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DUIN, Izabela Moura. Analise genémica e controle biolégico de Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum agente causal da estria bacteriana do milho. 2022.
Tese de Doutorado (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho. Existem diversos fatores que
reduzem a produtividade da cultura, entre eles doengas foliares, como a estria
bacteriana do milho. Essa doenga causada pela bactéria Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum (Xvv) é de recente ocorréncia em importantes regides produtoras do
cereal e vem trazendo novos desafios a pesquisa e ao setor produtivo. Estudos
envolvendo a caracterizagao genética de isolados brasileiros de Xvv sdo necessarios
para comparar com isolados de outros paises. Ainda nao existem métodos de
controle eficientes para a doencga, portanto, a busca por métodos bioldgicos de
controle, incentivaram a execugdo desse estudo. Sendo assim, os objetivos do
trabalho foram: i) fazer estudos comparativos do genoma de isolados brasileiros de
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum, agente causal da estria bacteriana do milho,
com genomas de isolados da bactéria de outras origens geograficas e também com
outras espécies de Xanthomonas; e ii) avaliar a atividade antibacteriana contra Xvv e
o controle da estria bacteriana do milho dos isolados LAFUEL 01, LAFUEL 02 e
LAFUEL 03. Foram comparados seis isolados brasileiros de Xvv com 12 genomas
de X. vasicola. O conteudo G+C (%) encontrado nos genomas de Xvv foi de
aproximadamente 63,25%. Os isolados brasileiros de Xvv se mostraram intimamente
relacionados com isolados de milho da Argentina e da Africa do Sul, seguidos pelos
dos EUA. Diferencas gendmicas podem ser observadas nos genes que codificam
sistemas de secregéo de proteinas e ilhas gendmicas. Um sistema de secrecdo do
Tipo IV foi localizado estando presente apenas no genoma do isolado proveniente
da Argentina. Todas as linhagens brasileiras de Xvv de milho analisadas nédo
possuiam o efetor XopAF, que esta presente em linhagens de Xvv de cana-de-
acucar. Os isolados LAFUEL 01 e LAFUEL 02 foram identificados como
pertencentes ao género Bacillus e, com o sequenciamento do genoma do isolado
LAFUEL 03 foi possivel identifica-lo como B. velezensis. Os isolados LAFUEL 01,
LAFUEL 02 e LAFUEL 03, e seus metabdlitos apresentaram atividade antibacteriana
contra Xvv e foram capazes de controlar a estria bacteriana em plantas de milho.
Essa é a primeira publicagdo de sequenciamento gendmico de isolados brasileiros
de Xvv de milho. Esse é o primeiro relato de controle biolégico para Xvv por Bacillus
velezensis.

Palavras-chave: Bacillus velezensis; Bioinformatica microbiana; Controle bioldgico;
Genbmica bacteriana; Gendmica comparativa; Zea mays.



DUIN, Izabela Moura. Genomic analysis and biological control of Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum causal agent of the bacterial leaf streak of corn. 2022.
Tese de Doutorado (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Brazil is the third largest corn producer in the world. Several factors can reduce crop
productivity, including foliar diseases, such as bacterial leaf streak of corn. The
disease, caused by the bacterium Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv), of
recent occurrence in important cereal producing regions, is bringing new challenges
to research and to the productive sector. Studies involving the genetic
characterization of Brazilian isolates of Xvv are needed to compare with corn isolates
from other countries. There are still no efficient control methods for this disease,
therefore, the search for biological control methods encouraged the execution of this
study. Therefore, the objectives of our research were: i) to carry out comparative
studies of the genome of Brazilian strains of Xanthomonas vasicola pv. vasculorum,
causal agent of bacterial leaf streak of corn, with the genomes of bacterial isolates
from other geographic origins and also with other Xanthomonas species; and ii) to
evaluate the antibacterial activity against Xvv and the control of bacterial leaf streak
of maize by the strains LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03. Six Brazilian
strains of Xvv were compared with 12 genomes of X. vasicola. The G+C content (%)
found in the Xvv genomes was approximately 63.25%. The Brazilian strains of Xvv
were closely related to corn strains from Argentina and South Africa, followed by
those from the USA. Genomic differences can be observed in genes encoding
protein secretion systems and genomic islands. A Type IV secretion system was
found only in the genome of the isolate from Argentina. All Brazilian corn Xvv strains
analyzed did not have the XopAF effector, which is present in sugarcane Xvv strains.
The isolates LAFUEL 01 and LAFUEL 02 were identified as belonging to the genus
Bacillus and, by sequencing the genome of the isolate LAFUEL 03, it was possible to
identify it as B. velezensis. The isolates LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03,
and their metabolites showed antibacterial activity against Xvv and were able to
control bacterial leaf streak in corn plants. This is the first publication of Xvv Brazilian
strains of corn genomic sequencing. This is the first report of biological control for
Xvv by Bacillus velezensis.

Key words: Bacillus velezensis; Bacterial genomics; Biological control; Comparative
genomics; Microbial bioinformatics; Zea mays.



ARTIGO A

Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

ARTIGO B

Figure 1.

LISTA DE FIGURAS

Heatmap generated with the OrthoANI values calculated by OAT

software for Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain RL1

and closely related Xanthomonas vasicola strains. ............ccccccuueee..

Identity ANI matrix for Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

strains from Brazil and closely related Xanthomonas vasicola

PANOVAIS... .o

Phylogenetic tree reconstructed for Xanthomonas vasicola pv.

vasculorum strains from Brazil and closely related Xanthomonas

vasicola PatNOVArS. .........cooiiiiii e

Venn diagrams showing the sharing of orthologous genes for: (A)
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains Arg4A (Argentina),
NE744 (USA), RL1 (Brazil) and SAM119 (South Africa); (B)
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains NCPPB1326
(isolate from sugarcane) and RL1 (isolate from corn); (C)
Xanthomonas vasicola pv. holcicola strain Mex1 and
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain RL1; and (D)

Xanthomonas vasicola pv. arecae strain NCPPB902 and

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain RL1.........................

Amplification of the xopAF gene from Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum strains. Lane L: 100 bp DNA ladder (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA); Xvv Br1, Xvv Br2, Xvv Br3, Xvv Br4, Xvv
Br5, Xvv Br6, Xvv Br7, RL1 and RL2, Brazilian corn strains of
Xvv; NCPPB 1381; lane 11: NCPPB 795 and: NCPPB 796,

A7

...80

sugarcane strains of Xvv; and NTC, no template control (NTC)........... 85

Agar diffusion test (pour plate) of the antagonism of LAFUEL 01,
LAFUEL 02, and LAFUEL 03 against Xanthomonas vasicola pv.

vasculorum - Xvv RL1. Concentration of 108 CFU mL™" of Xvv —



Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

Figure S1.

RL1 and 10 uL aliquots of cell suspension of each strain adjusted
at O.D. soonm = 0.3. The orange line shows the growth inhibition
halos of Xvv — RL1. A, control; B, LAFUEL 01; C, LAFUEL 02;

and D, LAFUEL 03. Bar =30 MM......oivuiiiieeeeeeeee e

Agar well diffusion test (pour plate) of the antagonism of LAFUEL
01, LAFUEL 02, and LAFUEL 03 against Xanthomonas vasicola
pv. vasculorum RL1. Concentration of 108 CFU mL"' of RL1
strain and 200 uL aliquots of cell-free supernatant of each strain,
fermented in LB (A) and ISP2 (B) media. A1, control; A2,
LAFUEL 01; A3, LAFUEL 02; A4, LAFUEL 03; B1, control; B2,
LAFUEL 01; B3, LAFUEL 02; and B4, LAFUEL 03. The orange

line shows the growth inhibition halos of Xvv RL1 strain. Bar 40

11

In vitro assays for biofilm formation and swarming motility.
Pellicle formation on TSB medium: (A1) LAFUEL 01; (A2)
LAFUEL 02; (A3) LAFUEL 03; and (A4) negative control. Motility
test: (B1) negative control, (B2) LAFUEL 01, (B3) LAFUEL 02,

AN (B4) LAFUEL 03 ..o eeess e s s eneseeeeens

Heatmap generated with the OrthoANI values calculated by OAT

software for Bacillus velezensis strain LAFUEL 03 and closely

related BacilluS SPECIES. ......ocvveieeiiie e

Phylogenomic tree representing the similarity between strains of
the Bacillus subtilis group. The matrix was generated by RaxML

and exported to FigTree. The bootstrap value with 100

replications is shown on the nodes............cccccooiiiiiiiiiii e,

Probability of growth inhibition of Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum RL1 strain by the isolates LAFUEL 01, LAFUEL 02
and LAFUEL 03 in two culture media, LB and ISP2, according to

the nonparametric Kaplan-Meier analysis (log-rank test) ..................

...105

...108

110



LISTA DE TABELAS

ARTIGO A

Table 1.

Table 2.

Table 3.

List of Xanthomonas vasicola pathovars and strains included in this

Draft Genome characteristics of the sequencing and assembly of
six Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains from Brazil
causing bacterial leaf streak of Corn. ... 75
Number, size (bp) and type of genes in the genome islands present
in the genomes of Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains
I = T To I 0 S 82

ARTIGO B

Table 1.

Table 2.

Table 3.

Table 4.

Table 5.

Table 6.

Table 7.

Treatments and doses of LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03
and chemicals used in the experiment of control of bacterial leaf

Growth inhibition halos (mm) of Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum RL1 strain in Nutrient Agar medium at a concentration
of 108 CFU mL-" and 200 pL aliquots of cell-free cell supernatant of
each strain fermented in LB and ISP2 media in the antagonism test
using the agar well diffusion method (pour plate)........ccccccceeeeiieiiiinininnnnnn. 105
Severity and efficiency of control of bacterial leaf streak in IPR 164
hybrid corn plants treated with formulations of LAFUEL 01, LAFUEL
02, LAFUEL 03, mancozeb and cooper oxychloride. Severity was
assessed in 3™ and 4" leaves at 21 days after inoculation with
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum RL1 strain ...............cccooeeeeinnnnnl. 107
Summary of the characteristics of the Bacillus velezensis LAFUEL
03 GENOMIE ... 109
Genome comparison of Bacillus velezensis LAFUEL 03 with
different BacilluS SPP «...ceeeeeeeeeeiiieie ettt 111
Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) found in the Bacillus velezensis
LAFUEL 03 genome using the webserver antiSMASH 6.0...................... 113
Genes related to biofilm formation/regulation on Bacillus velezensis
LAFUEL O3 ...ttt e e e e e e e 114



ANI
BLAST
BLS
CDSs
CFS
CFU
CNPq
dDDH
DNA
EDTA
EPS
EUA
FIESP
GFP
GGDC
Gls
hrp
IDR
ISs
ISP2
KEGG
LB
LPS
MAPA
MGEs
MIC
MLSA
NA
NB
NCBI
NGS
0O.D.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Average nucleotide identity

Basic Local Alignment Search Tool

Bacterial leaf streak

Coding DNA sequences

Cell-free supernatant (sobrenadante livre de células)
Colony forming unit (unidade formadora de col6nia)
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Digital DNA-DNA Hybridization

Acido desoxirribonucleico

Acido etilenodiamino tetra-acético

Polissacarideos extracelulares

Estados Unidos da América

Federacao das Industrias do Estado de Sao Paulo
Green fluorescent protein

Genome-to-Genome Distance Calculator

Genomic islands

Hypersensitive response and pathogenicity

Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana
Sequéncias de insercao

International Streptomyces Project-2

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome

Luria Bertani

Lipopolissacarideos

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Mobile genetic elements

Minimum inhibitory concentration

Multilocus sequence analysis

Nutrient agar (agar nutriente)

Nutrient broth (caldo nutriente)

National Center for Biotechnology Information
Next-Generation Sequencing (Sequenciamento de Préxima Geragéao)

Optical density (densidade otica)



OGRIs Genome related indices

PCR Reacao de polimerase em cadeia

QTL Quantitative Trait Loci

gPCR Reacao de polimerase em cadeia quantitativa
rRNA Ribosomal RNA

RNA Acido ribonucleico

rPf Resuscitation promoting factors (fatores de patogenicidade)
T2SS Sistema de secregéao Tipo |l

T3SS Sistema de secrecgao Tipo |l

T3E Efetor tipo Il

Tn Transposons

TSA Trypticase soy agar

TSB Trypticase soy broth

USA United States of America

USDA United States Department of Agriculture

Xce Xanthomonas citri subsp. citri

Xacm Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis

Xc Xanthomonas campestris pv. campestris

Xvh Xanthomonas vasicola pv. holcicola

Xvwv Xanthomonas vasicola pv. vasculorum



2.1
2.2
2.21
222
223
224
2.3
2.3.1
23.2
233
24

SUMARIO

INTRODUGAO ... 16
REVISAODE LITERATURA ... 18
IMPORTANCIA DA CULTURA DO MILHO ...t 18
ESTRIA BACTERIANA DO MILHO ...coiiiiiiiiie e 20
O AGENTE CAUSAL: XANTHOMONAS VASICOLA PV. VASCULORUM..........cceuueeennnn. 22
SINTOMATOLOGIA. .....eteeeeeeeittieeeeeeteeee e e et e e e e eestte e e e s anbeeeaeesnsbeeeessassseeeesanneeeas 28
EPIDEMIOLOGIA. .....oviiie ittt e ettt ettt e e e e e et e e e s e nb e e e e e enreeaeeans 29
MEDIDAS DE MANEJO E CONTROLE ....uuiieeeeeeeeeiiitiieeeeeeeeeeeennnnnseeeeeeeeeeennnnnnnns 31
GENOMICA DE BACTERIAS. ....ceeiiteiiieeeeeeeeeeetties s e e e e e e eeeatana s e e e e e e e eeeannnnaneeeaees 32
GENOMICA COMPARATIVA....cciiiee et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaeens 33
GENOMICA DE XANTHOMONAS SPP. ......utiieeeeeiieee e e eeitee e e e eeiree e e e eiaaeea e e enaaeeas 36
GENOMICA DE BACILLUS SPP.. ...cttiiieeeeeeeeeeeitieaae e e e eeeeeeetanaaeseaeaeeeeasnnnnnaeeaees 40
CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGCAS BACTERIANAS .....ouviivieeiiieeeeeeeeeveeeeneeens 43
REFERENCIAS ...ttt n e 49

ARTIGO A: COMPARATIVE GENOMIC OF XANTHOMONAS VASICOLA PV.
VASCULORUM CAUSAL AGENT OF BACTERIAL LEAF STREAK OF CORN IN

] 274 | S 69
ABSTRACT ..ttt e e e e e e e e 69
INTRODUGCTION ...ttt e a e 70
MATERIALS AND METHODS ...t 71
RESULTS .ot e e e e e e e e et e e e e e e e e aaaa 75
DISCUSSION ...t e e e st e e e e eareeaeeans 85
CONCLUSIONS ...t a e e a e s as 87
REFERENGES ... .ot 88

ARTIGO B: GENOME INSIGHTS ON THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF
BACILLUS SP. AND ITS POTENTIAL FOR THE BIOCONTROL OF BACTERIAL
LEAF STREAK OF CORN CAUSED BY XANTHOMONAS VASICOLA PV.
VASCULORUM ........coueeeeeeeee et e et e et e e e et e e e e e et eeea e e e ea e eeaas 94
AB ST RA CT e 94



INTRODUGCTION ...t 95

MATERIALS AND METHODS ... 96

RESULTS e a e e 103
DISCUSSION ...t e e 115
CONCLUSIONS ... 118
REFERENCES ... e 119

SUPLEMENTARY .ttt 127



16

1 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais produzido no mundo, com
uma producido em torno de 1,19 bilhdes de toneladas na safra 2021/2022. Existem
diversos fatores que afetam a produtividade da cultura, como fatores climaticos,
pragas e doengas. Entre as doencas de etiologia bacteriana, a estria bacteriana é
uma doenga foliar de ocorréncia recente em importantes regiées produtoras de milho
e vem trazendo novos desafios a pesquisa e ao setor produtivo.

A bactéria Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv) (COBB
1894), agente causal da estria bacteriana do milho, foi relatada inicialmente na Africa
do Sul, em 1949. Nos ultimos anos, a doencga foi relatada nos Estados Unidos em
2016 e na Argentina em 2017. Em 2018, a sua ocorréncia foi constatada em regides
produtoras de milho no estado do Parana, Brasil. Além de causar doenga em milho,
a Xvv também pode causar o ‘gumming disease’ em cana-de-agucar (Saccharum
officinarum).

Além do milho e cana-de-agucar, a Xvv ja foi relatada como
patdogeno de palmeiras (Dictyosperma album, Roystonea regia, e Areca catechu),
bambu (Thysanolaena maxima) e sorgo (Sorghum spp.). Estudos envolvendo
inoculagdes artificiais com Xvv revelaram a patogenicidade em arroz (Oryza sativa
L.), aveia (Avena sativa L.) e milho pipoca (Zea mays L.), 0 que sugere que essa
bactéria apresenta diversas plantas hospedeiras.

Informacgdes sobre o agente causal, o impacto da doenca na cultura
do milho e os danos econdbmicos causados pela estria bacteriana ainda sao
limitadas. O seu relato recente em importantes regides produtoras de milho das
Américas e sua ocorréncia ainda restrita a algumas regides produtoras contribuem
com essa caréncia de informacgoes.

Ainda ndo existem estudos sobre a caracterizacdo molecular da
bactéria Xvv isolada de milho no Brasil e a diferenciacdo genética em relagdo a
outros isolados provenientes de lavouras de milho de outras regides do mundo.
Diferencas genéticas, em especial relacionadas a aquisigdo de genes de viruléncia,
tém sido verificadas entre estirpes de Xvv isoladas de milho dos Estados Unidos,

Argentina e Africa do Sul.
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Ainda nao esta claro porque a estria bacteriana do milho continua a
se disseminar nas Américas ou quao severas podem ser as futuras epidemias.
Estudos epidemiolégicos da doenga e de caracterizagdo da bactéria sao
imprescindiveis para desenvolver medidas eficientes visando a sua prevencéo e
controle. Além disso, entender como essa doenga se originou e quais os fatores que
favorecem a disseminagao de seu agente causal € crucial para evitar perdas futuras.

Nao existem métodos de controle efetivos para a doenca apos sua
instalacdo na cultura. O método mais utilizado para controle de doengas bacterianas
tem sido a utilizagdo de produtos cupricos. Entretanto, métodos alternativos, como o
controle biologico, apresentam grande potencial e € uma estratégia que vem sendo
empregada para o controle de doengas bacterianas de plantas.

O presente estudo teve por objetivos: i) fazer estudos comparativos
do genoma de isolados brasileiros de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum, agente
causal da estria bacteriana do milho, com genomas de isolados da bactéria de
outras origens geograficas e também com o genoma de outras espécies de
Xanthomonas; e ii) avaliar a atividade antibacteriana dos isolados LAFUEL 01,
LAFUEL 02 e LAFUEL 03 contra X. vasicola pv. vasculorum e o controle da estria
bacteriana do milho.

Objetivos especificos:

e Sequenciar o genoma de isolados brasileiros de Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum, agente causal da estria bacteriana do milho;

e Comparar o genoma do isolado RL1, originario do Brasil, com os genomas de
isolados de Xvv de outras origens geograficas e com o genoma de outros
patovares de X. vasicola;

¢ Identificar regides de interesse no genoma de Xvy;

e Avaliar a atividade antibacteriana dos isolados LAFUEL 01, LAFUEL 02 e
LAFUEL 03 contra o isolado RL1 de Xvv;

e Avaliar o controle da estria bacteriana do milho com isolados LAFUEL 01,
LAFUEL 02 e LAFUEL 03.

¢ Identificar molecularmente os isolados LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL 03 e
comparar com outros isolados do mesmo género;

e Sequenciar o genoma do isolado LAFUEL 03.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae (antiga familia
das gramineas), subfamilia Panicoideae. E uma espécie alégama e diploide, de ciclo
anual, porte robusto e ereto (PATERNIANI, 1980). A planta possui ampla adaptacéao
a diferentes condicbes de ambiente, podendo ser cultivada em praticamente todas
as regides agricolas do mundo, porém nao tolera geada (MEGALHAES et al., 2002).
Para a expressdo do seu maximo potencial produtivo, o milho necessita de altas
temperaturas, em torno de 24 a 30 °C, radiacdo solar elevada e adequada
disponibilidade hidrica no solo (BOREM; GIUDICE, 2004). A planta apresenta
elevado potencial produtivo e é bastante responsiva a tecnologia, sendo desta
maneira uma das espécies vegetais mais comumente utilizadas em pesquisas
genéticas em funcado da facil manipulagdo das estruturas reprodutivas (TROJAN,
2016).

O milho possui grande importdncia social e econdmica,
principalmente pela geracdo de empregos na zona rural e urbana; e representa um
dos principais € mais tradicionais cereais cultivados devido a sua importancia nos
diferentes elos da cadeia do agronegdcio (GALVAO et al., 2014). Sua relevancia é
observada para pequenos produtores que abordam a cultura como matéria prima
para alimentacado familiar, ou mesmo na alimentacdo de animais, tendo um aspecto
de sustentabilidade na condicdo minifundiaria, seja com o uso de variedades
crioulas, variedades melhoradas e/ou hibridas (ARAUJO et al., 2013).

A importancia socioeconémica da cultura do milho no mundo provém
da ampla extensdo geografica na qual é cultivado e por ser um dos principais cereais
utilizados como fonte energética nas alimentagdes animal e humana, e em varios
segmentos industriais (DUARTE; GARCIA; MATTOSO, 2005). Por essa razao, sua
demanda no mercado nacional e internacional é bastante elevada, sendo
caracterizada como importante commodity (FOCOAGRO, 2016).

Concomitantemente a sua importancia em termos de producéo, a
cultura ainda se notabiliza pelos diversos usos, com estimativas apontando para

mais de 3.500 aplicagbes deste cereal (CONTINI et al., 2019). Além da relevancia no
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aspecto de seguranca alimentar, na alimentagdo humana e, principalmente, na
alimentagao animal, é possivel utilizar o milho para uma infinidade de produtos, tais
como combustiveis, bebidas, polimeros, etc. (MIRANDA, 2018).

No Brasil, o milho € a segunda maior cultura do agronegocio e um
importante produto de exportagao, sendo cultivado em todas as regides do Pais em
mais de dois milhdes de estabelecimentos agropecuarios (CONTINI et al., 2019).
Nas ultimas décadas, a producédo brasileira de milho teve transformacdes profundas,
reduzindo sua importancia como cultura de subsisténcia de pequenos produtores e
aumentando sua participagdo em uma agricultura comercial eficiente, com
deslocamento geografico e temporal da produgéo (CONTINI et al., 2019).

Atualmente, os maiores produtores mundiais de milho sdo China
com 380.8 milhdes de toneladas, e Estados Unidos, com uma estimativa de
producao para a safra de 2021/2022 de aproximadamente 366 milhdes de toneladas
(UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2021). O Brasil
ocupa a terceira colocagdo no ranking de maiores produtores e a segunda posigéao
como exportador mundial de milho (Federagdo das Industrias do Estado de S&o
Paulo - FIESP, 2021). De acordo com a FIESP (2021), em 2022, o consumo mundial
deve crescer 3% em relagao a safra anterior.

Além de fazer parte do consumo humano, o milho ¢ um dos
principais insumos agroindustriais da cadeia produtiva de frangos, suinos e pecuaria
leiteira, fornecendo a esses animais uma grande concentragdo de amido, Oleos e
vitaminas (ABIMILHO, 2022).

A produtividade do milho vem crescendo de maneira significativa em
decorréncia da evolucao do sistema de producgao, utilizagdo de sistema de plantio
direto, utilizagdo de cultivares de alto potencial genético, uso intensivo do manejo
integrado de pragas, doencgas e plantas daninhas, uso de sementes melhoradas,
entre outros (PEREIRA FILHO, 2015). No entanto, a exposi¢ao da cultura do milho
aos mais variados estresses bidticos e abidticos dificultam a exploragdo do maximo
potencial genético para a produtividade de graos (BRITO et al., 2013).

Embora o milho seja considerado tolerante a estresses, tem se
manifestado vulneravel a incidéncia de patdogenos, comprometendo dessa maneira a
produtividade da cultura (PEREIRA, 2016). O agravamento da incidéncia e

severidade das doengas acompanha a evolugédo da cultura (PEREIRA, 2016). Esse



20

agravamento tem sido atribuido principalmente a realizagédo de plantio direto na
palhada sem rotagao de culturas, frequentemente em sucessdo com a soja. Regides
de clima quente, onde o plantio de milho ocorre em varios meses do ano,
proporcionam sobreposi¢céo do ciclo de doengas (PINTO et al., 1997; OLIVEIRA et
al., 2005; BRITO et al., 2013; SOUZA; PEREIRA; SOUZA, 2015). A maior ocorréncia
de doengas na cultura do milho tem impactado a produtividade e a qualidade dos
graos, mesmo tendo disponiveis no mercado hibridos de milho com diferentes graus
de resisténcia as diferentes doencgas (PEREIRA, 2016).

As doencas que afetam o milho ocorrem em todas as regides
produtoras do Brasil, tornando se uma preocupacgao para o produtor (MOTA, 2019).
Quando afetado por doencas foliares de maneira severa, o milho pode sofrer danos
irreparaveis que refletem na produtividade, tanto pela redu¢do do numero, quanto do
tamanho e densidade total dos graos (PEREIRA, 2016).

2.2 ESTRIA BACTERIANA DO MILHO

A estria bacteriana do milho, causada pela bactéria Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum (Xvv), foi relatada pela primeira vez em lavouras de milho na
Africa do Sul em 1949 (DYER, 1949). Em seu primeiro relato, causou poucos danos
e foi considerada economicamente sem importancia (COUTINHO; WALLIS, 1991).
Hoje, a doenca ocorre no oeste da Africa do Sul, em provincias quentes, onde o
milho é cultivado com irrigagdo. Nao existem cultivares resistentes disponiveis no
mercado, porém, ha diferenga na suscetibilidade de gendtipos para essa doenca,
indicando que a resisténcia pode ser quantitativa (ORTIZ-CASTRO et al., 2020).

Em 2016 a doenca foi relatada nos Estados Unidos, ocorrendo em
lavouras de milho de nove estados do centro oeste americano, porém, os primeiros
sintomas foram observados em 2014 (KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017). Na
Argentina, os primeiros sintomas foram visualizados em 2010, e o primeiro relato foi
em 2017, na provincia de Cérdoba, e desde entdo foi constatada em importantes
regides produtoras de milho, estando hoje distribuida em nove provincias produtoras
do cereal (PLAZAS et al., 2018). Em 2018, a ocorréncia da estria bacteriana foi

relatada pela primeira vez no Brasil, em regides produtoras de milho no estado do
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Parana (LEITE JUNIOR et al., 2018, 2019). Ndo ha relatos da doenga em outros
paises produtores de milho, como México, China e Australia, mas é possivel que a
estria bacteriana do milho venha a ocorrer nestas regides no futuro (ORTIZ-
CASTRO et al., 2020). A bactéria ndo € considerada uma praga quarentenaria em
termos fitossanitarios no Brasil (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
- MAPA, 2018ab).

Embora a Xvv em milho tenha sido relatada pela primeira vez na
Africa do Sul ha mais de 70 anos, ndo esta claro como e quando essa bactéria foi
introduzida nos Estados Unidos e na Argentina. Perez-Quintero et al. (2020)
sugeriram a ocorréncia de dois eventos que poderiam ter levado a introdugao de Xvv
do milho para as Américas, um em torno de 1997 e outro em torno de 2010. A
presencga de isolados da Argentina como raizes de clados em analises filogenéticas
sugere que essa introducéo foi a primeira na América do Sul (PEREZ-QUINTERO et
al., 2020).

A estria bacteriana do milho atingiu grandes propor¢cées em alguns
estados americanos, como Nebraska, Colorado e Kansas, com niveis de incidéncia
superiores a 90% e severidade maior de 50% de area foliar infectada em varias
lavouras (KORUS et al., 2017). A doenca foi reportada em varios outros estados nos
Estados Unidos, incluindo lowa, lllinois, Minnesota, Oklahoma, Dakota do Sul,
Wisconsin e Texas (DAMICONE et al., 2018; JAMANN et al., 2019; KORUS et al.,
2017; SMITH et al., 2018). Com base no desempenho historico dos hibridos de milho
na regido, as perdas de produtividade estimada em areas com maior severidade da
doencga variaram de 5 a 15% (ORTIZ-CASTRO et al., 2020). O Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) emitiu uma declaragdo em 2016 indicando
que nao considerou a doengca como sendo de quarentena significativa para o
comércio interno e externo de milho (BOEHLAND, 2016).

No Brasil, a ocorréncia da estria bacteriana foi relatada com base em
isolamentos a partir de diversas amostras foliares de milho com sintomas de estria
bacteriana coletadas em lavouras das regides Norte, Oeste e Centro-Oeste do
estado do Parana. Os isolados obtidos destas amostras produziram col6nias com
caracteristicas mucoides e de coloracdo amarela em meio agar nutriente, tipicas de
bactérias do género Xanthomonas (LEITE et al., 2018, 2019). A patogenicidade dos

isolados bacterianos para o milho foi confirmada pela inoculacdo em plantulas de
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milho de cultivares suscetiveis a doenga, sendo possivel observar o
desenvolvimento de lesdes semelhantes as das amostras provenientes do campo
(LEITE et al., 2018). A bactéria isolada apresentou células com formato de
bastonete, reacdo gram-negativa, e crescimento nao fluorescente e nao fermentativo
(LEITE et al., 2018). A analise de sequéncias génicas da regiao 16S do rDNA
amplificadas por PCR, utilizando os iniciadores universais fD1 e rD1, revelou
similaridade genética de 99% com Xvv estirpe SAM 119 (NCCPB No. 4614), patotipo
do patovar, isolada de milho na Africa do Sul (LEITE et al., 2018, 2019).

221 O agente causal: Xanthomonas vasicola pv. vasculorum

O género Xanthomonas compreende um grupo de bactérias
fitopatogénicas de grande relevancia por terem uma ampla gama de plantas
hospedeiras e causarem perdas econdmicas significativas para a agricultura. As
bactérias desse género apresentam células do tipo bastonete, gram-negativas,
moveis por um unico flagelo polar, aerébicas obrigatérias e formam em meio de
cultura agar nutriente colbnias viscosas e brilhantes, de bordos lisos com
pigmentagcdo amarela intensa, ou brancas e de aspecto mucoide (SCHAAD; JONES;
LACY, 2013).

Xvv pertencente a divisdo Gamaproteobactéria (KORUS et al., 2017,
VAUTERIN et al., 1995). E uma bactéria gram-negativa, com células em formato de
bastonete, moéveis, ndo fermentativa e néo fluorescente (KORUS et al., 2017;
VAUTERIN et al., 1995).

Ao contrario da estirpe de Xvv que infecta a cana-de-acucar, a Xvv
que causa a estria bacteriana nao infecta sistemicamente o milho (HARTMAN, 2018;
ORTIZ-CASTRO, 2019). A falta de movimento sistémico em Xvv pode ser devido a
diferengas na morfologia e fisiologia entre milho e cana-de-agucar (NORTH, 1935
apud ORTIZ-CASTRO, 2019)" ou devido a auséncia do efetor XopAf ou algum outro
efetor necessario para a propagacgao sistémica que esta presente na Xvv de cana-
de-acucar. Cabe salientar que inoculagbes de Xvv de milho em cana-de-agucar

!'North DS, 1935. The gumming disease of sugarcane, its dissemination and control.
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causaram infec¢do, porém, ndo causaram resposta sistémica (ORTIZ-CASTRO,
2019).

Isolados de Xvv obtidos de cana-de-agucar e palmeiras foram
patogénicas para milho, sorgo e cana-de-agucar (QHOBELA; CLAFLIN, 1992). Em
contrapartida, isolados de Xvv obtidos de milho apresentaram patogenicidade
apenas para milho, ndo sendo patogénicos para sorgo e cana-de-agucar
(QHOBELA; CLAFLIN; NOWELL, 1990). Em inoculagbes artificiais, a bactéria
isolada de milho também foi patogénica para arroz, aveia e milho pipoca (LEITE
JUNIOR et al., 2019).

Em condi¢des de laboratorio, isolados de Xvv de milho e de cana-
de-agucar causaram doenga em milho, cana-de-agucar e sorgo, mas foram mais
agressivos em milho e cana-de-agucar (LANG et al., 2017). Um patégeno muito
préximo a Xvv é a Xanthomonas vasicola pv. holcicola (Xvh). Similarmente, Xvh
infecta milho, sorgo e cana-de-agucar, porém € mais agressiva em sorgo (LANG et
al., 2017). Enquanto Xvv nunca tenha sido isolada de sorgo, Xvh tem sido
ocasionalmente isolada de milho em amostras de campo (MOFFETT, 1983; PEROS
etal., 1994).

Em inoculacdo sob condicbes de casa de vegetagao, isolados de
Xvv dos Estados Unidos infectaram 15 espécies de plantas, principalmente
monocotiledéneas, como arroz (Oryza sativa), aveia (Avena sativa), Andropogon
gerardiie e a tiririca amarela (Cyperus esculentus); sendo que 12 foram sintomaticas
e trés assintomaticas, com colonizagdo endofitica (HARTMAN et al., 2020b).
Estudos de campo confirmaram esses resultados para Andropogon gerardii e Setaria
verticillata, como hospedeiros em um sistema de ocorréncia natural (HARTMAN et
al., 2020b). Pelo menos dois saltos de hospedeiro foram hipotetizados para X.
vasicola, ou seja, de gramineas para banana (TUSHEMEREIRWE et al., 2004) e de
cana-de-agucar para Eucalyptus spp. (COUTINHO et al., 2015). Isto sugere uma alta
capacidade adaptativa da Xvv.

A estria bacteriana do milho ja foi constatada em diferentes hibridos
e variedades de milho comum, milho pipoca e milho doce, indicando a
suscetibilidade de muitos gendtipos disponiveis comercialmente (BRODERS et al.,
2017; LEITE et al, 2018). Entretanto, a severidade da doenga varia
consideravelmente entre os diferentes gendtipos (LANG et al., 2017; ROBAINA et
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al., 2020). Um estudo brasileiro verificou a reagao de 45 hibridos de milho a estria
bacteriana do milho e permitiu estabelecer seis grandes grupos de suscetibilidade a
doenca. Os hibridos de milho mais resistentes formaram um grupo de treze hibridos,
com severidade da doencga abaixo de 5%, e o grupo mais suscetivel foi composto
por trés hibridos de milho, com severidade acima de 35% (ROBAINA et al., 2020).

Identificar Xvv pode ser um desafio, visto a quantidade de plantas
hospedeiras e a complexidade taxonémica (STULBERG et al., 2020). Existem
diferengas na severidade da doenca entre isolados para os diferentes hospedeiros,
por exemplo milho e cana-de-agucar, mas possivelmente ndo ha diferengas
bioquimicas e fisioldgicas suficientes para justificar designagdes de patovares
diferentes (QHOBELA et al., 1990).

Em 1978, o patdégeno causador da estria bacteriana do milho foi
denominado de Xanthomonas campestris pv. vasculorum (YOUNG et al., 1978).
Isolados da bactéria da estria bacteriana do milho da Africa do Sul foram
diferenciados de X. campestris pv. holcicola, causadora da estria foliar bacteriana do
sorgo, e de X. campestris pv. vasculorum, causadora do “gumming” em cana de
agucar, pela técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo
(RAPD) (QHOBELA; CLAFLIN; NOWELL, 1990; COUTINHO, 1988). Com base
nessas diferengas, Qhobela, Claflin e Nowell (1990) e Coutinho (1988) propuseram a
renomeacao dos isolados de milho para X. campestris pv. zeae, com o objetivo de
distinguir dos isolados de sorgo, X. campestris pv. holcicola, e de cana-de-agucar, X.
campestris pv. vasculorum. Posteriormente, através da hibridizagdo DNA-DNA e
analise de perfis de acidos graxos, a espécie X. vasicola foi proposta para X.
campestris pv. zeae, X. campestris pv. holcicola e X. campestris pv. vasculorum,
com alguns isolados de cana sendo separados em uma segunda espécie, X.
axonopodis (DOOKUN; STEAD; AUTREY, 2000; VAUTERIN et al., 1995).

Em estudos mais recentes sobre filogenia, utilizando a técnica de
MLSA (analises de sequéncias multilocus), foi proposta a denominagéo do patovar
X. vasicola pv. vasculorum para os agentes causais do “gumming” da cana de
agucar e da estria bacteriana do milho (ARITUA et al., 2008; COUTINHO et al.,
2015; DOOKUN; STEAD; AUTREY, 2000; HARRISON; STUDHOLME 2014;
KARAMURA et al.,, 2015; LANG et al, 2017; RADEMAKER et al., 2005;
STUDHOLME et al., 2010; VAUTERIN et al., 1995; WASUKIRA et al., 2012).
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A espécie X. vasicola esta atualmente dividida em cinco grupos,
incluindo trés patovares: 1) X. vasciola pv. vasculorum, infectando milho e cana-de-
acucar; 2) X. vasicola pv. holcicola, comumente infectando sorgo; 3) X. vasciola pv.
musacearum, infectando banana e ensete; 4) um grupo de isolados obtidos de
Tripsacum laxum e; 5) isolados estabelecidos de areca (anteriormente denominada
X. campestris pv. arecae) (LANG et al., 2017; STUDHOLME et al., 2020).

Uma importante diferenga entre isolados de Xvv & de que isolados
de cana-de-agucar conseguem infectar o tecido vascular, enquanto isolados de
milho infectam somente os tecidos do mesoéfilo foliar, ndo causando infecgao
sistémica (KARAMURA et al., 2015). Inoculagbes com isolados transformados em
milho revelaram que a bactéria circunda as células vegetais no apoplasto e nédo se
movem pelos vasos do xilema (ORTIZ-CASTRO, 2019). Além disso, as células
bacterianas foram encontradas préximas as nervuras, mas nao no tecido vascular
(ORTIZ-CASTRO, 2019). Esses resultados sédo consistentes com os de Hartman
(2018), que recuperou o patdogeno apenas de folhas presentes no momento da
inoculagdo, o que é condizente com uma doenga n&o vascular em milho (ORTIZ-
CASTRO et al., 2020).

A caracterizacao fenotipica mostrou que os isolados emergentes de
Xvv de populagbes dos Estados Unidos e Argentina podem ter aumentado a
agressividade em milho, comparado com isolados obtidos anteriormente (LANG et
al., 2017). Para entender os mecanismos genéticos no aumento da agressividade,
Perez-Quintero et al. (2020) utilizaram mecanismos de comparagéo genética para
determinar a aquisicdo de genes por Xvv dos Estados Unidos e Argentina. A
comparacgao de todos os genomas disponiveis de X. vasicola, tanto de Xvv como de
Xvh, mostrou a relagéo filogenética no grupo e identificou agrupamentos de genes
associados as populacées emergentes de Xvv. Os agrupamentos de genes recém-
adquiridos mostraram evidéncias de transferéncia horizontal de Xvh para Xvwv e
incluiram possiveis fatores de viruléncia. Um agrupamento em particular
correspondeu ao profago transferido de Xvh para todos os isolados de Xwv
provenientes da Argentina e dos Estados Unidos e ausente no isolado da Africa do
Sul. Esta regido do profago foi provavelmente transferida horizontalmente de um
ancestral para as populagdes americanas de Xvv. O profago contém proteinas

putativas secretadas, que representam candidatos para determinantes de viruléncia
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nestas populagcbes e aguardam caracterizagdo molecular adicional (PEREZ-
QUINTERQO et al., 2020).

Em analises filogenéticas, a maioria dos isolados de Xvv de milho
formam um grupo intimamente relacionado, separado de isolados de cana-de-
acucar. Além disso, os isolados argentinos de Xvv estdo mais proximas dos isolados
da Africa do Sul do que dos isolados dos EUA, sugerindo uma possivel origem sul-
americana para a epidemia atual. Consequentemente, os isolados argentinos
também parecem conectados com isolados de Xvh, indicando que a transferéncia
horizontal de genes do profago de Xvh a Xvv poderia ter ocorrido na América do Sul
(PEREZ-QUINTERO et al., 2020). Quando inoculados em milho, os isolados de Xvv
da Argentina e dos EUA causaram sintomas mais severos do que os isolados sul-
africanos, indicando que as populagdbes emergentes americanas Ss&o
fenotipicamente diferentes da populacdo sul-africana mais velha (PEREZ-
QUINTERQO et al., 2020).

Ortiz-Castro (2019) n&o encontrou diferengas significativas na
agressividade dos isolados de Xvv e Xvh em milho. Isso sugere que o evento de
transferéncia horizontal de genes proposto de Xvh para os isolados americanos de
Xvv (PEREZ-QUINTERO et al., 2020) nao resultaram em aumento de agressividade
(ORTIZ-CASTRO, 2019).

Transferéncia horizontal de genes se refere a aquisicdo de genes
externos em diferentes organismos (JAIN et al., 2003). Ao permitir a transferéncia de
genes entre espécies relacionadas e nao relacionadas, a transferéncia horizontal de
genes aumenta a diversidade genética das espécies receptoras (JAIN et al., 2003).
Nesse contexto, € possivel que a regidao do profago presente em isolados de Xvv
das Américas contenha genes que desempenham um papel na resposta fenotipica a
doenga ou fornecam uma vantagem potencial de adaptagdo, permitindo que o
patégeno bacteriano infecte e colonize o milho (ORTIZ-CASTRO, 2019). Os
profagos tém diversos efeitos sobre as bactérias que os hospedam em seus
genomas, incluindo aumento da agressividade pelo transporte aprimorado de fatores
de viruléncia, aumento da adaptagdo e até mesmo diminuicdo da agresividade
(AHMAD et al., 2014; BRUSSOW; CANCHAYA; HARDT; 2004; FIGUEROA-BOSSI
et al., 2001; BOSSI et al., 2003). A variacao fenotipica € um mecanismo adaptativo

que pode levar ao aumento da colonizacdo, persisténcia, disseminacdo e
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sobrevivéncia dos organismos (SHRESTHA et al., 2013). Embora Perez-Quintero et
al. (2020) tenham mostrado a variabilidade de Xvv ao nivel do genoma, ndo se sabe
se a regido transferida horizontalmente teve um efeito na resposta a estria
bacteriana.

Wasukira et al. (2014), avaliando comparativamente o genoma de
isolados de Xvv obtidos de cana-de-agucar e milho, observaram que o isolado Xvv
de milho perdeu um gene que codifica um homologo do efetor de viruléncia, xopAF,
que estava presente em todos os cinco isolados de cana-de-agucar avaliados.
Também relataram similaridade de 70% de quatro isolados de Xvv de cana-de-
agucar para com o plasmideo pXAC47 de Xanthomonas citri subsp. citri, enquanto o
isolado Xvv de milho ndo possui essa similaridade.

Uma analise recente de genomas mostrou que diferengas levaram a
agrupamentos filogenéticos distintos de isolados de milho em comparagdo com
isolados de cana-de-agucar (WU et al., 2019). Isolados de cana-de-agucar ainda
podem ser encontrados no milho, especialmente se as duas culturas forem
cultivadas na mesma area geografica, mas € de maior preocupagao para produtores
se os isolados que causam sintomas severos no milho estiverem presentes
(COUTINHO; WALLIS, 1991). Nakato et al. (2019), utilizando analises de multilocus
com numeros variaives de repeti¢coes, identificaram um locus especifico em Xvv.

Perez-Quintero et al. (2020) encontraram uma regido no genoma de
Xvv que contém oito genes presentes em Pantoea ananatis. Isso pode ser
importante, pois P. ananatis foi encontrada em folhas de milho infectadas com Xvv
(LANG et al., 2017), mas seu papel no desenvolvimento da doenga ainda nao foi
explorado. A relacdo entre Xvv e P. ananatis em plantas de milho ainda nao foi
elucidada mas existem trés hipoteses: i) existéncia de uma interagdo entre elas para
atuar como um complexo de doenca e infectar plantas de milho em uma taxa mais
elevada; ii) que sejam espécies antagbnicas entre si; ou iii) que P. ananatis nao
tenha efeito sobre a Xvv. O estabelecimento dessa relagao é importante porque, em
alguns casos, P. ananatis demonstrou ser benéfica para o hospedeiro por ter
atividade antimicrobiana (COUTINHO; VENTER, 2009; IMURA; HOSONO, 1996) ou
por induzir resisténcia sistémica (KANG et al., 2007). Em outros casos, P. ananatis
foi descrita como um patégeno n&o convencional que infecta o eucalipto na Africa do
Sul (COUTINHO; VENTER, 2009). Portanto, a interagao entre essas bactérias pode
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levar a solugbes para reduzir a ocorréncia da estria bacteriana ou a novas
pesquisas sobre a existéncia de um complexo de patégenos afetando o milho
(ORTIZ-CASTRO et al., 2020).

LANG et al. (2017) estabeleceram um teste de PCR convencional
com iniciadores especificos para Xvv em milho utilizando isolados contemporaneos e
historicos. Esta técnica permanece como o método de detecgao de Xvv mais comum
e com melhor custo/efetividade (ORTIZ-CASTRO et al., 2020). Esse método foi
seguido pela deteccdo por anadlise de TagMan qPCR (STULBERG et al., 2020), o
qual permite a quantificacdo de Xvv em residuos e sementes. Um potencial método
movel usando amplificagao isotérmica mediada por loop (LAMP) que poderia auxiliar
na deteccdo no campo também foi desenvolvido (STULBERG et al., 2020).

Baseado em observagbes em campo e casa-de-vegetacédo nos EUA,
todos os hibridos comerciais disponiveis de milho se mostraram suscetiveis a estria
bacteriana do milho, porém, apresentaram variagdes na severidade da doenca
(ORTIZ-CASTRO, 2019). Isso indica que a resisténcia poderia ser controlada por
varios genes (QIU et al., 2020). Identificacdo de efetores patogénicos envolvidos na
viruléncia, assim como Quantitative Trait Loci (QTL) para resisténcia a doencas em
milho ira ajudar no desenho de hibridos resistentes, os quais poderdo se tornar o
meio mais efetivo e pratico de controle da doenca (ORTIZ-CASTRO, 2019). Nesse
sentido, Qiu et al. (2020) conduziram o primeiro estudo de mapeamento de QTL para
estria bacteriana em trés populagcdes de milho. Eles identificaram cinco QTL
significativos, além de cinco cromossomos em duas populagdes. Um QTL conferiu
efeito moderado, enquanto o outro conferiu pequenos efeitos, confirmando que a
resisténcia a estria bacteriana do milho € um trago poligénico. Adicionalmente, esse
estudo revelou correlagao positiva entre a resisténcia a estria bacteriana do milho

com a resisténcia a ferrugem das folhas do milho em uma populagao.

222 Sintomatologia

Os sintomas iniciais de estria bacteriana sdo caracterizados pelo

aparecimento de pequenas pontuagdes translucidas e amareladas nas folhas, que

se expandem ao longo das regides internervais, formando estrias alongadas com
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bordas onduladas e irregulares (KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017). Outro
sintoma caracteristico € a transluscéncia das lesdes, quando observada contra a luz
pela parte abaxial da folha. As lesdes necroticas apresentam coloragdo amarela
intensa a marrom e podem coalescer e atingir grande parte do limbo foliar (KORUS
et al., 2017, LANG et al., 2017; LEITE JUNIOR et al., 2018). Essas lesées podem
variar em quantidade, formato e tamanho de acordo com a susceptibilidade do
gendtipo de milho (KORUS et al., 2017, LANG et al., 2017; LEITE JUNIOR et al.,
2018). Sob condigdes de ataque severo, esses sintomas podem ser observados nas
bracteas das espigas (KORUS et al., 2017, LANG et al., 2017; LEITE JUNIOR et al.,
2018).

Geralmente, os sintomas tém seu inicio na parte inferior da planta,
evoluindo para as folhas superiores a medida que a doencga progride (BORDERS et
al., 2017). Em ambientes particularmente umidos, o patégeno também pode produzir
exsudato amarelo na superficie das folhas, composto de xantomonadina e
polissacarideos extracelulares (KORUS et al., 2017; CHUN et al., 1997), que
possibilitam a disseminacado da bactéria para outras folhas da planta e para plantas
vizinhas.

Um desafio para os produtores de milho é a diagnose correta da
doencga visando um manejo mais adequado. Os sintomas na fase tardia podem ser
confundidos com a cercosporiose, uma doenga fungica do milho causada por
Cercospora zeae-maydis. A identificacdo rapida e correta do patdégeno possibilita
uma tomada de decisdao mais eficiente no controle da doenca, visto que aplicagbes
de fungicidas nao tém efeito no controle da estria bacteriana. Além disso, nem todas

as estirpes de Xvv causam doenca severa em milho (STULBERG et al., 2020).

223 Epidemiologia

O desenvolvimento da estria bacteriana do milho é favorecido por
alta temperatura e umidade elevada (BRODERS et al., 2017). Com base no
conhecimento de outras doengas causadas por Xanthomonas spp., 0 agente causal
da estria bacteriana provavelmente sobrevive em restos culturais e pode ser

disseminado pelo vento, chuva e agua de irrigacdo (BRODERS et al., 2017).



30

Hospedeiros alternativos, como plantas daninhas e plantas voluntarias de milho,
podem servir como fonte de ind6culo primario e os exsudatos bacterianos
encontrados nas lesdes foliares podem servir como fonte de inéculo secundario
(BRODERS et al., 2017; LEITE JUNIOR et al., 2018; HARTMAN et al., 2020b;
ORTIZ-CASTRO et al., 2020).

Os exsudados contendo células de Xvv observados na superficie
das folhas podem ser disseminados para as plantas vizinhas através da agua de
chuva e/ou de irrigagdo. Isto é consistente com observagbes de campo em que o0s
sintomas da estria bacteriana do milho vao das folhas baixas para a parte superior
das plantas (ORTIZ-CASTRO et al., 2020).

Dados preliminares de Ortiz-Castro et al. (2020) sugerem que Xvv
sobrevive em residuos de milho infectados da safra anterior. Com base em analise
por qPCR, a Xvv presente em residuos de milho na superficie e incorporados ao
solo durante um periodo de seis meses pode servir como inoculo primario para o
desenvolvimento da doencga, uma vez que o milho é frequentemente cultivado em
sucessao (ORTIZ-CASTRO et al., 2020). Conforme as sementes sao depositadas
sob o residuo, as plantulas emergem e entram em contato com a bactéria presente
no residuo e eventualmente sdo infectadas e desenvolvem a doenga (ORTIZ-
CASTRO et al., 2020). Assim, o residuo infestado representa uma importante fonte
potencial de indculo para infecgdes iniciais dentro de uma lavoura. Por outro lado, o
movimento da bactéria por longas distancias pode estar relacionado a transmisséo
por sementes, que se constitui em um veiculo de sobrevivéncia e introdugao de
fitobactérias em novas areas (ORTIZ-CASTRO et al., 2020).

Entretanto, o potencial de transmissdo de Xvv por sementes de
milho ainda estd em estudo. Arias et al. (2020) avaliaram a ocorréncia e a
transmissao de Xvv em sementes provindas de campos infestados, e descobriram
que 22 dos 41 lotes de sementes coletados apresentavam presenga de Xvv (ORTIZ-
CASTRO et al., 2020). Porém, a transmissdao da semente para a plantula tem
apresentado baixo nivel, ndo sendo o indculo normalmente suficiente para resultar
em plantulas doentes, visto que a contaminacdo da semente é basicamente
superficial (ARIAS et al., 2020).

Baseado em observacdes de campo e inoculagdes em casa de

vegetacdo (HARTMAN et al., 2020b), € provavel que Xvv penetre através de
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estdmatos sem requerer necessariamente ferimentos para invadir a folha (ORTIZ-
CASTRO et al., 2020; LEITE JUNIOR et al., 2018).

Pela sintomatologia da doenca, é possivel observar que a
colonizacdo do tecido foliar € normalmente limitada pelas nervuras principais da
folha (LEITE JUNIOR et al., 2018). Células de Xvv mostraram-se agrupadas ao redor
dos estdbmatos das folhas de milho, aparentando entrar como sair pelos estdmatos
(ORTIZ-CASTRO, 2019). No mesmo estudo, com isolados de Xvv transformadas
com proteina fluorescente (GFP), a proteina foi encontrada somente nos espacgos
intercelulares e nao no tecido vascular (ORTIZ-CASTRO, 2019).

224 Medidas de Manejo

Ha pouca informagao disponivel sobre 0 manejo da doenga devido a
sua recente ocorréncia em importantes regides produtoras de milho. Estudos
recentes de Hartman (2018) investigaram diferentes fatores agrondmicos que
poderiam contribuir para a incidéncia da estria bacteriana do milho. Varios estudos
revelaram que irrigacao, rotacdo de cultura, estagio de desenvolvimento, tratos
culturais e data de plantio sdo os fatores mais importantes para a ocorréncia da
doenca (HARTMAN et al., 2020a, KIM et al., 2002; PAUL; MUNKVOLD, 2004).

Observagdes de campo sugerem que os hibridos de milho diferem
na suscetibilidade & doenca (BRODERS, 2017; MADALOSSO; CUSTODIO; LEITE
JUNIOR, 2018; ROBAINA et al., 2020). Desta maneira, a utilizagdo de hibridos de
milho resistentes seria a melhor alternativa para controlar a estria bacteriana. Como
outras doencas bacterianas, ndo ha um controle quimico eficaz. Portanto, a
identificacdo correta da doenca é necessaria para evitar aplicagdes ineficazes de
produtos quimicos.

Praticas comuns de manejo de residuos podem mitigar a incidéncia
e severidade da doenca causada por Xvv. Essas técnicas incluem praticas culturais
para promover a degradacédo de residuos infestados, além de reduzir o in6culo de
anos anteriores (BARAK; KOIKE; GILBERTSON, 2001; GENT et al., 2005). Rotac&o
de culturas utilizando plantas ndo hospedeiras também é indicada, pois com isso ha

remocgao do campo de hospedeiro primario e residuos culturais infectados, o que por
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sua vez, elimina fontes de sobrevivéncia do patdogeno (ORTIZ-CASTRO et al., 2020).
Impedir o movimento de residuos entre lavouras e colher por ultimo lavouras
altamente infestadas, sao estratégias que podem reduzir a incidéncia da doenga na
proxima safra (GENT et al.,, 2005). Manejo de ervas-daninhas também €& uma
consideragao importante, pois diversas espécies, especialmente gramineas, as
quais podem potencialmente servir como hospedeiros alternativos (ORTIZ-CASTRO
et al., 2020).

O controle quimico com bactericidas pode inibir o desenvolvimento
de doencas (GENT; SCHWARTZ, 2005). Entretanto, os bactericidas disponiveis sdo
na maioria compostos baseados em cobre, que sao produtos de contato.
Permanecem na superficie da planta sem ser absorvidos sistémicamente,
necessitando assim de diversas aplicagdes para atingir um controle efetivo da
doenca. Isto pode ser inviavel na maioria das lavouras de milho, pois seu beneficio
nao justificaria a despesa (JACKSON; HARVESON; VIDAVER, 2007). Além disso, o
milho se mostra altamente sensivel aos produtos cupricos, causando fitotoxicidade
(JACKSON; HARVESON; VIDAVER, 2007; LONGHI et al., 2022). Longhi et al.
(2022) testaram diversos produtos quimicos para o controle da estria bacteriana do
milho, como kasugamicina, produtos a base de cobre, mancozeb, tebuconazole,
entre outros. Segundo os autores, apenas o oxicloreto de cobre na concentragao de
1,5 mL L' reduziu significativamente a severidade da doenga, no entanto, este
composto causou fitotoxicidade as plantas de milho.

As informacdes sobre os danos econdmicos causados pela estria
bacteriana em milho ainda s&o limitadas. As perdas podem ser minimas se a doenga
ocorrer somente no final do ciclo da cultura, ou seja, apds o enchimento dos graos.
Porém, a severidade dos sintomas pode alcancar por volta de 40% da area foliar da
planta infectada em hibridos suscetiveis (JARDINE; CAFLIN, 2016; MADALOSSO;
CUSTODIO; LEITE JR, 2018). Estudos realizados nos Estados Unidos revelaram
que em algumas regides, onde a doenga se tornou epidémica, os niveis da
incidéncia da doenga foram acima de 90% e a severidade atingiu mais de 50% da
area foliar em hibridos suscetiveis de milho (BRODERS, 2017).

2.3 GENOMICA DE BACTERIAS
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2.3.1 Gendmica Comparativa

O advento do Sequenciamento de Préxima Geracdo (Next-
Generation Sequencing - NGS) permitiu a redugdao no tempo e custo do
sequenciamento genémico (MARDIS, 2008; METZKER, 2005; HERT; FREDLAKE;
BARRON, 2008). Com o uso desta ferramenta, houve um aumento exponencial no
numero de sequéncias de genomas completos depositadas em bancos de dados
publicos como GOLD (Genomes Online Database). Nesse contexto, o grande
numero de genomas disponiveis impulsionou o desenvolvimento da gendmica
comparativa e, consequentemente, o surgimento da area pan-genémica (METZKER,
2010; TETTELIN et al., 2008).

Desde os primeiros sequenciamentos de genomas nos anos de
1980, a analise por genbmica comparativa vem sendo utilizada para tracar perfis
evolutivos e funcionais de diferentes organismos (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).
Com o avangco do conhecimento técnico e a redugdao dos custos para
sequenciamentos, a aplicagcdo da genbmica comparativa foi se tornando mais
extensa. Quando aliada as técnicas de biologia molecular e bioinformatica, sua
importancia reflete diretamente ndo s6 no conhecimento basico da natureza como
também no progresso cientifico (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Com os avangos das tecnologias de sequenciamento e analises
computacionais, a aplicacdo de ferramentas genémicas tem ampliado as fronteiras
de estudo na area de ecologia microbiana (XU, 2006). O sequenciamento de
genomas completos tem gerado novas descobertas sobre a evolugéao de diferentes
géneros de bactérias e contribuido para o entendimento dos mecanismos de
adaptacao patdégeno-hospedeiro. Isto tem possibilitado o desenvolvimento de
estratégias para prevengédo e tratamento de algumas enfermidades (GAO et al.,
2014).

Assim, a genbmica comparativa tem sido utilizada para investigar
variagdes intraespecificas entre espécies filogeneticamente relacionadas ou nao
(GAO et al., 2014, BORST et al., 2015). Analises do conteudo e organizagédo génica
permitem identificar similaridades e diferengas entre dois ou mais genomas,

incluindo reducédo, rearranjo, duplicacao e aquisicdo de novos genes por meio de
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transferéncia horizontal de genes. Esses estudos indicam que uma estirpe
bacteriana pode nao ser representativa de outros membros de uma mesma espécie
(PAPADIMITRIOU et al., 2014).

Na genbémica comparativa, o conteudo genético de um organismo é
comparado com o de outros organismos. Isto ajuda na predi¢ao da fungdo de genes
e de sequéncias da regido codificadora, identificacdo de eventos evolutivos e na
determinacédo de relagdes filogenéticas (GUIMARAES et al., 2015). A maioria das
analises comparativas tem como objetivo identificar semelhancgas e diferengas entre
os organismos (ABBY; DAUBIN, 2007). Assim, o principal objetivo € obter uma
melhor compreensdo biolégica de diferentes espécies (SIVASHANKARI;
SHANMUGHAVEL, 2007). Aléem disso, as analises genémicas comparativas em
espécies relacionadas mostraram uma extensa diversidade gendmica intra-espécies
e destacaram a promiscuidade bacteriana associada a elas (PALLEN; WREN, 2007).
A gendmica comparativa de bactérias intimamente relacionadas € uma abordagem
poderosa para obter uma visdo sobre o surgimento e evolugdo da patogénese (AN
et al., 2020; GORDON et al., 2015; GARITA-CAMBRONERO et al., 2016)

O core gendmico € o subconjunto de genes que estao presentes em
todos os genomas e pode ser determinado pela comparagdo dos diferentes
genomas (MUZZI; MASIGNANI; RAPPUOLI, 2007). Normalmente, os genes
presentes no nucleo do genoma estdo associados a manutencado dos aspectos
basicos da biologia do organismo e estao relacionados principalmente a replicagao,
tradugao e manutencdo da homeostase celular (TETTELIN et al., 2005; MEDINI et
al.,, 2005). O numero de genes que compdem o core gendmico pode indicar a
diversidade genética entre os organismos estudados. Assim, o core gendmico torna-
se menor quando a diversidade aumenta entre os organismos (LAWRENCE;
HENDRICKSON, 2005). Por outro lado, genomas filogeneticamente relacionados
tendem a compartilhar maior numero de genes e, consequentemente, apresentar um
core gen6mico maior (LAWRENCE; HENDRICKSON, 2005; LERAT; DAUBIN;
MORAN, 2003).

A disponibilidade de um grande numero de genomas de diferentes
isolados do mesmo patégeno abriu a possibilidade de investigar varias
caracteristicas gendmicas intrinsecas a uma ou mais espécies (TETTELIN et al.,

2005). Uma forma de investigar esses atributos é pela abordagem pan-genémica
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(MUZZI; MASIGNANI; RAPPUOLL, 2007). O pan-genoma é definido como o numero
total de genes nao redundantes presentes em um determinado clado, totalizando
todo o repertorio gendmico do clado e codificando todos os nichos ecoldgicos
possiveis das estirpes examinadas (TETTELIN et al., 2005; SNIPEN; ALM@Y;
USSERY, 2009). O principal objetivo do pan-genoma € a comparagao gendmica de
diferentes estirpes da mesma espécie, ou mesmo género (SNIPEN; ALMJY;
USSERY, 2009; ALCARAZ et al., 2010). A ideia de estudos pan-gendmicos traz
insights significativos sobre a compreensdo da evolugdo bacteriana, adaptagao de
nicho, estrutura populacional e interagdo com o hospedeiro, bem como inferéncias
em questdes mais aplicadas, como vacinas e desenho de drogas e a identificacéo
de genes de viruléncia (GUIMARAES et al., 2015).

O pan-genoma consiste basicamente em trés partes: i) core
gendbmico, formado por genes compartilhados por todos os genomas e geralmente
envolvidos em processos celulares essenciais; ii) genoma acessorio ou dispensavel,
composto por genes ausentes em alguns isolados; e iii) genes especificos da
espécie ou da estirpe, que sdo aqueles genes que estdo presentes em um unico
genoma (TETTELIN et al., 2005; MIRA et al., 2010).

Outro significado de um pan-genoma € que ele pode fornecer uma
resolugcao maior e ajudar na reconstrugao da filogenia bacteriana de uma forma mais
confiavel do que a filogenia baseada em um ou varios genes (AGARWAL et al.,
2021). O pan-genoma fornece uma viséo geral de todo o conjunto de genes (100%
dos genomas) de uma determinada populagcdo, ao contrario de uma filogenia 16S
rRNA que representa apenas uma pequena fragao do genoma (~ 0,07%), ou analise
de sequéncia multi-locus (MLSA) envolvendo genes de manutencdo (~ 0,2%)
(AGARWAL et al., 2021).

O pan-genoma microbiano de uma espécie pode ainda ser
considerado como 'aberto' ou 'fechado'. Um pan-genoma 'fechado' & altamente
conservado e € tipicamente associado com espécies bacterianas que vivem em
nichos selecionados, onde sao isoladas do pool geral de genes microbianos ou tém
uma capacidade diminuida de adquirir genes, como Bacillus anthracis e
Mycobacterium tuberculosis (MIRA et al., 2010; MEDINI et al., 2005). Em contraste,
um pan-genoma ‘'aberto’ € observado para espécies bacterianas que podem

colonizar e explorar varios nichos ambientais diferentes e expandir seus acessorios
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e pan-genoma por meio de diferentes meios de transferéncia lateral de genes
(TETTELIN et al., 2005; MIRA et al., 2010; MEDINI et al., 2005).

Os genomas bacterianos sao entidades labeis, flutuando em
tamanho e conteudo génico ao longo do tempo. Essas flutuagdes do genoma sao
mantidas pelos processos de neutralizagdo de ganho e perda de genes (TOUCHON
et al., 2009; NOWELL et al., 2014). A transferéncia horizontal de genes pode resultar
na substituicdo de segmentos genéticos por homologos doadores, frequentemente
dentro das espécies, através de recombinagdo homologa ou via aquisicdo de novo
material genético. As variantes de presenca-auséncia de gene sao principalmente o
resultado de varios eventos de transferéncia horizontal de genes na evolugao
bacteriana (AGARWAL et al., 2021).

2.3.2 Genbmica de Xanthomonas spp.

Ap6s o sequenciamento da estirpe Xanthomonas citri subsp. citri
A306 (Xcc A306), por um consorcio de pesquisadores paulistas, foi possivel
caracterizar importantes propriedades do genoma da variante A desse patovar
bacteriano (DA SILVA et al., 2002), assim como viabilizou os sequenciamentos de
estirpes de outras variantes de Xanthomonas spp. (BODNAR et al., 2017; JALAN et
al., 2013a; MOREIRA et al., 2010; RICHARD et al., 2017b). Isso também possibilitou
tracar perfis comparativos entre elas e com outros fitopatégenos (ESCALON et al.,
2013; GORDON et al., 2015; JALAN et al., 2013b; MOREIRA et al., 2004, 2005,
2010; VOJNOV et al., 2010; ZHANG et al., 2015).

As sequéncias gendmicas completas de algumas fitobactérias foram
determinadas, tais como Agrobacterium tumefaciens (HUANG et al., 2015),
Pseudomonas syringae (BALTRUS; CLARK, 2019), Ralstonia solanacearum (XU et
al., 2011), Xylella fastidiosa (VAN SLUYS et al., 2003), Xanthomonas campestris pv.
campestris (QIAN et al., 2005), X. oryzae pv. oryzae (LEE et al., 2005), X. vesicatoria
(POTNIS et al., 2011) e X. citri subsp. citri (DA SILVA et al., 2002). O
sequenciamento do genoma de bactérias fitopatogénicas € um importante passo
para o entendimento da especificidade dessas bactérias aos respectivos

hospedeiros e das diferengcas em seus processos de patogenicidade e viruléncia
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(CARVALHO, 2006).

As quatro “Xanthomonadaceae” citadas acima possuem tamanhos
cromossomais similares, entretanto, elas diferem muito em termos de conteudo
plasmidial. X. vesicatoria carrega quatro plasmideos, X. citri subsp. citri possui dois
plasmideos, enquanto que as outras ndo possuem elementos extra-cromossomais
(CARVALHO, 2006).

No genoma da Xcc A306 foi encontrada uma regido denominada ilha
de patogenicidade, com diversos operons contendo genes denominados hrp
(hypersensitivity response and pathogenicity) que codificam para proteinas do
sistema de secrecéao Tipo Il (T3SS), envolvido na viruléncia e resisténcia as defesas
do hospedeiro. Outro importante complexo proteico presente no genoma da variante
Xcc A306 é o sistema de secregado Tipo Il (T2SS), responsavel pela secrecao de
exoenzimas associadas a degradacao de tecidos do hospedeiro. Além destes, Xcc
A306 possui genes envolvidos na degradacdo da parede celular, na sintese de
flagelo e sistema quimiotatico, reguladores de genes dos fatores de patogenicidade
(rpf) e biossintese da xantomonadina e goma xantana. O conjunto desses genes
presentes no genoma da bactéria explicam a sua dinamica de patogenicidade,
adaptacao e sobrevivéncia epifitica (MOREIRA et al., 2004). O sequenciamento do
genoma de Xcc possibilitou sua caracterizagdo estrutural, o qual contém um
cromossomo circular compreendendo 5.175.554 pares de bases (pb) e dois
plasmideos, o pXAC33 (33.699 pb) e o pXAC64 (64.920 pb) (DA SILVA et al., 2002).

Comparacdes entre os genomas de X. campestris pv. campestris
(patéogeno de cruciferas) e X. citri subsp. citri revelou alto grau de similaridade,
aproximadamente 80% (DA SILVA et al., 2002). Apesar disso, ambos os genomas
possuem um grande numero de genes especificos para cada uma das estirpes
sequenciadas. Esses genes podem explicar a especificidade de hospedeiro e as
diferengas nos processos de patogénese (DA SILVA et al., 2002). O genoma de X.
citri subsp. citri aponta algumas caracteristicas particulares, que devem estar
relacionadas com a capacidade de adaptacdo do fitopatdgeno ao seu hospedeiro,
como presenga de um grande numero de genes codificadores de enzimas
degradativas de parede celular e de transporte de agucares; de genes putativos
codificadores de proteinas efetoras de viruléncia que estdo associadas ao sistema

de secrecao do tipo Ill; genes da biossintese da goma xantana e de um completo
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sistema flagelar e de quimiotaxia (MOREIRA et al., 2004).

A analise comparativa, por bioinformatica, de dados gendmicos
bacterianos como sequéncias de DNA, perfis de transcriptoma e proteoma, geraram
informagdes sobre milhares de genes e proteinas deduzidas. No entanto, grande
parte (aproximadamente 40%) destas proteinas deduzidas ndo possui uma fungao
conhecida ou possui uma funcgao hipotética (LEHOUX et al., 2001).

A mesma conclusdo pode se chegar quando se comparam os
genomas das bactérias fitopatogénicas X. campestris pv. campestris, causadora da
podriddo negra das cruciferas (brdcolis, couve flor, repolho, couve, etc), e X. citri
subsp. citri. Dos 4.428 genes presentes em X. citri subsp. citri (cromossomo e
plasmideos), 800 n&o s&o compartilhados por X. campestris pv. campestris
(18,07%). Destes, apenas 316 (39,5%) possuem funcdo previamente caracterizada,
e, portanto, 60,5% dos genes exclusivos de X. citri subsp. citri ainda sdo hipotéticos
(SILVA et al., 2002).

Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (Xacm) apresenta
diferengas genéticas significativas em relagdo as outras espécies que infectam
citros. Em contraste com as espécies A, B e C de X. citri subsp. citri, Xacm nao
possui nenhum plasmideo. Isso pode explicar a diferenca de viruléncia e
sintomatologia, uma vez que os plasmideos em Xanthomonas desempenham papéis
importantes na patogenicidade por apresentar genes como pth, que conferem a
capacidade de causar sintomas parecidos ao cancro. Outros efetores relacionados a
sobrevivéncia e viruléncia como xopE3, xopAl e hrpW nao foram encontrados em
Xacm. Genes especificos de Xacm (xopC2 e xopW) podem estar relacionados a sua
distinta gama de hospedeiros em relagcédo a Xcc A306 (JALAN et al., 2011).

Lang et al. (2017) apresentaram uma extensa anadlise de
patogenicidade e comparag¢des gendmicas entre isolados histéricos e recentemente
coletados de Xanthomonas de milho, sorgo e cana-de-agucar. Os autores mostraram
que as estirpes de Xvv dos EUA eram mais semelhantes (99,9% de identidade
genbmica) a estirpe historica sul-africana SAM119 de Xvv, isolada de folhas de milho
ha mais de 25 anos (QHOBELA et al., 1990). Os isolados dos EUA foram menos
semelhantes, tanto filogeneticamente quanto na agressividade na planta hospedeira,
a Xvh, o agente causal da estria foliar bacteriana de sorgo, que ocorre tanto nos

EUA quanto na Africa do Sul ou a isolados de Xvv de cana-de-acucar (QHOBELA et
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al., 1991).

Com base em diversas evidéncias, cuidadosamente revisadas por
Buttner e Bonas (2010) e mais recentemente por An et al. (2020), atualmente é
reconhecido que a patogénese de Xanthomonas €& dependente de uma série de
fatores de patogenicidade e viruléncia, incluindo o sistema de secrecéao tipo Ill e
efetores tipo Ill (T3E), e também outros sistemas de secre¢ao envolvendo adesinas,
polissacarideos extracelulares (EPS), lipopolissacarideos (LPS) e enzimas
hidroliticas da parede celular de plantas, entre outros. Além disso, foi sugerido que
esses determinantes genéticos de patogenicidade e viruléncia estdo sob o controle
de mecanismos reguladores transcricionais e pods-transcricionais rigidos que
permitem que bactérias infecciosas adiram, invadam os tecidos do hospedeiro da
planta, se multipliquem e superem os mecanismos de defesa da planta (BUTTNER;
BONAS, 2010).

A resisténcia ao cobre foi observada pela primeira vez em X. citri pv.
citri (Xcc) em 1994 na Argentina, e depois nas ilhas francesas de Réunion e
Martinique (RICHARD et al., 2016a; RICHARD et al., 2016b). Esses relatos iniciais
foram seguidos pela caracterizacdo de um plasmideo transmissivel em Xcc
carregando um operon de resisténcia ao cobre como genes passageiros em
elementos genéticos moéveis (MGEs), semelhantes aos transposons do tipo Tn3,
conhecidos por mediar a resisténcia a antibioticos de transferéncia (NIU et al., 2015;
LAUF; MULLER; HERRMANN, 1998; PARTRIDGE, 2011). Juntos, esses resultados
indicam que a transferéncia lateral de genes como um mecanismo-chave pelo qual a
resisténcia ao cobre é rapidamente adquirida dentro da familia Xanthomonadaceae
(RICHARD et al., 2017a).

Além da resisténcia ao cobre, a genbmica comparativa revelou
diversos mecanismos moleculares associados a evolugao e adaptacao acelerada do
género Xanthomonas a diversos ambientes agricolas e plantas hospedeiras, como
proteinas associadas ao sistema de secregao Tipo Ill (AN et al., 2020; TIMILSINA et
al., 2020). T3SS é um sistema de secrecéo de proteinas altamente conservado com
componentes estruturais codificados por um grupo de genes de resposta de
hipersensibilidade e patogenicidade (hrp) (ALFANO, 1997). T3SS injeta proteinas
desdobradas conhecidas como efetores Tipo Il (T3E) diretamente dentro das células

hospedeiras. Uma vez dentro das células do hospedeiro, o T3E interrompe as vias
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de sinalizacédo de defesa do hospedeiro e induz a doenga ao interferir nas fungdes
celulares do hospedeiro (ALFANO, 2004; GRANT et al., 2006; GREENBERG;
VINATZER, 2003). Em muitas bactérias fitopatogénicas, o T3E pode ser reconhecido
por proteinas do hospedeiro, ativando as defesas da planta em algumas interagdes
e suprimindo as respostas de defesa do hospedeiro em outras, limitando ou
ampliando a gama de hospedeiros do patégeno e as respostas patogénicas
(ALFANO, 1997; GRANT et al., 2006; GREENBERG, 2003; BUTTNER; BONAS,
2010; GURLEBECK; THIEME; BONAS, 2006).

Os genomas de Xanthomonas spp. contém muitos MGEs diferentes,
como sequéncias de insercao (ISs), transposons (Tn), ilhas gendbmicas (Gls) e
plasmideos (RYAN et al., 2011). Estes podem estar associados a disseminacao de
T3E e fatores de viruléncia (FERREIRA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018),
promovendo variagdo genética e moldando a estrutura do genoma de diferentes
estirpes. Por exemplo, estudos anteriores demonstraram que o0s genomas de
Xanthomonas podem carregar Gls relacionados a patogenicidade e ao metabolismo
primario (LIMA et al., 2008). Os Gls tém um papel importante na adaptagdo e
evolugcdo bacteriana, uma vez que carregam genes acessoOrios que promovem a
expansao e rearranjos do genoma, contribuindo para a adaptagdo microbiana a
novos ambientes e surgimento de estirpes patogénicas (ALVARENGA et al., 2018).

Considerando que estes patdogenos sdo altamente especificos
quanto ao hospedeiro, pode-se supor que este grande numero de genes ainda
desconhecidos estejam relacionados a aptidao para a patogénese e a sobrevivéncia
no interior do hospedeiro especifico. Por conseguinte, a identificagdo das fungbes
destes genes gerara subsidios para o entendimento do processo de patogénese,
viruléncia, da interacdo especifica planta-hospedeiro, e para a identificagcdo de

possiveis vias de controle da doencga.

2.3.3 Gendmica de Bacillus spp.

Com o desenvolvimento de métodos moleculares para a

identificacdo de estirpes bacterianas, especialmente a analise da sequéncia do gene

16S rRNA/DNA, algumas espécies de Bacillus spp. foram reclassificadas em novos
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géneros (WISOTZJSEY et al., 1992) e novas espécies foram definidas para alocar
esses isolados (GUINEBRETIERE et al., 2013; JIMENEZ et al., 2013). Porém,
algumas espécies sdo estreitamente relacionadas, n&do sendo possivel fazer a
distingdo entre as linhagens baseando-se somente em analises da sequéncia do
gene 16S rRNA/DNA.

Assim foram estabelecidos no género Bacillus dois grupos, 0 grupo
do B. cereus e o grupo do B. subtilis, compostos por espécies taxonomicamente
muito relacionadas. Para o grupo do B. cereus, a diferenciagdo entre as espécies &
realizada com base no seu habitat, patogenicidade para mamiferos e insetos, e suas
caracteristicas morfolégicas e fisiologicas (FRITZE, 2004). Para o grupo do B.
subtilis, as espécies podem ser diferenciadas pela analise da composi¢cao de acidos
graxos da parede celular, digestdo por enzimas de restricdo e hibridizagdo DNA-
DNA, mas sao muito dificeis de serem diferenciadas pelas caracteristicas fenotipicas
(NAKAMURA; ROBERTS; COHAN, 1999).

A taxonomia baseada em rRNA 16S é rotineiramente usada para
construir relagdes taxonémicas entre membros do dominio Bactéria. Entretanto, esta
bem estabelecido que esta técnica falha em resolver espécies de Bacillus
intimamente relacionadas nas quais a divergéncia evolutiva é limitada. Dada a falta
de poder discriminatério dos genes 16S rRNA, uma abordagem taxondémica
polifasica que combina a analise da sequéncia 16S rRNA com caracteristicas
fenotipicas e homologia DNA-DNA foi recomendada para melhorar a resolugao.
Exemplos dessa abordagem incluem os membros do grupo Bacillus cereus sensu
lato que atualmente compreende seis espécies, B. cereus, B. anthracis, B.
thuringiensis, B. mycoides, B. psedomycoides e B. weihenstephanensis (ZWICK et
al. 2012), e o grupo B. subtilis que compreende trés espécies, B. subtilis, B.
vallismortis e B. mojavensis (ROBERTS et al., 1994; 1996). No entanto, a topologia
das arvores polifasicas nem sempre é robusta e pode diferir de arvores com base
em 16S rRNA. Portanto, delinear espécies e limites de estirpes usando uma
abordagem polifasica pode ser confusa.

Kim e colaboradores (2017) construiram o pangenoma de cinco
espécies de Bacillus e concluiram que genes adquiridos por transferéncia horizontal
compdem os seus genes especificos e sugerem, portanto, que os genes do core

sejam usados como ferramenta para a classificagao taxondmica dessas bactérias. A
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comparagao entre cromossomos das espécies B. thuringiensis, B. cereus e B.
anthracis mostra escassez de genes especificos e alto grau de sintonia e identidade
de proteinas (ZWICK et al., 2012; RASKO et al., 2005). Entretanto, apesar disso,
algumas diferencas sao evidenciadas na ordem de genes, rearranjos
cromossOmicos, variagdes de nucleotideos e a presenga de fagos em algumas
espécies (RASKO et al., 2005).

Ao contrario de B. anthracis, estudos pangendmicos de B.
thuringiensis demonstraram que essa espécie possui pangenoma aberto, assim
como o de B. cereus. Isto sugere que essas duas ultimas espécies podem facilmente
trocar ou adquirir material genético com outras bactérias que se encontram no
mesmo nicho colonizado (FANG et al., 2011). Além disso, analises filogenéticas
sugerem que B. anthracis representa uma linhagem genética distinta de B. cereus e
B. thuringiensis (RASKO et al., 2005).

Em estudo pangendmico, incluindo B. thuringiensis, B. cereus e B.
anthracis, foi demonstrado que existe variabilidade em genes que acreditavam-se
ser altamente conservados entre espécies pertencentes a Bacillus. Assim, sao
evidenciadas diferengcas no conteudo génico envolvido com o processo de
esporulacao, tais como genes codificantes de sensores de quinases, proteinas de
revestimento de esporos e pequenas proteinas soluveis em acidos, envolvidas na
dessecacdo e resisténcia a luz UV dos esporos (ALCARAZ et al., 2010). Neste
contexto, Alcaraz et al. (2010) sugerem que esses genes evoluiram para responder
a sinais especificos para diferentes ambientes. A variacdo é entdo necessaria para
responder a diferentes estimulos ambientais, sugerindo que Bacillus se especializou
geneticamente para permitir a ocupagao de diversos habitats e nichos. De maneira
semelhante, a andlise comparativa entre as espécies B. thuringiensis, B. cereus, B.
anthracis e B subtilis mostrou que, apesar das categorias funcionais de proteinas
serem semelhantes em todos os genomas, sao identificadas diferencas nas vias de
transducao de sinal, transportadores de membrana, estruturas da parede celular e
proteinas da camada S (ANDERSON et al., 2005).

A identificacéo e as relagbes filogenéticas das bactérias do grupo B.
cereus apresentam bastantes controvérsias. Liu et al. (2015), com o objetivo de
melhorar a taxonomia dessas bactérias, realizou um estudo filogenético utilizando

224 genomas completos de bactérias do grupo B. cereus. Assim, de acordo com
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seus resultados, de 224 genomas utilizados, 149 estéo identificados erroneamente
ao nivel de espécie, em que espécies classificadas como B. cereus ou B.
thuringiensis, por exemplo, deveriam ser reclassificadas como B. anthracis, e outras
19 estirpes anteriormente identificadas como B. cereus e uma como B.
weihenstephanensis deveriam ser reclassificadas como B. mycoides (LIU et al.,
2015).

Além disso, Liu et al. (2015) mostraram que devido a sua alta
conservagao, a sequéncia de RNA ribossomal 16S nao é suficiente para diferenciar
bactérias dentro do grupo B. cereus. Os autores ainda propuseram uma identificagcao
rapida de isolados dentro deste grupo a partir do gene pycA (Piruvato carboxilase) e,

guando necessario, do gene ccpA (Proteina A de controle de catabdlitos).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENGAS BACTERIANAS

Segundo Cook e Baker (1983), “controle biolégico € a redugdo da
soma de indculo ou das atividades determinantes da doenga provocada por um
patdgeno, realizada por ou através de um ou mais organismos que nédo o homem". E
os autores explicam que atividades determinantes de doengas envolvem
crescimento, infectividade, viruléncia, agressividade e outras qualidades do
patdgeno, ou processos que determinam infec¢do, desenvolvimento de sintomas e
reproducdao. O biocontrole ndo consiste em erradicar o patégeno, mas sim em
amenizar 0s prejuizos biolégicos e econbmicos de forma sustentavel
(GOVINDASAMY et al., 2010). O controle biolégico de doengas de plantas ocorre
pelo emprego de microrganismos antagonistas contra microrganismos
fitopatogénicos (ROMEIRO, 2007; MEDEIROS; DA SILVA; PASCHOLATI, 2018).
Segundo Cook e Baker (1983), o controle biolégico pode ser acompanhado por:
praticas culturais para criar um ambiente favoravel aos antagonistas e a resisténcia
da planta hospedeira ou ambas; melhoramento da planta para aumentar resisténcia
ao patégeno ou adequar o hospedeiro para as atividades dos antagonistas;
introdugdo em massa de antagonistas, linhagens nao patogénicas ou outros
organismos ou agentes benéficos.

O principal objetivo do controle biolégico é o de manter, através do
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emprego de certas praticas e da introdugdo de uma biomassa de antagonistas,
todos os componentes do agroecossistema em perfeito equilibrio, constituido pelo
hospedeiro cultivado juntamente com os patdégenos e os organismos uteis (ROBBS,
1991). Dentre as alternativas para a redugcdo do uso de agrotoxicos, o controle
bioloégico € um dos mais discutidos, podendo aproveitar tanto o controle bioldgico
natural como realizar a introdu¢cdo de um agente de biocontrole (BETTIOL;
MORANDI, 2009).

Uma definigho ampla também inclui metabdlitos especializados,
isolados, por exemplo, de interagbes ou extratos vegetais que podem ser uteis para
controlar doencas (COLLINGE et al., 2022). Estes incluem antibiéticos ou atividades
atrativas (por exemplo, feroménios), e sdo muitas vezes denominados biopesticidas
(ROBERTS; TAYLOR, 2016). No entanto, Collinge et al. (2022) recomendam que o
termo enganoso biopesticidas seja evitado e que o novo termo bioprotetores, como
proposto por Stenberg et al. (2021), seja utilizado. Por isso, o termo bioprotecao
deve substituir o uso mais amplo do termo controle biolégico mencionado acima, e
incluem o uso de extractos e produtos naturais, bem como os mais estreitamente
definidos controle biolégico. Assim, o termo controle biolégico pode ser reservado
para situacdes em que um agente de controle biolégico vivo é aplicado (STENBERG
etal., 2021).

O controle bioldgico oferece varias oportunidades para controle de
doencgas, especialmente onde as abordagens convencionais sao limitadas ou
comprometidas. Juntamente com o uso de cultivares resistentes a doencgas, o
controle bioldgico tem um papel importante na integracdo de estratégias de manejo
de doengas com o objetivo de reduzir o uso de produtos quimicos (COLLINGE et al.,
2022). O biocontrole pode ser utilizado como uma das estratégias mais econémicas
e significativas para o controle de doencas de plantas com o minimo impacto ao
meio ambiente (DE SILVA et al., 2019). Normalmente, o controle biolégico oferece
vantagens em relacdo ao uso de métodos convencionais como menor custo,
facilidade de aplicacao, transformacgao ou recuperagao de solos contaminados, além
de nao deixar residuos no ambiente, como ocorre com muitos produtos quimicos
(SOARES, 2006; NUNES, 2008). Segundo Robes (1991), o biocontrole pela
introdugédo ou pelo manejo de bactérias antagbnicas nos locais de colonizagdo do

patégeno é um processo econdmico e compativel com as comunidades agricolas de
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baixa renda, ndo causando impactos no ambiente, nem efeitos toxicos.

O controle biolégico também é publicamente percebido como natural
e, portanto, menos prejudicial ao meio ambiente do que o controle quimico. Em
muitos casos isso é verdade, porque uma nova molécula ndo esta sendo introduzida
no meio ambiente. Por causa dessas percepgdes favoraveis, muitas formas de
controle biolégico sdo também aceitas para uso em cultivo organico (COLLINGE et
al., 2022).

O controle biologico € uma alternativa promissora e tem muitas
vantagens em termos de sustentabilidade, modo de acdo e toxicidade em
comparagao com pesticidas quimicos convencionais (BALE; VAN LENTEREN;
BIGLER, 2008). Os produtos a base de microorganismos sao usado em plantagdes
e estufas para reduzir doengas em diversos cereais, hortalicas, frutas, flores e
plantas ornamentais causadas por patégenos foliares ou de pdés-colheita. (CAWOY
et al., 2011). Decompdem-se mais rapidamente no ambiente e sdo geralmente
menos toéxicos para espécies nao-alvo (THAKORE, 2006). Além disso, por
apresentarem geralmente diferentes modos de agdo dos pesticidas convencionais,
eles podem ajudar a suprimir patégenos resistentes (BHATTACHARYYA;
GOSWAMI; BHATTACHARYYA, 2016; MARASCO et al., 2012).

Um dos desafios do controle biolégico € a eficacia confiavel. O
controle biolégico € muitas vezes considerado menos confiavel e eficiente do que o
controle quimico ou a resisténcia do hospedeiro, provavelmente porque a exposi¢cao
ao ambiente externo € em grande parte uma variavel incontrolavel. Um contra-
argumento € que alguns tipos de controle bioldégico, ao contrario de alguns
mecanismos de resisténcia do hospedeiro, podem ter um efeito contra multiplas
doencas, especialmente nos quais a resisténcia induzida ou resisténcia priming é um
mecanismo subjacente (COLLINGE et al., 2022).

Dentre os principais agentes de biocontrole utilizados, podemos
destacar o uso de bactérias (Bacillus spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp.) e
fungos (Trichoderma spp.) (HEYDARIA; PESSARAKLI, 2010, RAZA et al., 2013).
Em particular, bactérias do género Bacillus e Pseudomonas podem ser destacadas
como potenciais agentes de controle para diferentes espécies de Xanthomonas
(MARIN et al., 2019).

Os agentes de controle biolégico podem atuar sobre o patégeno
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utilizando um ou mais mecanismos antagonicos, e isto faz com que se tenha maior
estabilidade e espectro de agdo. Estes mecanismos de agao sao divididos em
antibiose, competicao por espaco e nutrientes, parasitismo, indugao de resisténcia e
promogao de crescimento (MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI, 2018).

Um programa de controle biologico é baseado na selegdo de
microorganismos antagonistas in vitro ou in vivo, por bioensaios em condigdes de
laboratorio ou em casa de vegetagcédo, na presenga de fitopatogeno e da planta
hospedeira, envolvendo érgéos inteiros ou destacados (MARIANO, 1993). Para
elaboracdo de um bioproduto, pode-se utilizar desde as mais variadas espécies de
bactérias, fungos filamentosos e até mesmo leveduras (NAYAKA et al., 2009).
Bactérias antagonistas e leveduras como agentes de controle biolégico no manejo
de bactérias fitopatogénicas tém sido estudadas por varios autores (CONCEICAO et
al., 2014; CUNHA et al., 2006; MELO et al., 2015).

Bactérias endofiticas habitam as plantas em tecidos internos e
podem competir com fitopatégenos, podendo ser usadas como agentes de
biocontrole (BERG et al., 2005). Elas se confrontam com os patégenos por meio de
metabdlitos ativos com atividades antimicrobiana e antifungica, secrecao de enzimas
que degradam a parede celular de fungos, competicdo por espago e nutrientes, e
induzindo sistemas de defesa na planta (HONG et al., 2016; AKTAN; SOYLU, 2020).

Os agentes de controle bioléogico mais bem-sucedidos sao
concorrentes efetivos no ambiente biotico do solo e no holobioma vegetal (a
combinagdao da planta e seu microbioma associado), a medida que evoluiram
mecanismos para tolerar toxinas de outros organismos e sao adaptados as
condigcbes de estresse nesses ambientes, que incluem crescimento em raizes,
caules, folhas e flores e em tecidos feridos (COLLINGE et al., 2022). Enddfitos,
definidos como microrganismos que colonizam o interior de plantas (a endosfera)
sem causar doengas (JORGENSEN et al., 2020), estdo adaptados ao nicho
ecolégico da endosfera e, sado parcialmente protegidos do ambiente externo e
colonizam o mesmo nicho que os patdégenos. Portanto, sugere-se que os enddfitos
tém o potencial de serem mais consistentes do que organismos puramente epifiticos,
especialmente aqueles na filosfera.

Dentre estes possiveis agentes de biocontrole, bactérias do género

Bacillus vém sendo amplamente estudadas por sua capacidade de sintetizar
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biomoléculas com agao antifungica e bactericida, além de produzirem substancias
que promovem o crescimento de plantas. Estes microrganismos podem formar
enddsporos em condigdes adversas, caracteristica importante para sobrevivéncia do
antagonista em formulagdes de bioprodutos e colonizagdo dos 6rgaos vegetativos
da planta (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010).

Diversas investigagdes foram realizadas para entender os
mecanismos envolvidos no controle bioldgico de doencgas de plantas por espécies de
Bacillus (CAO et al., 2012; LI et al., 2013). As espécies de Bacillus sao aerodbias ou
anaerobias facultativas, gram positivas, em forma de bastonete, formam enddsporos
(MADIGAN et al., 2016). E sao capazes de controlar doengas de plantas por uma
variedade de mecanismos, incluindo producdo de antibiéticos e sideroforos, inducao
de respostas de defesa na planta hospedeira, competicdo para fontes de nutrientes
e por espago (MORA; CABREFIGA; MONTESINOS, 2011; MEDEIROS et al., 2012).

A formacao de enddsporos, que sao estruturas de resisténcia, é
caracteristica deste género que possibilita sua sobrevivéncia e colonizagéo
rizosférica. Possui a capacidade de biossintetizar metabdlitos secundarios com
atividade antimicrobiana e de interesse para o desenvolvimento de bioprodutos para
a agricultura (PAZ et al., 2018).

Muitos estudos foram realizados sobre os efeitos benéficos de
bactérias endofiticas e epifiticas como agentes de biocontrole de fungos
fitopatogénicos (SOYLU et al., 2005; BEN ABDALLAH et al., 2016). B. subtilis pode
inibir varios fungos fitopatdégénicos importantes, incluindo Sclerotium rolfsii (DE
CURTIS et al., 2010), Fusarium sp. (ZHAO et al., 2013), Rhizoctonia solani (SOYLU
et al., 2005; KUMAR et al., 2012) e Verticillium dahliae (LI et al., 2013). Assim como
0 controle biolégico por microrganismos, como Bacillus sp., Pantoea sp.,
Pseudomonas sp. e seus produtos tem se mostrado eficientes no controle de
espécies de Xanthomonas (MURATE et al., 2015; DAUNGFU; YOUPENSUK;
LUMYONG, 2019; LANNA FILHO; ROMEIRO; ALVES, 2010; PRINCIPE et al.,
2018).

Agentes de controle biolégico microbiano sao produzidos por
aproximadamente 200 fabricantes no mundo (DUNHAM, 2015), e cerca de 209
linhagens microbianas de 94 espécies diferentes estdo comercialmente disponiveis

para controle de pragas e/ou doenga (VAN LENTEREN et al., 2018). Os autores
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ainda estimam que o controle biolégico com organismos invertebrados e microbianos
€ aplicado em mais de 30 milhdes de hectares globalmente, inclusive, os agricultores
organicos adotaram amplamente as técnicas envolvendo pesticidas microbianos
(BAKER; GREEN; LOKER, 2020).

Algum produtos de controle bioldgico contra Xanthomonas spp.
estao disponiveis comercialmente. O Serenade® OPTI (BAYER) contém uma estirpe
de Bacillus subtilis (QST 713) que pode ser usado contra Xanthomonas spp. que
causam doengas em tomate, pimentéo, berinjela e batata; Xanthomonas citri subsp.
citri causadora do cancro citrico (BAYER- Bula Serenade); e Xanthomonas
arboricola responsavel pelas principais doencas de arvores frutiferas de nozes
(MARIN et al., 2019). O bactericida AgriPhage™ €& um produto a base de
bacteriéfagos usado para controle biolégico de mancha bacteriana em tomate e

pimentao (Xanthomonas spp.) e cancro citrico (AGRIPHAGE-Bula).
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ABSTRACT

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Xvv) are the causal agent of bacterial leaf
steak of corn. This disease has already been reported in South Africa in 1949 and
recently in U.S.A., Argentina, and Brazil. We performed the genome sequencing of
six Brazilian Xvv strains isolated from corn leaves with typical bacterial leaf streak
symptoms in order to confirm their identity and to carry out a comparative genomic
study to understand the relationship among Xvv strains, as well as with others X.
vasicola pathovars. We compared the Brazilian Xvv strains with 12 genomes of X.
vasicola. The G+C (%) content of the six Xvv strains ranged from 63.25% up to
63.30%. Our comparative analysis revealed that the genomes of the Brazilian Xvv
strains were highly similar, with similarities of 99.99%. The Brazilian Xvv strains were
closely related to the corn strains from Argentina and South Africa, followed by the
ones from U.S.A. A total of 3329 genes represented the core genome of the 18 Xvv
strains. Genomic differences could be observed in the genes encoding protein
secretion systems and genomic islands. The proteins virB4 and virD4 was present in
all strains and they are located in a genomic island in the genome of the strains
Arg4A and RL1. Other virb4 protein was present only in the genome of the strain
Arg4A, NCPPB 4379 and NCPPB 2417 and did not show similarity with typical T4SS
of Xanthomonas citri subsp. citri. All the Brazilian Xvv corn strains analyzed did not
have the bacterial effector XopAF, which was presented in the Xvv sugarcane
strains. This is the first draft genome sequence of Brazilian X. vasicola pv.
vasculorum corn strains.

Key words: Bacterial secretion systems, comparative genomics, draft genome,

pangenome, Zea mays.
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INTRODUCTION

Bacterial leaf streak of corn, caused by Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum (Xvv) (Cobb 1894), is a foliar disease that was recently reported for the
first time in some important corn producing regions around the world and it has raised
concerns for corn producers and technical people. The first report of bacterial leaf
streak in corn (Zea mays L.) was in South Africa in 1949 (DYER, 1949). Recently, the
disease was reported on corn in several states of the U.S.A. (DAMICONE et al.,
2018; JAMANN et al., 2019; KORUS et al., 2017; LANG et al., 2017; SMITH et al.,
2018), as well as in ten provinces of Argentina (PLAZAS et al., 2018). In 2018, the
presence of bacterial leaf streak was reported for the first time in Brazil, in corn fields
in the West region of the state of Parana (LEITE JR et al., 2018; LEITE JR et al.,
2019). The molecular identification of Xvv RL1 strain isolated from corn leaves
samples with bacterial leaf streak symptoms in Brazil was reported by Leite Jr et al.
(2019). The confirmation of the bacterial pathogen was based on the analysis of
polymerase chain reaction amplifying sequences of the 16S rDNA region, using the
universal primers fD1 and rD1.

Identification of Xvv can be challenging, because the same bacterium
can be isolated from different hosts and has a complex taxonomic history. In addition,
there may be differences in symptoms and disease severity caused by isolates from
different hosts, i.e. corn and sugarcane, biochemical and morphological differences
are not enough to classify the strains in different species or pathovars (QHOBELA et
al., 1990). A subset of isolates, causing relatively severe symptoms on corn, could be
differentiated from the sugarcane isolates by restriction fragment length
polymorphism, suggesting genomic differences between the two groups of strains
(COUTINHO; WALLIS, 1991; QHOBELA; CLAFLIN, 1992; QHOBELA et al., 1990).
Recent whole-genome analysis showed that these differences led to distinct
phylogenetic clustering of the corn isolates compared to the ones from sugarcane
(WU et al., 2019). Sugarcane isolates can still be found on corn, particularly when the
two crops are grown in the same geographical area, but it is of major concern to
growers if the strains causing severe symptoms on corn are present (COUTINHO;
WALLIS, 1991).
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Genome analyses provide reliable and high informative means to
study phylogenetic relationships among prokaryotes. Several genomic analyses and
bioinformatic tools are available today, and the values obtained are known as overall
genome related indices (OGRIs) (CHUN; RAINEY, 2014). Multilocus sequence
analysis (MLSA) and whole genome comparisons are now a regular tool for
classification of bacteria (ALMEIDA et al., 2010; JACQUES et al., 2016; LANGLOIS
et al., 2017; YOUNG et al., 2008). Calculations of average nucleotide identity (ANI)
from draft genomes are a widely accepted baseline for taxonomic placement of
prokaryotes (BULL; KOIKE, 2015). While these tools are useful for placement of
organisms into a common species (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005; RICHTER;
ROSSELLO-MORA, 2009), the assignment of plant pathogens as pathovars still
requires determining the organism’s capacity to cause disease on reciprocal hosts
compared with pathotype strains of several pathovars (YOUNG, 2001). This is
complicated if a pathogen can infect multiple hosts, as in the case of the X. vasicola
complex.

Thus, genomics is a powerful approach to develop diagnostic tools
for the rapid and accurate disease diagnosis needed to inform disease mitigation
strategies (LANG et al., 2017). Due to the recent report of the disease in Brazil, there
is still no information available on the genetic diversity and evolutionary aspects of
Xvv that occurs in the Brazilian corn fields causing bacterial leaf streak. Hence,
genome sequences of Xvv may provide important information on the aspects of its
biology, including insights into the molecular mechanisms underlying its
pathogenicity.

Considering the growing importance of bacterial leaf streak of corn in
important producing regions of this cereal in Brazil and the limited information
regarding the causal agent, the disease and its phylogenetic relationships, we turn
available the draft genome sequence of six Brazilian strains of X. vasicola pv.
vasculorum. In this study, we used comparative genomic approaches to compare
corn bacterial leaf streak isolates from Brazil to determine the phylogenetic

relationships with other Xanthomonas pathovars.

MATERIALS AND METHODS
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Source of the isolates

The six strains included in this study belong to the collection of
phytopathogenic microorganisms of the Laboratory of Bacteriology of the Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR/Emater (IDR/Parana), Londrina, PR,
Brazil. The strains were isolated from corn leaves with typical symptoms of bacterial
leaf streak collected in crop fields in the western region of the state of Parana, Brazil
(LEITE JR. et al., 2018; 2019). The isolates were tested for their pathogenicity in corn
plants cv IPR 164, following the protocol described by Robaina et al. (2020). All
isolates induced typical symptoms of bacterial leaf streak.

Twelve genomes of Xanthomonas vasicola of different hosts and
pathovars, including one genome of X. vasicola pv. musacearum, were used in the

comparative genomics and the phylogenetic analysis (Table 1).

Genome sequencing, assembly, and annotation

The Xvv isolates were cultivated in nutrient agar (NA) culture medium
for 48 hours at 28 °C. After activation, the isolates were grown in nutrient broth (NB)
at 28 °C for 16 h at 200 rpm agitation. The pellet obtained from 1 mL of bacterial
suspension was used for total DNA extraction following the standard protocol of
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Sequencing of RL1 strain
was carried out on the lllumina MiSeq platform, using the MiSeq version 3 reagent kit
(600-cycle, lllumina, San Diego, California, USA) in the Soil Biotechnology
Laboratory of Embrapa Soja, Londrina, Parana, Brazil.

For the other five Xvv Brazilian strains, 11.1, 11.11, 13.10, 16.11 e
34, high molecular weight genomic DNA was extracted using a Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). The Microbial Genome
Sequencing Center (Pittsburgh, PA, USA) performed the library preparation and
sequencing using the MiSeq lllumina sequencing NextSeq 2000 platform.

The sequences quality of the raw reads was analyzed using the
FastQC (ANDREWS, 2010), then trimmed using the Trim Galore! (v. 0.6.5)
(KRUEGER, 2019). Clean reads were subjected to De Novo assembly using SPAdes
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Specie/Pathovar Strain GenBank accession Origin Host Reference
Xanthomonas vasicola - - - - -

pv. vasculorum RL1 - Brazil Zea mays This study

pv. vasculorum 11.1 - Brazil Zea mays This study

pv. vasculorum 11.11 - Brazil Zea mays This study

pv. vasculorum 13.10 - Brazil Zea mays This study

pv. vasculorum 16.11 - Brazil Zea mays This study

pv. vasculorum 34 - Brazil Zea mays This study

pv. vasculorum NE744 NZ_VOCJ01000001.1 USA Zea mays Lang et al. (2017)

pv. vasculorum Xv1601 NZ_CP025272.1 USA Zea mays Unpublished

pv. vasculorum SAM1192 NZ_CP028127.1 South Africa Zea mays Lang et al. (2017)

ov. vasculorum CO-5 NZ_VOBV01000001.1 USA Zea mays Perez'(();(')gtg)m etal

pv. vasculorum Arg-4A NZ_PYTE01000109.1 Argentina Zea mays Direct Submission

pv. vasculorum X01 NZ_DUWKO01000001.1  South Africa Zea mays Sanko et al. (2018)

pv. vasculorum NCPPB 1326° NZ_KB373155.1 South Africa  Saccharum officinarum Wasukira et al. (2012)

pv. vasculorum NCPPB 1381 NZ_KB373240.1 South Africa  Saccharum officinarum Wasukira et al. (2012)

pv. holcicola Mex-1 NZ_VOCG01000001.1  México Sorghum sp. Perez'?;égtg)ro etal

pv. holcicola NCPPB 2417°¢ NZ_JSBW02000027.1 New Zealand Sorghum bicolor Unpublished

pv. arecae NCPPB 902 NZ_CP034657.1 Sri Lanka Tripsacum laxum Unpublished

pv. musacearum NCPPB 4379 NZ_CP034655.1 Uganda Musa sp. Wasukira et al. (2012)

aXanthomonas vasicola pathotype strain. Xanthomonas vasicola pv. vasculorum sugarcane reference strain. °Xanthomonas vasicola type strain.
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incorporate in the Uniclycler pipeline (WICK et al., 2017). The quality of the
subsequent assemblies and the genome G+C contents were assessed using the
QUAST (GUREVICH et al., 2013). Open reading frames and RNA genes were
identified by the Prokka (SEEMANN, 2014).

Phylogenomic analyses

A heatmap was generated with the genome sequences of RL1 strain
and the other Xanthomonas vasicola related strains, using the OrthoANI values
calculated from the OAT software (LEE et al., 2016). Subsequently, an in-depth
phylogenetic analysis was performed using the ANIm method of pyani, generating a
percentage of identity ANI matrix (https://github.com/widdowquinn/pyani v0.2.11; last
accessed December 05, 2021) (PRITCHARD et al., 2016), as described by Richter
and Rossello-Méra (2009).

Roary software (PAGE et al., 2015) was used to carry out pan-
genome analyses for species. All genomes used for Roary were annotated by Prokka
(SEEMANN, 2014). The tree was built using an alignment of the core genome
sequences with 70% BLAST ID derived from the Roary, based on the maximum
likelihood method and bootstrapped 100 times using RaxML-NG (KOZLOV et al.,
2019). All visualizations of the phylogenetic trees were reconstructed with the
FigTree program (RAMBAUT, 2018) version 1.4 .4.

Gene composition

With the output file generated with 70% BLAST ID from Roary
software, it was possible to search for genes of interest in the genomes and
differences in the gene composition between genomes. A Venn diagram was
created, using the web-based toll InteractiVenn (HEBERLE et al.,, 2015) with the
present genes in the genomes.

Alien Hunter software (version 1.7) was performed to detect

signatures of horizontal gene transfer and genomic islands (VERNIKOS; PARKHILL,
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2006). The data was visualized using Artemis (version 18.1.0) (RUTHERFORD et al.,
2000).

For xopAF detection, a 25 ul PCR reaction was performed including
1 pl 10 uM of each primer xopAF_F (5 CCATTGCCATTGCTAGCACC 3’) and
xopAF_R (5 TATTCGACGGTTCCCACTGC 3’) (LANG et al., 2017), 15.7 pl water, 5
Ml 5x GoTaq reaction buffer, 0.75 pl 25 mM MgClz, 0.5 yl 10 mM dNTP, and 0.05 pl
GoTag DNA polymerase (Promega, Madison, WI, USA). The optimized cycling
conditions were an initial denaturation at 94 °C for 3 min followed by 30 cycles at 94
°C for 30 sec, annealing temperature at 60 °C for 30 sec, 72 °C for 1 min, with a final
extension at 72 °C for 10 min (LANG et al., 2017).

RESULTS

Genome assembly and annotation

The drafts genomes were deposited in the GenBank database and

received accession numbers (Table 2).

Table 2. Draft genome characteristics of the sequencing and assembly of six
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains from Brazil causing bacterial leaf
streak of corn.

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain

Attribute RLA TK| 11.11 13.10 16.11 34
(T;;f' length 4,813,893 4,769,748 4,704,698 4,741,321 4762140 4,735,769
G+C (%) 63.27 63.28 63.25 63.30 63.27 63.28
Contigs 129 93 103 121 106 114
N50 187,199 114,834 112,090 83919 114507 130,162
L50 10 12 12 17 13 11
Largest contig 349,678 453682 443,968 295799 453677 454,371
CDS 4,695 4,646 4,603 4,663 4,659 4,617
RNA 54 48 57 48 54 48
GenBank

accession no.

The genome assembly of RL1 strain allowed a coverage of 98x
assembled in 129 contigs, with an N50 of 187,199 and an L50 of 10. The RL1

genome was estimated to have 4,813,893 bp, and the Prokka annotation
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(SEEMANN, 2014) identified 4,146 codings DNA sequences (CDSs). The statistical
data for the other five Xvv strains can be seen in the Table 2.

The G+C content of RL1 strain was estimated in 63.2%, which is
very similar to the content of the others X. vasicola pv. vasculorum strains from Brazil
(Table 2), and the one from the United States (LANG et al., 2017). Further, these
G+C contents are typical for Xanthomonas spp. strains (ROUX et al., 2015).

Phylogenomic analysis

In the heatmap of OrthoANI, Arg 4A, RL1 and SAM119 strains were
clustered together, followed by CO-5 strain from USA and XO01 strain from South
Africa and followed by NCPPB 1326, NCPPB 902, NCPPB 4379 and NCPPB 2417
(Figure 1).

The ANI matrix (Figure 2) showed results similar to those obtained in
the heatmap generated by the OrthoANI analyses. This matrix revealed a higher
similarity among all corn and sugar cane Xvv strains (i.e., NCPPB 1326 and NCPPB
1381), and lower similarity with X. v. pv. musacearum (NCPPB 4379), X. v. pv.
arecae (NCPPB 902) and Xvh (Mex1 and NCPPB 2417). In the ANI matrix, the Xvv
strains were divided in tree groups, i.e., the sugar cane strains, the X01 strain of corn
from South Africa and all the others Xvv strains from corn (Figure 2).

The phylogenetic tree reconstructed showed that all Xvv strains were in
the same clade, but two major groups were formed (Figure 3). The first cluster
comprised all corn Xvv strains, and the second, two sugarcane Xvv strains (i.e.
NCPPB 1326 and NCPPB 1381). The six Brazilians Xvv corn strains analyzed were
closely related with the Arg-4 and SAM119 corn strains, from Argentina and South
Africa, respectively. In the next clade, there are Xvv corn strains from the USA:
strains NE744, CO5 and XV1601; followed by Xvv corn strain X01 from South Africa.
The other clades include all the other Xvv strains, NCPPB 902 (X. vasicola pv.
arecae) and NCPPB 4379 (X. vasicola pv. musacearum); and finally, Xvh strains,
Mex1 and NCPPB 2417.
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Figure 1: Heatmap generated with the OrthoANI values calculated by OAT software
for Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain RL1 and closely related
Xanthomonas vasicola strains.
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Arg4A (NZ_PYTEO01000109.1): X. vasicola pv. vasculorum. RL1: X. vasicola pv. vasculorum strain isolate from
corn in Brazil. SAM119 (NZ_CP028127.1): X. vasicola pv. vasculorum. CO5 (NZ_VOBV01000001.1): X. vasicola
pv. vasculorum. X01 (NZ_DUWKO01000001.1): X. vasicola pv. vasculorum. NCPPB 1326 (NZ_KB373155.1): X.
vasicola pv. vasculorum. NCPPB 902 (NZ_CP034657.1): X. vasicola pv. arecae. NCPPB 4379
(NZ_CP034655.1): X. vasicola pv. musacearum. NCPPB 2417 (NZ_JSBW02000027.1): X. vasicola pv. holcicola.
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Figure 2. Identity ANI matrix for Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains from
Brazil and closely related Xanthomonas vasicola pathovars.

ANIm_percentage_identity

L
et

NCPPB4379

NCPPB902
Mex1
NCPPB2417
13 10

11 11

RL1

111

1611
SAM119

34

*V1601
NET44

ArgdA

X01
NCPPB1326

NCPPB1381

B

NCPPB 4379 (NZ_CP034655.1): X. vasicola pv. musacearum. NCPPB 902 (NZ_CP034657.1): X. vasicola pv.
arecae. Mex1 (NZ_VOCG01000001.1): X. vasicola pv. holcicola. NCPPB 2417 (NZ_JSBW02000027.1): X.
vasicola pv. holcicola. 34; 16_11; 11_1; 11_11; 13_10 and RL1: X. vasicola pv. vasculorum strains isolate from
corn in Brazil. SAM119 (NZ_CP028127.1): X. vasicola pv. vasculorum. CO5 (NZ_VOBV01000001.1): X. vasicola
pv. vasculorum. XV1601 (NZ_CP025272.1): X. vasicola pv. vasculorum. NE744 (NZ_VOCJ01000001.1): X
vasicola pv. vasculorum. ArgdA (NZ_PYTEO1000109.1): X. vasicola pv. vasculorum. X01
(NZ_DUWKO01000001.1): X. vasicola pv. vasculorum. NCPPB 1326 (NZ_KB373155.1): X. vasicola pv.
vasculorum. NCPPB 1381 (NZ_KB373240.1): X. vasicola pv. vasculorum.

NCPPB1381
NCPPB1326
01

Argda
NE744
V1601
cos

34

SAM119
16_11

111

AL1

11 11
1310
NCPPB2417
Mexl
NCPPBO0C2
NCPPB4379



79

Figure 3: Phylogenetic tree reconstructed for Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains from Brazil and closely related
Xanthomonas vasicola pathovars.
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(NZ_CP028127.1): X. vasicola pv. vasculorum. NE744 (NZ_VOCJ01000001.1): X. vasicola pv. vasculorum. CO5 (NZ_VOBV01000001.1): X. vasicola pv. vasculorum. XV1601
(NZ_CP025272.1): X. vasicola pv. vasculorum. X01 (NZ_DUWKO01000001.1): X. vasicola pv. vasculorum. NCPPB 1326 (NZ_KB373155.1): X. vasicola pv. vasculorum. NCPPB
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Gene composition

We clustered the orthologous groups of the genes predicted in the 18
genomes of this study to identify the core genome using Roary software (PAGE et
al., 2015). A total of 3,329 genes were common to all strains and are going to be
referred as the core genome.

A Venn diagram was built to illustrate the sharing of the orthologous
genes by four Xvv genomes, Arg4A, NE744, RL1 and SAM119 (Figure 4A).

Figure 4. Venn diagrams showing the sharing of orthologous genes for: (A)
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strains Arg4A (Argentina), NE744 (USA), RL1
(Brazil) and SAM119 (South Africa); (B) Xanthomonas vasicola pv. vasculorum
strains NCPPB 1326 (isolate from sugarcane) and RL1 (isolate from corn); (C)
Xanthomonas vasicola pv. holcicola strain Mex1 and Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum strain RL1; and (D) Xanthomonas vasicola pv. arecae strain NCPPB 902
and Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain RL1.
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They share 4,010 genes. Argda and SAM 119 have 103, and 1
unique gene, respectively, while NE744 and RL1 do not have unique genes. In the
same way, a Venn diagram illustrating the sharing of the orthologous genes by
NCPPB 1326 (Xvv strain from sugarcane) and Xvv RL1 was constructed and
comprised 3,861 orthologous genes (Figure 4B). Another Venn diagram illustrating
the sharing of the orthologous genes by Xvh Mex1 and Xww RL1 was also
constructed and total of 3,710 orthologous genes were identified (Figure 4C). Finally,
a Venn diagram illustrating the sharing of the orthologous genes by NCPPB 902
(Xanthomonas vasicola pv. arecae) and Xvv RL1 was constructed with 3,781
orthologous genes (Figure 4D).

The presence of a type IV secretion system protein virB4_2 was
identified only in the strains Arg 4A, NCPPB 4379 and NCPPB 2417 and absent in
other strains. The results of the tblastn analysis confirmed that the protein virB4 2
was not present in the genome of the other strains used in this study. The protein
virB4 present in the strains has ~96% of similarity with Xanthomonas populi
(GenBank: PPU91361.1) and Xanthomonas campestris pv. durantae (GenBank:
00X05280.1) and 100% with Xanthomonas vasicola (NCBI Reference Sequence:
WP_123184442.1).

All the 18 strains included in this study presented a type IV secretion
system protein virB4 and a protein virD4, and also other secretion systems, like type
Il proteins E, F and G; and type Il secretin. The proteins virB4 from RL1 and virB4_2
from Arg4A present 24% of similarity. The Xvv strain NCPPB 1326 from sugar cane
has more 18 type IV secretion systems than the other strains from corn.

The strain RL1 had 58 genomic islands, with sizes ranging from
5,000 up to 40,000 pb, while the strain Arg4dA had 69 genomic islands, with sizes
ranging from 5,000 up to 45,000 pb (Table 3). In the strains Arg4A and RL1 the
proteins virB4 and virD4 were in a genomic island in the genome based on the Alien
Hunter sequence visualization and annotation tool (RUTHERFORD et al., 2000).
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Table 3. Number, size (bp) and type of genes in the genome islands present in the genomes of Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum strains RL1 and Arg4A.

Strain
Island RL1 Arg4A
Size (pb) Type of gene Size (pb) Type of gene
1 27,500 virB4, ptIB, ptIF, virD4, uvrB, ppnN 5,000 nphR, cacC_1, kduD_1, aidA, mutS_2
2 5,000 nuoN, nuoM, nuoL 12,500 emrA_1, farB, lagD
3 5,000 7,500
4 10,000 rhaS_1, argD_1 5,000 ligA, epmA
5 5,000 5,000
6 7,500 7,500 norR
7 5,000 10,000
8 7,500 15,000 egl 2,egl 3
9 5,000 mutS_1, aidA, kduD_1, nphR, bacC_1 5,000 recF, dnaN
10 37,500 katE, dind, hcaR 5,000
11 22,500 cvaA 2, cvaA_3, apxIB_2 7,500
12 5,000 Btub_11, hslO 5,000
13 5,000 rcsC_9 7,000
14 7,500 nicB_1, hopW1_1, pup, rpaR 7,500 oleA
15 7,500 nrdE, nrdB 5,000
16 7,500 repA 5,000
17 7,500 hutU, sldA 7,500 fadB_2, rpfC
18 7,500 intA_2 7,500 folE2, amiC, xylE
secY, rplo, prmD, rpsE, rpIR, rplF, rpsH, rpsN,
rplE, eplX, rpIN, rplP, romC, rpsQ, rpsC, rplV,
19 12,500 bglB, lagD, farB 35,000 rpsS, rplB, rplW, rpID, rplC, rpsJ, tufa_1, fusA,
rpsG, rpsL, rpoC, rpoB, rplL, rplJ, rplA, rplK,
nusG, secE, tufA_2, ychF, pth
20 20,000 hin 5,000 hupB, ppiD, mitD
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Strain

Island RL1 Arg4A

Size (pb) Type of gene Size (pb) Type of gene
21 5,000 7,500 moaA, bsn
22 10,000 10,000 purC, djlA
23 7500 secF, secD 32.500 mnhE1, mrpF, mrpF, virB4_1, ptIB, ptlF, virD4,

uvrB, ppnN
24 7,500 htpG_2, rsmD 5,000 nuoK, nuolL, nuoM
25 7,500 Map_2 5,000
26 5,000 10,000 argD_1
27 12,500 kpsM, btuD_5, rmd, gmd, mshA 4 5,000 intA_1
28 7,500 7,500 cas4-cas1, cas2, fadD
29 7,500 glnE, pcp_3 5,000
30 7,500 acek, ding_2 15,000
31 7,500 oleA, oleB 7,500 pvadh
32 7,500 5,000
33 5,000 7,000 nanM, ble, por
34 5,000 10,000 coakE, outO, epsF, pile, speE_1, cptA,
35 5,000 7,500
secY, rplO, rpomD, rpsE, rpIR, rplF, rpsH,
36 10,000 rpsN, rplE, rplX, rpIN, rplP, rpomC, rpsQ, 7,500 aceE, dinG_1
rpsC, rplV, rpsS, rplB, rplW, rpID, rplC, rpsJ
37 17,500 tufa_1, fusA, rpsG, rpsL, rpoC, ropB, rplL, 32,000 dinJ, heaR,
rpld, rplA, rplK, nusG, secE

38 7,500 7,500 prtR
39 5,000 7,500
40 5,000 10,000 dpnM, katE
41 7,500 moaA, ruvB_2 17,500 ipuC, metAA, phnW, gorB
42 5,000 hsdM 10,000 benM, nicB_1, alpha-LP, dpp5
43 7,500 Cas2, cas4-cas1 5,000
44 15,000 btuB_24, btuB_25 5,000
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Strain

Island RL1 Arg4A
Size (pb) Type of gene Size (pb) Type of gene
45 5,000 fadB_2 5,000
46 5,000 blue, por 5,000 pds
47 5,000 pilE, cptA, epsF, outO 20,000 cvaA 2, cvaA_3, xy13A 2, apxIB_3
48 5,000 5,000 gcevT, gevH,
49 15,000 ipuC, meta, puuD_2, phnW, nicB_2 5,000 btuB 25
50 7,500 gorB 5,000 rcsc_14
51 5,000 amiC, folE2 7,500 rbn, nicB_2, hopW1_1, puuP
52 7,500 Man5A, regA, regB, pds 7,500
53 7,500 fop, nagR_2 7,500 fbp, azoR1
54 22,500 dmIR_6, azoR1, xerC_2, 20,000 nagR_2, xerC_2, soj_2
Probably region overlapping rRNA operon
55 40,000 cavA_4, ItxB, btuB_31 7,500
56 10,000 maa 7,500
57 22,500 symE 12,500 nrdE, nrdB, panE, yadH_1
58 7,500 7,500 hutU
Probably region overlapping rRNA operon
59 17,951 45,000 cvaA 4, btuB_28, ItxB, repA, guaA
60 22,500
61 20,000 rhaS_2
62 15,000
63 27,500 hin, fitB, maeB_2
64 25,000 symE
65 7,500 secF
66 7,500
67 10,000 wapA
68 20,000 mshA_4, gmd, rmd, btuD_7 kpsM,
69 7,500 ompW 3
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The presence of the bacterial effector XopAF in Xvv corn strains from
Brazil was investigated. The effector gene was examined by PCR analysis using the
xopAF-specific primers. No corn strain of Xvv from Brazil contains the effector xopAF
(Figure 5). On the other hand, all sugarcane strains of X. v. pv. vasculorum, i.e.
NCPPB 1381 from Zimbabwe, NCPPB 795 from South Africa, and NCPPB 796 from
Mauritius, had the xopAF gene, regardless their geographic origin (Figure 5). The
Xvv strains 1326 and 1381 have 100% of similarity with the sequence of gene XopAF
(GenBank: ACHS01000051.1, bases 7184-7783; RefSeq: WP_010364039) and no

hits were found in Brazilian Xvv strains.

Figure 5. Amplification of the xopAF gene from Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum strains. Lane L: 100 bp DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); Xvv
Br1, Xvv Br2, Xvv Br3, Xvv Br4, Xvv Br5, Xvv Br6, Xvv Br7, RL1 and RL2, Brazilian
corn strains of Xvv; NCPPB 1381; NCPPB 795 and: NCPPB 796, sugarcane strains
of Xvv; and NTC, no template control.
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DISCUSSION

Results similar to the ones obtained in the present study for the
genomic sequence of Brazilian strains of Xvv had also been reported for Xvv strains
from the USA and Argentina in phylogenetic analysis using minimum spanning trees
(MST) performed by Perez-Quintero et al. (2020). In both studies, Xvv strains from
corn formed a closely related group, independent of the geographic origin and apart

from the sugarcane strains.
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The Xvv strains originating in Brazil were genetically very close to the
Argentina ones and to the type strain SAM119 from South Africa, and less close to
strains from the USA. According to Perez-Quintero et al. (2020), these results
suggest a possible direct South African origin for the current bacterial leaf streak of
corn epidemics in Argentina and, consequently, in Brazil, without the involvement of
the strains present in the USA.

Perez-Quintero et al. (2020) reported that the Argentina’s strains of
Xvv were closely related to strains of Xvh and indicated that a horizontal transfer of
prophage genes from Xvh to Xvv could have occurred in South America. In our study
it was not possible to observe a relationship between the Brazilian Xvv strains and
Xvh.

Based on the whole-genome SNP phylogenetic analysis, Stulberg et
al. (2020) were able to delineate the X. vasicola clade in groups that correspond to
the host pathogenicity. Interestingly, the corn isolates from the USA and the SAM119
strain formed a sub-group within the Xvv clade, consistent with other findings (WU et
al. 2019). The focus was on a specific sequence that includes the 3’ end of a
predicted filamentous hemagglutinin (FHA) N-terminal domain-containing protein for
detection assay design (STULBERG et al., 2020).

The type IV secretion systems (T4SS) deliver DNA and/or proteins
(effectors) into eukaryotic or bacterial targets (GONZALEZ-RIVERA; BHATTY;
CHRISTIE, 2016; GROHMANN et al., 2018; WAKSMAN, 2019). The T4SS apparatus
typically consists of 12 proteins (VirB1 to VirB11 and VirD4) (GROHMANN et al.,
2018; CHRISTIE; WHITAKER; GONZALEZ-RIVERA, 2014; GHOSAL et al., 2017).
Many bacteria of the family Xanthomonadaceae carry a T4SS with unknown function
but with several characteristics that distinguishes it from other T4SSs (ALEGRIA et
al.,, 2005; SOUZA et al., 2011). One of these distinguishing features is that the
Xanthomonas citri subsp. citri VirD4 protein (VirD4xac2623), a homologue of the
coupling protein that recruits effectors to the T4SS for secretion (ALVAREZ-
MARTINEZ; CHRISTIE, 2009), interacts with a set of uncharacterized Xanthomonas
VirD4-interacting proteins (XVIPs) that contain a conserved C-terminal domain
named XVIPCD (XVIP-conserved domain) (ALEGRIA et al., 2005). Souza et al.
(2015) showed that these XVIPs are toxins secreted by the Xanthomonas T4SS.
Further, the secretion is dependent on the XVIPCD and this special T4SS, confers to
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X. citri subsp. citri the capability to kill other Gram-negative cells in a contact-
dependent manner, thereby providing a competitive growth advantage in mixed
bacterial communities. Intriguingly, the virB4 present in the RL1 strain and the
virB4_2-encoded T4SS present in the strains Arg 4A, NCPPB 4379 and NCPPB
2417 show low similarity (~26%) with VirB4 from Xanthomonas citri subsp. citri strain
306 and Xanthomonas vesicatoria strain 85—10 T4SS. This point towards functional
diversification of the T4SS among the Xanthomonas (DA SILVA et al., 2002). On the
other hand, the virD4 from the RL1 strain presented 97% of similarity with the
VirD4xac2623.

Genomic islands contribute to acquiring virulence genes,
antimicrobial-resistance genes or genes that enable adaptation to a specific
environment (JUHAS et al., 2009). The presence of type VI secretion systems genes
in genomic islands has been reported by Sarris et al. (2011) and Barbosa and Lery
(2019). In agreement, we observed T4SS also in genomic islands.

The Brazilian Xvv strains included in this study did not show the
presence of the xopAF gene, consistent with previous reports (STUDHOLME et al.,
2010; WASUKIRA et al., 2014). Among the Xvv strains, only those from sugarcane
contain the xopAF gene, an effector that may contribute to the host range and
disease symptoms (STUDHOLME et al., 2010; WASUKIRA et al., 2014). Genome
comparisons revealed variation among the Xvv isolates included in the study
regarding the presence or absence of the xopAF gene that encodes the bacterial
effector XopAF (STUDHOLME et al., 2010; WASUKIRA et al., 2014). The effector
gene xopAF was reported in X. euvesicatoria, X. translucens pv. translucens, X. citri
subsp. citri and Xvv from sugarcane but was absent in the strains of Xvv from corn,
NCPPB206, and also in X. v. pv. musacearum (STUDHOLME et al., 2010;
WASUKIRA et al., 2014; JALAN et al., 2013).

CONCLUSIONS

This is the first draft genome sequence of X. vasicola pv. vasculorum
isolates that cause bacterial leaf streak of corn in Brazil. The access to this

information will allow future studies to further understand the biology of this



88

phytopathogen by comparison of its genome with those of other X. vasicola pv.
vasculorum strains and X. vasicola pathovars. Availability of the genomic sequences
may facilitate studies on interactions of the xanthomonads with corn. The information
generated may also provide a source of sequences for molecular detection and

diagnoses.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antagonism of three bacterial strains,
LAFUEL 01, LAFUEL 02, and LAFUEL 03, against Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum (Xvv) and the biocontrol of bacterial leaf streak (BLS) of corn.
Antagonism tests by agar diffusion method were performed to evaluate the
antimicrobial activity of cell suspension, and cell-free supernatant (CFS) obtained
from bacterial cultures grown in Luria Bertani (CFS LB) and International
Streptomyces Project-2 (CFS ISP2) culture media. Minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined using dilutions of each CFS. An in vivo experiment to evaluate
the control of strains on BLS in corn plants was carried out under greenhouse
conditions. The treatments were LAFUEL 01, LAFUEL 02, and LAFUEL 03 bacterial
suspensions at 108 CFU mL" and mancozeb and copper oxychloride. Corn plants at
V3 growth stage were sprayed with each treatment. After three days, the plants were
inoculated with Xvv suspension at 108 CFU mL-'. Disease severity was assessed 21
days after inoculation. Genus identification of the strains was performed by
sequencing the 16S rRNA and LAFUEL 03 was selected for species identification by
genome sequencing. Genes related to biofilm formation, swarming motility and
clusters of secondary metabolites were searched in LAFUEL 03 genome. Agar
diffusion test with antagonist cell suspensions produced inhibition halos of ~30 mm;
and with CFS ~40 mm in diameter, without statistical difference between media or
strains. MIC was 1:8 and 1:16 for CFS produced in LB and ISP2 media, respectively,
with no statistical difference among them. In the in vivo experiments all antagonist
strains significantly reduced the disease severity in 3 and 4™ leaves. 16S rRNA
sequencing revealed that LAFUEL 01, LAFUEL 02, and LAFUEL 03 belong to the
genus Bacillus, and LAFUEL 03 has ~97% of similarity with B. velezensis strains.
The search for genes of interest and clusters of secondary metabolism highlighted
genes related to pathogen antagonism. LAFUEL 01 and LAFUEL 02 Bacillus sp. and
LAFUEL 03 B. velezensis strains were able to control de bacterial leaf streak when



95

sprayed in corn plants before inoculation with Xvv. LAFUEL 01, LAFUEL 02, and
LAFUEL 03 strains produced metabolites with activity against Xvv and the
characterization of these metabolites may provide new insights to elucidate the
mechanisms involved in the control of bacterial leaf streak of corn by these promising
biocontrol agents.

Keywords: Antimicrobial activity, Bacillus velezensis, bacterial genomics, biological

control, biosynthetic gene clusters, molecular identification.

INTRODUCTION

The bacterial leaf streak (BLS) of corn caused by Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum is a disease reported for the first time in South Africa in 1949
(DYER, 1949). Despite that, the introduction of BLS in the American continent
(KORUS et al. 2017; LANG et al. 2017; PLAZAS et al., 2018; LEITE JR et al., 2019)
raised major concerns for corn production, leading to several studies on the
pathogen and the disease management (ORTIZ-CASTRO et al., 2020; STULBERG
et al., 2020; PEREZ-QUINTERO et al., 2020; STUDHOLME et al., 2009; HARTMAN
et al., 2020a; HARTMAN et al., 2020b).

Chemical control through bactericides may reduce disease
development (GENT; SCHWARTZ, 2005). However, all available bactericides, which
are mostly copper based compounds, have contact activity and require several
applications to effectively control bacterial diseases (ORTIZ-CASTRO et al., 2020). In
addition to the low effectiveness, a major concern is the selection pressure that these
chemicals may cause on plant pathogens, favoring the emergence of resistant strains
(CAOQO et al., 2011). An alternative to overcome this problem is the use of biological
control, which is defined as the use of a microorganism to reduce the level of disease
(PAL; GARDENER, 2006).

Biological control has many advantages in terms of sustainability,
mode of action and toxicity compared to chemical pesticides (BALE et al., 2008).
They decompose more rapidly in the environment and are generally less toxic for
non-target species (THAKORE, 2006). In addition, they may help to suppress
resistant pathogens, as they exhibit generally different modes of action compared to
conventional pesticides (BHATTACHARYYA et al., 2016; MARASCO et al., 2012).



96

Biological control agents may involve both bacteria and filamentous
or yeast-like fungi (NAYAKA et al., 2009). Further, bacteria have been studied
extensively for this purpose. Among them, species within the genus Bacillus are of
major interest due to the capability to form endospores, to have different mechanisms
of action and to produce metabolites with biotechnological applications (LANNA
FILHO; ROMEIRO; ALVES, 2010).

Studies on the control of bacterial leaf streak of corn are underway
and effective methods for the disease management have not yet been established. A
strategy to control bacterial plant diseases, including those caused by
Xanthomonads, is biological control (GENT; SCHWARTZ, 2005). Several studies
have been carried out to explore the beneficial effects of bacteria of the genus
Bacillus as biocontrol agents for Xanthomonas spp., such as X. citri subsp. citri
(DAUNGFU; YOUPENSUK; LUMYONG, 2019; DAS et al., 2014; HUANG et al.,
2012), X. campestris pv. campestris (MISHRA; ARORA, 2012), and X. vesicatoria
(LANNA-FILHO et al., 2013; LIU et al., 2018). Ortiz-Castro (2019) reported that
Pantoea ananatis may have potential as biocontrol agent against BLS of corn.

In view of the relatively limited efficiency of chemicals and biocontrol
strategy being a more eco-friendly and effective alternative for the control of bacterial
diseases in plants, the objectives of this study were to raise genomic information on
the antimicrobial potential of bacterial strains, to evaluate the in vitro antagonist
activity of these strains against Xanthomonas vasicola pv. vasculorum, the causal
agent of BLS of corn, and to determine their potential for the control of BLS in corn

plants.

MATERIALS AND METHODS

Source and maintenance of the bacterial strains

Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain RL1 (LEITE et al.,

2019) belongs to the collection of plant pathogenic bacteria of the Laboratério de

Bacteriologia e Diagnose em Fitossanidade do Instituto de Desenvolvimento Rural
do Parana - IAPAR/Emater (IDR/Parana), Londrina, PR, Brazil. The isolates LAFUEL
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01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 belong to the Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, PR, Brazil. The bacterial
isolates were grown on Nutrient Agar (NA) medium and incubated at 28 + 2 °C for 48
h.

Production of metabolites and cell-free supernatant

After activation, the inoculum was prepared with LAFUEL 01,
LAFUEL 02 and LAFUEL 03 cell suspension, adjusted in a spectrophotometer to
0O.D.soonm = 0,3 and 40 uL of the suspensions were inoculated into 40 mL of Luria
Bertani (LB) broth (g L: tryptone 10; extract of yeast 5; NaCl 5; pH 6.8-7.0), kept
under 200 rpm agitation at 28°C for 24 h. After incubation, aliquots (1% v/v) of the
inoculum were transferred to 250 mL of medium 1 LB broth and medium 2,
International Streptomyces Project-2 (ISP2 broth: g L': yeast extract 4; malt extract
10; dextrose 4) and kept under 200 rpm agitation at 28 °C for 72 h and 168 h for
media 1 and 2, respectively. To obtain the cell-free supernatant (CFS), the fermented
product (extract) was centrifuged at 10,000 rpm at 4 °C for 15 min and filtrated

through 0.22 ym membrane.

Antimicrobial activity of LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 products

Two experiments were performed using the agar diffusion method
(pour plate) in NA medium to evaluate the antimicrobial activity of LAFUEL 01,
LAFUEL 02 and LAFUEL 03 against RL1 strain of X. vasicola pv. vasculorum. A
suspension at 108 CFU mL-! was incorporated to the still-melting culture medium (54
°C) for a final concentration of 0.25% v/v. In the first experiment, 10 yL aliquots of
Xvv suspension was adjusted in a spectrophotometer to O.D. soonm = 0.3 and added
to the medium. In the second experiment, 200 pL aliquots of the CFS of each isolate
were transferred to 8 mm diameter wells in the culture medium. Plates were
maintained at 28 + 2 °C for 72 h. The antagonistic capability of the CFS was also

tested after freezing at -20 °C for 10 days. The antimicrobial activity was evaluated by
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measuring the growth inhibition halo of RL1 strain and expressed in mm. Both
experiments were performed three times and the results presents are the average of
the experiments.

The experimental design was a completely randomized design in a
two-factorial arrangement (2 culture medium x 3 strains) with 8 replications. The
results were submitted to the analysis of variance and the means were compared by
the Tukey test, at 5% probability level. Data that did not meet the assumptions of the
analysis of variance according to the Shapiro-Wilk and Bartlett tests were
transformed by Box-Cox (BOX; COX, 1964). Data analysis was performed using the
statistical software R Studio (R Core Team, 2021).

Minimum inhibitory concentration

Serial dilutions of 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32 and 1:64 of the CFSs were
performed in 96-well polystyrene plate containing 100 uL of nutrient broth to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the CFS of each strain to
inhibit the growth of Xvv RL1. The initial extracts of LAFUELO1, LAFUEL 02, and
LAFUEL 03 used in the test were at the concentration of 3 x 108 CFU mL™", after
fermentation. Then, 100 yL of RL1 bacterial suspension in nutrient broth at the
concentration of 108 CFU mL-', was added to the wells and homogenized. Positive
(RL1 + medium) and negative controls (CFS + medium) were included. The plates
were maintained at 28 °C for 72 h. The evaluation of the RL1 bacterial growth was
performed visually by the absence or presence of turbidity. Each treatment was
constituted by three replications and the test was performed three times.

Inhibition curves were estimated by the non-parametric Kaplan-Meier
method (KAPLAN; MEIER, 1958) to visually verify the capability of the CFS to inhibit
bacterial growth as a function of the CFS dilutions. The log-rank test was used to
formally compare the curves, as the observed and expected values of each treatment
were compared under the hypothesis that the inhibition capability is the same for all
treatments. This is equivalent to test if the dilution for inhibition of bacterial growth is
similar for each treatment. Data analysis was performed using the statistical software
R Studio (R Core Team, 2021).
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Control of bacterial leaf streak of corn

The experiment was carried out in a semi-climatized greenhouse at
the Londrina Experimental Station of the Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana - IAPAR/Emater, Londrina, PR, Brazil.

The maize hybrid IPR164 was sown in 5 L plastic pots containing a
soil-sand-organic matter mixture (3:1:1 vol). Fifteen days after sowing, the maize
plants at the V3 vegetative growth stage were sprayed with the treatments.

LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 extracts were prepared by
fermentation in LB medium at a final concentration of 3 x 108 CFU mL-'. Mancozeb
and copper oxychloride were included as positive chemical controls and water as
negative control. The products and doses used in the experiments are shown in
Table 1. The doses of the chemical’s products were applied as recommended by
Longhi et al. (2022).

Table 1. Treatments and doses of LAFUEL 01, LAFUEL 02, LAFUEL 03 and
chemicals used in the experiment of control of bacterial leaf streak.

Treatment Dose
Water -
LAFUEL 01 3 x 108 UFC mL-"
LAFUEL 02 3 x 108 UFC mL""
LAFUEL 03 3 x 108 UFC mL""
Mancozeb — 750 g Kg™’ 2gc.p.'L?
Copper oxychloride — 588 g L™ 2gc.p.L?

‘c. p. — commercial product

Three days after spraying the products, the corn plants were
artificially inoculated with a suspension of the RL1 strain of Xvv at the concentration
of 108 CFU mL"'. The suspension was sprayed without wounding and approximately
10 mL of the bacterial suspension was applied on the leaves of each corn plant
(ROBAINA et al., 2020). All plants were maintained in a moist chamber 24 h before
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and 24 h after pathogen inoculation. The disease severity was evaluated 21 days
after inoculation on the 3 and 4™ leaves, based on the percentage of affected leaf
area using the scale proposed by Robaina et al. (2020). The reduction in the disease
affected leaf area was calculated as a percentage (%) of the disease severity in the
control plants.

The experiment was carried out in a completely randomized design,
with four replications. The experimental unit was a pot containing one plant. The
experiment was performed twice. The data analysis for percentage of affected leaf
area of the disease was performed using nonparametric statistics. In the first trial, the
ANOVA Kruskal Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952) was applied to the data and the
comparison of the treatments was performed by the Bonferroni test (p < 0.05). In the
second ftrial, data were submitted to analysis of variance and the means were
compared by the Tukey test (p < 0.05). The statistical analysis was performed using
the software R Studio (R Core Team, 2021).

Swarming motility and biofilm formation assay

Motility of the strains LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 was
evaluated by spreading the bacterium on tryptic soy agar plates 0,75 % (TSA,
Acumedia, USA). The overnight culture was prepared, adjusted to O.D.s00 = 0.3, and
10 pL of the inoculum was plated on the TSA medium in the center of a 60-mm Petri
dish. The capability to colonize the whole surface of the medium was evaluated. For
biofilm formation, a 24-well plate with 2 mL of tryptic soy broth medium (TSA,
Acumedia, USA) was prepared and inoculated with 10 yL of an overnight culture
adjusted to O.D.soonm = 0,3. The biofilm formation capability was evaluated with visual

observations.

Molecular characterization of the isolates

The isolates were subjected to molecular analysis of the 16S rRNA
(ribosomal RNA) sequence for molecular identification of the species. The isolates
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were cultivated in nutrient broth (NB) under 200 rpm agitation at 28°C for 16 h. Total
DNA was extracted from a pellet of 1 mL of the bacterial suspension following the
standard protocol of DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). DNA
quality was examined in agarose gel and quantification was performed using
NanoDrop (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

For the 16S rRNA sequence gene, the DNA was amplified with
universal  primers fD1  CCGAATTCGTCGACAAC (forward) and rD1
AGAGTTGATCCTGGCTCAG (reverse) (WEISBURG et al., 1991). Each PCR
reaction was performed in a final volume of 25 pL, which includes 1 uL of genomic
DNA; 2.5 pL of 10X PCR buffer; 1 uL of each primer at 10 uM; 0.8 ul of 50 mM MgCI
2; 1 ul of 5 mM dNTP; 0.1 pL of GoTaq DNA polymerase (Promega Corp., Madison,
WI, USA) and 17.6 pL of sterile miliQ water. The optimized cycling program was
initial denaturation at 94 °C for 3 min; followed by 30 cycles at 94 °C for 50 sec,
annealing at 62.3 °C for 50 sec, and 72 °C for 1 min and 45 sec; ending with the
extension at 72 °C for 7 min.

Amplified DNA was subjected to electrophoresis at 6 V/cm?, in 1%
(w/v) agarose gel stained with ethidium bromide and 1x TAE buffer (0.04 M Tris-
acetate, 0.001 M EDTA, pH 8, 0). The gel was visualized under ultraviolet light (U.V.)
and photo documented. PCR products were purified using the PureLink® Kit (Quick
Gel Extraction Kit — Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and run in an automated
sequencer by the Sanger method (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) at the
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, SP, Brazil.

Initially, the sequences were subjected to nucleotide similarity
comparison with sequences deposited in the GenBank, accessed through the NCBI
(National Center for Biotechnology Information). For this query, we used the local
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1997). The 16S
rRNA gene sequences were also compared using the program RDP Classifier
(version 2.2) (WANG et al., 2007). The sequences were prepared for alignment using
the program “BioEdit v5.0.9” (HALL, 1999) and later aligned with the program
‘MUSCLE” (EDGAR, 2004). For the distance matrix of the phylogenetic trees, the
“‘Maximum Likelihood” tree construction method and “Tamura and Nei” algorithm
(TAMURA; NEI, 1993) were used, with MEGA X software (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (KUMAR et al., 2018).
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Genome sequencing, assembly, and annotation of LAFUEL 03

For genome sequencing, the LAFUEL 03 strain was cultivated in NB
under 150 rpm agitation at 28° C for 16 h. DNA was extracted using the DNA
extraction kit, DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Sequencing of
the LAFUEL 03 strain was carried out on the lllumina MiSeq platform, using the
MiSeq version 3 reagent kit (600-cycle, lllumina, San Diego, CA, USA) in the Soil
Biotechnology Laboratory of Embrapa Soja, Londrina, PR, Brazil.

The sequence quality of the raw reads was analyzed using FastQC
(ANDREWS, 2010), then trimmed using Trim Galore! (v. 0.6.5) (KRUEGER F. Trim-
Galore). Clean reads were subjected to De novo assembly using SPAdes
incorporated in the Uniclycler pipeline (WICK et al., 2017). The genome G+C content
was calculated using QUAST (GUREVICH et al., 2013). Genome annotation was
carried out using the RAST platform (AZIZ et al., 2008), and coding sequence (CDS)

were predicted and classified into subsystems.

Secondary metabolites cluster prediction of LAFUEL 03

The webserver antiSMASH that combines different databases of
genetic data, antimicrobial molecules, and biosynthetic gene clusters (BGCs) was
used to predict the chemical structures, position and possible function of the
secondary metabolites clusters (BLIN et al., 2019). The analysis was carried out with
the final fasta file of LAFUEL 03.

Phylogenomic comparison and tree reconstruction for LAFUEL 03

For species identification of the LAFUEL 03 ANI (Average Nucleotide
Identity) with others Bacillus spp. were performed using orthoANI (LEE et al., 2016)
and Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) (MEIER-KOLTHOFF et al.,
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2013). The program Roary (PAGE et al., 2015) was used to carry out pan-genome
analyses for species. All genomes used for Roary were annotated by Prokka
(SEEMANN, 2014). The tree reconstruction was carried out using an alignment of the
core genome sequences with 70% BLAST ID derived from Roary (PAGE et al., 2015)
based on the maximum likelihood method and bootstrapped 100 times using RaxML-
NG (KOZLOV et al., 2019). All visualizations of the phylogenetic trees were produced
with FigTree (RAMBAUT, 2018) version 1.4.4.

Biofilm formation related genes of LAFUEL 03

After genome annotation, a local BLASTN using a customized
database containing the LAFUEL 03 genome was carried out using as query
sequences a list of genes directly or indirectly related to biofilm formation/regulation
found on SubtWiki (PEDREIRA; ELFMANN; STULKE, 2021) and other studies
(ROBERTSON et al., 1989; STRAUCH et al., 1990, 2007; MSADEK et al., 1991;
KOBAYASHI, 2007; CHU et al., 2008; PENHA et al., 2020), related to biofilm

formation of Bacillus subtilis.

RESULTS

Antimicrobial activity against Xvv

In the agar diffusion experiments, the isolates, LAFUEL 01, LAFUEL
02 and LAFUEL 03, and their CFSs were able to inhibit the growth of Xvv based on
the presence of inhibition halos in the NA plates (Figures 1 and 2).

In the first experiment, the inhibition halo formed by LAFUEL 01,
LAFUEL 02 and LAFUEL 03 were 31, 29 and 33 mm in size, respectively (Figure 1).
However, no statistical differences were observed among the isolates in regard to
their antimicrobial activity (Figure 1).
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Figure 1. Agar diffusion test (pour plate) of the antagonism of LAFUEL 01, LAFUEL
02, and LAFUEL 03 against Xanthomonas vasicola pv. vasculorum - Xvv RL1.
Concentration of 108 CFU mL"" of Xvv — RL1 and 10 yL aliquots of cell suspension of
each strain adjusted at O.D. soonm = 0.3. The orange line shows the growth inhibition
halos of Xvv — RL1. A, control; B, LAFUEL 01; C, LAFUEL 02; and D, LAFUEL 03.
Bar = 30 mm.

In the agar well diffusion method with CFS produced in the LB
medium, the inhibition halos were 39, 40 and 38 mm for LAFUEL 01, LAFUEL 02 and
LAFUEL 03, respectively (Figure 2 A2, A3 and A4). Further, the inhibition halo for
LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 were 37, 39 and 38 mm, respectively, for
the CFS produced in the ISP2 medium (Figure 2 B2, B3 and B4). The statistical
analysis did not reveal any significative interaction between factors, and no difference
in the inhibitory activity of the antagonists isolates or between culture media in the
two experiments (Table 2). Furthermore, the freezing of the CFS did not interfere in
the antimicrobial in vitro capability against Xvv, and there was no change when

compared to the non-frozen SLC (data not shown).

Minimum inhibitory concentration

The growth of Xvv isolate RL1 was inhibited by the CFS obtained
from cultures of LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 in LB medium at the
concentration of 1:8 in the minimum inhibitory concentration (MIC) test. The growth of
RL1 was inhibited by the CFS obtained from cultures of all three isolates in ISP2
medium at a concentration of 1:16. However, there was no significant difference
regarding the isolates and the different culture media according to the non-parametric
analysis of Kaplan-Meier (log-rank test) (Supplementary Figure S1). Therefore, the
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CFS of each isolate produced in both media has the same capability to inhibit the

growth of the Xvv RL1 strain.

Figure 2. Agar well diffusion test (pour plate) of the antagonism of LAFUEL 01,
LAFUEL 02, and LAFUEL 03 against Xanthomonas vasicola pv. vasculorum RL1.
Concentration of 108 CFU mL' of RL1 strain and 200 pL aliquots of cell-free
supernatant of each strain, fermented in LB (A) and ISP2 (B) media. A1, control; A2,
LAFUEL 01; A3, LAFUEL 02; A4, LAFUEL 03; B1, control; B2, LAFUEL 01; B3,
LAFUEL 02; and B4, LAFUEL 03. The orange line shows the growth inhibition halos
of Xvv RL1 strain. Bar 40 mm.

Table 2. Growth inhibition halos (mm) of Xanthomonas vasicola pv. vasculorum RL1
strain in Nutrient Agar medium at a concentration of 108 CFU mL" and 200 L
aliquots of cell-free cell supernatant of LAFUEL 01, LAFUEL 02, and LAFUEL 03
fermented in LB and ISP2 media in the antagonism test by agar well diffusion method
(pour plate).

Medium
Strain Mean
LB ISP2
LAFUEL 01 39,00 37,00 38,00 s
LAFUEL 02 40,25 39,25 39,75
LAFUEL 03 38,25 38,50 38,37
Mean 39,17 "s 38,25"s

ns- not significative p < 0.05.
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Control of bacterial leaf streak of corn

Based on the bacterial leaf streak severity assessed on the 3™ and
4t leaves, LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 treatments significantly reduced
disease severity and showed a better control of the disease than the mancozeb and
copper oxychloride treatments (Table 3) for both experiments, Trial A and Trial B.
The disease severity in Trial A is low, but the results present the same tendency of
Trial B. For the Trial B, based on the 3™ leaf evaluation, the treatments with the
strains LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 were able to provide a control of 33,
52 and 60% of the disease, respectively; while the mancozeb and copper oxychloride
treatments controlled the disease by 45 and 60%, respectively. On the 4" leaf
evaluation, the Bacillus sp. treatments controlled the disease in more than 75%, while

mancozeb and copper oxychloride controlled by 47% and 43%, respectively.

In vitro assays for biofilm formation and swarming motility

In vitro assays for the pellicle/biofilm formation on liquid-air interface
on static liquid medium was evaluated in TSB and the motility capability was tested
on a TSA 0.75 %. The three isolates, LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03, were
able to colonize the whole surface of the medium in both assays. Pellicle formation
on the air-liquid interface was visible covering the whole air—liquid surface of the well,
where a thick layer was formed, resulting from cell growth (Figure 3A). For the
motility test it was observed that the cell inoculum starting in the middle of the Petri

dish was able to grow over the whole surface of the TSA 0.75 % medium (Figure 3B).

Identification molecular of the antagonists isolates and phylogenetic analysis

The molecular analyses of the 16S rRNA gene sequences based on
the RDP Classifier (WANG et al., 2007) and the search for similarity using BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997) revealed that the LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03
isolates belong to the genus Bacillus. However, the analyses of the 16S rRNA gene
sequence did not allow the identification of the Bacillus sp. isolates at the species

level.
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Table 3. Severity (% of affected leaf area) and efficiency of control (% in relation to the water control) of bacterial leaf streak in IPR
164 hybrid corn plants treated with formulations of LAFUEL 01, LAFUEL 02, LAFUEL 03, mancozeb and cooper oxychloride.
Severity was assessed in 3" and 4" leaves at 21 days after inoculation with Xanthomonas vasicola pv. vasculorum RL1 strain.

Trial A2 Trial BP
S Severity® (%) Efficienc(%/oo)f control Severity® (%) Efficienc()‘/’/:;f control
Leaf stage Leaf stage Leaf stage Leaf stage
3rd 4th 3rd 4th 3rd 4th 3rd 4th
Water 1.4 a 44 a - - 225a 37.5a - -
Mancozeb 0.5ab 0.5 abc 64 89 10.0b 200b 56 47
Copper oxychloride 0.5ab 1.5ab 64 65 9.0b 16.3 b 60 57
LAFUEL 01 0b 0.2 bc 100 95 8.0b 8.0b 65 79
LAFUEL 02 Ob Oc 100 100 15.0b 8.8b 33 77
LAFUEL 03 0b 0.2 bc 100 95 10.8 b 8.3b 52 78
CV (%) - - 39.05 55.56

‘Doses used in the experiments are shown in Table 1.

aValues followed by the same letter in the column do not differ according to the Bonferroni test (p < 0.05);
bValues followed by the same letter in the column do not differ according to the Tukey test (p < 0.05);
cPercentage of affected leaf area based on the diagrammatic scale proposed by Robaina et al. (2020).
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Figure 3. In vitro assays for biofilm formation and swarming motility. Pellicle
formation on TSB medium: (A1) LAFUEL 01; (A2) LAFUEL 02; (A3) LAFUEL 03; and
(A4) negative control. Motility test: (B1) negative control, (B2) LAFUEL 01, (B3)
LAFUEL 02, and (B4) LAFUEL 03.

When compared to several strains, including type strains, of three
main species of the B. subtilis group, the ANI indicated a closer similarity of 97.76%
of the strain LAFUEL 03 with B. velezensis LABIM22 (Table 4, Figure 4). Other
strains showing high ANI similarity with LAFUEL 03 were B. velezensis JS25R
(97.69%), B. velezensis YAU B9601-Y2-1 (97.62%), and B. velezensis type strain
FZB42 (97.56%), above the threshold for species delineation. When compared to B.
amyloliquefaciens type strain DSM7(T), the value of 93.99% for ANI indicate that
LAFUEL 03 and the type strain DSM7(T) belong to different species. This
classification is important for this group bacteria because of the inconsistent
delimitation over the years (KIM et al., 2015; DUNLAP et al., 2016; FAN et al., 2017).
A lower similarity of LAFUEL 03 was shown with B. subtilis subsp. subtilis type strain
168 (76.91%). Based on the comparisons using RaxML and orthoANI, LAFUEL 03
was placed within a cluster containing most of the B. velezensis isolates (Figure 4
and 5).
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Table 4. Genome comparison of Bacillus velezensis LAFUEL 03 with different
Bacillus spp.

ANI GC Bp
Strain GenBank Source/Reference
(%) (%) (Gb)

B. velezensis

LAFUELO3 = 100 46.3 3,97 Contaminant (This study)
LABIM 22 CP045993 97.76 46.4 3.99 Soil (TEIXEIRA et al.,
2021)
JS25R CP009679.1 97.69 46.4 4.01 Not specified/
Unpublished
YAU B9601-Y2 NC_ 0179121 97.62 459 4.24 Wheat rhizosphere (HE et
al., 2012)
FZB42 CP000560.2 97.56 46.5 3.91 Soil (CHEN et al., 2009a)
B. amyloliquefaciens
DSM7(T) NC 014551.1 93.99 46.1 3.98 Not specified (RUCKERT
etal., 2011)
B. subtilis
168 NC_000964.3 76.91 43.6 4.21 Type strain (KUNST et al.,
1997)
B. thuringiensis
ATCC NZ_CMO00075 66.29 34.7 6.26 Type strain (ZWICK et al.,
3.1 2012)
B. cereus
CP003747.1 66.45 354 5.38 Not specified/
FRI-35 .
Unpublished

Genome assembly and annotation of the LAFUEL 03 sequence

The genome of the Bacillus velezensis LAFUEL 03 was assembled in
39 contigs, with an N50 of 985,989 and an L50 of 2. The LAFUEL 03 genome was
estimated to have 3,974,042 bp, and the annotation showed that the genome has
4,103 CDS with 83 of them related to RNAs sequences (Table 5).

antiSMASH analysis of secondary metabolism

The webserver antiSMASH 6.0 found 17 BGCs in the LAFUEL 03
genome (Table 6). Among the 17 clusters, 13 showed similarities with BGCs already
described in the MiBiG (MEDEMA et al., 2015). They were linked to the synthesis of

surfactin, butirosin A/B, macrolactin H, bacillaene, fengycin, difficidin, rhizocticin A
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bacillibactin, and bacilysin. Four of the 17 clusters did not show any similarity with

clusters in the database.

Figure 4. Heatmap generated with the OrthoANI values calculated by OAT software

for Bacillus velezensis strain LAFUEL 03 and closely related Bacillus species.
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Table 5. Summary of the characteristics of the Bacillus velezensis LAFUEL 03

genome.

Attribute Value
Genome size (bp) 3,974,042
GC content (%) 46.3
Contigs 39
N50 985,989
L50 2
Total predicted CDS 4,103

RNAs

83
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Figure 5. Phylogenomic tree representing the similarity among Bacillus velezensis LAFUEL 03 and other strains of the Bacillus
subtilis group. The matrix was generated by RaxML and exported to FigTree. The bootstrap value with 100 replications is shown on
the nodes.
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Table 6. Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) found in the Bacillus velezensis LAFUEL 03 genome using the webserver antiSMASH
6.0.

Cluster Type From (pb) To (pb) Most similar known cluster Similarity
1 PKS-like 63,368 104,612 Butirosin A/B Saccharide 7%
2 Terpene 186,633 207,373

3 TransAT-PKS 543,564 634,934 Macrolaction H Polyketide 100%
4 NRPS, transAT-PKS, T3PKS 859,722 962,368 Bacillaene Polyketide + NRP 100%
5 NRPS, RiPP-like 73,713 125,505 Bacillicabtin NRP 100%
6 Lantipeptide class I 289,489 315,857

7 Other 640,076 681,494 Bacilysin Other 100%
8 Terpene 84,718 106,601

9 T3PKS 186,289 227,389

10 TransAT-PKS 355,477 429,810 Difficidin Polyketide + NRP 100%
11 NRPS 1 25,225 Surfactin NRP: Lipopeptide 39%
12 NRPS, transAT-PKS 30,803 107,548 Rhizocticin A Other 16%
13 NRPS 179,136 206,929 Surfactin NRP: Lipopeptide 47%
14 NRPS, betalactone, transAT-PKS 1 87,594 Fengycin NRP 80%
15 NRPS 1 12,861 Fengycin NRP 20%
16 NRPS 1 9,388 Fengycin NRP 18%
17 NRPS 1 9,172 Surfactin NRP: Lipopeptide 8%

NRPS, non-ribosomal peptide synthetase; NRP, non-ribosomal peptide. PKS, polyketide synthetase. AT, acetyltransferase; T3PKS,
type 3 Pks.
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Genes in Bacillus velezensis LAFUEL 03 related to biofilm formation/regulation

A series of genes directly or indirectly related to biofilm production
and root colonization were identified in the LAFUEL 03 genome (Table 7). Key genes
such as abrB, galE1, degU, degQ and remA with 91, 98, 86, 87, and 98% of
similarity, respectively, with genes obtained from the SubtWiki database were found
within the genome using BLASTN. Important operons, such as epsA - epsO (97 -
99%), sfrAA-AC (80%, 75%, 87%) and ygxX-sipW-tasA (98%, 98%, 98%) were also
found in the LAFUEL 03 sequence. On the other hand, sequences with similarities to

the genes bslA, comA, kinB — kinD, IytS, slIrA and tapA were not found.

DISCUSSION

The bacterial strains LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 were
isolated as antagonistic contaminants in plates during fungal x yeast antagonism
tests in the Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Parana, Brazil. We tested the antagonistic capacity of cells of the strains
against Xvv. And two culture media with the objective to establish the best conditions
for fermentation and production of bioactive products from these strains against Xvv.
We tested the potential of the three isolates for in planta control of bacterial leaf
streak of corn. Furthermore, we performed 16 sRNA sequencing for the three strains
and based in previous information on antagonism against other fungal and bacterial
plant pathogens, LAFUEL 03 was selected to sequencing. The genes involved in the
secondary metabolites production and the ones linked to biofilm regulation/formation
were investigated to determine its potential as biocontrol agent against Xvv.

The double culture and CFS antagonism experiments assessed in
vitro antagonism of LAFUEL 01, LAFUEL 02 e LAFUEL 03 against Xvv. In planta
experiments also demonstrated their capability to control BLS. The results of the in
vitro experiments suggest that metabolites produced would be responsible for the
control of BLS in corn plants, which means a control based on antimicrobial
substances, however, resistance induction cannot be discard. Several studies have

reported in vitro antagonism against Xanthomonas spp., and
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Table 7. Genes related to biofilm formation/regulation on Bacillus velezensis LAFUEL 03.

Gene Position on Bacillus Identity with Described function on subtwiki
velezensis LAFUEL 03 reference (%)
(bp)
abrB 45187 t0 45476 91 Repressor of genes that induce sporulation
degQ 71346 to 71211 87 Stimulates the production of degradative enzymes and extracellular poli-
gama-glutamate
degU 448510 to 449199 86 Capsule biosynthesis (along with SwrA), DegU non phosphorylated is
necessary for motility on swarming
epsA 353065 to 352358 98 Synthesis of extracellular polysaccharides
epsB 352352 to 351672 99
epsC 351427 to 349634 96
epsD 349618 to 348479 97
epsk 348482 to 347640 98 Motility and glycosyltransferase inhibitor needed for EPS biosynthesis
epsF 347647 to 346511 98
epsG 346507 to 345404 98
epsH 345385 to 344348 98
epsl 344343 to 343267 98 Synthesis of poli-N-acetyl glucosamine
epsd 343270 to 342236 97
epsK 340722 to 342239 98
epsL 340117 to 340725 97
epsM 339473 to 340120 97
epsN 338296 to 339468 98
epsO 337352 to 338317 97
galE1 344050 to 345042 98 Galactose utilization
kinA 517186 to 519006 78
motA 487638 to 486823 79
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Gene Position on Bacillus Identity with Described function on subtwiki
velezensis LAFUEL 03 reference (%)
(bp)

motB 486851 to 486109 76

remA 733387 to 733656 98 Transcriptional regulator of genes from the extracellular matrix, acts
along with SinR, AbrB and DegU

sigD 808233 to 808997 87

sigH 15391 to 16046 87

sigW 21892 to 22455 83

sin/ 474811 to 474638 80 Biofilm formation control

SinR 474604 to 474269 97 Transcriptional regulator of post-exponential-phase responses genes

sipW 472788 to 473372 98 Bifunctional signal peptidase that controls surface-adhered biofilm
formation and processes TasA and TapA

spo0A 507969 to 508769 99 Regulator of the sporulation initiation

SITAA 8 to 1141 80 Surfactin synthesis

srfAB 1361 to 6174 75

SrfAC 1389 to 5185 87

SWrA 424288 to0 424624 85 Important activator of the flagellar biosynthesis, controls the number of
flagellar basal bodies, controls degU activity

swrB 809025 to 809225 80 Controls SigD activity. Activates type 3 flagellar secretion by the protein
membrane FIiP

swrC 217287 to 220430 80

tasA 473436 to 474221 98 Major component of the biofilm matrix, forms amyloid fibers

yhxB 58091 to 59833 99

yaxm 472145 to 472816 98
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the control of diseases caused by these bacteria by biocontrol agents such as
Bacillus spp., Pantoea spp. and Pseudomonas spp. (LANNA FILHO et al., 2010;
ZHANG; BIRCH, 1997; MURATE et al., 2015). However, there is only one study on
biological control of Xvv (ORTIZ-CASTRO, 2019).

Ortiz-Castro (2019) performed antagonism experiments with Xvv
against Pantoea ananatis. Although no antagonistic activity of P. ananatis strain was
verified in vitro, less BLS severity in the plants inoculated with the biocontrol agent
was observed in vivo (ORTIZ-CASTRO, 2019). Co-infiltrations of Xvv and P. ananatis
resulted in significantly smaller lesions compared to those when Xvv was inoculated
alone (ORTIZ-CASTRO, 2019). An average of 40% of leaves were infected in plants
inoculated with Xvv alone, compared to an average of 19% of leaves infected in the
co-inoculated Xvv + P. ananatis plants (ORTIZ-CASTRO, 2019).

In a study presented by Issazadeh et al. (2012), eight bacilli were
tested against X. campestris pv. campestris (Xc) by plate diffusion technique. All the
strains formed inhibition halos with an average of 20 mm. Strains of B. subtilis and
Pseudomonas fluorescens had an antagonistic activity against Xc (SINGH; DHAR,;
YADAYV, 2010). Inoculations performed in cauliflower plants revealed that the
combination of both bacteria applied one week before Xc inoculation reduced
disease incidence to levels lower than chemical treatments with streptomycin.
However, both antagonistic bacteria could not inhibit the growth of Xc in vitro at
concentrations below 108 CFU mL-'. These results point to the potential of both B.
subtilis and Pseudomonas fluorescens as biocontrol protective agents against plant
pathogenic bacteria.

In our study, the inhibition zone in double culture experiment was
~30 mm and in CFS ~40 mm, for both media tested; higher values than the ones
obtained by Mishra and Arora (2012). They evaluated the antagonism of
Pseudomonas aeruginosa and Bacillus thuringiensis against Xc in vitro and in vivo.
The combined use of the strains produced an average inhibition zone of 18.1 + 1.4
mm radius (p < 0.05). Both bacteria were able to control the black rot disease
through foliar sprays or seed soak and soil drench techniques, with reductions
ranging from 32 up to 60%. However, the strains applied in combined manner were

significantly more effective, with 75% in disease reduction.
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In their study addressing biocontrol of citrus canker using B.
thuringiensis, 1slam et al. (2019) found MIC values ranging from 0.625 mg mL-" up to
5.00 mg mL", depending on the Xcc strain. The inhibition zones were 20.64 + 0.69
and 19.91 + 0.87 mm, for two strains of B. thuringiensis. Furthermore, they reduced
canker incidence on infected leaves by 64.05% compared to the positive controls.

Das et al. (2014) conducted an assay under field conditions which
consisted in spraying aqueous suspensions of bacterial cells of B. subtfilis strain S-12
on acid lime trees for control of Xcc. The results showed that a single application of
the cell suspension during the peak season of citrus canker resulted in a decrease of
5.21% in disease incidence when compared to the check treatment.

Bacillus pumilus and Paenibacillus macerans, epiphytic bacteria from
leaves of healthy tomato plants, inhibited X. vesicatoria growth in antibiosis tests and
protected the tomato plants against this plant pathogen. Tomato plants sprayed with
B. pumilus and P. macerans had bacterial spot reduced by 63.5 and 56.6%,
respectively, compared to the control plants (LANNA FILHO; ROMEIRO; ALVES,
2010). Later, the same authors have demonstrated that protein fractions from
Bacillus amyloliquefaciens and B. pumilus, isolated from tomato stems, could
promote the induction of tomato plants resistance against X. vesicatoria (LANNA
FILHO et al., 2013).

The sequencing of the gene 16S rRNA allowed the taxonomic
identification of the strains LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 as belonging to
the genus Bacillus. Genomic analysis has revealed that the strain LAFUEL 03 has
~97% of similarity with several strains of B. velezensis. Further, the ANI of =2 95% is a
threshold level to classify organisms in the same species (RICHTER; ROSSELLO-
MORA, 2009; SANGAL et al., 2016), whereas genomes of organisms with ANI
values < 94% indicates that these organisms may belong to different species
(SANGAL et al., 2016). In this study, an ANI of ~97% confirmed that the LAFUEL 03
isolate belongs to the B. velezensis species.

The genome of the strain LAFUEL 03 has specific clusters of genes
related to biosynthesis of secondary metabolites and genes involved in the biofilm
formation and swarming motility, which may play significant role in pathogen
antagonism. Other studies also described this potential of B. velezensis strains. As

an example, the LABIM 22 strain presented almost the same genes related to biofilm
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formation and swarming motility founded in the LAFUEL 03 strain, which are very
similar to clusters of genes involved in the biosynthesis of secondary metabolites
(TEIXEIRA et al., 2021). Besides pathogen antagonism, other studies also
demonstrated the capability of plant growth promotion of B. velezensis strains, mainly
for soybean (CHEN et al., 2009a; SIBPONKRUNG et al., 2017). The high genomic
similarity of the LAFUEL 03 and the reference strain B. velezensis FZB42 suggests
that the LAFUEL 03 strain could also present the capability of plant growth
promotion.

Surfactins and fengicin clusters are well-known for their role in
antimicrobial activity, (ONGENA et al., 2007; DELEU; PAQUOT; NYLANDER, 2008),
however LAFUEL 03 did not present high similarities with those molecules. Studies
carried out with B. velezensis strain FZB42 associated its antagonistic activity against
Erwinia amylovora, the causal agent of fire blight on apples, pears, and some other
members of the family Rosaceae (MYUNG et al.,, 2016), with the production of
difficidin and bacilysin (CHEN et al., 2009b). The results obtained herein indicated
that two clusters found in the genome of the strain LAFUEL 03 that showed 100%
similarity in the database MiBiG for the synthesis of these molecules, could also
explain its potential against bacterial diseases, such the ones caused by Xvv. The
LAFUEL 03 strain had 100% similarity with a gene cluster of bacillibactin production,
an important siderophore (DERTZ et al., 2006; MIETHKE et al., 2006). Bacillus
species with antifungal activity have already been reported by producing
siderophores (YU et al., 2011).

In addition to the results obtained from in silico analysis, B.
velezensis strain LAFUEL 03 showed a high in vitro antagonism against Xvv and
reduced BLS severity in corn plants. The results of our study indicated that the
Bacillus sp. strains LAFUEL 01, LAFUEL 02 and Bacillus velezensis LAFUEL 03 are
promising biological control agents for Xvv, the causal agent of bacterial leaf streak of

corn.

CONCLUSIONS
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The isolates LAFUEL 01, LAFUEL 02 of Bacillus sp. and LAFUEL 03
of Bacillus velezensis, and their metabolites have antagonistic activity against
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum strain RL1 and are able to control the
bacterial leaf streak of corn. Further, the Bacillus sp. isolates can be considered
promising agents for the biocontrol of bacterial leaf streak of corn. However, it is
necessary to investigate the formulation, frequency, and mode of application of these

potential biocontrol agents.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was ganted by the Brazilian National Council for Scientific
and Technological Development (CNPq) (202819/2019-1 and 141213/2019-1) and
the Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana - IAPAR/Emater (IDR/Parana). We
appreciate the collaboration of Embrapa Soja, Londrina, PR, Brazil, and the
University of Florida, Gainesville, FL, USA.

REFERENCES

ALTSCHUL, S. F.; MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; ZHANG, J.; ZHANG, Z;
MILLER, W.; LIPMAN, D. J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 25, n. 17, p.
3389-3402, 1997.

ANDREWS, S. “FastQC: a quality control tool for high throughput sequence data”,
available at: http:// www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc (accessed
September 13, 2021) 2010.

AZIZ, R. K.; BARTELS, D.; BEST, A.; DEJONGH, M.; DISZ, T.; EDWARDS, R. A.
The RAST server: rapid annotations using subsystems technology. BMC Genomics,
Londres, v. 9, p. 75, 2008.

BALE, J. S.; VAN LENTEREN, J. C.; BIGLER, F. Biological control and sustainable
food production. Philosophical Transactions of the Royal Society, Londres, v.
363, p. 761-776, 2008.

BHATTACHARYYA, P. N.; GOSWAMI, M. P.; BHATTACHARYYA, L. H. Perspective
of beneficial microbes in agriculture under changing climatic scenario: a review.
Journal of Phytopathology, Hoboken, v. 8, p. 26—41, 2016.



120

BLIN, K.; SHAW, S.; STEINKE, K.; VILLEBRO, R.; ZIEMERT, N.; LEE, S. Y.
antiSMASH 5.0: updates to the secondary metabolite genome mining pipeline.
Nucleic Acids Research, Oxford, v. 47, p. W81-W87, 2019.

BOX, G. E. P.; COX, D. R. An analysis of transformations. Journal of the Royal
Statistical Society, Londres, v. 26, p. 211-252, 1964.

CAOQ, Y.; ZHANG, Z.; LING, N.; YUAN, Y.; ZHENG, X.; SHEN, B.; SHEN, Q. Bacillus
subtilis SQR 9 can control Fusarium wilt in cucumber by colonizing plant roots.
Biology and Fertility of Soils, Amsterdam, v. 47, p. 495-506, 2011.

CHEN, X. H.; KOUMOUTSI, A.; SCHOLZ, R.; SCHNEIDER, K.; VATER, J.;
SUSSMUTH, R. Genome analysis of Bacillus amyloliquefaciens FZB42 reveals its
potential for biocontrol of plant pathogens. Journal of Biotechnology, Amsterdam,
v. 140, p. 27-37, 2009a.

CHEN, X. H.; SCHOLZ, R.; BORRISS, M.; JUNGE, H.; MOGEL, G.; KUNZ, S.
Difficidin and bacilysin produced by plant-associated Bacillus amyloliquefaciens are
efficient in controlling fire blight disease. Journal of Biotechnology, Amsterdam, v.
140, p. 38—44, 2009b.

CHU, F.; KEARNS, D. B.; MCLOON, A.; CHAI, Y.; KOLTER, R.; LOSICK, R. A novel
regulatory protein governing biofilm formation in Bacillus subtilis. Molecular
Microbiology, Hoboken, v. 68, p. 1117-1127, 2008.

DAUNGFU, O.; YOUPENSUK, S.; LUMYONG, S. Endophytic bacteria isolated from
citrus plants for biological control of citrus canker in lime plants. Tropical Life
Sciences Research, Pulau Pinang, v. 30, n. 1, p 73-88, 2019.

DAS, R.; MONDAL, B.; MONDAL, P.; KHATUA, D. C.; MUKHERJEE, N. Biological
management of citrus canker on acid lime through Bacillus subtilis (S-12) in West
Bengal, India. Journal of Biopesticides, Tamil Nadu, v. 7, p. 38-41, 2014.

DELEU, M.; PAQUOT, M.; NYLANDER, T. Effect of fengycin, a lipopeptide produced
by Bacillus subtilis, on model biomembranes. Biophysical Journal, Cambridge, v.
94, p. 2667— 2679, 2008.

DERTZ, E. A.; XU, J.; STINTZI, A.; RAYMOND, K. N. Bacillibactin-mediated iron
transport in Bacillus subtilis. Journal of the American Chemical Society,
Washington, v. 128, p. 22—-23, 2006.

DUNLAP, C. A.; KIM, S.-J.; KWON, S.-W.; ROONEY, A. P. Bacillus velezensis is not
a later heterotypic synonym of Bacillus amyloliquefaciens; Bacillus methylotrophicus,
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum and ‘Bacillus oryzicola’ are later
heterotypic synonyms of Bacillus velezensis based on phylogenom. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, Cambridge, v. 66, p.
1212-1217, 2016.

DYER, R. A. Botanical surveys and control of plant diseases. Farming in South
Africa, Pretoria, v. 24, n. 275, p. 119-121, 1949,



121

EDGAR, R. C. MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 32, n. 5, p. 1792-97, 2004.

FAN, B.; BLOM, J.; KLENK, H.-P.; BORRISS, R. Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
velezensis, and Bacillus siamensis form an “operational group B. amyloliquefaciens”
within the B. subtilis species complex. Frontiers Microbiology, Lausanne, v. 8: p.
22, 2017.

GENT, D. H.; SCHWARTZ, H. F. Management of Xanthomonas leaf blight of onion
with a plant activator, biological control agents, and copper bactericides. Plant
Disease, Saint Paul, v. 89, p. 631-639, 2005.

GUREVICH, A.; SAVELIEV, V.; VYAHHI, N.; TESLER, G. QUAST: quality
assessment tool for genome assemblies, Bioinformatics, Londres, v. 29, n. 8, p.
1072-1075, 2013.

HALL, T. A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic acids symposium series, v. 41, n. 41, p.
95-98, 1999.

HARTMAN, T.; HARBOUR, J.; THARNISH, B.; VAN METER, J.; JACKSON-ZIEMS,
T. Agronomic factors associated with bacterial leaf streak development caused by
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum in corn. Phytopathology, Saint Paul, v. 110,
n. 6, p. 1132-1138, 2020a.

HARTMAN, T.; THARNISH, B.; HARBOUR, J.; YUEN, G. Y.; JACKSON-ZIEMS, T.
A. A. Alternative hosts in the families Poaceae and Cyperaceae for Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum, causal agent of bacterial leaf streak of corn.
Phytopathology, Saint Paul, v. 110, n. 6, p. 1147-1152, 2020b.

HE, P.; HAO, K.; BLOM, J.; RUCKERT, C.; VATER, J.; MAO, Z.; WU, Y.; HOU, M,;
HE, P.; HE, Y.; BORRISS, R. Genome sequence of the plant growth promoting strain
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum B9601-Y2 and expression of mersacidin
and other secondary metabolites. Journal of Biotechnology, Amsterdam, v. 164, n.
2, p. 281-91, 2012.

HUANG, T-P.; TZENG, D. D-S.; WONG, A. C. L.; CHEN, C-H.; LU, K-M.; LEE, Y-H.
DNA Polymorphisms and biocontrol of Bacillus antagonistic to citrus bacterial canker
with indication of the interference of phyllosphere biofilms. PLoS ONE, Sao
Francisco, v. 7, n. 7, p. e42124, 2012.

ISLAM, M. N.; ALI, M. S.; CHOI, S. J.; HYUN, J. W.; BAEK, K. H. Biocontrol of citrus
canker disease caused by Xanthomonas citri subsp. citri using an endophytic Bacillus
thuringiensis. The Plant Pathology Journal, Seoul, v. 35, n. 5, p. 486, 2019.

ISSAZADEH, K.; RAD, S. K.; ZARRABI, S.; RAHIMIBASHAR, M. R. Antagonism of
Bacillus species against Xanthomonas campestris pv. campestris and
Pectobacterium carotovum subsp. carotovorum. African Journal of Microbiology
Research, Lagos, v. 6, n. 7, p. 1615-1620, 2012.

KAPLAN, E. L.; MEIER, P. Nonparametric estimation from incomplete observations.



122

Journal of the American Statistical Association, Oxford, v. 53, p. 457-81, 1958.

KIM, S.-J.; KWON, S.-W.; DUNLAP, C. A.; ROONEY, A. P. Phylogenomic analysis
shows that Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum is a later heterotypic
synonym of Bacillus methylotrophicus. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, Cambridge, v. 65, p. 2104-2109, 2015.

KOBAYASHI, K. Gradual activation of the response regulator DegU controls serial
expression of genes for flagellum formation and biofilm formation in Bacillus subtilis.
Molecular Microbiology, Hoboken, v. 66, p. 395-409, 2007.

KORUS, K.; LANG, J. M.; ADESEMOYE, A. O.; BLOCK, C. C.; PAL, N.; LEACH, J.
E.; JACJSON-ZIEMS, T. A. First report of Xanthomonas vasicola causing bacterial
leaf streak on corn in the United States. Plant Disease, Saint Paul, v. 101, p. 1030,
2017.

KOZLOV, A. M.; DARRIBA, D.; FLOURI, T.; MOREL, B.; STAMATAKIS, A. RAXML-
NG: a fast, scalable and user-friendly tool for maximum likelihood phylogenetic
inference. BMC Bioinformatics, Londres, v. 35, p. 4453-4455, 2019.

KRUEGER, F. Trim-Galore! 2018. Disponivel em:
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/ Acesso em: Dez
2021.

KRUSKAL, W. H.; WALLIS, W. A. Use of Ranks in One-Criterion Variance Analysis.
Journal of the American Statistical Association, 1952, v. 47, n. 260, pp.583-621.

KUMAR, S.; STECHER, G.; LI, M.; KNYAZ, C.; TAMURA, K. MEGA X: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis across computing platforms. Molecular Biology and
Evolution, Oxford, v. 35, p. 1547-1549, 2018.

KUNST, F.; OGASAWARA, N.; MOSZER, |.; ALBERTINI, A. M.; ALLONI, G;;
AZEVEDO, V. The complete genome sequence of the Gram-positive bacterium
Bacillus subtilis. Nature, Londres, v. 390, p. 249-256, 1997.

LANNA FILHO, R.; ROMEIRO, R. S.; ALVES, E. Bacterial spot and early blight
biocontrol by epiphytic bacteria in tomato plants. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, v. 45, p. 1381-1387, 2010.

LANNA FILHO, R.; SOUZA, R. M.; MAGALHAES, M. M.; VILLELA, L.; ZANOTTO,
E.: RIBEIRO-JUNIOR, P. M.; RESENDE, M. L. V. Induced defense responses in
tomato against bacterial spot by proteins synthesized by endophytic bacteria.
Tropical Plant Pathology, Amsterdam, v. 38, p. 295-302, 2013.

LANG, J. M.; DUCHARME, E.; IBARRA CABALLERO, J.; LUNA, E.; HARTMAN, T.;
ORTIZ-CASTRO, M.; KORUS, K.; RASCOE, J.; JACKSON-ZIEMS, T. A;;
BRODERS, K.; LEACH, J. E. Detection and characterization of Xanthomonas
vasicola pv. vasculorum (Cobb 1894) comb. nov. causing bacterial leaf streak of corn
in the United States. Phytopathology, Saint Paul, v. 107, p. 1312-1321, 2017.

LEITE JUNIOR, R. P.; CUSTODIO, A. A. DE P.; MADALOSSO, T.; ROBAINA, R. R;;



123

DUIN, I. M.; RODRIGUES, V. H. S. First report of the occurrence of bacterial leaf
streak of corn caused by Xanthomonas vasicola pv. vasculorum in Brazil. Plant
Disease, Saint Paul, v. 103, p. 145, 2019.

LIU, K.; MCINROY, J. A.; HU, C. H.; KLOEPPER, J. W. Mixtures of plant-growth-
promoting Rhizobacteria enhance biological control of multiple plant diseases and
plant-growth promotion in the presence of pathogens. Plant Disease, Saint Paul, v.
102, p. 67-72, 2018.

LONGHI, T. V.; ROBAINA, R. R.; LEITE JUNIOR, R. P.; BALBI-PENA, M. I.
Sensibility of Xanthomonas vasicola pv. vasculorum to chemicals and efficiency of
the chemical control of bacterial leaf streak on corn plants. Acta Scientiarum.
Agronomy, Maringa, v. 44, p. €54952, 2022.

MARASCO, R.; ROLLI, E.; ETTOUMI, B.; VIGANI, G.; MAPELLI, F.; BORIN, S. A
drought resistance-promoting microbiome is selected by root system under desert
farming. PLoS ONE, Sao Francisco, v. 7, p. e48479, 2012.

MEDEMA, M. H.; KOTTMANN, R.; YILMAZ, P.; CUMMINGS, M.; BIGGINS, J. B.
BLIN, K. Minimum information about a biosynthetic gene cluster. Nature Chemical
Biology, Berlin, v. 11, p. 625-631, 2015.

MEIER-KOLTHOFF, J. P.; AUCH, A. F.; KLENK, H.-P.; GOKER, M. Genome
sequence-based species delimitation with confidence intervals and improved
distance functions. BMC Bioinformatics, Londres, v. 14, p. 60-14, 2013.

MIETHKE, M.; KLOTZ, O.; LINNE, U.; MAY, J. J.; BECKERING, C. L.; MARAHIEL,
M. A. (2006). Ferri-bacillibactin uptake and hydrolysis in Bacillus subtilis. Molecular
Microbiology, Hoboken, v. 61, p. 1413-1427, 2006.

MISHRA, S.; ARORA, N. K. Evaluation of rhizospheric Pseudomonas and Bacillus as
biocontrol tool for Xanthomonas campestris pv campestris. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, Amsterdam, v. 28, p. 693-702, 2012.

MSADEK, T.; KUNST, F.; KLIER, A.; RAPOPORT, G. DegS-DegU and ComPComA
modulator-effector pairs control expression of the Bacillus subtilis pleiotropic
regulatory gene degQ. Journal of Bacteriology, Washington, v. 173, p. 2366-2377,
1991.

MURATE, L. S.; DE OLIVEIRA, A. G.; HIGASHI, A. Y.; BARAZETTI, A. R;;
SIMIONATO, A. S.; SILVA, C. S;; SIMOES, G. C.; SANTOS, I. M. O.; FERREIRA, M.
R.; CELY, M. V. T.; NAVARRO, M. O. P.; FREITAS, V. F.; NOGUEIRA, M. A,
MELLO, JOAO C.P.; LEITE JUNIOR, R. P.; ANDRADE, G. Activity of secondary
bacterial metabolites in the control of citrus canker. Agricultural Sciences, Wuhan,
v. 6, n. 3, p. 295-303, 2015.

MYUNG, I.-S.; LEE, J.-Y.; YUN, M.-J.; LEE, Y.-H.; LEE, Y.-K_; PARK, D.-H. Fire
blight of apple, caused by Erwinia amylovora, a new disease in Korea. Plant
Disease, Saint Paul, v. 100, p. 1774-1774, 2016.



124

ONGENA, M.; JOURDAN, E.; ADAM, A.; PAQUOT, M.; BRANS, A.; JORIS, B.
Surfactin and fengycin lipopeptides of Bacillus subtilis as elicitors of induced systemic
resistance in plants. Environmental Microbiology, Washington, v. 9, p. 1084-1090,
2007.

ORTIZ-CASTRO, M.; HARTMAN, T.; COUTINHO, T.; LANG, J. M.; KORUS, K;
LEACH, J. E.; JACHSIN-ZIEMS, T.; BRODERS, K. Current Understanding of the
History, Global Spread, Ecology, Evolution, and Management of the Corn Bacterial

Leaf Streak Pathogen, Xanthomonas vasicola pv. vasculorum. Phytopathology,
Saint Paul, v. 110, n. 6, p. 1124-1131, 2020.

ORTIZ-CASTRO, M. C. Understanding the disease ecology of the corn bacterial leaf
streak pathogen Xanthomonas vasicola pv. vasculorum. Dissertagao de Mestrado
Fort Collins, 98 p. 2019.

PAGE, A. J.; CUMMINS, C. A.; HUNT, M.; WONG, V. K.; REUTER, S.; HOLDEN, M.
T.; FOOKES, M.; FALUSH, D.; KEANE, J. A.; PARKHILL, J. Roary: rapid large-scale
prokaryote pan genome analysis. Bioinformatics, Londres, v. 31, n. 22, p. 3691-3,
2015.

PAL, K. K., GARDENER, B. M. Biological control of plant pathogens. The Plant
Health Instructor, 2006.

PEDREIRA, T.; ELFMANN, C.; STULKE, J. The current state of SubtiWiki, the
database for the model organism Bacillus subtilis. Nucleic Acids Research, v. 50, p.
D875-D882, 2022.

PENHA, R. O.; VANDENBERGHE, L. P. S.; FAULDS, C.; SOCCOL, V. T.; SOCCOL,
C. R. Bacillus lipopeptides as powerful pest control agents for a more sustainable
and healthy agriculture: recent studies and innovations. Planta, Amsterdam, v. 251,
p. 70, 2020.

PEREZ-QUINTERO, A. L.; ORTIZ-CASTRO, M.; WU, G.; LANG, J. M,; LIU, S;;
CHAPMAN, T. A.; CHANG, C.; ZIEGLE, J.; PENG, Z.; WHITE, F. F.; PLAZAS, M. C,;
LEACH, J. E.; BRODERS, K. Genomic acquisitions in emerging populations of
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum infecting corn in the U.S. and Argentina.
Phytopathology, Saint Paul, v. 110, n. 6, p. 1161-1173, 2020.

PLAZAS, M. C.; ROSSI, R. L. DE; BRUCHER, E.; GUERRA, F. A.; VILARO, M.;
GUERRA, G. D.; WU, G.; ORTIZ-CASTRO, M. C.; BRODERS, K. First report of
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum causing bacteria leaf streak of maize (Zea
mays) in Argentina. Plant Disease, Saint Paul, v. 102, n. 5, p. 1026, 2018.

RAMBAUT, A. http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/. Accessed Dez 2021. 2018.

R Core Team (2021). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-
project.org/.



125

RICHTER, M.; ROSSELLO-MORA, R. Shifting the genomic gold standard for the
prokaryotic species definition. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, Washington, v. 106, p. 19126— 19131, 2009.

ROBAINA, R. R.; LONGHI, T. V.; ZEFFA, D. M.; GONCALVES, L. S.; LEITE
JUNIOR, R. Development of a protocol and a diagrammatic scale for quantification of
bacterial leaf streak disease on young plants of maize. Plant Disease, Saint Paul, v.
104, n. 11, 2020.

ROBERTSON, J. B.; GOCHT, M.; MARAHIEL, M. A.; ZUBER, P. AbrB, a regulator of
gene expression in Bacillus, interacts with the transcription initiation regions of a
sporulation gene and an antibiotic biosynthesis gene. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, Washington, v. 86, p.
8457-8461, 1989.

RUCKERT, C.; BLOM, J.; CHEN, X.; REVA, O.; BORRISS, R. Genome sequence of
B. amyiloliquefaciens type strain DSM7T reveals differences to plant-associated B.
amyloliquefaciens FZB42. Journal of Biotechnology, Amsterdam, v. 155, p. 78-85,
2011.

SAITOU, N.; NEI, M. The neighbor-joining method: a new method for reconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution, Londres, v. 4, n. 4, p. 406-
425, 1987.

SANGAL, V.; GOODFELLOW, M.; JONES, A. L.; SCHWALBE, E. C.; BLOM, J.;
HOSKISSON, P. A. Next-generation systematics: an innovative approach to resolve
the structure of complex prokaryotic taxa. Scientific Reports, Nature, v. 6, p. 38392,
2016.

SEEMANN T. Prokka: rapid prokaryotic genome annotation. Bioinformatics,
Londres, v. 30, n. 14, p. 2068 —2069, 2014.

SIBPONKRUNG, S.; KONDO, T.; TANAKA, K.; TITTABUTR, P.; BOONKERD, N.;
TEAUMROONG, N. Genome sequence of Bacillus velezensis S141, a new strain of
plant growth-promoting rhizobacterium isolated from soybean rhizosphere. Genome
Announcements, Washington, v. 5, p. 7-8, 2017.

SINGH, D.; DHAR, S.; YADAV, D. K. Effect of endophytic bacterial antagonists
against black rot disease of cauliflower caused by Xanthomonas campestris pv.
campestris. Phytopathology, Saint Paul, v. 63, n. 2, p. 122-126, 2010.

STRAUCH, M. A.; BOBAY, B. G.; CAVANAGH, J.; YAO, F.; WILSON, A,; LE
BRETON, Y. Abh and AbrB control of Bacillus subtilis antimicrobial gene expression.
Journal of Bacteriology, Washington, v. 189, p. 7720-7732, 2007.

STUDHOLME, D. J.; WICKER, E.; ABRARE, S. M.; ASPIN, A.; ABOGDANOVE, A;;
BRODERS, K.; DUBROW, Z.; GRANT, M.; JONES, J. B.; KARAMURA, G.; LANG,
J.; LEACH, J.; MAHUKU, G.; NAKATO, G. V.; COUTINHO, T.; SMITH, J.; BULL, C.
T. Transfer of Xanthomonas campestris pv. arecae, and Xanthomonas campestris
pv. musacearum to Xanthomonas vasicola (Vauterin) as Xanthomonas vasicola pv.
arecae comb. nov., and Xanthomonas vasicola pv. musacearum comb. nov. and



126

description of Xanthomonas vasicola pv. vasculorum pv. nov. Phytopathology, Saint
Paul, v.110, n. 6, p. 1153-1160, 2020.

STULBERG, M.; SANTILLANA, G.; STUDHOLME, D. J.; KASIBORSKI, B.; ORTIZ-
CASTRO, M.; BRODERS, K.; ARIAS, S. L.; BLOCK, C. C.; MUNKVOLD, G. P.;
RASCOE, J. Genomics- informed molecular detection of Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum strains causing severe bacterial leaf streak of corn. Phytopathology,
Saint Paul, v. 110, n. 6, p. 1174. 2020.

TAMURA, K.; NEI, M. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the
control region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular
Biology and Evolution, Londres, v. 10, p. 512-526, 1993.

TEIXEIRA, G. M.; MOSELA, M.; NICOLETTO, M. L. A.; RIBEIRO, R. A.; HUNGRIA,
M..; YOUSSEF, K.; HIGASHI, A. Y.; MIAN, S.; FERREIRA, A. S.; GONCALVES, L.
S. A.; PEREIRA, U. P.; DE OLIVEIRA, A. G. Genomic insights into the antifungal
activity and plant growth-promoting ability in Bacillus velezensis CMRP 4490.
Frontiers in Microbiology, Lausanne, v. 11, p. 618415, 2021.

THAKORE, Y. The biopesticide market for global agricultural use. Industrial
Biotechnology, Nova York, v. 2, p. 194-208, 2006.

THOMPSON, J. D.; GIBSON, T. J.; PLEWNIAK, F.; JEANMOUGIN, F.; HIGGINS, D.
G. The CLUSTAL_X windows interface: flexible strategies for multiple sequence
alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 25, n.
24, p. 4876-4882, 1997.

WANG, Q.; GARRITY, G. M.; TIEDJE, J. M.; COLE, J. R. Naive bayes classifier for
rapid assignment of rRNA sequences into the new bacterial taxonomy. Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v. 73, n. 16, p. 5261-5267, 2007.

WICK, R. R.; JUDD, L. M.; GORRIE, C. L.; HOLT, K. E. Unicycler: resolving bacterial
genome assemblies from short and long sequencing reads. PLoS Computacional
Biology, Sao Francisco, v. 13, n. 6, p. e1005595, 2017.

WEISBURG, W. G.; BARNS, S. M.; PELLETIER, D. A.; LANE, D. J. 16S ribosomal
DNA amplification for phylogenetic study. Journal of Bacteriology, Washington, v.
173, n 2, p. 697-703, 1991.

YU, X,; Al, C.; XIN, L.; ZHOU, G. The siderophore-producing bacterium, Bacillus
subtilis CAS15, has a biocontrol effect on Fusarium wilt and promotes the growth of
pepper. European Journal of Soil Biology, Amsterdam, v. 47, p. 138-145, 2011.
ZHANG, L.; BIRCH, R. G. Mechanisms of biocontrol by Pantoea dispersa of sugar
cane leaf scald disease caused by Xanthomonas albilineans. Journal of Applied
Microbiology, Oxford, v. 82, n. 4, p. 448-54, 1997.

ZWICK, M. E.; JOSEPH, S. J.; DIDELOT, X.; CHEN, P. E.; BISHOP-LILLY, K. A;;
STEWART, A. C.; WILLNER, K.; NOLAN, N.; LENTZ, S.; THOMASON, M. K;
SOZHAMANNAN, S.; MATECZUN, A. J.; DU, L.; READ, T. D. Genomic
characterization of the Bacillus cereus sensu lato species: backdrop to the evolution
of Bacillus anthracis. Genome Research, Oxford, v. 22, n. 8, p. 1512-24, 2012.



SUPLEMENTARY

127

Figure S1. Probability of growth inhibition of Xanthomonas vasicola pv. vasculorum
RL1 strain by the isolates LAFUEL 01, LAFUEL 02 and LAFUEL 03 of Bacillus sp.
grown in two culture media, LB and ISP2, according to the nonparametric Kaplan-
Meier analysis (log-rank test).
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