC apenas um caso confirmado como estria bacteriana no estado

do Parana (Dados nao divulgados).

2.3.3 Sintomatologia

Os sintomas iniciais da doenga sdo caracterizados pelo aparecimento nas folhas de
pequenas pontuagdes translucidas e encharcadas, anasarca, que se expandem ao longo dos
tecidos internervais (Figura 2.1A), formando estrias alongadas com bordas onduladas e
irregulares (BRODERS, 2017). As lesdes sdo de coloragdo amarela intensa a marrom, lesao
necrotica, e podem coalescer e atingir grande parte do limbo foliar (Figura 2.1B e 2.1C). As
lesdes podem variar em quantidade, formato e tamanho, de acordo com a suscetibilidade do
genotipo de milho e, sob condi¢des de ataque severo, também podem ser observadas nas
bracteas das espigas (LEITE JUNIOR et al., 2019b). Uma caracteristica dessas lesdes ¢
apresentar exsudagdo bacteriana na forma de goticulas pequenas, secas e amarelas, o que auxilia
na dispersdo e sobrevivéncia da célula bacteriana (GOTO; HYODO, 1985). Geralmente, os
sintomas comegam pela parte inferior da planta, nos estagios fenoldgicos vegetativos iniciais
das plantas de milho, V4 (BRODERS et al., 2017) ou V7 (LEITE JUNIOR et al., 2019b). A
medida que a planta se desenvolve, a doenca pode passar a ocorrer nas folhas superiores
(BRODERS et al., 2017).

Os sintomas da estria bacteriana podem ser confundidos com os da cercosporiose do
milho causada pelo fungo Cercospora zeae-maydis (HYRE, 1943). Entretanto, os sintomas de
cercosporiose sdao estrias que se desenvolvem paralelas as nervuras, mas tem formas
predominantemente retangulares e bordas retas, o que os diferencia dos sintomas da estria
bacteriana, onde as bordas das lesdes sdo onduladas. Quando as lesdes da cercosporiose sao
retroiluminadas, a luz ndo passa facilmente através das lesdes, sendo mais opacas quando

comparadas com as lesdes translucidas causadas por Xvv (JOHNSON JERRY et al., 2017).
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Figura 2.1 - Sintomas da estria bacteriana do milho. (A) Lesdes iniciais no formato de pequenas
pontuagdes encharcadas. (B) Lesdes alongadas, estreitas, e com bordas onduladas e restritas as

regides internervais. (C) Lesdes coalescentes e necroticas. Foto: Proprio autor.

2.3.4 Ciclo da Doenca

A bactéria Xvv  pode sobreviver em residuos culturais de milho infectados,
remanescentes da estacdo de crescimento anterior e possivelmente também em hospedeiros
alternativos, como outras plantas cultivadas e invasoras (BRODERS, 2017). As superficies
foliares de plantas com sintomas de estria bacteriana liberam exsudatos pelos quais a bactéria
pode ser disseminada para plantas vizinhas pela dgua de chuva e/ou irrigagdo, ou mesmo por
vento em dias secos (BRODERS, 2017; ORTIZ-CASTRO et al., 2020).

O patogeno pode infectar a planta através de aberturas naturais como os estomatos ou
por ferimentos, € a colonizagdo do tecido foliar aparentemente ¢ limitada pelas nervuras
principais. A bactéria coloniza basicamente o tecido apopléstico, ndo invadindo o sistema
vascular da planta (ORTIZ-CASTRO, 2019). A alta umidade favorece o densenvolvimento da
doenca. Nao ha dados sobre as temperaturas 6timas para o crescimento e sobrevivéncia de Xvv.
De acordo com Koizumi (1985), para outras Xanthomonas, como Xanthomonas citri subsp.
citri, pode ocorrer crescimento bacteriano entre 6 e 36°C. Entretanto, temperaturas entre 15 e
35°C sdo as otimas para infec¢des e para o desenvolvimento dos sintomas da doenca causada

por essa bactéria (PELTIER, 1920). Assim, ¢ provavel que as temperaturas 6timas para o
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crescimento de Xvv sejam semelhantes as temperaturas reportadas acima, uma vez que esta
variacgao ocorre frequentemente durante a época de cultivo do milho.

Os sintomas da estria bacteriana sdo tipicamente observados inicialmente na parte
inferior da planta e comegam a progredir para as folhas superiores geralmente apos a irrigagao
ou eventos de chuva acompanhados de vento (ORTIZ-CASTRO et al., 2020). Estas condigdes
ambientais s3o favoraveis para a disseminagdo de Xvv. De meados até o final do periodo
fenologico de cultivo do milho, a bactéria continua a se disseminar na lavoura e permanece nos
residuos culturais na superficie do solo apds a colheita. Os residuos culturais se convertem em
fonte de ind6culo inicial para a proxima safra (ORTIZ-CASTRO et al., 2020) (Figura 2.2).
Estudos revelaram que é comum encontrar a doenga em areas sob produgao continua de milho,
mas ja foi também observada em areas de rotacdo de cultura, apos soja e trigo, ou pousio

(JOHNSON JERRY et al., 2016).

Inéculo

primadrio

Chuvas/ adgua de irrigagdo
no inicio de desenvolvimento das
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. p ()%
Residuos culturais infectados Infecgdes primarias (aberturas naturais,
Chuvas/ agua de l ferimentos)

irrigagdo/ ventos

‘ Indculo

_ secunddrio

F

Planta adulta infectada Desenvolvimento
inicial
das lesGes
Desenvolvimento
secundario
das lesGes

Figura 2.2 - Ciclo da estria bacteriana do milho causada por Xanthomonas vasicola pv.

vasculorum proposto por Ortiz-Castro et al. (2020), adaptado por Longhi.

Experimentos realizados para avaliar o potencial de transmissdo de Xvv de sementes

para plantulas de milho demonstraram que em sementes de milho contaminadas artificialmente,
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a doenca ocorreu consistentemente a partir de inoculagdes com suspensdes bacterianas em
concentragdes superiores ou iguais a 10° UFC mL™!. Isso sugere que é necessario um limiar de
populacdo da bactéria nas sementes para o desenvolvimento de sintomas da estria bacteriana e
recuperagao de células vivas (ARIAS et al., 2020). O isolamento da bactéria a partir de sementes
colhidas em areas onde a doenga ocorreu com severidade elevada resultaram em baixo nivel de
bactérias. Aparentemente, essa concentracdo baixa de bactérias ndo seria suficiente para resultar
em plantulas doentes, sugerindo baixos niveis de transmissao da bactéria por essa via (ARIAS
et al., 2020). Arias et al. (2020) somente conseguiram detectar sobrevivéncia de Xvv em
sementes de milho contaminadas naturalmente em um nivel muito baixo, entre 0,1 € 0,5%, em
oito lotes de sementes testados. Nao foram encontradas evidéncias de colonizagao sistémica de
plantas e, portanto, acredita-se que a contaminacao de sementes por Xvv € principalmente
superficial (ARIAS et al., 2020).

As informagdes sobre essa bactéria sdo ainda muito limitadas. Entre as questdes
desconhecidas podem ser incluidas, quais os tecidos da planta que a bactéria ¢ capaz de infectar,
qual o tempo de sobrevivéncia em solo e em residuos de cultura, qual a origem do in6culo
inicial em cada safra, quais variaveis climaticas favorecem o desenvolvimento da doenga, e

quais sdo as plantas hospedeiras alternativas (BRODERS, 2017).

2.3.5 Danos Economicos Potenciais

O impacto na produtividade da cultura do milho causado pelas doencas depende de
quanto da area foliar ¢ afetada ou destruida. Quando a érea foliar ¢ afetada ou comprometida,
ela reduz a capacidade fotossintética da planta e consequentemente o enchimento dos graos
(JACKSON-ZIEMS et al., 2016). As perdas normalmente sdo minimas se os sintomas das
doencas ocorrerem no final do ciclo da cultura, ou seja, se ndo houver desenvolvimento ja
durante o enchimento dos graos (JOHNSON JERRY et al., 2016). Da mesma maneira, nao
existem informagdes de como a estria bacteriana afeta a qualidade dos graos (JOHNSON
JERRY etal., 2016) como o teor de amido, 6leo e proteina. A severidade dos sintomas da estria
bacteriana pode alcancar aproximadamente 40% da area foliar da planta infectada em hibridos
suscetiveis de milho (JARDINE; CAFLIN, 2016). Estudos realizados nos Estados Unidos
revelaram que em algumas regides, onde a doenca se tornou epidémica, os niveis da incidéncia
da doenga foram maiores do que 90% e a severidade acima de 50% em hibridos suscetiveis de

milho (BRODERS, 2017).
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2.3.6 Medidas de Manejo

Hé pouca informagdo disponivel sobre o manejo da estria bacteriana por ela ser de
ocorréncia relativamente recente. Entretanto, os hibridos de milho comercialmente disponiveis
diferem na suscetibilidade a doenga, e demonstram uma grande variagao no nivel de severidade
da estria bacteriana (BRODERS, 2017, HARTMAN, 2018; ROBAINA et al., 2020). Assim, a
resisténcia de hibridos de milho a estria bacteriana tem mostrado ser uma caracteristica
multigénica (QIU et al., 2020). Devido os hibridos poderem ser avaliados rapidamente quanto
a resisténcia genética, a utilizagdo de hibridos menos suscetiveis seria a medida mais eficiente
e simples de controlar a estria bacteriana do milho (ROBAINA et al., 2020).

Como para varias outras doengas bacterianas de plantas, medidas eficazes de controle
quimico ainda sdo escassas para a estria bacteriana. Longhi et al., (2022) avaliaram a
sensibilidade in vitro de isolados de Xvv a diferentes produtos quimicos fungicidas, bactericidas
e fertilizante foliar agromineral e avaliaram o controle da estria bacteriana sob condicdes de
casa de vegetacdo. Foi possivel observar que os isolados de Xvv apresentaram variacdes na
sensibilidade aos produtos quimicos testados. A casugamicina, sulfato de cobre, oxicloreto de
cobre, hidroxido de cobre, 6xido cuproso, cobre bioativo € mancozebe inibiram o crescimento
dos isolados bacterianos in vitro. Nos estudos in vivo, o oxicloreto de cobre foi o inico produto
testado que reduziu significativamente a incidéncia e severidade da estria bacteriana (73% de
redu¢do) em plantas de milho inoculadas artificialmente. Os produtos a base de cobre foram
fitotoxicos para plantas de milho na concentragao utilizada e no estagio de crescimento em que
foi aplicado.

Portanto, a identificagdo adequada da doenga ¢ importante para evitar gastos
desnecessarios com aplicagdes de produtos que ndo serdo eficientes no controle da doenga.
Assim, o manejo da estria bacteriana deve seguir as medidas gerais de controle de doencas
causadas por bactérias em plantas e também, considerando as caracteristicas especificas da
doenga e de seu patogeno.

Dentre as recomendagdes de manejo sugeridas, estdo as medidas fitossanitarias como
rotagdo de culturas com espécies ndo hospedeiras da bactéria, controle de plantas de milho
voluntérias na entressafra, controle de plantas invasoras hospedeiras de Xvv, em especial as
gramineas que podem ser potenciais hospedeiras alternativas, destrui¢do de residuos culturais,
e a desinfestagdo de equipamentos (HARTMAN; JACKSON-ZIEMS, 2017; LEITE JUNIOR
et al.,, 2019b). A utilizagdo de sementes com sanidade comprovada também tem relevancia

dentro do manejo da estria bacteriana, embora, estudos tenham demonstrado que a transmissao
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da bactéria via sementes ocorre em taxas muito baixas (ARIAS et al., 2020). E importante
ressaltar que as medidas culturais podem oferecer algum grau de controle da estria bacteriana,
através da redugao do inoculo primario presente, porém se fazem necessarios estudos mais
aprofundados sobre varios aspectos epidemioldgicos da doenga e de seu patogeno (JOHNSON

JERRYet al., 2017; LEITE JUNIOR et al., 2019b).

2.4 SOBREVIVENCIA DE Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

O conhecimento da sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas em condi¢des de campo
possibilita a adogdo das praticas mais adequadas para o manejo de doengas por elas causadas.
Cabe salientar que a manutencdo de inoculo viavel entre ciclos da cultura apresenta grande
potencial para dar inicio & novas epidemias de doencas (SILVA JUNIOR et al., 2020). As
bactérias fitopatogénicas que causam danos em plantas de interesse economico nao formam
esporos ou outras estruturas de resisténcia. No entanto, podem sobreviver, dependendo da
espécie considerada, associadas as sementes ou outras partes propagativas, em 0rgaos vegetais
infectados, em residuos de cultura, no solo, como residentes e epifiticamente, ou no interior de
plantas voluntarias da propria cultura, ou em plantas invasoras hospedeiras (SCHUSTER;
COYNE, 1974; RYAN et al., 2011; GONCALVES et al., 2018).

A sobrevivéncia das bactérias fitopatogénicas € influenciada normalmente por diversos
fatores ambientais, como temperatura, precipitacao e umidade relativa do ar, e de caracteristicas
quimicas, fisicas e biologicas do solo (DE BOER, 1982; LENNON et al., 2012). Geralmente,
as bactérias fitopatogénicas sobrevivem no solo em temperaturas que variam entre 20 e 37°C
(DE BOER, 1982). Além disso, a sobrevivéncia da maioria das bactérias fitopatogénicas €
favorecida quando os residuos da cultura infectados com o patdégeno sdo mantidos na superficie
do solo (SILVA JUNIOR, 2011).

Estudos foram conduzidos em campo sobre a sobrevivéncia de Xvv em residuos
culturais de milho, comparando residuos de plantas infectadas mantidos na superficie do solo e
incorporados a 10 cm de profundidade, e ndo conseguiram recuperar células vidveis apods seis
meses da instalacdo do ensaio. No entanto, foi realizada a técnica de detec¢do molecular PCR
em tempo real (qQPCR), e os resultados confirmaram a presenca de Xvv em ambas amostras, mas
nao foi possivel afirmar se as bactérias estavam vivas ou mortas, porém detectaram que haviam
diferencas significativas na quantidade de Xvv nas duas condi¢des (ORTIZ-CASTRO, 2019).
As amostras mantidas na superficie do solo apresentaram quantidades maiores de células de

Xvv as amostras incorporadas ao solo (ORTIZ-CASTRO, 2019). Este comportamento se deve
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provavelmente a maior a¢do de decomposi¢do da microbiota do solo, reduzindo a populacao de
Xvv em residuos culturais enterrados (JOHNSON JERRY et al., 2017; ORTIZ-CASTRO,
2019).

Hé relatos de que a maioria das bactérias fitopatogénicas sobrevivem melhor em
condi¢cdes secas, ou seja, quando os residuos culturais sdo mantidos na superficie do solo
(SILVA JUNIOR et al., 2012). Nessas condicdes, as células bacterianas se encontram em estado
hipobiotico, e estao protegidas da agcdo de diferentes fatores ambientais (SCHUSTER; COYNE,
1977). Residuos culturais incorporados ao solo estao sujeitos a uma decomposi¢do acelerada, e
consequentemente a condi¢cdes menos favordveis para a sobrevivéncia de bactérias

fitopatogénicas (SILVA JUNIOR et al., 2012).

2.5 PLANTAS HOSPEDEIRAS DE Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

Ao género Xanthomonas pertencem bactérias que causam doencas em centenas de
espécies vegetais, incluindo muitas culturas economicamente importantes. Espécies
patogénicas e seus patovares mostram um alto grau de especificidade de plantas hospedeiras e
muitas exibem especificidade na colonizacdo dos tecidos da planta, invadindo o sistema
vascular ou permanecendo restritas aos tecidos do mesofilo (RYAN et al., 2011).

A bactéria Xvv tem uma extensa gama de hospedeiros sintomaticos (Tabela 2.1). Na
cana-de-aglcar (Saccharum officinarum) causa a doenga vascular denominada “Gumming”
(NORTH, 1935) que ocorre em diversas regides do mundo, como Africa, Australia, Argentina,
Colombia, Cuba, e India (SAUMTALLY et al., 2000). Também causa doencas em outras
espécies de monocotiledoneas, como o milho (Zea mays) (DYER et al., 1949), a aveia (4Avena
sativa), o arroz (Oryza sativa) ( HARTMAN et al., 2020) e o sorgo (Sorghum bicolor) (KORUS
etal., 2017, LANG et al., 2017). De acordo com Ricaud e Autrey (1989) e Coutinho (2015),
a bactéria também causa doencas em diversas espécies de palmeiras (Dictyosperma album,
Eucalyptus grandis, Roystonea regia, Areca catechu) € em capim-chinés ou capim-bambu
(Thysanolaena maxima).

Entre os hospedeiros sintomaticos, estdo também plantas de pastagens perenes, gramas
e algumas plantas paisagisticas, como dactilo-comum (Dactylis glomerata), ‘Sorghas trum
nutans’, ‘big bluestem’ (Andropogon gerardii), ‘little bluestem’ ou capim-barba
(Schizachyrium scoparium), ‘timothy’ (Phleum pratense), e ‘sand bluestem’ (Andropogon
hallii) (HARTMAN et al., 2020).

As plantas daninhas relatadas como hospedeiras incluem milha-de-cabecinha ou milha-
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verde (Setaria viridis), carrapico (Setaria verticillata) e capim-massambara (Sorghum
halepense) (HARTMAN et al., 2020). A junga ou junquinha-mansa (Cyperus esculentus)
pertencente a familia Cyperaceae também ¢ considerada uma hospedeira sintomatica
(HARTMAN et al., 2020).

Em recente artigo, Hartman et al. (2020) demostraram que existem trés hospedeiros
alternativos assintomaticos, como bromo-vassoura (Bromus tectorum), festuca (Festuca
arundinacea) e ‘wheat grass ocidental’ (Pascopy umsmithii), os quais sdo colonizados
endofiticamente por Xvv (HARTMAN et al., 2020). Essa ampla gama de hospedeiros
provavelmente se deve a plasticidade do genoma de Xanthomonas spp., 0 que torna a bactéria

altamente adaptavel a diferentes hospedeiros e ambientes (THIEME et al., 2005).
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Tabela 2.1 - Hospedeiros sintomaticos e assintomaticos de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum relatados na literatura.

Categoria das Plantas/ Familia
Nome cientifico Nome comum Fonte
Resposta de inoculaciao botanica
Poaceae Avena sativa Aveia Lang et al., 2017; Hartman et al., 2020
. . . Poaceae Oryza sativa Arroz Hartman et al., 2020
Anuais cultivadas e de adubagao verde/ ) . .
Sintomaticas Poaceae Saccharum officinarum Cana-de-actcar North, 1935; Vauterin et al., 1995; Dookun et al., 2000
Poaceae Sorghum bicolor Sorgo Korus et al., 2017; Lang et al., 2017
Poaceae Zea mays Milho Dyer et al., 1949
Poaceae Andropogon gerardii ‘Big bluestem’ Hartman et al., 2020
Poaceae Andropogon hallii ‘Sand bluestem ¢ Hartman et al., 2020
Poaceae Areca catechu Palmeira Ricaud e Autrey.,1989
Poaceae Dactylis glomerata Dactilo comum Hartman et al., 2020
) ) Poaceae Dictyosperma album Palmeira Ricaud e Autrey.,1989
Pastagens perenes, gramas e paisagisticas/ o ,
Sintomaticas Poaceae Phleum pratense Timothy Hartman et al., 2020
Poaceae Roystonea regia Palmeiraa Ricaud e Autrey.,1989
Poaceae Schizachyrium scoparium  ‘Little bluestem’ Hartman et al., 2020
Poaceae Sorghastrum nutans - Hartman et al., 2020
Poaceae Thysanolaena maxima Capim-chinés Ricaud e Autrey.,1989
Myrtaceae Eucalyptus grandis Palmeira Coutinho et al., 2015
. L. Poaceae Festuca arundinacea Festuca Hartman et al., 2020
Pastagens perenes/ Assintomaticas
Poaceae Pascopyum smithii ‘Wheat grass ocidental’ Hartman et al., 2020
Cyperaceae Cyperus esculentus Junca Hartman et al., 2020
. . Poaceae Setaria verticillata Carrapico Hartman et al., 2020
Invasoras/ Sintomaticas
Poaceae Setaria viridis Milha-de-cabecinha Hartman et al., 2020
Poaceae Sorghum halepense Capim-massambara Hartman et al., 2020
Invasoras/ Assintomaticas Poaceae Bromus tectorum Bromo-vassoura Hartman et al., 2020
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3 ARTIGO A IDENTIFICACAO DE PLANTAS HOSPEDEIRAS DE Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum, AGENTE CAUSAL DA ESTRIA BACTERIANA DO MILHO

3.1 RESUMO

A estria bacteriana do milho (Zea mays) causada pela bactéria Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum (Xvv) foi relatada pela primeira vez no Brasil em 2019. No presente estudo, 52
espécies de plantas anuais cultivadas, forrageiras e invasoras, que ocorrem na cultura do milho
ou que fazem sucessdo e rotacdo de cultura com o milho, foram inoculadas com Xvv sob
condi¢cdes de casa de vegetacdo, com o objetivo de identificar potenciais hospedeiros
alternativos da bactéria. Foram investigadas (i) a patogenicidade de Xvv pelo desenvolvimento
de infecgdes e sintomas e pelo reisolamento da bactéria; (ii) a colonizagdo epifitica da bactéria
em plantas assintomaticas; e (iii) a colonizagdo bacteriana dos tecidos das plantas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) em algumas espécies sintomaticas e assintomaticas.
Somente dez espécies de plantas, todas pertencentes a familia Poaceae, apresentaram sintomas:
Avena sativa (aveia ‘IPR Afrodite’, ‘IPR Esmeralda’), Avena strigosa (aveia preta cv. IPR 161),
Hordeum vulgarem (cevada cv. BRS Caué), Oryza sativa (arroz cv. IPR 117), Brachiaria
brizantha, (braquidria cv. Brizantha, cv. Marandu), Digitaria horizontalis (capim-colchdo),
Digitaria insularis (capim-amargoso), Echinochloa colonum (capim-arroz), Eleusine indica
(capim-pé-de-galinha), e Sorghum arundinaceum (falso-massambard). Além disso, a
colonizagdo epifitica por Xvv foi observada em 23 espécies de plantas assintomaticas. As
micrografias de varredura revelaram células e agregados de Xvv distribuidas na superficie foliar
e, através das fraturas de tecido, foi observada a colonizagao pela bactéria do tecido intercelular
na camara subestomdtica de aveia branca, de aveia preta e de milho. Embora o arroz foi
constatado como espécie sintomatica, o exame por MEV somente mostrou evidéncias de
colonizagdo de Xvv na superficie foliar. Em espécies assintomaticas como o centeio, 0 sorgo €
o milheto foram constatados pequenos nimeros de células bacterianas na superficie foliar.
Entretanto, nas fraturas do milheto nao foram observadas evidéncias de coloniza¢do interna de
tecidos, sugerindo que a Xvv sobrevive somente de forma epifitica nessas espécies.

Palavras-chave: Colonizagdo epifitica, microscopia eletronica de varredura (MEV),
patogenicidade, sintomatologia, Zea mays.
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3.2 INTRODUCAO

A estria bacteriana do milho, causada por Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xwv),
¢ uma doenca bacteriana recentemente relatada no Brasil (LEITE JUNIOR et al., 2019a). Além
do Brasil, foi também relatada sua ocorréncia em lavouras de milho nos Estados Unidos da
América (EUA) e na Argentina (BRODERS et al., 2017; DAMICONE et al., 2018; JAMANN
et al., 2019; KORUS et al., 2017; PLAZAS et al, 2018; LEITE JUNIOR et al., 2019b). No
Brasil, a estria bacteriana encontra-se presente em varios municipios das regioes Norte e Oeste
do estado do Parana e tem se mostrado um grande desafio para a pesquisa agricola e para os
agricultores brasileiros (LEITE JUNIOR et al., 2019b).

Os sintomas iniciais da doeng¢a no milho sdo caracterizados pela presenga de pequenas
pontuagdes transliicidas e encharcadas, anasarca nas folhas, que se expandem ao longo dos
tecidos internervais, formando estrias alongadas com bordas onduladas e irregulares
(BRODERS, 2017; LEITE JUNIOR et al., 2019b). As lesdes sdo de coloragio amarela intensa
a marrom, e depois se tornam necrdticas. Além do milho, outras espécies vegetais também tém
sido relatadas como hospedeiras de Xvv. Em 1935, em New South Wales na Australia, foi
relatada a ocorréncia de plantas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) infectadas pela
bactéria, manifestando sintomas da doenca vascular denominada de “Gumming” (NORTH,
1935). Essa doenga ocorre em diversas regides produtoras de cana-de-agucar do mundo (ROTT;
GIRARDI, 2000). Algumas décadas mais tarde, as palmeiras Areca catechu, Dictyosperma
album, e o Eucalyptus grandis, Roystonea regia, € o capim-chinés (Thysanolaena maxima)
foram descritas como hospedeiras dessa bactéria (RICAUD; AUTREY ., 1989). Recentemente,
nos EUA foram relatadas outras espécies de plantas monocotiledoneas anuais como hospedeiras
de Xvv, incluindo a aveia (Avena sativa), o arroz (Oryza sativa) e o sorgo (Sorghum bicolor)
(HARTMAN et al., 2020; KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017).

De acordo com Schuster e Coyne (1974; 1977), diversas bactérias podem sobreviver
entre os ciclos de cultivo da cultura em hospedeiros alternativos anuais e perenes, muitas vezes
sem apresentarem sintomas que evidenciem alguma infeccdo. Essa sobrevivéncia pode ser uma
importante fonte de indculo para os cultivos posteriores. O conhecimento da sobrevivéncia da
bactéria Xvv em plantas cultivadas ou de crescimento espontaneo, ¢ fundamental para o manejo
da doenga em areas produtoras de milho. A patogenicidade de Xvv em aveia, arroz, cana-de-
acucar e sorgo ja foi demonstrada experimentalmente por inoculagdo artificial nos EUA
(KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017), mas o potencial dessas e outras plantas serem

importantes hospedeiros alternativos da bactéria ainda nao foi investigado no Brasil.
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No presente estudo, plantas mono e dicotiledoneas anuais cultivadas, forrageiras e
invasoras que ocorrem na cultura do milho ou que fazem sucessao e rotagdo com o milho, foram
inoculadas artificialmente com Xvv sob condi¢des controladas em casa de vegetacdo com o
objetivo de identificar potenciais hospedeiros alternativos da bactéria. Para isso, foram
investigadas (i) a patogenicidade de Xvv para as diferentes espécies vegetais pela presenca
visual de sintomas e pelo reisolamento da bactéria; (ii) a colonizagdo epifitica pela bactéria de
plantas assintomaticas; e (ii1) a coloniza¢ao bacteriana de tecidos de plantas pelo exame de
microscopia eletronica de varredura (MEV) em algumas espécies que se mostraram

sintomaticas e assintomaticas.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Origem e Cultivo das Espécies Vegetais

Neste estudo, foram incluidas 52 espécies vegetais, sendo 28 espécies monocotiledoneas
e 24 dicotiledoneas (Tabela 3.1). Além disso, foram testados mais de um cultivar para algumas
espécies, como Aveia sativa, Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens e Panicum
maximum, totalizando 58 genotipos. Os cultivares de milho comum cultivar IPR 164 e de milho
branco IPR 127 foram incluidos como padrdes de hospedeiros suscetiveis e sintomaticos a estria
bacteriana (ROBAINA et al., 2020). As sementes de plantas anuais cultivadas, de adubagao
verde, forrageiras e invasoras foram fornecidas pelas areas de Protecdo de Plantas e de
Melhoramento Genético e Propagacdo Vegetal do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana - IAPAR-EMATER (IDR-Parand), Londrina, PR, Brasil. E as sementes de plantas de
pastagens foram fornecidas pela Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, Brasil.

Cada espécie foi semeada separadamente em vasos de polietileno de 8 L, contendo
mistura de solo, areia e esterco na propor¢ao de 3:1:1. O nimero de sementes por vaso variou
de acordo com a espécie e o tamanho da semente. Apds a emergéncia, foi realizado raleio
deixando pelo menos 10 plantas por vaso para as gramineas forrageiras e plantas invasoras, e
de 3 a 10 plantas para as espécies anuais cultivadas, dependendo do tamanho da planta. Para
cada gendtipo foram utilizados quatro vasos, sendo um controle negativo e trés inoculados com
suspensao da bactéria Xvv. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao semi-climatizada
no IDR-Parand em Londrina, PR, Brasil, sob controle parcial de temperatura minimas e

maximas e de umidade relativa do ar (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Temperaturas maximas (Tmax), minimas (Tmin) e médias (Tmed) (°C) e umidade
relativa do ar (UR) (%) em casa de vegetacdo semi-climatizada no Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana-IAPAR-EMATER, Londrina, PR, Brasil, durante os

periodos de (A) fevereiro a novembro de 2019 e de (B) fevereiro a outubro de 2021.
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3.3.2 Isolado de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum e Inoculacio das Plantas

O isolado de Xvv RLI1 (LEITE et al., 2019a), pertencente & colecdo de bactérias
fitopatogénicas do Laboratorio de Bacteriologia do IDR-Parand (LABAC), Londrina, PR,
Brasil, foi utilizado nas inoculag¢des das plantas no presente estudo. A identidade da cultura
bacteriana foi confirmada por PCR segundo Lang et al., (2017). Na PCR foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores especificos para Xvv, Xvv3 F (5°-
CAAGCAGAGCATGGCAAAC-3’) e Xvv3 R (5’-CACGTAGAACCGGTCTTTGG -3’) que
amplificam fragmento de 207 pb do genoma da bactéria (LANG et al., 2017). A patogenicidade
do 1solado bacteriano foi confirmada por inoculacdo artificial em plantas de milho cultivar IPR
164, mantidas em casa de vegetagao.

As suspensdes bacterianas utilizadas para as inoculagdes foram preparadas utilizando o
isolado RL1 crescido em meio de cultura Agar Nutriente (AN) por 24-72 horas a 28 °C. A parte
area das plantas foi inoculada por aspersdao até o ponto de escorrimento com a suspensao
bacteriana na concentracdo de 108 UFC mL! (DOgoo = 0,1) (Genesys™ 150, Thermo Fischer
Scientific, Madison, WI, EUA). As plantas controle negativo foram aspergidas com agua
destilada esterilizada. Todas as plantas foram mantidas em camara umida por 24 h antes e apos
a inoculacdo. As plantas de milho foram inoculadas no estadio de desenvolvimento vegetativos
V3-V4. As plantas de arroz, aveia, milheto, trigo, triticale, trigo mourisco e nabo forrageiro

foram inoculadas aos 17 dias apos a semeadura, quando apresentavam cinco ou mais folhas. A

Tmin

['emperatura (“C)
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Crotalaria spectabilis, o feijao guandu, o tremogo branco e as demais plantas foram inoculadas

aos 30 dias apds a semeadura. Os experimentos foram repetidos por pelo menos duas vezes.

3.3.3 Determinacao da Patogenicidade em Diferentes Plantas e da Sobrevivéncia Epifitica

de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

A patogenicidade de Xvv para diferentes plantas foi determinada pelo desenvolvimento
de sintomas e reisolamento bacteriano, conforme requerido para completar os postulados de
Koch (LANG et al., 2017). Aos quinze dias apo6s a inoculagdo (DAI), as plantas foram
examinadas visualmente para determinar a presenca de eventuais sintomas nas folhas
inoculadas. Constatada a presenca de sintomas, as folhas sintomaticas foram coletadas, levadas
ao laboratorio e submetidas ao processo de reisolamento de Xvv. Para isso, foram cortados
pequenos pedagos de 2 a 4 mm da area de transicdo entre tecido sadio e doente, emergidos em
alcool 70% por 1 min, transferidos para hipoclorito de s6dio 1% por 1 min e lavados trés vezes
em agua destilada esterilizada. Apos desinfestacdo superficial, os pedagos de tecido foram
macerados em agua esterilizada e ap6s 5 min, foi depositado em placas contendo meio agar
nutriente (AN), espalhadas com alga de Drigalski. Apds 24-72 horas, as placas foram
examinadas para determinar a presenga de coldnias bacterianas mucoides e amarelas tipicas de
Xvv. A identidade das colonias bacterianas foi confirmada por PCR como descrito em 3.3.4.
Foi considerada planta sintomatica, aquela que apresentou algum sintoma visual de infec¢ao
bacteriana e que foi confirmada positiva para Xvv por PCR, em pelo menos um dos
experimentos realizados.

As plantas que nao apresentaram sintomas visuais de infec¢ao por Xvv foram submetidas
ao isolamento da populacdo bacteriana epifitica. No primeiro experimento foi realizada
avaliacdo da populagdo bacteriana epifitica das amostras foliares aos 21 DAI, e no segundo,
foram realizadas avaliagdes aos 15, 21 e 30 DAL

Para a avaliagdo da populagdo epifitica, aproximadamente 1 g de folhas foi colocado em
50 ml de tampdo PBS (6,25 g KH2POy4, 8,75 g KbHPO4, 1 g peptona bacteriologica, 1 L dgua
destilada, 1 gota de Tween 20) (LEITE JUNIOR, 1986), em erlenmeyer de 125 mL e submetida
a agitagdo (150 rpm) a 28 °C por 1 h. Em seguida, as amostras foram diluidas até 102 em tampao
PBS e inoculadas em placas de petri contendo meio AN suplementado com ciclohexamida (50
mg mL). As placas foram mantidas a 28 °C e avaliadas apds 24-72 h. A populagio bacteriana
epifitica foi determinada com base na contagem das coldnias crescidas no meio, e expressas em

UFC (Logio g'). Foram selecionadas de 5 a 10 coldnias por placa para confirmacio da
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identidade por PCR segundo metodologia descrita em 3.3.4.

3.3.4 Teste da PCR para Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

O DNA total de cada cultura bacteriana foi obtido a partir de suspensio de 108 UFC mL"
! submetido a 100 °C em banho maria por 5 min, seguido de resfriamento rapido em gelo
(GONCALVES et al., 2017). A reagao da PCR foi realizada utilizando oligonucleotideos
iniciadores especificos para Xvv, Xvv3 F e Xvv3 R descrito no item 3.3.2 que amplificam
fragmento de 207 pb do genoma da bactéria (LANG et al., 2017). O volume final da reagdo foi
25 uL onde foram incluidos: 1,0 pL de cada iniciador (0,5 mM), 1,0 uL de INTP (5§ mM), 0,8
pL de MgClL (50 mM), 2,5 pL. de tampao (1X), 0,2 uL de Taq DNA Polymerase Recombinant
(5 U pL™h), 17,5 pL de 4gua ultrapura e 1 uL de DNA total. Foram realizados 30 ciclos de
amplificagdo, compreendendo desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento dos iniciadores a 55
°C por 30 s e extensdo a 72 °C por 1 min termociclador Verit 96 well (Applied Biosystems™,
Marsiling, Woodlands, Singapura).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em
tampao TAE 1X (TAE 50X: Tris, aido acético glacial e EDTA). O controle positivo foi a
amostra de Xvv inoculada em milho. O gel foi pré-corado com brometo de etidio (0,1 ug mL")

e a voltagem utilizada foi de 100 V por 35 min. Os produtos de PCR foram visualizados e

fotodocumentados com equipamento L-PIX EX (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil).

3.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Tecidos foliares sintomaticos de aveia cv. IPR Afrodite e cv. IPR Esmeralda, aveia preta
cv. IPR 161, milho cv. IPR 164, arroz cv. IPR 117, milheto cv. IPR Santa Teresa do Oeste,
sorgo cv. BRS 658 e centeio cv. IPR 89 foram cortados com furador com diametro de 0,5 mm.
As amostras foliares foram preparadas para a microscopia eletronica de varredura no laboratorio
de Microscopia Eletronica e Microandlise (LMEM) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Londrina, PR, Brasil. O material foi fixado em glutaraldeido 2,5 % + paraformaldeido
3% + tampao cacodilato de sodio 0,2 M (pH 7,2) por 4 horas, seguido de lavagens em tampao
de cacodilato de s6dio 0,1 M (3 x 10 min cada) e pos-fixado com tetroxido de dsmio 1% (OsO4)
por uma hora. As amostras foram novamente submetidas a lavagens em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M (3 x 10 min cada) e desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (50%,

60%, 70%, 80%, 90% e 100%) por 10 min cada, com exce¢do da concentracdo de 100% na
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qual foram realizadas duas lavagens de 10 min cada. Posteriormente, os espécimes foram
levados a secagem ao ponto critico com COz liquido (Critical Point Dryer- CPD 030, Bal-Tec,
Balzers, Pincipado de Liechtenstein). Em seguida, foram colocados sobre stubs contendo fita
adesiva de carbono dupla face e levados ao metalizador (Sputter Coater — SCD 050, Bal-Tec,
Balzers, Principado de Liechtenstein) para cobertura da superficie com uma fina camada de
ouro e examinados em microscopio eletronico de varredura — MEV (Quanta 200, Philips-FEI,
Holanda) (KITAJIMA; LEITE, 1999). Algumas amostras foram submetidas a fratura fragil

obtida apo6s cortes com bisturi, antes da analise no MEV.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Patogenicidade e Colonizacido Epifitica de Plantas Cultivadas, Adubacido Verde,

Forrageiras, de Pastagens e Invasoras por Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

Entre as 58 espécies e cultivares de plantas cultivadas, adubacdo verde, forrageiras e
invasoras incluidas no presente estudo, 12 gendtipos se apresentaram sintomaticos 15 DAI com
o isolado RL1 de Xvv (Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3). As plantas sintomaticas pertencem as espécies
Avena sativa (aveias cv. IPR Afrodite e cv. IPR Esmeralda), Avena strigosa (aveia preta cv.
IPR 161), Hordeum vulgare (cevada cv. BRS Caué), Oryza sativa (arroz cv. IPR 117),
Brachiaria brizantha (braquiaria cv. Brizantha e Marandu), Digitaria horizontalis (capim-
colchdo), Digitaria insularis (capim-amargoso), Echinochloa colonum (capim-arroz), Eleusine
indica (capim-pé-de-galinha), e Sorghum arundinaceum (falso-massambara). Todas as espécies
pertencem a familia Poaceae e podem ser consideradas potenciais hospedeiros alternativos
sintomaticos de Xvv (Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3).

As demais espécies vegetais ndo apresentaram sintomas quando inoculadas com o
1solado RL1 de Xvv (Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3). Entretanto, a bactéria Xvv foi detectada colonizando
epifiticamente a filosfera de grande parte das plantas cultivadas, de adubacao verde, forrageiras,
de pastagens e invasoras incluidas no estudo (Tabelas 3.1, 3.2 e 3.3). Entre as plantas invasoras,
apenas trés espécies, capim branco (Poaceae), fazendeiro (Asteraceae) e poaia branca
(Rubiaceae), ndo apresentaram colonizacao epifitica por Xvv (Tabelas 3.3).

O periodo de sobrevivéncia epifitica do isolado RL1 de Xvv variou entre as espécies de
planta (Tabelas 3.4). Nos grupos de plantas cultivadas e de adubagdo verde, a Xvv apresentou
sobrevivéncia epifitica por até 30 dias em milheto, centeio, trigo e feijdo, enquanto que em

cana-de-agucar, triticale, girassol, tremocgos branco e azul, mucunas preta e ana, algodao e trigo
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mourisco a sobrevivéncia foi de apenas 21 dias (Tabela 3.4).

Nos grupos de espécies forrageiras e de pastagem, a sobrevivéncia de Xvv foi por até 30
dias em Brachiaria decumbens (cv. Basilisk) e Crotalaria spectabilis, ¢ por até 21 dias em B.
brizantha (cv. Piata e MG5-Vitoéria) e braquidrias Decumbis, Humidicola e Ruzisiensis,
Panicum maximum cv. MG12 Pareddo, e Cajanus cajan (Tabela 3.4). Em contratste, a bactéria
sobreviveu por apenas 15 dias em Panicum maximum cv. Tanzania-1 (Tabela 3.4).

No grupo das plantas invasoras, a bactéria sobreviveu epifiticamente por até 30 dias na
maior parte das espécies testadas nos dois experimentos (Tabela 3.4). Enquanto que em azevém
(Poaceae) e picdo-preto (Asteraceae), a Xvv sobreviveu foi de até 21 dias, enquanto que em
buva (Asteraceae) e em nabo forrageiro (Brassicaceae) o periodo de sobrevivéncia epifitico de
apenas 15 dias (Tabela 3.4).

Em relagao a densidade epifitica de Xvv, foram observadas diferencgas entre as espécies,
variando de 2,70 logio UFC g ! de tecido foliar em braquiaria Basilisk aos 30 DAI, até 7,00
logio UFC g "' em azevém e em tremogo branco aos 21 DAI (Tabela 3.4). Os resultados obtidos
indicaram grande variag@o nas populagdes epificas de Xvv em diferentes folhas de uma mesma
planta.

Os resultados obtidos também sugerem que um grande nimero de espécies de plantas
nao hospedeiras sintomaticas podem suportar populagdes epifiticas de Xvv. Assim, essas plantas
podem que podem ser fontes de indculo de Xvv para o desenvolvimento da estria bacteriana em
lavouras de milho. O conhecimento dos potenciais hospedeiros alternativos sintomaticos e
assintomaticos que podem servir de reservatorios de Xvv ¢ de fundamental importancia para os
estudos epidemioldgicos e estabelecimento de medidas para o manejo da doenga em lavouras

de milho.
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Tabela 3.1 — Patogenicidade e colonizacdo epifitica de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum, agente causal da estria bacteriana do milho, em

plantas anuais cultivadas e de adubagao verde.

Familia botanica Nome cientifico Nome comum Cultivar Sintomas! Colonizacio epifitica?

Monocotiledéneas

Poaceae Avena sativa Aveia TPR Afrodite' ¥ N/A
Avena sativa Aveia 'IPR Esmeralda’ + N/A
Avena strigosa Aveia preta PR 161' + N/A
Hordeum vulgare Cevada 'BRS Caué' + N/A
Oryza sativa Arroz PR 117" + N/A
Pennisetum glaucum Milheto 'IPR S* Tereza do Oeste' - +
Saccharum officinarum Cana-de-agucar N/I +
Secale cereale Centeio 'IPR 89' - +
Sorghum bicolor Sorgo 'BRS 658' - +
Triticosecale wittmack Triticale 'IPR Caiapd' - +
Triticum aestivum Trigo 'IPR Potypora' - +
Zea mays Milho branco 'TPR 127 N/A
Zea mays Milho 'IPR 164' N/A

Dicotiledoneas

Asteraceae Helianthus annuus Girassol '‘BRS 417 - +
Glycine max Soja 'Poténcia’ - +
Lupinus albus Tremogo branco N/I B +
Lupinus angustifolius Tremogo azul 'IPR 124' - +

Fabaceae Mucuna aterrima vc. Mucuna preta Mucuna preta N/1 - +
Mucuna pruriens Mucuna ana N/ B +
Phaseolus vulgaris Feijdo 'Carioca' : *

Malvaceae Gossypium hirsutum Algodio 'FMT 701' - +

Polygonaceae Fagopyrum esculentum Moench Trigo mourisco TPR 91" - +

! Avaliagao dos sintomas aos 15 DAI e confirmagao de Xvv por PCR. 2 Isolamento epifitico de Xvv em plantas assintomaticas realizada aos 21 DAI no primeiro e aos 15, 21 e 30 DAI no segundo experimento. As
bactérias isoladas foram confirmadas como Xvv por PCR.

** presenca de sintomas ou de Xvv. -: auséncia de sintomas ou de Xvv. N/A: Nao avaliado. N/I: cultivar ndo identificada.



Tabela 3.2 - Patogenicidade e colonizagao epifitica de Xanthomonas vasicola pv
em plantas forrageiras e de pastagens.

. vasculorum, agente causal da estria bacteriana do milho, em

Familia botanica Nome cientifico Nome comum Cultivar Presenca de sintomas'  Colonizag¢io epifitica?

Monocotiledéneas

Poaceae Brachiaria brizantha Braquiaria Brizantha N/T* +*E N/A
Brachiaria brizantha Braquiaria Marandu '"Marandu' + N/A
Brachiaria brizantha Braquiaria Piata '‘BRS Piata' - +
Brachiaria brizantha Braquiaria MG-5 Vitéria 'MG-5 Vitoria' - +
Brachiaria decumbens  Braquidria Basilisk 'Basilisk’ - +
Brachiaria decumbens  Braquidria Decumbis N/1 - +
Brachiaria humidicola  Braquidria Humidicola N/ - +
Brachiaria ruzisiensis ~ Braquiaria Ruzisiensis N/1 - +
Panicum maximum Capim MG-12 Paredao 'MG12 Pareddo' - +
Panicum maximum Capim Tanzania 'Tanzania-1' - +

Dicotiledoneas

Fabaceae Cajanus cajan Guandu forrageiro 'TAPAR 43’ -
Crotalaria spectabilis ~ Crotalaria spectabilis N/T -

! Avaliag@o dos sintomas aos 15 DAI e confirmagdo de Xvv por PCR.

2 Isolamento epifitico de Xvv em plantas assintomaticas realizada aos 21 DAI no primeiro e aos 15, 21 e 30 DAI no segundo experimento.

4 presenga de sintomas ou de Xvv. -: auséncia de sintomas ou de Xvv. N/A: Nao avaliado. *N/I: cultivar ndo identificada.

As bactérias isoladas foram confirmadas como Xvv por PCR.



Tabela 3.3 — Patogenicidade e colonizagao epifitica de Xanthomonas vasicola pv.

vasculorum, agente causal da estria bacteriana do milho, em plantas invasoras.
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Familia botinica Nome cientifico Nome comum P:i(::ti)l:ﬁzs(}e CZ::;.}Z?g? °

Monocotiledoneas

Poaceae Brachiaria plantaginea Capim-marmelada - + *
Cenchrus echinatus Capim-carrapicho - +
Chloris gayana Capim cloris gayana - +
Chloris polydactyla Capim-branco - -
Digitaria horizontalis Capim-colchdo + N/A
Digitaria insularis Capim-amargoso + N/A
Echinochloa colonum Capim-arroz + N/A
Eleusine indica Capim-pé-de-galinha + N/A
Lolium multiflorum Azevém - +
Panicum maximum Capim-colonido +
Pennisetum purpureum Capim-napié - +
Rhynchelytrum repens Capim favorito - +
Sorghum arundinaceum Falso-Massambara + N/A

Dicotiledoneas

Amaranthaceae Amaranthus hybridis Caruru vermelho -
Amaranthus viridis Caruru verde -

Neae oo G - :
Bidens pilosa Picao-preto - +
Conyza sp. Buva - +
Galinsoga paviflora Fazendeiro - -
Tridax procumbens Erva-de-touro - +

Brassicaceae Raphanus raphanistrum Nabica - +
Raphanus sativus Nabo forrageiro - +

Commelinaceae Commelina benghalensis ~ Trapoeraba - +

Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla Amendoim-bravo - +

Malvaceae Sida rhombifolia Guanxuma - +

Rubiaceae Richardia brasiliensis Poaia-branca - -

! Avaliagao dos sintomas aos 15 DAI e confirmag@o de Xvv por PCR.

2 Isolamento epifitico de Xvv em plantas assintomaticas realizada aos 21 DAI no primeiro e aos 15, 21 e 30 DAI no segundo experimento. As
bactérias isoladas foram confirmadas como Xvv por PCR.

*+ presenga de sintomas ou de Xvv. -: auséncia de sintomas ou de Xvv. N/A: Nao avaliado.
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Tabela 3.4 — Periodo méximo de recuperacdo em dias apds inoculacdo (DAI) e unidades
formadoras de colonia (Logio UFC g™!') de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv), agente
causal da estria bacteriana do milho em plantas cultivadas, de adubagdo verde, forrageiras,

pastagens e invasoras.

e Xvy
Fan}ll} a Nome Cientifico Nome comum Periodo méaximo UFC
botanica de recuperacio .
(DAT) (Logi g-1)
Plantas cultivadas e de adubagdo verde
Poaceae Pennisetum glaucum Milheto 30 5,46
Saccharum officinarum Cana-de-agticar 21 4,40
Secale cereale Centeio 30 6,36
Sorghum bicolor Sorgo 21 5,18
Tritico secale Triticale 21 5,40
Triticum aestivum Trigo 30 6,71
Asteraceae Glycine max Soja 21 3,30
Helianthus annuus Girassol 21 6,02
Lupinus albus Tremogo branco 21 7,00
Lupinus angustifolius Tremogo azul 21 4,00
Mucuna aterrima ve. Mucuna preta ~ Mucuna preta 21 6,01
Fabaceae Mucuna pruriens Mucuna ana 21 4,30
Phaseolus vulgaris Feijao 30 5,00
Malvaceae Gossypium hirsutum Algodao 21 5,04
Polygonaceae = Fagopyrum esculentum Moench Trigo mourisco 21 5,93
Plantas forrageiras e pastagens
Poaceae Brachiaria brizantha B. brizantha Piata 21 3,48
Brachiaria brizantha B. brizantha MG-5 Vitoria 21 3,65
Brachiaria decumbens B. decumbens 21 4,74
Brachiaria decumbens B. decumbens Basilisk 30 2,70
Brachiaria humidicola B. humidicola 21 4,00
Brachiaria ruzisiensis B. ruzisiensis 21 5,00
Panicum maximum P. maximum-Tanzania 15 4,00
Panicum maximum P. maximum-MG12 21 4,81
Fabaceae Cajanus cajan Guandu forrageiro 21 4,18
Crotalaria spectabilis Crotalaria spectabilis 30 5,23
Plantas invasoras
Poaceae Brachiaria plantaginea Capim-marmelada 21 5,95
Cenchrus echinatus Capim-carrapicho 30 5,00
Chloris gayana Capim cloris gayana 30 6,27
Lolium multiflorum Azevém 21 7,00
Panicum maximum Capim-colonido 30 5,18
Pennisetum purpureum Capim-napié 30 5,92
Rhynchelytrum repens Capim favorito 30 6,40
Amaranthaceae  Amaranthus hybridis Caruru vermelho 30 3,85
Amaranthus viridis Caruru verde 30 3,98
Asteraceae Acanthospermum hispidum Carrapicho de carneiro 30 5,18
Bidens pilosa Picao-preto 21 5,00
Conyza sp. Buva 15 4,00
Tridax procumbens Erva-de-touro 30 3,70
Brassicaceae Raphanus raphanistrum Nabica 30 5,48
Raphanus sativus Nabo forrageiro 15 4,28
Commelinaceae Commelina benghalensis Trapoeraba 30 5,18
Euphorbiaceaec  Euphorbia heterophylla Amendoim-bravo 30 3,93
Malvaceae Sida rhombifolia Guanxuma 30 5,00

1Valor maximo de populago epifitica recuperada da filosfera das plantas, dentre os dois experimentos avaliados.
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Nas espécies sintomaticas, os sintomas foliares foram observados a partir dos sete a
nove dias apds as inoculagdes, como pequenas lesdes circulares ou irregulares de tecido
encharcado, tipico de anasarca, e bem definidos nas duas faces das folhas. Apods esse periodo,
diferencas foram observadas nos sintomas entre as espécies (Figuras 3.2 e 3.3). Em milho, as
lesdes se desenvolveram, porém, se mantiveram restritas as regides internervais do limbo foliar,
com aspecto transliicido quando visualizadas contra a luz. Por outro lado, as lesdes nas demais
planta, tanto nas anuais cultivadas, como nas de adubagao verde, forrageiras, e invasoras
apresentaram variagdes na forma e na coloracao (Figuras 3.2 ¢ 3.3).

Em plantas de arroz foram observadas pontuagdes avermelhadas, estreitas e bem
definidas, as vezes circuladas por halo amarelado (Fig. 3.2A). Em aveia, as lesdes, inicialmente
pardo-amarelas, foram numerosas e coalescentes, atingindo grande parte do limbo foliar.
Algumas areas também se tornaram clordticas (Fig. 3.2B, 3.2C e 3.2D). As espécies de aveia
apresentaram quantidade de lesdes distintas, porém ndo foi realizada avaliagdo de severidade
dos sintomas. A aveia cv. IPR Afrodite apresentou a maior quantidade de lesdes. Nas plantas
de cevada, os sintomas se manifestaram como pontuagdes multiplas de cor amarelo-palha a
creme bem evidentes, com ocorréncia de coalescéncia de lesdes (Fig. 3.2E). Os milhos branco
e comum, utilizadas como controles sintomaticos apresentaram lesdes caracteristicas de estria
bacteriana, na forma de estrias de coloragdo amarela a marrom ao longo das regides
internervais, evoluindo para necrose (Fig. 3.2F e 3.2G). Na face adaxial do limbo foliar foram
observados exsudatos bacterianos, indicando ampla multiplicagdo de Xvv nos tecidos.

As lesdes foliares nas plantas de braquidrias Brizantha e Marandu se caracterizaram por
estrias muito estreitas, com 1 a 2 mm de largura, margens bem definidas, de cor pardo-amarela
e paralelas as nervuras (Fig. 3.3A e 3.3B). Considerando todas as plantas invasoras, o capim-
amargoso foi a que apresentou sintomas mais severos, os quais consistiram em estrias pardo-
amarelas circundadas por area foliar amarela e tomando uma extensa parte do tecido (Fig.
3.3C). Em capim-pé-de-galinha, as estrias de coloracdo pardo-amarela apresentaram em
algumas areas amarelecimento ao redor das lesdes, que evoluiram para necrose (Fig. 3.3D). Em
capim-arroz, as lesdes consistiram em pequenas pontuagdes arredondadas e avermelhadas ao
longo da folha, distribuidas irregularmente (Fig. 3.3E). Em capim colchdo, as lesdes
avermelhadas se apresentaram distribuidas por toda a folha (Fig. 3.3 F). Em falso-massaramba,
as lesdes se mostraram brilhantes, de cor vermelho-vinho e podendo coalescer, formando
grandes manchas irregulares (Fig. 3.3G). Em relagdo a severidade de sintomas, nesse grupo de
plantas forrageiras e invasoras sintomaticas foi possivel observar diferencas evidentes na

intensidade dos sintomas da doenca, sendo o capim-amargoso o que apresentou a maior
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severidade, embora ndo tenha sido avaliada quantitativamente.
A partir das folhas sintomaticas, foram realizados isolamentos bacterianos, obtendo-se
culturas puras de Xvv. A identidade das culturas foi confirmada em testes da PCR com

iniciadores especificos para Xvv, agente causal da estria bacteriana do milho.



Figura 3.2 - Sintomas em plantas inoculadas com o isolado RL1 de Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum (Xvv) 15 DAL (A) arroz cv. IPR 117 com pontuagdes avermelhadas restritas as regioes
internervais; (B) aveia cv. IPR Afrodite com pontuag¢des amarelecidas nas folhas evoluindo para clorose;
(C) aveia cv. IPR Esmeralda com pontuag¢des amarelecidas nas folhas evoluindo para clorose; (D) aveia
preta cv. IPR 161 com pontuagdes amarelecidas nas folhas evoluindo para clorose; (E) cevada cv. BRS
Caué com pontuagdes amarelo-palha ao longo das nervuras; (F) milho cv. IPR 164 com estrias com

margens onduladas nas folhas; (G) milho branco cv. IPR 127 com estrias com margens onduladas nas
folhas. Fotos: Antonio Alberto dos Santos e proprio autor.
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Figura 3.3 - Sintomas em plantas forrageiras e plantas daninhas inoculadas com o isolado RL1 de Xwv
observados 15 DAI. (A) braquidria Brizantha com sintomas de estria; (B) braquiaria Marandu com
sintomas de estria; (C) capim amargoso com sintomas de clorose; (D) capim pé-de-galinha com sintomas
de estria; (E) capim arroz com pontuacdes avermelhadas; (F) capim colchdo com pontuagdes
avermelhadas; (G) falso-massambara com pontuagdes vermelhas no limbo foliar. Fotos: Antonio
Alberto dos Santos e proprio autor.
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3.4.2 Exame por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de Plantas Colonizadas por

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada em amostras de plantas de
espécies sintomaticas, i.e. aveias IPR Afrodite e IPR Esmeralda, aveia preta [PR 161, milho
IPR 164 e arroz IPR 117, e de plantas de trés espécies da familia Poaceae que nao apresentaram
sintomas, i.e. sorgo BRS 658, centeio IPR 89 e milheto IPR Santa Tereza do Oeste, quando
inoculadas com o isolado RL1 de Xvv. As amostras para exame microscopico foram coletadas
aos 15 DAI, quando as plantas sintomaticas ja apresentavam sintomas causadas pela bactéria.

As células e agregados de Xvv foram frequentemente observados distribuidos na
superficie adaxial das folhas de aveias IPR Afrodite e Esmerada (Fig. 3.4A,C) e aveia preta
(Fig. 3.4E), milho (Fig. 3.5A), arroz (Fig. 3.5C), sorgo (Fig. 3.6A) e centeio (Fig. 3.6B). As
imagens das fraturas revelaram a colonizacdo pela bactéria nos espacos intercelulares e na
camara subestomatica em tecidos foliares de aveias IPR Afrodite (Fig. 3.4B) e IPR Esmeralda
(Fig. 3.4D), aveia preta IPR 161 (Fig. 3.4F), milho IPR 164 (Fig. 3.5B). Foi possivel também
observar a presenca de exopolissacarideos (EPS) e muco entre as células bacterianas (Fig.
3.4B,D.,F; 3.5B).

Em plantas de arroz foi detectada a presenca de células bacterianas ao redor dos
estomatos (Fig 3.5C), mas nas fraturas nao foi possivel visualizar a colonizacdo nos espacos
intercelulares pela bactéria Xvv (Fig. 3.5D). Em sorgo (Fig. 3.6A) e centeio (Fig. 3.6B), mesmo
ndo havendo sintomas, foi possivel observar discreta coloniza¢do por Xvv na superficie foliar,
em concordancia com os resultados da sobrevivéncia epifitica da bactéria verificada nestas
espécies (Tabela 3.1). Em milheto, foi observado que a morfologia das células bacterianas
estava alterada (Fig. 3.6C), indicando possivel morte celular. Também ndo foi observada
colonizacdo bacteriana no meso6filo nesses tecidos em exames de fraturas (Fig. 3.6D). Isto
sugere que o milheto € apenas uma espécie onde Xvv poderia sobreviver epifiticamente (Tabela

3.1).
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Figura 3.4 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie foliar e de fraturas de folhas das aveias aos
15 dias apds a inoculagdo com Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv). (A) cv. IPR Afrodite com agregado
de células de Xvv em estomato; (B) cv. IPR Afrodite com colonizagdo do mesoéfilo foliar por Xvv havendo formagdo
de agregados e producdo de material amorfo sugerindo exopolissacarideos; (C) cv. IPR Esmeralda com agregado
de células de Xvv em estomato; (D) cv. IPR Esmeralda com colonizagdo do mesoéfilo foliar por Xvv havendo
formagdo de agregados e producao de material amorfo sugerindo exopolissacarideos; (E) aveia preta cv. IPR161
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com agregado de células de Xvv em estdmato; (F) aveia preta cv. IPR161 com colonizacido do mesoéfilo foliar por
Xvv havendo formacgao de agregados e produgdo de material amorfo sugerindo exopolissacarideos.

9/7/2019 [ WD  Mag
4:39:30 AMI9.7 mm 10000x(25.0 KV SE

Figura 3.5 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie adaxial e fraturas de folhas de milho e arroz
aos 15 dias apds a inoculagdo com Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv). (A) milho cv. IPR164 com
aglomerado de células de Xvv em abertura de estdmato; (B) milho cv. IPR164 com agrupamento de células de
Xvv no mesoéfilo foliar coberto por material amorfo sugestivo de exopolissacarideos; (C) arroz cv. IPR 117 com
células de Xvv colonizando regido proxima a estomato; (D) arroz cv. IPR 117 com estrutura interna do mesofilo
foliar, sem evidéncias da presenga de células bacterianas.
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-20.0pm
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Figura 3.6 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie de plantas assintomaticas de sorgo cv. BRS
658, centeio cv. IPR 89, e milheto cv. IPR Santa Tereza do Oeste aos 15 dias apos a inoculagdo com Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum (Xvv). (A) superficie adaxial do sorgo cv. BRS 658 com células de Xvv dispersas na
epiderme; (B) superficie adaxial do centeio cv. IPR 89 com células de Xvv dispersas na epiderme; (C) agregados
de células de Xvv demonstrando morfologia alterada, indicando morte celular na superficie adaxial de milheto cv.
IPR Santa Tereza do Oeste; (D) fraturas mostrando a estrutura interna do meso6filo foliar, sem evidéncias de
colonizagdo bacteriana em milheto cv. IPR Santa Tereza do Oeste.

3.5 DISCUSSAO

A patogenicidade da bactéria foi avaliada para 52 espécies de de plantas pertencentes a
diferentes familias botanicas, incluindo mono e dicotiledoneas. Dez espécies de plantas
potenciais hospedeiras sintomdticas de Xvv foram identificadas. Entretanto, esses hospedeiros
alternativos sintomaticos estdo restritos basicamente a membros da familia Poaceae. Esses
resultados corroboram estudos anteriores sobre hospedeiros alternativos para Xvv (KORUS et

al.,, 2017) ; LANG et al., 2017 ; HARTMAN et al., 2020). Na literatura foi relatada como
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exce¢do apenas uma espécie sintomatica Cyperus esculentus pertencente a familia Cyperaceae
(Hartman et al., 2020).

Os resultados obtidos no presente estudo ampliam a relagdo de plantas hospedeiras da
bactéria Xvv, além do milho, o sorgo, a cana-de-agucar e algumas espécies de palmeiras (LANG
et al,, 2017; NORTH, 1935; RICAUD; AUTREY, 1989). Embora o estudo demonstre a
patogenicidade de Xvv sob condigdes controladas para espécies vegetais ainda ndo relatadas
como hospedeiros, ¢ importante salientar que os resultados foram obtidos pela inoculagdo
artificial de Xvv por pulverizacao foliar sob condi¢cdes de casa de vegetacdo e podem nado
representar adequadamente as interagdes patdogeno-hospedeiro que ocorrem naturalmente sob
condi¢des de campo. Inoculagdes artificiais podem favorecer um patéogeno de maneira que
consiga infectar o hospedeiro devido a alta concentragdo do indculo, comportando-se mais
agressivamente do que ocorreria sob condi¢des naturais.

No estudo de Hartman et al. (2020), oito espécies de plantas identificadas como
hospedeiras sintomaticas para Xvv sob condi¢des de casa de vegetacao foram transplantadas e
avaliadas em condi¢cdes de campo infestado naturalmente com Xvv. Apenas duas das oito
espécies foram infectadas e confirmadas como suscetiveis a Xvv sob condi¢des naturais de
ocorréncia da doenga. Além disso, foi observado também que os sintomas em milho eram mais
severos do que nos potenciais hospedeiros alternativos estudados. Respostas semelhantes foram
reportadas por Lang et al (2017) e Hartman et al. (2020), indicando que a bactéria pode ter
apresentado uma maior agressividade ou adaptabilidade para infectar o milho.

A cana-de aglicar e o sorgo ja haviam sido relatadas como hospedeiros sintomaticos da
bactéria Xvv em Nebraska e em Kansas nos EUA (KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017).
No estudo de Lang et al. (2017), o sorgo apresentou sintomas quando inoculado artificialmente
com Xvv sob condic¢des de casa de vegetagdo. No entanto, ndo foram observados sintomas sob
condi¢des de campo, mesmo em areas de sorgo adjacentes a lavouras de milho afetadas pela
estria bacteriana. No presente estudo, plantas de cana-de-acucar e de sorgo nao apresentaram
sintomas quando inoculadas com o isolado RL1 de Xvv. Entretanto, foi possivel recuperar a
bactéria Xvv da filosfera dessas plantas até 21 DAI, o que indica a colonizagao epifitica dessas
plantas pela bactéria.

Diferencas entre os estudos sobre gama de hospedeiros podem ser explicadas em parte
pela variabilidade patogénica ou diversidade genética dos isolados de Xvv. Como exemplo, o
estudo de Peros (1988) com isolados de cana-de-agticar que demonstrou que a agressividade
varia entre as estirpes da bactéria, muito embora todas as estirpes testadas apresentassem algum

nivel de patogenicidade nas diferentes variedades de cana-de-actcar estudadas. Ainda nao
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existem estudos comparativos entre isolados de Xvv do Brasil e de outras partes do mundo,
incluindo os EUA. Entretando, estudos de sequenciamento gendmico de diferentes isolados de
Xvv obtidos nos EUA, Argentina e Africa do Sul revelaram que esses isolados pertencem ao
mesmo clado taxondémico (PEREZ-QUINTERO et al., 2020). No entanto, ainda nao esta claro
se as estirpes de Xvv dos EUA e da Argentina apresentam diferencgas fenotipicas em relagdo as
linhagens sul-africanas quanto as plantas hospedeiras (LANG ET AL., 2017). Estudos iniciais
com uma estirpe dos EUA e uma estirpe Sul-Africana de Xvw e quatro de X
vasicola pv. holcicola nao mostraram diferencas nos sintomas em milho (LANG et al. 2017).
Entretanto, ¢ importante salientar que esses estudos foram limitados a algumas estirpes de Xvv
e apenas uma variedade de milho.

A aveia branca (Avena sativa) e o arroz (Oryza sativa) também foram relatadas como
hospedeiras de Xvv por Lang et al., (2017) e Hartman et al. (2020). No presente estudo foram
avaliadas trés cultivares de aveia, sendo duas pertencentes a espécie A. sativa € uma a espéciea
A. strigosa. Foram observados niveis distintos de suscetibilidade das cultivares de aveia a Xvv.
A aveia branca cv. IPR Afrodite apresentou os sintomas mais severos de doenga em comparagao
com as outras cultivares. Esses resultados indicam para a necessidade de avaliar a reacao de
diferentes gendtipos de uma mesma espécie para determinar seguranga a suscetibilidade a
infecg¢ao por Xvv.

As plantas de cevada também foram sintomaticas quando inoculadas com o isolado RL1
de Xvv. Entretanto, nos estudos realizados anteriormente por Hartman et al. (2020), a espécie
foi descrita como nado-hospedeira da bactéria, por ndo apresentar sintomas e ndo ter sido
demonstrada a coloniza¢ao endofitica.

Provavelmente, este ¢ o primeiro relato da patogenicidade de Xvv para as espécies
Brachiaria brizantha, B. brizantha cv. Marandu, Digitaria horizontalis (capim-colchdo), D.
insularis (capim-amargoso), Echinochloa colonum (capim-arroz), Eleusine indica (capim-pé-
de-galinha) e Sorghum arundinaceum (falso-massambard) no Brasil. Assim, esta ¢ uma
importante contribuicdo do presente estudo, visto que as plantas forrageiras do grupo das
braquidrias sdo perenes e utilizadas em consorcios com milho. O cultivo simultaneo na mesma
area de graos e palhada de milho e volumoso destas espécies forrageiras tem o objetivo basico
do pastoreio de gado (CECCON, 2013).

Em relacdo as plantas invasoras potenciais hospedeiras de Xvv, todas elas sdo bastante
frequentes no pais, infestando as principais lavouras anuais, as pastagens e os jardins. Além
disso, apresentam grande capacidade reprodutiva (LORENZI, 2008). Dentre elas, Sorghum

arundinaceum (falso-massambara) e D. Insularis (Capim-amargoso) sdo espécies perenes. A


https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-03-19-0077-R#b48

52

agricultura tropical praticada no Brasil permite que em algumas regides do pais sejam
realizados dois ou mais cultivos de graos por ano na mesma area agricola, como por exemplo,
a sucessao soja e milho safrinha (ADEGAS; VOLL; GAZZIERO, 2011). Nesse sistema de
producdo, o investimento para controle de plantas daninhas na cultura do milho safrinha ¢
geralmente baixo, o que resulta no aumento da flora infestante (ADEGAS; VOLL; GAZZIERO,
2011). A espécie D. insularis ¢ considerada uma das plantas invasoras mais problematicas desse
continuo sistema intensivo de producao de graos, particularmente agravada pela ampla
evolugdo de populacdes resistentes a herbicidas (GONCALVES NETTO et al., 2021). A
severidade de sintomas visuais em D. insularis ¢ a sobrevivéncia epifitica da bactéria Xvv
verificada nesta espécie sugere um potencial nicho para a permanéncia da bactéria em campos
de cultivo de milho. Novos estudos sdo necessarios para aprofundar o entendimento das
interacdes entre Xvv e potencias plantas invasoras hospedeiras.

Cabe salientar que a sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas como populagdes
residentes na superficie ou no interior de plantas cultivadas, forrageiras ou invasoras ¢ uma das
principais fontes de indculo para o desenvolvimento de novas epidemias de doengas bacterianas
em campos de cultivos agricolas (SCHUSTER; COYNE, 1974). No presente estudo, Xvv foi
detectada colonizando epifiticamente diversas plantas cultivadas e de adubagdo verde,
monocotiledoneas e dicotiledoneas. Assim, foi verificado que esta bactéria pode colonizar
epifiticamente plantas de diferentes familias botanicas, como Amaranthaceae, Asteraceae,
Brassicaceae, Commelinaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae, Poaceae e Polygonaceae.

Nossos resultados indicam uma grande variagdo entre populagdes epifiticas amostradas
em diferentes folhas de uma mesma planta. Essa ¢ uma caracteristica das populagdes de
bactérias epifiticas ja relatada em outros estudos (MERCIER; LINDOW, 2000; KINKEL;
WILSON; LINDOW, 1996). O tamanho das populagdes de bactérias epifiticas pode variar em
mais de 1.000 vezes de uma folha para outra, mesmo quando cultivadas em condigdes
ambientais semelhantes (HIRANO; UPPER, 1990; KINKEL; LINDOW, 1993; KINKEL;
WILSON; LINDOW, 1995, 1996).

Quando analisada a colonizacdo epifitica em plantas forrageiras foi observada que
também todas as espécies testadas permitem a sobrevivéncia da bactéria nessas condi¢des. Em
relagdo as plantas invasoras, 86% das espécies testadas possibilitaram a sobrevivéncia epifitica
da bactéria. Entretanto, as espécies capim branco (Chloris polydactyla), tazendeiro (Galinsoga
paviflora) e poaia branca (Richardia brasiliensis) ndo apresentaram a colonizagao epifitica por
Xvv. Porém, isto pode ser resultado de uma baixa populaga@o bacteriana presente na filosfera das

plantas daninhas no periodo avaliado. Outros fatores como composi¢do das populacdes



53

bacterianas presentes na filosfera, espécie vegetal, tipo foliar, estadio fenologico e condigdes
climaticas também podem ter influenciado a colonizagao epifitica (KINKEL, 1997; HIRANO;
UPPER, 2000; LEVEAU, 2019). O tipo foliar ¢ um dos fatores que podem influenciar a
dinamica das populagoes epifiticas (O'BRIEN; LINDOW, 1989; TOUSSAINT et al., 2012).
Plantas com folhas tricomaticas tendem a assegurar populacdes maiores do que as plantas com
cuticula cerosa (O'BRIEN; LINDOW, 1989). Outro ponto também a ser considerado, ¢ que a
disponibilidade de fontes de nutrientes utilizaveis nas folhas, como os aglcares, pode ser
determinante no tamanho da populagdo epifitica (MERCIER; LINDOW, 2000).

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) possibilitaram visualizar a
colonizagao epifitica por Xvv de potenciais hospedeiros em espécies assintomaticas. A MEV
evidenciou extensa colonizagdo por Xvv com presenca de exopolissacarideos (EPS) em milho
cv. IPR 164, Avena sativa e Avena strigosa. Estudos tém sugerido que os EPS tém diversas
fungdes, que incluem a prote¢do das bactérias contra substancias bacteriostaticas da planta, e
reducdo do contato com células vegetais para minimizar as respostas de defesa do hospedeiro
(DENNY, 1999). O EPS promove a retenc¢ao de dgua no tecido vegetal, e essa hiperhidratagao
estimula a ruptura do tecido, permitindo assim a movimentagao, invasdo ou colonizagao pelo
fitopatogeno de locais distantes (STOODLEY et al., 2002; DENNY, 1999; DOW et al., 2003).
Em bactérias do genéro Xanthomonas, a xantana ¢ o EPS secretado (HARDING et al., 1995) e
esta envolvida em varias fungdes, como a supressdao da defesa local da planta, inibindo a
deposicao de calose; e promovendo e facilitando a disseminagdo do patégeno (BRAUN, 1990;
SAILE et al., 1997; YUN et al., 2006). Em estudos com X. citri subsp. citri foi verificado que
a xantana atua durante os estagios posteriores do processo de infec¢do, provavelmente
aumentando a aderéncia bacteriana ao tecido do hospedeiro e a sobrevivéncia epifitica,
facilitando assim a colonizagao de tecidos mais distantes (DUNGER et al., 2007).

Embora tenham sido avaliadas 58 genotipos vegetais, estudos adicionais sdo necessarios
para determinar se outras plantas monocotiledoneas e dicotiledoneas cultivadas ou que ocorram
em areas de cultivo de milho possam ser hospedeiras de Xvv. A constatacdo de que varias
plantas cultivadas anuais, de adubagdo verde, plantas forrageiras e invasoras possam servir
como hospedeiras para Xvv tanto de forma patogénica quanto epifitica sugerem seu uso técnico
racional dentro de um programa de manejo integrado da doenga para minimizar possiveis
desenvolvimentos epidémicos da estria bacteriana na cultura do milho. As praticas de adubagao
verde e de rotagdo de culturas devem ser realizadas, sempre que possivel, com espécies nao
hospedeiras para minimizar a sobrevivéncia de Xvv no campo em regides com incidéncia da

estria bacteriana do milho.
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3.6 CONCLUSOES

Este ¢ o primeiro estudo sobre hospedeiros alternativos de Xvv realizado no Brasil. Foi
verificado que além do milho, existem outras plantas hospedeiras sintomaticas de Xvv, como
Avena sativa, Avena strigosa, Brachiaria brizantha (cv. Brizantha e cv. Marandu), Digitaria
horizontalis, Digitaria insularis, Echinochloa colonum, Eleusine indica, Hordeum vulgare e
Sorghum arundinaceum. A filosfera de varias espécies de plantas anuais cultivadas, de
adubagdo verde, forrageiras, pastagens e invasoras, sao nichos apropriados para a sobrevivéncia

epifitica de Xvv.
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4 ARTIGO B SOBREVIVENCIA DE Xanthomonas vasicola pv. vasculorum EM SOLO
E RESIDUOS CULTURAIS DE MILHO

4.1 RESUMO

A estria bacteriana do milho causada por Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv) ¢ uma
doenga emergente relatada nos Estados Unidos em 2016, na Argentina em 2017 e no Brasil em
2018. No Brasil, ndo existem estudos sobre a sobrevivéncia dessa bactéria no solo e em residuos
culturais. O objetivo deste estudo foi determinar a sobrevivéncia de Xvv em solo sob condi¢des
controladas e de campo, além de determinar a capacidade de sobrevivéncia da bactéria em
residuos de cultura de milho. A sobrevivéncia de Xvv em solo foi investigada em dois tipos de
solo, arenoso e argiloso, mantidos nas temperaturas de 20, 25 e¢ 30 °C, em condi¢des de
laboratdrio. A sobrevivéncia da bactéria em condi¢des de campo foi estudada em solo argiloso
infestado artificialmente. Por outro lado, a capacidade de sobrevivéncia em residuos de cultura
de milho infectados com a bactéria foi investigada utilizando residuos mantidos na superficie
do solo e incorporados ao solo na profundidade de 20 cm. Sob condigdes controladas, a bactéria
sobreviveu por periodos que variaram de quatro a 40 dias, sendo quatro dias em solo arenoso
mantido a 30 °C e 40 dias em solo argiloso mantido na temperatura de 20 °C. Os resultados
obtidos evidenciaram que a Xvv possui capacidade de sobreviver por maior periodo de tempo
em solo argiloso. Entretanto a bactéria apresentou capacidade de sobreviver por um periodo
maior em temperatura de 20° C do que em temperaturas mais elevadas, independentemente do
tipo de solo. Em relagdo aos estudos sob condigdes de campo, a sobrevivéncia de Xvv como
células livres em solo foi de apenas 48 horas e em residuos culturais de milho foi por até 15
dias em amostras mantidas na superficie do solo. Nas amostras de residuos de milho
incorporados ao solo, a bactéria foi detectada apenas no momento da instala¢ao do experimento.

Palavras-chave: estria bacteriana do milho, sobrevivéncia em solo, residuos culturais, tempo
de sobrevivéncia.
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4.2 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) € o cereal mais produzido e consumido no mundo (USDA, 2020),
sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial com produgdo estimada de 112,9 milhdes de
toneladas em area de 20.944 milhdes de hectares na safra 2021/2022 (FIESP, 2022). Cabe
salientar que o milho ¢ cultivado em todas as regides do Brasil, em mais de dois milhdes de
estabelecimentos agricolas (CONTINI et al., 2019). No entanto, diversas doengas podem
ocasionar perdas significativas na producao, dentre as doengas emergentes relatadas na cultura
no Brasil, a estria bacteriana do milho foi recentemente reportada no Pais (LEITE JUNIOR et
al., 2019a).

A estria bacteriana, causada por Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv), é uma
das doengas bacterianas que podem ocorrer na cultura do milho. A doenga foi reportada pela
primeira vez na Africa do Sul em 1949 (DYER, 1949), e permaneceu por décadas sem ser
registrada em outras regides produtoras de milho ao redor do mundo. Recentemente, foi
constatada em importantes regides produtoras em paises das Américas do Norte e do Sul,
incluindo Estados Unidos da América (EUA), Argentina e Brasil (BRODERS et al., 2017;
DAMICONE et al., 2018; JAMANN et al., 2019; KORUS et al., 2017; PLAZAS et al, 2018;
LEITE JUNIOR et al., 2019a).

O conhecimento da capacidade de sobrevivéncia dessa bactéria no solo e em residuos
da cultura de milho ¢ extremamente importante para o estabelecimento de medidas eficientes
de manejo da estria bacteriana. A sobrevivéncia de Xvv no periodo de entressafra do milho,
mesmo que em baixas populacdes, pode ser suficiente para garantir a ocorréncia de novos ciclos
epidémicos da doenca (SCHUSTER; COYNE, 1974; BARAK et al., 2001; GENT et al., 2005;
VICENTE; HOLUB, 2013).

As bactérias fitopatogénicas geralmente podem sobreviver associadas a sementes ou
orgados de propagacdo vegetativa, em tecidos vegetais infectados, em residuos de cultura, no
solo como residentes e epifiticamente na superficie ou no interior de plantas voluntarias da
propria cultura ou em outras plantas hospedeiras, cultivadas ou invasoras (SCHUSTER;
COYNE, 1974; RYAN et al., 2011, GONCALVES et al., 2018). O periodo de sobrevivéncia
das bactérias fitopatogé€nicas nessas condigdes € influenciado normalmente por diversos fatores
ambientais como temperatura e umidade, e também pelas caracteristicas fisicas, quimicas, e
bioldgicas do solo (DE BOER, 1982, LENNON et al., 2012).

Ainda ndo existem estudos detalhados sobre a sobrevivéncia da bactéria Xvv na forma

de células livres no solo e em residuos culturais de milho nas condic¢des subtropicais do Brasil.
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Nos EUA, estudos foram conduzidos em campo estudando a sobrevivéncia de Xvv em residuos
de plantas de milho infectadas naturalmente e mantidos na superficie e incorporados ao solo a
10 cm de profundidade (ORTIZ-CASTRO, 2019). Com base nesse estudo, nao foi possivel
recuperar cé¢lulas viaveis de Xvv, porém a bactéria foi detectada por PCR em tempo real (QPCR)
por até¢ seis meses nos residuos mantidos no campo. No entanto, a técnica utilizada para
deteccao, qPCR, ndo possibilitou determinar se 0 DNA obtido era de células vivas ou mortas
de Xvv. Assim, o conhecimento da capacidade de sobrevivéncia de Xvv no solo e em associagao
com residuos culturais de milho permitiria a ado¢do de praticas mais adequadas para o manejo
da estria bacteriana no Brasil e em paises produtores de milho com condigdes climaticas
semelhantes.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia de Xvv no solo e em
residuos de cultura de milho infectados com a bactéria. Foram avaliadas: (i) a influéncia da
temperatura ¢ do tipo de solo na sobrevivéncia de Xvv em condigdes controladas; (ii) a
sobrevivéncia de Xvv em solo sob condi¢des de campo; e (iii) a sobrevivéncia de Xvv em
residuos culturais de milho infectados pela bactéria e mantidos na superficie e incorporados ao

solo a 20 cm de profundidade sob condi¢des de campo.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Obtencdo e Manutencdo de Isolado de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

Resistente a Rifampicina

Neste estudo foi utilizado o isolado RL1 de Xvv, pertencente a colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana - TAPAR/Emater (IDR-Parana), Londrina, PR, Brasil. A identidade do isolado
bacteriano foi confirmada por PCR segundo Lang et al., (2017). O isolado RL1 mutante
resistente & rifampicina (RL1R™) foi obtido pela inoculagdo de suspensio bacteriana em meio
de cultura Agar Nutriente (AN) (5,0 g de peptona, 3,0 g de extrato de carne, 15,0 g de agar e
1000 mL de agua destilada) (SCHAAD et al., 2001), suplementado com 100 pg mL™" de
rifampicina, seguido de incubagdo a 28 °C por 72 h. A confirmagdo da patogenicidade do
mutante bacteriano foi realizada por inoculagdo em plantas de milho IPR 164 mantidas em casa
de vegetagdo. Para o teste de patogenicidade, foi realizada a semeadura de milho suscetivel
cultivar IPR 164 em vasos de 5 L contendo mistura de solo, areia e esterco na propor¢ao de

3:1:1. As plantas foram inoculadas por aspersdo com suspenséo de células do mutante RL1Ri
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ajustada para a concentracdo de 10¥ UFC mL™!' (DOgoo = 0,1). As plantas foram colocadas em
camara umida por 24 horas antes e apds a inoculagdo e mantidas em casa de vegetagdo semi-
climatizada, com temperatura entre 25 ¢ 30 °C, na Estacdo Experimental de Londrina do IDR-
Parana, em Londrina, PR, Brasil. Comprovada a patogenicidade e agressividade do mutante
RLI1®, procedeu-se ao reisolamento em meio AN contendo rifampicina e posterior foi
realizado, a PCR segundo Lang et al., (2017). O mutante bacteriano foi armazenado em tampao

fosfato a temperatura ambiente.

4.3.2 Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum em Solo como Células Livres
sob Condicoes Controladas

Na avaliagio da sobrevivéncia de Xvv RL1}™ em diferentes temperaturas e tipos de solo
foram realizados trés experimentos sob condi¢des controladas em incubadoras do tipo
Bioquimica de Demanda de Oxigénio (B.O.D.) (411 FPD, Labstore, Vargem Grande Paulista,
SP, Brasil). O solo utilizado nos experimentos foi coletado em duas éreas agricultaveis
localizadas nas regides Norte e Noroeste do estado do Parana. O solo arenoso foi coletado na
Unidade de Desenvolvimento Tecnolégico (UDT) da Cooperativa Agroindustrial Cocamar,
localizada no municipio de Guairagd/PR (latitude de 22°56°04"” S; longitude de 52°41°08°* W;
e altitude média de 518 m acima do nivel do mar), e o solo argiloso foi coletado na Estagao
Experimental de Londrina do IDR- Parand, localizada em Londrina (latitude de 23°21°30”” S;
longitude de 51°10°17°” W; e altitude média de 585 m acima do nivel do mar) (Nitsche et al.,
2019). Esses locais foram selecionados visto que seus solos apresentam origem geoldgicas
distintas e diferencas na distribuicdo granulométrica e, consequentemente, com atributos
quimicos e fisicos distintos. O solo arenoso de Guairagad foi classificado como Latossolo
Amarelo Distrofico (Typic Haplustox) (LARACH et al., 1984) e o solo argiloso de Londrina
como Latossolo Vermelho Distroférrico (Rhodic Hapldox) (LARACH et al., 1984). O clima de
Guairagé e de Londrina ¢ classificado como subtropical timido (Cfa), segundo a classificagao
climatica de Koppen-Geiger, com temperaturas maximas e minimas anuais de 29,1 e 17,1 °C,
e 27,1 e 16,1°C, respectivamente (Nitsche et al., 2019).

Os solos foram coletados na profundidade de 0-20 cm em areas sem historico de cultivo
de milho. As propriedades fisicas e quimicas dos solos estdo descritas nas Tabelas 4.1 e 4.2,
respectivamente. A determinagdo dos atributos quimicos do solo foi realizada de acordo com o
procedimento de referéncia utilizado pelo IDR-Parana e descrito por Pavan et al. (1992). As

analises de solo foram realizadas no laboratorio de analise de solos e tecidos vegetais do IDR-
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Parana, Londrina, PR.

Tabela 4.1 - Caracteristicas fisicas dos solos utilizados no estudo da sobrevivéncia de

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum sob condi¢des controladas.

Caracteristicas do solo

Solo Local Argila Silte Areia
Textura
(%) (%0) (%)
Arenoso Guairaga, PR Arenosa 9 2 89
Argiloso Londrina, PR Argilosa 76 14 10

Tabela 4.2 - Caracteristicas quimicas dos solos utilizados no estudo da sobrevivéncia de

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum sob condi¢des controladas.

pH p? (o AI° H+Al Ca® Mg¢ K* SB¢ T® \% SAI®
Solo
CaCL0,01M | mg/dm® | g/dm? cmolc/dm? de solo %
Arenoso 4,50 7,20 4,71 0221 2,73 0,55 0,24 0,07 0,86 3,59 2395 19,62
Argiloso 5,00 92,70 16,44 0,04 5,76 540 1,85 0,68 793 13,69 57,92 0,50

P - K: Mehlich I; °C: Walkley — Black; “Ca- Mg- Al: KCL M;; SB%: Soma das bases; T¢: Capacidade de troca de cations; V': Saturagio por
bases; SAIE: Saturagio por aluminio

Para a instalacao dos experimentos, os solos foram secos a temperatura ambiente por 12
dias e peneirados em malha de 2,0 mm. Aliquotas de 150 gramas de cada solo foram
acondicionadas em copos de poliestireno de 400 mL. Os solos arenoso e argiloso foram
infestados com 17 mL e 40 mL, respectivamente, de suspensio do mutante RL1%¥™ da Xvv na
concentracdo de 103 UFC mL™!. Os copos foram fechados com papel aluminio (15 x 15 cm) e
mantidos as temperaturas de 25 e 30 °C no primeiro experimento € por 20, 25 e 30 °C nos
segundo e terceiro experimentos. A correcdo da umidade do solo foi realizada quando
necessaria de acordo com a avaliagdo utilizando o protocolo de umidade da Embrapa
(EMBRAPA, 1997).

Na avaliacdo da sobrevivivéncia de Xvv foi realizada amostragem de quatro copos para
cada tipo de solo e temperatura. As amostras foram processadas individualmente. Apds
retiradas as amostras, os copos foram retornados a incubadora na temperatura correspondente.

Para determinar a populagdo da Xvv, aliquotas de 10 g de solo de cada amostra foram
transferidas para erlenmeyer contendo 90 mL de tampao fosfato 0,005 M (1,73 g KoHPOg4, 1,36
g KH>PO4, 2000 mL de agua destilada, pH 7.0) esterilizado. As amostras foram agitadas em
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agitador (250 rpm por 30 min) e mantidas em repouso por mais 30 min com o objetivo de
decantar o solo. Amostra de 1 mL do sobrenadante foi coletada, diluida e 100 pl de cada
diluicao foram plaqueadas em meio AN (SCHAAD et al., 2001) suplementado com rifampicina
e ciclohexamida, ambos na dosagem de 100 pg mL™'. As placas foram mantidas a 28 °C e
realizada a contagem das colonias bacterianas com caracteristicas do mutante RL1R™ apés 72
horas. Como controle negativo, o solo recebeu igual volume de dgua esterilizada.

Em cada periodo de avaliagdo, 5 a 10 coldnias bacterianas com caracteristicas
semelhantes da Xvw RLI®™ foram selecionadas e caracterizadas por PCR, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para Xvv, Xvv3 F (5°-
CAAGCAGAGCATGGCAAAC -3’) e Xvv3 R (5’-CACGTAGAACCGGTCTTTGG -3°),
que amplificam fragmento de 207 pb do genoma da bactéria (LANG et al., 2017). O DNA total
de cada cultura bacteriana foi obtido a partir de suspensio de 108 UFC mL"! submetida a 100
°C em banho maria por 5 min, seguido de resfriamento rapido em gelo.

A reagdo de PCR foi realizada em volume final de 25 pL sendo incluidos: 1,0 puL de
cada iniciador (0,5 mM), 1,0 pL de dNTP (5 mM), 0,8 uL de MgCl, (50 mM), 2,5 uL de tampao
(1X), 0,2 uL de Tag DNA Polymerase Recombinant (5 U pL™!), 17,5 pL de 4gua ultrapura e 1
pL de DNA total. 30 ciclos de amplificacdo foram realizados em termociclador Veriti™ 96-
Well (ThermoFisher Scientifc, Marsiling Industrial Estate Road 3, Singapore), compreendendo
desnaturagdo a 94 °C por 30 s, anelamento dos iniciadores a 55 °C por 30 s e extensdo a 72 °C
por 1 min.

No primeiro experimento foram realizadas amostragens antes da infestagdo do solo e
20s 0,1,2,4,6,8,9,12, 15, 20, 25 e 30 dias apds a infestagdo (d.a.i) com a bactéria RL1RIf,
Nos segundo e terceiro experimentos foram realizadas amostragens antes da infestagdao do solo
eaos0,1,2,4,8,12, 15, 20, 25, 30, 40 ¢ 45 (d.a.i).

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas no tempo, para o primeiro
experimento foram avaliados (dois tipos de solo x duas temperaturas) e para o segundo e
terceiro experimentos 2 x 3 (dois tipos de solo x trés temperaturas). E o tempo utilizado foi até
a auséncia da bactéria. Os dados obtidos da sobrevivéncia da bactéria foram expressos em UFC
g solo™! e convertidos em escala logarimica (Logio UFC g solo!) e submetidos a analise de
variancia (p<0,05).. Os pressupostos de normalidade dos erros e homogeneidade das variincias
foram testados pelos testes de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e Bartlett (BARTLETT,
1965), respectivamente. Foi realizada regressao polinomial, linear ou bisegmentada utilizando
o pacote “Segmented” do software R quando constatado efeito significativo (R CORE TEAM,

2020). A analise de sobrevivéncia da bactéria também foi realizada utilizando o estimador
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Kaplan-Meier (KAPLAN; MEIER, 1958). Os tratamentos foram comparados utilizando o teste
de log-rank ao nivel de significancia de 5% (SAVAGE, 1956). As andlises foram realizadas
utilizando o pacote "Survival" em R (R CORE TEAM, 2020).

4.3.3 Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum em Solo sob Condicdes de

Campo

Quatro experimentos foram conduzidos em area experimental nao cultivada
previamente com milho na Estagdo Experimental de Londrina do IDR-Parand, Londrina, PR
(latitude de 23°21°30°’ S; longitude de 51°10°17°> W; e altitude média de 585 m), em area de
solo argiloso (Tabela 4.1), durante os anos de 2020 e 2021. As caracteristicas quimicas e fisicas
do solo sdo descritas no item 4.3.2.

Os dados de temperaturas maxima e minima, deumidade relativa do ar e de precipitacao
durante o periodo experimental foram obtidos da estacdo meteoroldgica do IDR-Parana em
Londrina/PR, instalada a uma distancia de aproximadamente 100 metros do experimento. Os
dados de umidade do solo foram coletados utilizando o aparelho ML3 ThetaProbe (Low Road,
Burwell, Cambridge, Reino Unido), uma vez ao dia no periodo da tarde. Todas as plantas
daninhas da 4rea experimental foram removidas antes da instalacdo de cada experimento.

Molduras de madeira nas dimensdes de 30,0 cm % 30,0 cm x 8,0 cm de largura,
comprimento e altura, respectivamente, foram distribuidas na area experimental, separadas
entre si pela distancia de 60 cm. Para cada experimento foram utilizadas seis molduras de
madeira. O solo no interior de cada moldura de madeira foi infestado com 1 L de suspensao do
isolado RL1R na concentragdo de 103 UFC mL ™.

A amostragem do solo foi realizada utilizando trado manual, coletando até 5 cm de
profundidade. Para cada avaliagdo, trés amostras de solo foram removidas de cada parcela para
comporem uma amostra composta. As amostras foram coletadasas aos 0, 1, 2, 4 e 6 d.a.i. do
solo. A sobrevivéncia de Xvv foi avaliada até a auséncia de detec¢io de RL1® em pelo menos
duas amostragens subsequentes (6 dias). O periodo de sobrevivéncia de Xvv foi considerado
como sendo o da ultima amostragem com crescimento da bactéria.

Para recuperacao de Xvv, aliquota de dez gramas de solo de cada amostra composta foi
transferida para erlenmeyers de 250 mL contendo 90 mL de solugdo salina esterilizada e
tamponada com fosfato (PBS 0,01 M, pH 7,0). Os enlemeyers foram agitados (200 rpm por 30
min), seguido por repouso de 30 min para sedimentagio (SILVA JUNIOR et al., 2012 ). O

sobrenadante foi recuperado e diluido em série, 107 até 10, e 100 pL do sobrenadante de cada



62

dilui¢ao foram plaqueados em triplicata em meio AN + rifampicina + ciclohexamida, ambos na
concentragdo de 100 pg mL™!. As placas foram mantidas a 28 °C por 72 h e as coldnias idénticas
ao do isolado RLIX foram quantificadas. De cada amostragem realizada, 5 a 10 coldnias
bacterianas com caracteristicas semelhantes as do mutante RLIX™ foram purificadas e
caracterizadas por PCR, conforme descrito no item 4.3.2.

Todos os dados foram expressos em Logio UFC g solo! e submetidos a analise de
variancia (p< 0,05). Os pressupostos de normalidade dos erros e homogeneidade das variancias
foram testados por Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e Levene (LEVENE, 1960), a 5%
probabilidade, respectivamente. Quando constatado efeito significativo, a regressao polinomial,
linear ou bisegmentada foi realizada utilizando o pacote “Segmented” do software R (R CORE
TEAM, 2020). Os tratamentos foram comparados utilizando o teste de log-rank (SAVAGE,
1956). As andlises foram realizadas utilizando o pacote "Survival" em R (R CORE TEAM,
2020).

4.3.4 Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum Associada a Residuos de

Cultura de Milho

Dois experimentos foram conduzidos na Estagdo Experimental de Londrina do IDR-
Parana, Londrina, PR. O primeiro experimento foi realizado no inverno e o segundo na
primavera. A area experimental foi cultivada anteriormente com aveia, e mantida livre de
plantas invasoras por remog¢do manual. Os dados climaticos de temperatura e pluviosidade
foram obtidos da estagdo meteoroldgica de Londrina do IDR-Parana, localizada a 100 metros
da area experimental.

Para a obtenc¢do de residuos culturais infectados com a bactéria Xvv, plantas de milho
da cultivar IPR 164 foram cultivadas em casa de vegetacdo semi-climatizada e inoculadas com
suspensdo na concentragdo de 108 UFC ml' do mutante RL1R . As plantas foram inoculadas
aproximadamente 12 dias apos a emergéncia, no estadio fenoldgico vegetativo de trés folhas
(V3). Quando os sintomas de estria bacteriana ja estavam bem evidentes, aproximadamente 15
d.a.i., as folhas sintomaticas foram coletadas, secas a temperatura ambiente durante sete dias,
armazenadas em sacos de papel e mantidas em camara fria em tempertura de 8 a 12 °C por
aproximadamente 4 meses.

Apds armazenagem, amostras contendo oito gramas das folhas secas foram transferidas
para sacos de nylon medindo 20 x 30 cm. Os sacos foram amarrados a estacas de madeira de

60 cm de comprimento, sendo 60 sacos mantidos na superficie do solo e os outros 60 enterrados
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a uma profundidade de 20 cm. Foi realizada avaliacdo qualitativa da presenga de RL1® A
amostra foi considerada portadora de células viaveis do mutante RL1® quando pelo menos
uma colonia de bactéria foi reisolada. A amostragem para determinar a sobrevivéncia da
bactéria foi realizada no primeiro experimento aos 0, 15, 30, 45 ¢ 60 dias, e no segundo
experimento aos 0, 2, 4, 8, 12, 15, 20, 25 e 30 dias ap6s a colocagdo no solo dos sacos de nylon
contendo as folhas de milho com estria bacteriana. Em cada amostragem foram removidos trés
sacos contendo as folhas de milho mantidos na superficie do solo e trés mantidos a 20 cm de
profundidade.

As amostras do material vegetal foram pesadas e trituradas em moinho analitico (IKA
A1l basic, Staufen, Germany) e depois adicionado solu¢do salina tampao fosfato 0,01 M, pH
7,0, esterilizada e submetidas a banho em ultrasonicador por 20 minutos (Thornton T50,
Vinhedo, SP, Brasil). Para cada grama de material vegetal foram adicionados 10 mL de solugado
salina tampao fosfato. A suspensdo obtida de cada amostra foi filtrada em camada dupla de
gaze e o liquido foi submetido a diluigdo seriada, 10" a 107. Aliquotas de 100 uL da suspensdo
e de cada diluigdo foram inoculadas em meio de cultura AN suplementado com 100 ug mL™!
de rifampicina e 100 ug mL™! de ciclohexamida e mantidas a 28 °C por 72 h. De cada
amostragem realizada, 5 a 10 coldnias bacterianas com caracteristicas semelhantes as do
mutante RL1R foram purificadas e caracterizadas por PCR, conforme descrito no item 4.3.2.
Todos os dados foram expressos em Logio UFC g ! de planta. A analise estatistica foi a mesma

descrita no item 4.3.3.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum em Solo sob Condi¢oes

Controladas

A sobrevivéncia da Xvv em solo como células livres foi influenciada pela temperatura e
pelo tipo de solo. Houve diferengas significativas no periodo maximo de sobrevivéncia e na
populacdo bacteriana. No primeiro experimento, o periodo maximo de sobrevivéncia da
bactéria variou de 6 a 20 dias, dependendo do tipo de solo e da temperatura empregada (Figura
4.1). A bactéria sobreviveu por um periodo maximo de até seis dias em solo arenoso mantido a
30 °C, porém o periodo de sobrevivéncia se extendeu por até 20 dias em solo argiloso mantido
a 25 °C (Figura 4.1).

Com base na analise de Kaplan-Meier, foi possivel observar que a sobrevivéncia de Xvv
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em solo arenoso diferiu significativamente da sobrevivéncia em solo argiloso para a
temperatura de 25 °C (p-value = 0,01) (Figura 4.2). Entretanto, ndo houve diferengas entre os
solos para o periodo maximo de sobrevivéncia na temperatura de 30 °C (p-value = 0,4) (Figura
4.2). A sobrevivéncia em solo arenoso € em solo argiloso mantidos nas temperaturas de 25 e 30
°C foram significativamente diferentes (p-value = 0,03 e p-value = 2e10™*, respectivamente)

(Figura 4.2).

Arenoso 25°C Arenoso 30 °C
* * i = cqem f s =
T T T = 605248 — 0.44554x (i x < 1561) T s ‘\\ Y =7.07513 — 0.95163x (if < 7433)
S s s 2 a4 &
E .- E .,
o . = n "
S 4 PO S . >,
& L2 8] *
B 27 2 R “u
3 . 3 i
0 T T ? _____ Apoooos ommms * 0 T \“_I_-'___I _____ oo Hpommms *
o 3 10 13 20 23 30 0 3 10 13 20 23 30
Tempo {dias) Tempo {dias)
Argiloso 25 °C Argiloso 30 °C
g R c [®
7 o¥ w-a_ge T | i N
2 4 ’th“— 7357~ 0.0394x - 0.00727x = . ¥ =7.37362 — 0.60101x (ifx < 12.25)
g — g 6 .
o [ oo .
= 4o e R R SR
= 2] e = 2
T 04 . . . T oA P S e P P -
T T T T T T T T T T T T T T
o 3 10 13 20 23 30 0 3 10 13 20 23 30
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 4.1 - Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum isolado RL1% em solo arenoso

e argiloso, mantidos em temperaturas de 25 e 30 °C no primeiro experimento.
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A sobrevivéncia da bactéria Xvv foi estudada novamente nos dois tipos de solo, arenoso
e argiloso, porém mantidos em temperaturas de 20, 25 e 30 °C. A sobrevivéncia da bactéria
variou de 4 a 35 dias no segundo experimento (Figura 4.3) e de 4 a 40 dias no terceiro
experimento (Figura 4.5). No solo argiloso, o tempo maximo de sobrevivéncia do mutante RL1
Rift 4a bactéria Xvv foi de 35 dias no segundo experimento (Figura 4.3) e de 40 dias no terceiro
experimento (Figura 4.5). Por sua vez, no solo arenoso o tempo maximo de sobrevivéncia da
bactéra em ambos experimentos foi de até¢ 20 dias, mantido na temperatura de 20 °C (Figura
4.3, 4.5). Independentemente do tipo de solo, o periodo maximo de sobrevivéncia da bactéria
Xvv foi na temperatura de 20° C e o minimo na temperatura de 30 °C (Figura 4.3, Figura 4.5).

A andlise Kaplan-Meier para a sobrevivéncia da bactéria Xvv revelou que houve
diferenga significativa na sobrevivéncia da bactéria entre solo arenoso e argiloso para a
temperatura de 20 °C, de acordo com o teste de Log-Rank (Fig. 4.4A, Fig. 4.6A). Assim, existiu
uma maior probabilidade da bactéria sobreviver por um periodo mais longo em solo argiloso
mantido na temperatura de 20 °C. No terceiro experimento, também foi observado que na
temperatura de 25 °C houve diferenga significativa entre o solo arenoso e argiloso para a
sobrevivéncia da bactéria (p-value = 0,003) (Figura 4.6B).

Diferengas significativas foram verificadas na sobrevivéncia da bactéria tanto no solo
arenoso como no argiloso nas trés temperaturas testadas (Figuras 4.4D, 4.6D, 4.4E e 4.6E).
Comparando todos os tipos de solo e temperaturas, a sobrevivéncia de Xvv no solo argiloso foi
significativamente maior na temperatura de 20 °C, quando comparada com a sobrevivéncia nas

temperaturas de 25 e 30 °C (Figuras 4.3 e 4.5).
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Figura 4.3 - Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum isolado RL 1%
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Probabilidade de sobrevivéncia

02 04 08 08

0o

68

li20°C I125°C h3o°c
B L T o o " S e §
o : © N
! @ i 2 2=
| 'E" =T Noas o r§ 2 i
|z ] £E | T ;
£ o | 8 o© i
_ | 8 o ! - = = [ ,
p= 1e-04 N p=0.10 —_— g p=050 i
il - ‘ ! 8 =  Het
3 g = -—T E o 7 T
o e 1 I N )
— Solo Arenoso g g N — Solo Arenoso | ' E o —— Golo Atercao
--= Solo Argiloso & -==  Solo Argilose ‘ g (=} -~ Solo Argilosa =
= 8 s | C |
T T T T T T T T T = 1 - T - T
10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
Il Solo Arenoso Il Solo Argiloso
o o
L
g o | @ |
g o esr @ s
g
§ 54 -
2 p = 6e-07
4 = | o -
o o L=
bl
2
8 o o~ — 20
g - ° 25 e
o o E “““ 0
o 7 S A
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 4.4 - Graficos de Kaplan-Meier da sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum
isolado RL1R™ em fungdo do tempo (dias) apds a infestagdo artificial em solos arenoso e argiloso
mantidos a 20, 25 e 30 °C no segundo experimento. O teste de Log-Rank foi utilizado para as

comparacoes.
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arenoso e argiloso mantidos em temperaturas de 20, 25 e 30 °C no terceiro experimento.
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comparacoes.
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4.4.2 Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum em Solo sob Condicdes de

Campo

O periodo méaximo de recuperagio do isolado RL1R de solo sob condi¢des de campo
foi de dois dias em experimentos realizados nos anos de 2020 ¢ 2021 (Figura 4.7). As condigdes
meteoroldgicas durante os periodos experimentais estdo apresentadas na tabela 4.3. A
precipitacao acumulada durante as 48 horas de sobrevivéncia da bactéria de cada experimento
variou de zero no quarto experimento a 30,8 mm no primeiro experimento (Tabela 4.3). E as
umidades do solo variaram de 3 a 22 % no quarto experimento ¢ 33 a 90 % no primeiro
experimento. As temperaturas minimas variaram de 19,1 a 23,5 °C e as méximas de 29,2 a 34,2

°C (IDR-PARANA, 2022).
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Tabela 4.3 - Temperatura média (Tmed), precipitagcdo pluviométrica (PREC) umidade relativa (UR) e de umidade do solo (US), durante os periodos

experimentais de avaliagdo da sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum isolado RL

na Estacdo Experimental de Londrina do IDR-Parana, Londrina, PR. Brasil, nos anos de 2020 ¢ 2021.

1Rif+

em solo sob condi¢des de campo conduzidos

Dia Experimento (Periodo)
I (18-11-20 a 24-11-20) 11 (08-02-21 a 14-02-21) 111 (24-02-21 a 02-03-21) IV (03-05-21 a 09-05-21)

Tmed Tmax Tmin PREC UR US Tmed Tmax Tmin PREC UR US Tmed Tmax Tmin PREC UR US Tmed Tmax Tmin PREC UR US

O O O  (mm) (%) (%) O O (O (mm) (%) (%) O O (O  (mm) (%) (%) O O (O (mm) (%) (%)
0 19,2 25 17,5 30,6 95 90 22,8 28,8 16,8 0 64 18 25,1 342 20,1 0,2 75 16 21,5 29 14,9 0 64 3
1 21,4 287 17,1 0,2 77 33 22,2 27,7 16,6 0 72 34 23,5 31,4 18,7 42 84 20 22 30,2 14,5 0 59 22
2 21,5 29,2 14,7 0 63 33 23,5 30,9 17,6 0 69 21 24,1 31,3 19,5 0 73 16 22,7 30,6 16,1 0 52 14
3 22,8 30,5 15,3 0 60 27 20,7 244 18,3 124 92 100 22,9 305 17,9 11 79 30 21,3 29,7 14,5 0 63 5
4 23,6 323 16,2 0 58 25 21,2 25,9 17,1 0,2 90 80 21,6 258 19,8 13,8 90 95 17,4 22 14,5 0 81 5
5 239 31,3 16,9 0 5220 23,6 311 17,9 0 83 60 21,5 29,6 18,6 52 92 95 17,7 253 12 0 76 0
6 254 336 16,9 0 53 18 21,6 25,9 18 328 91 100 22,6 308 19,1 0,2 89 90 19,1 26,9 11,8 0 70 0
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condi¢des de campo em quatro experimentos conduzidos na Estacdo Experimental de Londrina do

IDR-Parana, Londrina, PR. Brasil, nos anos de 2020 e 2021.

4.4.3 Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum Associada a Residuos de

Cultura de Milho

de recuperacdo da bactéria Xvv foi até 15 dias em residuos culturais de milho mantidos na
superficie do solo (Figura 4.8 e Tabela 4.4). Nos residuos de cultura incorporados ao solo a 20

cm de profundidade somente foi possivel a recuperacao da bactéria no momento de instalagdo

Nos dois experimentos realizados nas estacdes, inverno € primavera, o periodo maximo

dos experimentos.

Durante os primeiros 15 dias apds a instalacio do experimento, as precipitagdes
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acumuladas foram de 5,2 mm para o primeiro experimento e de 60 mm para o segundo (Figura

4.9).
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As temperaturas maximas e minimas médias nos primeiros 15 dias da instalagcao dos

experimentos foram respectivamente de 25,7 e 12,1 °C no primeiro experimento e de 31,4 °C

e 19,4 °C no segundo experimento (Figura 4.9).
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Figura 4.8 - Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum isolado RL1®™ em residuos

Tempo (dias)

culturais de milho mantidos na superficie e incorporados ao solo sob condigdes de campo em

experimentos conduzidos na Estagdo Experimental de Londrina do IDR-Parana, Londrina, PR. Brasil,

no primeiro (I) e segundo experimento (II) do ano 2020.

Tabela 4.4 - Sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum em residuos de cultura
de milho mantidos na superficie e incorporados ao solo a 20 cm de profundidade, no primeiro

(D) e segundo (II) experimentos no ano de 2020, conduzidos na Estagdo Experimental de

Londrina do IDR-Parana, Londrina, PR. Brasil.

Dia da amostragem?

Superficie do Solo

Incorporado ao solo

I I I I
0 + + + +
2 N/AP + N/A -
4 N/A + N/A -
8 N/A + N/A -
12 N/A + N/A -
15 + + - -
20 N/A - N/A -
25 N/A - N/A -
30 - - - -
45 - N/A - N/A
60 - N/A - N/A

“Dia apds o inicio do experimento. °N/A, ndo avaliado. + presenga. — auséncia.

"N/A, ndo avaliado.
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Figura 4.9 - Precipitagdo (mm), temperaturas minima, maxima e média (°C), umidade relativa do ar
(%) durante o periodo em que foi avaliada a sobrevivéncia de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum
associada a residuos de cultura de milho em experimentos conduzidos na Estagdo Experimental de
Londrina do IDR-Parana, Londrina, PR. Brasil. As setas indicam os momentos de amostragem para

avaliacdo em ambos os experimentos (I e II).
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4.5 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a sobrevivéncia de Xvv em solo sob condi¢des
controladas ¢ de campo, e em residuos de cultura de milho infectados com a bactéria sob
condi¢des de campo. Este ¢ o primeiro relato no Brasil da sobrevivéncia de Xvv em condigdes
de agricultura subtropical. Para o estudo, foi obtido o mutante RL1} de Xvv, que apresentou
estabilidade em relacdo a resisténcia ao antibidtico rifampicina, com crescimento no meio de
cultura AN-+Rif+ciclohexamida e patogenicidade ao milho, similar ao isolado original RL1.
Essas caracteristicas foram importantes para que o mutante pudesse ser utilizado nos estudos
de sobrevivéncia da bactéria Xvv em solo e em residuos de cultura. Cabe salientar que em
condigdes naturais de campo ¢ incomum a presenga de bactérias resistentes a determinados
antibioticos como por exemplo a rifampicina (CINTAS et al., 2006). Assim, a utilizagdo desse
marcador em Xvv possibilitou monitorar a dinamica populacional da bactéria, visto que as
amostras de solo provenientes do campo possuiam alta diversidade microbiana.

A sobrevivéncia da bactéria Xvv como célula livre em solos foi influenciada pela
temperatura e tipo de solo. O periodo de sobrevivéncia da bactéria variou de quatro a 40 dias
em solo sob condigdes controladas, sendo o periodo mais longo de sobrevivéncia em solo
argiloso mantido a 20 °C. Cabe salientar que temperaturas em torno de 20 °C tém favorecido a
sobrevivéncia de Xvv no solo quando comparado a temperaturas de 30° C. Além disso,
resultados semelhantes tem sido obtidos para outras bactérias fitopatogénicas, como por
exemplo Xanthomonas campestris pv. campestris que sobreviveu em solo por 14 dias a 20 °C,
mas somente quatro dias quando mantido a 30 °C (SILVA JUNIOR et al., 2020).

A sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas no solo pode ser afetada por diversos
fatores ambientais, como condi¢cdes meteorologicas, propriedades fisico-quimicas do solo,
atividades microbianas, e também por praticas culturais (DE BOER 1982; SCHUSTER;
COYNE, 1974). Por exemplo a variagdo de sobrevivéncia das bactérias no solo pode ser
influenciada por caracteristicas mineralogicas desses solos (HATTORI, 1973). Em solos
argilosos, as bactérias poderiam sobreviver por periodos mais longos, pois estariam protegidas
em agregados de argila (HATTORI, 1973). Nessas condi¢des, sdo formadas estrururas
protetoras em torno das células bacterianas (MARSHALL, 1971). Esse envoltorio reduziria as
perdas de dgua e poderiam proteger as células bacterianas durante periodos de dessecagdo e
reidrata¢do do solo (MARSHALL, 1971) e também propiciaria prote¢do contra antagonistas
(HATTORI, 1973). Em contraste, solos arenosos teriam uma menor capacidade para propiciar

condigdes de sobrevivéncia para a bactéria devido a baixa formacdo de agregados, em
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comparagdo com os solos argilosos (HATTORI, 1973). Em estudos sobre a sobrevivéncia em
diferentes tipos de solo, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens sobreviveu por
mais tempo em solos argilosos em comparagao com a sobrevivéncia em solos de textura média
(SILVA JUNIOR et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2022).

Como o periodo de sobrevivéncia da bactéria sob condi¢des controladas foi mais longo
em solo argiloso, a area escolhida para realizar os experimentos de sobrevivéncia da Xvv sob
condigdes de campo foi com este tipo de solo. Entretanto, a Xvv apresentou baixa capacidade
de sobrevivéncia na forma de células livres em solo sob condi¢des de campo. A bactéria
sobreviveu por apenas 48 horas em todos os experimentos realizados a campo, mesmo tendo
sido aplicada ao solo suspensio bacteriana com cencentragio de 10® UFC mL™! (Figura 4.7).

A maioria das bactérias fitopatogénicas que causam doengas somente no filoplano das
plantas encontram dificuldades para sobreviver no solo, na auséncia de plantas hospedeiras.
Uma ativa flora microbiana, constituida por varios microrganismos como actinobactérias,
bactérias, fungos, nematoides e protozoarios (SCHUSTER; COYNE, 1974), exerceria
consideravel antagonismo sobre as bactérias fitopatogénicas no solo (JANSE, 2005). A acdo
antagonista ou competitiva de microrganismos pode interferir na sobrevivéncia de bactérias
mediante a produ¢do de compostos quimicos prejudiciais a bactéria, ou at¢ mesmo competindo
por nutrientes e nichos de sobrevivéncia (THEODORO; MARINGONI, 2002).

No presente estudo foi observado rdpido declinio da populagdo da Xvv no solo,
provavelmente devido a competicdo com a microflora presente no solo. Fatores climaticos,
principalmente precipita¢do, temperatura, e umidades do ar e do solo, devem também ter
influenciado na curta sobrevivéncia da bactéria no solo sob condi¢gdes de campo. A temperatura
pode influenciar a sobrevivéncia de Xvv como foi verificado nos estudos conduzidos em solo
argiloso sob condicdes controladas. Nessas condigdes, a bactéria sobreviveu por apenas 12 dias
na temperatura de 30 °C e por 30 dias a 25 °C. Contudo, ¢ importante ressaltar, que embora a
temperatura maxima durante os experimentos tenha variado de 26,9 a 32,8 °C em média nos
dois primeiros dias de avaliagdo, essa variacdo aparentemente nao interferiu na sobrevivéncia
da bactéria no solo. Aparentemente também ndo houve respostas de Xvv para as diferengas
contrastantes de precipita¢cdo e de umidade que ocorreram durante os periodos experimentais.
Assim, € possivel que a Xvv introduzida no solo possa ter tipo um custo de adaptagdo que teria
reduzido a sua capacidade de sobrevivéncia nessas condi¢cdes de campo.

Estudos com outras bactérias pertencentes ao género Xanthomonas revelaram resultados
variaveis de sobrevivéncia no solo. Como exemplos, a X. campestris pv. campestris que

sobreviveu por apenas quatro a sete dias (SILVA JUNIOR et al., 2020), a X. vasicola pv.
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musacearum que sobreviveu por até 20 dias (MWEBAZE et al., 2006), a X. citri subsp.
malvacearum que sobreviveu até 50 dias (ALLIPI, 1989), e a X. citri subsp. citri sobrevivendo
por 120 dias na superficie do solo (GRAHAM et al., 1989).

A sobrevivéncia de bactérias associadas a residuos culturais ¢ uma caracteristica comum
de muitas Xanthomonas spp. (FAYETTE et al., 2018). Na literatura sdo relatados diversos
estudos envolvendo a capacidade de sobrevivéncia de outras Xanthomonas. Entretanto, o
periodo de sobrevivéncia varia conforme a espécie bacteriana (TORRES, MARINGONI,
SILVA-JUNIOR, 2009; MWEABAZE et al., 2006; ZHAO, DAMICONE, BENDER, 2002).
Nos estudos envolvendo a sobrevivéncia de Xvv em residuos culturais de milho, o periodo
maximo de sobrevivéncia foi de 15 dias para aqueles mantidos na superficie do solo (Figura
4.8). Muito embora tenha ocorrido variagdes nas condigdes climaticas durante os periodos
experimentais, principalmente em relagdo a temperatura e precipitagdo que variaram de 25,6
°Ca31,5°Ce de 5,2 mm a 60 mm, respectivamente (Figura 4.9).

Estudos com X. phaseoli pv. manihotis sob condi¢cdes controladas revelaram a
sobrevivéncia em solos da bactéria por menos de 60 dias na presenca de alta umidade e por
mais de cinco meses sob condi¢des de seca (FANOU, ZINSOU, WYDRA, 2017). Precipitacao
e umidade do solo desempenharam papel decisivo na rapida deterioracdo de residuos de
mandioca e contribuiram para a curta sobrevivéncia de X. phaseoli pv. manihotis (FANOU,
ZINSOU, WYDRA, 2017). Estudos com X. translucens pv. translucens (MILUS; MIRLOHI,
1995) e X. vesicatoria (JONES et al., 1986) indicaram que a temperatura pode reduzir a
sobrevivéncia dessas bactérias em residuos culturais. Entretanto, nossos resultados com a Xvv
ndo permitem conclusivamente correlacionar as varidveis climaticas com o tempo de
sobrevivéncia da bactéria nas diferentes condigdes.

A sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas em residuos culturais mantidos na
superficie do solo ¢ mais longa em rela¢do a sobrevivéncia em residuos incorporados ao solo.
Podemos citar estudos realizados com X. phaseoli pv. manihotis (FANOU, ZINSOU, WYDRA,
2017), X. vesicatoria (JONES et al., 1986), X. citri subsp. citri (GRAHAM et al., 1989) e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (FATMI; SCHAAD, 2002). As bactérias
fitopatogénicas normalmente ndo produzem estruturas de resisténcia ou de sobrevivéncia,
sendo assim, tem um periodo de sobrevivéncia relativamente maior em condi¢des mais secas.
Isto ocorre com residuos culturais mantidos proximos a superficie do solo, em comparag¢ao com
aqueles incorporados ao solo, pois estariam protegidos da a¢do da microbiota antagdnica
naturalmente presente no solo. Cabe lembrar que essa microfauna depende de agua para as

atividades metabolicas e também para se movimentar (TORRES, MARINGONI, SILVA
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JUNIOR, 2009).

Segundo Leben (1981), quando microrganismos sdo expostos a dessecagdo, baixa
temperatura, aumento da concentragdo de sal ou outro fator, ocorre desaceleracdo do
metabolismo, dorméncia ou um estado hipobiodtico. Quando a umidade do solo ¢ baixa, a
decomposi¢do ¢ mais lenta, ou até interrompida, e com isso a sobrevivéncia da bactéria ¢
prolongada (TORRES, 2001). Consequentemente, a capacidade de sobrevivéncia de células
bacterianas em estado de metabolismo ativo € menor, comparativamente aquelas em estado de
metabolismo reduzido (SCHUSTER; COYNE, 1977). Quando ha umidade, tanto os residuos
quanto as proprias células das bactérias fitopatogénicas sdo rapidamente degradados pelos
componentes da microbiota do solo (TORRES, 2001).

Nos residuos culturais de milho infectados com a bactéria e incorporados ao solo a 20
cm de profundidade, células viaveis de Xvv foram recuperadas apenas no dia da instalagao dos
experimentos (Tabela 4.4). Porém, a auséncia de detec¢do por isolamento em meio de cultura
seletivo pode ndo ser totalmente indicativo da auséncia do patdogeno nos residuos de cultura. A
bactéria poderia estar presente em niveis ndo detectdveis por meios convencionais. Ortiz-Castro
(2019) analisou a sobrevivéncia de Xvv associada a residuos culturais de milho contaminados
naturalmente nos EUA, e ndo conseguiu recuperar bactérias viaveis desses residuos culturais
mantidos na superficie do solo e nem daqueles incorporados ao solo, apds seis meses.
Entretanto, pela metodologia de qPCR detectou Xvv nesses residuos, porém nao sendo possivel
determinar se a bactéria estava vidvel pela metodologia empregada. Além disso, foi observado
que havia mais bactérias nos residuos culturais mantidos na superficie do solo, em comparacao
com os incorporados ao solo. Estes resultados corroboram com os obtidos no presente estudo.
Resultados semelhantes foram também obtidos com X. hortorum pv. vitians. as células vidveis
da bactéria foram recuperadas de residuos culturais mantidos na superficie do solo por até 30
dias, enquanto que nas amostras incorporadas ao solo, ndo foi possivel a recuperagao da bactéria
(FAYETTE et al., 2018).

Os resultados obtidos mostram que a Xvv sobrevive por um curto periodo de tempo em
solo e em residuos culturais infectados sob condi¢des de campo. Esse curto periodo de
sobrevivéncia sugere que o solo e os residuos de milho de safras anteriores ndo seriam
importantes fontes de indculo primdrio para a proxima cultura de milho. Esta sobrevivéncia ¢
ainda menor na sucessdo milho-soja, pois a soja ndo ¢ uma planta hospedeira de Xvv e existe
um periodo de pousio entre a colheita de milho e semeadura de soja. No entanto, ¢ importante
remover das lavouras de milho plantas invasoras como Digitaria horizontalis, D. insularis,

Echinochloa colonum, Eleusine indica e plantas cultivadas voluntarias potenciais hospedeiras
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da bactéria, como Avena sativa, A. strigosa, Hordeum vulgare, Oryza sativa, pois elas poderiam
servir como reservatorios epifiticos de Xvv. Também ¢ recomendado nao realizar a sucessao de

milho com espécies hospedeiras e potenciais hospedeiras da bactéria.

4.6 CONCLUSOES

Este ¢ o primeiro estudo sobre a sobrevivéncia de Xvv no solo, sob condi¢des
controladas e a campo, ¢ em residuos culturais a campo em ambiente subtropical brasileiro. Xvv
pode sobreviver como células livres no solo em condigdes controladas de 4 a 40 dias
dependendo do tipo de solo e da temperatura, porém apresenta reduzida capacidade de
sobrevivéncia no solo em condi¢cdes de campo de apenas 48 horas e de 15 dias associada a

residuos culturais de milho.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

a) As gramineas Avena sativa, Avena strigosa, Hordeum vulgare, Oryza sativa,
Brachiaria brizantha (cv. Brizantha e cv. Marandu), Digitaria horizontalis, Digitaria insularis,
Echinochloa colonum, Eleusine indica e Sorghum arundinaceum sao hospedeiros sintomaticos

da bactéria Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv);

b) A bactéria Xvv apresenta capacidade de colonizagdo epifitica em plantas cultivadas
como Saccharum officinarum, Triticum aestivum, Phaseolus vulgaris, Helianthus annus e
Glycine max, plantas de adubagao verde como Mucuna aterrima vc. mucuna preta ¢ Pennisetum
glaucum, forrageiras e de pastagens como Brachiaria decumbens cv. Basilisk, Brachiria
ruzisiensis € Panicum maximum, e invasoras como Brachiaria plantaginea, Amaranthus viridis
e Conyza sp. As plantas invasoras Chloris polydactyla, Galinsoga paviflorae e Richardia
brasiliensis ndo apresentaram colonizagao epifitica de Xvv. O periodo maximo de sobrevivéncia

epifitico da bactéria foi de 30 dias em 19 espécies avaliadas;

c) A sobrevivéncia da bactéria Xvv como células livres no solo sob condi¢des
controladas pode variar de 4 a 40 dias, dependendo do tipo de solo e da temperatura. O tempo
maximo de sobrevivéncia foi em solo argiloso em temperatura de 20 °C. Na temperatura de 30

°C, a sobrevivéncia foi menor, independentemente do tipo de solo;

d) A bactéria Xvv apresentou reduzida capacidade de sobrevivéncia no solo em

condi¢des de campo, no maximo 48 horas;

e) A sobrevivéncia de Xvv associada a residuos culturais de milho foi influenciada pela
incorpora¢ao ou ndo do material vegetal ao solo. O tempo maximo de sobrevivéncia da bactéria

em residuos de milho mantidos na superficie do solo foi de 15 dias.
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