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RESUMO GERAL

LIMA, Rayane dos Santos. O complexo da mancha-bacteriana em Capsicum no Brasil:
espécies de Xanthomonas e sua sensibilidade ao cobre. 2015. 87p. Mestrado em

Fitopatologia — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O Brasil possui ampla diversidade de pimentas e pimentdes, destacando-se quatro espécies
domesticadas: Capsicum annuum, C. baccatum, C. chinense e C. frutescens. Dentre as
doencas que acometem esse grupo, a mancha-bacteriana estd entre as mais importantes em
cultivos a campo aberto. Inicialmente, apenas as espécies X. euvesicatoria e X. gardneri
estariam associadas ao género Capsicum, porém, recentemente foi constatada a ocorréncia de
X. perforans na Florida e X. vesicatoria na Maceddnia e na Bulgdria associada ao pimentao.
Xanthomonas euvesicatoria apresenta especificidade em nivel de racas fisiologicas, com 11
racas relatadas até o presente, o que contribui para a dificuldade no controle da doenga. O
controle quimico da mancha-bacteriana tem sido realizado com produtos a base de cobre.
Considerando a pouca informacdo sobre a presenca dessas ragas em lavouras de Capsicum no
Brasil, no presente trabalho foram identificados 76 isolados de Xanthomonas obtidos de
amostras de folhas sintomadticas de pimentas coletadas, entre os anos 1982 e 2014, nos estados
de Goids, Ceard, Bahia, Sergipe, Pernambuco, Roraima, Pard, Amazonas, Minas Gerais,
Espirito Santo e Sao Paulo e do Distrito Federal. Para tanto, utilizou-se PCR com iniciadores
especificos e a andlise comparativa com isolados de referéncia dos perfis obtidos por BOX-
PCR. Setenta e um isolados foram identificados como X. euvesicatoria. Quatro isolados,
coletados na regido Sudeste, foram X. gardneri e um isolado do Ceara foi X. perforans, sendo
este o primeiro relato da ocorréncia natural dessas espécies em campos de producdo de
pimentdo no pais. Os isolados de X. euvesicatoria foram ainda caracterizados quanto a raca
pela reacdo provocada nas linhagens diferenciais quase-isogénicas ECW, ECW-10R,
ECW20R e ECW-30R, as trés ultimas contendo os genes de resisténcia Bsl, Bs2 e Bs3,
respectivamente. A ocorréncia da reacao de hipersensibilidade (RH) foi observada com 12, 24
e 36 horas apds a infiltrac@o, respectivamente para os trés genotipos resistentes. Os isolados
foram das seguintes ragas: 0, 2,5, 1 ou7,3 0u 8,4 0u9, 6 ou 10. Isolados das racas 1 ou 7, 3
e 8,4e9 ou6e 10 ainda ndo puderam ser definidos pela ndo utilizagao do P1-234047, um
acesso de C. pubescens ainda ndo presente no banco de germoplasma de Capsicum da
Embrapa Hortalicas. Avaliou-se também a sensibilidade in vitro de 73 isolados ao cobre.
Utilizou-se sulfato de cobre em meio CYE, nas concentragdes de 0, 50, 100 e 200 ppm

(ug/mL), considerando resistentes os isolados que apresentaram crescimento confluente em



trés repeticdes. No controle (auséncia de cobre) houve crescimento de 100% dos isolados.
Nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL, 74% e 63% dos isolados foram insensiveis,
respectivamente. Apenas sete isolados (10%) foram insensiveis a maior concentragdo do
produto (200 pg/mL). O esclarecimento da frequéncia de ocorréncia de espécies e ragas
associadas a mancha-bacteriana do pimentdo; a elucidacdo dos niveis de sensibilidade que
esses isolados apresentam ao cobre sdo informagdes de fundamental importdncia para a
adoc¢do de estratégias de manejo eficientes da mancha-bacteriana das culturas de pimentdo e

pimentas no pais.

Palavras-chave: Xanthomonas euvesicatoria, X. perforans, X. gardneri, ragas, PCR,

pimentas, piment&es, controle quimico

Orientadora — Alice Maria Quezado Duval- Embrapa Hortalicas



GENERAL ABSTRACT

LIMA, Rayane dos Santos. Bacterial spot complex on Capsicum in Brazil:
Xanthomonas species and their copper sensibility. 2015. 87p. Master in Phytopahology —

University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Great diversity of peppers and bell peppers is observed in Brazil. Four domesticated species
of Capsicum can be highlighted: Capsicum annuum, C. baccatum, C. frutescens and C.
chinense. Bacterial spot is one of the most relevant disease of the genera in open field
cultivation systems. Up to recently, the only species associated with the genus Capsicum were
X. euvesicatoria and X. gardneri. . However, the occurrence of X. perforans was reported in
Florida, and of X. vesicatoria in Macedonia and Bulgaria. Xanthomonas euvesicatoria
specialized as physiological races, and 11 races have been reported up to date, which
contributes to the difficulty of disease control. Chemical control of the disease has been made
with copper-based products. Considering the little information about the presence of these
races in Capsicum crops in Brazil, in the present study seventy-six Xanthomonas isolates from
symptomatic peppers leaf samples were collected between the years 1982 to 2014 in the states
of Goias, Ceard, Bahia, Sergipe, Pernambuco, Roraima, Pard, Amazonas, Minas Gerais,
Espirito Santo and Sao Paulo, as well as in and the Federal District; had their species
identified. These isolates were characterized using specific primers and PCR-BOX. Seventy-
one isolates were identified as X. euvesicatoria. Four isolates collected in the Southeast, were
X. gardneri and one isolate of Ceard was X. perforans. In order to determine the races of X.
euvesicatoria isolates, near isogenic lines ECW-10R, ECW-30R, ECW-20R and ECW, which
contain the resistance genes Bsl, Bs2 and Bs3, respectively, were used. The presence or
absence of a hypersensitive response (HR) was observed 12, 24 and 36 hours after
inoculation, respectively for the three resistant genotypes. The isolates were of the following
races: 0,2,5,7o0r1,3,8,9o0r4, 6 or 10. Isolates of races 1 or 7, 3 and 8, 4 and 9 or 6 and 10
were not yet possible to define not using the PI-234047, since Embrapa Hortaligas does not
have C. pubescens in its Capsicum germplasm bank. Copper in vitro sensitivity of 71 isolates
was also evaluated. Copper sulfate CYE medium at concentrations of 0, 50, 100 and 200 ppm
(ug/mL) was used. Those isolates that showed confluent growth after three repetitions were
considered insensitive. One hundred percent of the isolates growed on the check-control (no
copper amended to the medium). With concentration of 50 and 100 pg/mL, 74% and 63% of

the isolates were insensitive, respectively. Only seven isolates (10%) were insensitive to



higher product concentration (200 pg/mL). Insights on the frequency of occurrence of species
and races associated with pepper bacterial spot; elucidation of insensitivity levels to copper of
the Brazilian isolates are information of fundamental importance for the adoption of efficient

management strategies to bacterial spot on Capsicum crops in the country.

Keywords: Xanthomonas euvesicatoria, X. perforans, X. gardneri, races, PCR, peppers, bell

peppers, chemical control

Advisor— Alice Maria Quezado Duval- Embrapa Hortaligas
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INTRODUCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA

1. A cultura do pimentao e da pimenta

As pimentas e os pimentdes pertencem a familia Solanaceae, género Capsicum. Este
género possui de 20-25 espécies, que podem ser divididas com base no processo de
domesticacdo. As espécies domesticadas sao: Capsicum annuum, C. pubescens, C. frutescens,
C. chinense e C. baccatum (IBPGR, 1983; Mongkolporn e Taylor, 2011). O Brasil destaca-se
por possuir ampla diversidade em todas as categorias e contempla quatro espécies
domesticadas: Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense e Capsicum
frutescens (Oliveira, 2000; Ribeiro et al., 2006; Carvalho et al., 2008).

As pimentas e os pimentdes foram, possivelmente, os primeiros aditivos alimentares
utilizados pelas civilizacdes antigas do México e América do Sul, sendo usados para dar
aroma, cor, sabor e preservar os alimentos (Pikersgill, 1997). Esses frutos estdo presentes na
culindria da maioria dos paises, sendo amplamente utilizados como condimento, corante e
hortalicas. Os tipos pungentes sdo usados frescos, verdes ou maduros, curtidos, secos ou
industrializados. Os tipos ndo-pungentes sdo amplamente utilizados, verdes ou maduros,
como hortaligas, sendo, também, consumidos frescos, curtidos, assados, cozidos, secos, em po
ou em conserva (Vidals, 1996; Pickersgill, 1997; Filgueira, 2008; Moreira et al., 2006). Os
frutos de Capsicum contém as vitaminas A, E, B1, B2 e principalmente, vitamina C. Possuem,
ainda, proteinas, glicidios, lipidios, minerais, dgua e fibras (Geleta e Labuschagne, 2004).
Quando consumidos em quantidades adequadas, podem assegurar a manuten¢do das fungdes
vitais do organismo, suprindo as necessidades de energia, de elaboracdo e manutencdo dos
tecidos e de equilibrio bioldgico. Os frutos possuem pigmentos, como os carotenoides,
responsaveis pela sua coloragao e pelo corante vermelho da paprica (IBPGR, 1983; Carvalho

et al.,2010).



Além de uso culindrio, pimentas e pimentdes estdo sendo estudados por areas
relacionadas a medicina e a farmdcia, por sua acdo conservante, antimicrobiana, para fins
terapéuticos e na prevencdo de doengas. Carvalho et al. (2010) estudaram a atividade
antimicrobiana in vitro de pimentas e pimentdes sobre quatro bactérias que infectam e
intoxicam alimentos, onde quatro genétipos estudados apresentaram atividade de inibicdo e
inativacao seletiva sobre salmonelas, coliformes fecais, enterococos e estafilococos.

No Brasil, cultivam-se pimentas do género Capsicum em praticamente todos os
estados da federacdo, mas os principais produtores sdo: Minas Gerais, Sao Paulo, Goias,

Ceard e Rio Grande do Sul (Ribeiro et al., 2008).

2. A mancha-bacteriana

A mancha-bacteriana é uma das doencas mais comuns dos cultivos de pimentdo e
pimentas no Brasil a campo aberto e em épocas quentes e chuvosas. A doenca pode ser
transmitida pela semente e disseminar-se a longa distancia (Bashan et al., 1985). Nos casos
em que apenas pequena parte da plantacdo for afetada, essa pode se propagar para as plantas
sadias por meio de chuva associada a ventos fortes (Oliveira, 2000).

Dados apresentados pela European and Mediterranean Plant Protection Organization
— EPPO (organizagdo intergovernamental responsavel pela cooperacdo europeia em cuidados
com culturas comerciais, 2003) ressalta o tomate e o pimentdo como principais hospedeiros
dessas bactérias e registram também as plantas daninhas atuando como hospedeiros
incidentais, fato que possibilita a manuten¢do dos patégenos no campo, mesmo na auséncia
de tomate ou pimentao.

A mancha-bacteriana tem distribui¢do mundial, sendo encontrada desde a Oceania até
a América do Norte, causando sérios prejuizos para as culturas de tomate e pimentdao

(Hayward & Waterson, 1964; Jones & Stall, 1998). No Brasil, a doenca foi relatada
2



primeiramente por Batista em 1947 na regido Nordeste, causando prejuizos em mudas e
plantacdes de pimentdo, e um pouco mais tarde, no estado do Rio de Janeiro (Robbs, 1953).

A principal forma de sobrevivéncia da bactéria, entre safras, ocorre por meio de
sementes e fragmentos infectados, como talos das plantas. Sementes contaminadas podem
disseminar a bactéria a longas distancias, podendo atingir 15% de infec¢do, contudo sua

viabilidade pode ser mantida por mais de 10 anos (Kurozawa e Pavan, 1997).

2.1. Sintomatologia

Apesar de infectar severamente a planta na sua fase inicial, a mancha-bacteriana pode
causar danos em qualquer fase de seu desenvolvimento, sendo todos os O6rgdos aéreos da
planta afetados (Kurozawa e Pavan, 1997).

A multiplicac@o da bactéria em alta quantidade nas folhas promove lesdes com aspecto
de manchas aquosas (Romeiro, 1995). Essas pequenas manchas podem-se unir, causando
sintomas de necrose e posterior abscisdo da folha. Com o avanco da doenca, as folhas mais
velhas apresentam lesdes de formato irregular e cor verde-escura (Pernezny e Momol, 2005).
Uma das principais caracteristicas dessa doenga é que as folhas amarelam e caem, resultando
em menor produtividade da planta e na exposicao dos frutos a queima pela incidéncia de raios
solares. No caule, as lesdes sdo pequenas e alongadas, de coloracdo marrom. Nos frutos, a
bactéria causa manchas similares a verrugas, inicialmente esbranquicadas e depois com
centros escurecidos (Lopes & Avila, 2003) (Figura 1).

Frutos de Capsicum raramente apresentam sintomas, porém sua queda pode ocorrer
devido a infec¢do precoce na planta. Os danos causados nos frutos sdo pouco comuns em
virtude da instalacdo da bactéria s6 ocorrer por meio de lesdes provocadas via danos

mecanicos ou acdo de insetos (Vinals et al., 1996).



Figura 1. Sintomas de mancha-bacteriana em Capsicum. A- LesOes necréticas nas folhas; B
e C- Lesdes necrdticas nos frutos de pimenta (Capsicum chinense) e pimentdo (Capsicum

annuum); D- Plantas com desfolha intensa. Fotos: Alice Quezado.

2.2. Etiologia

O complexo de espécies causadoras da mancha-bacteriana em pimenta e pimentao
pertence ao género Xanthomonas. Sao bactérias baciliformes, Gram negativas, aerdbias e
moveis por um flagelo polar (Jones et al., 1997). Possui colonias lisas, mucoides, amarelas
pela presenga do pigmento xantomonadina (Figura 2) (Stall, 1993). Sdo classificadas dentro
do dominio Bacteria, filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem

Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae, género Xanthomonas (Garrity & Holt, 2000).



Figura 2. Coldnias bacterianas amarelas tipicas das espécies de Xanthomonas causadoras da

mancha-bacteriana no género Capsicum, em meio dgar nutriente.

Em 1914, pela primeira vez foi observada a mancha-bacteriana em plantas de tomate
na Africa do Sul e no ano de 1920, descrita como “tomato canker”, por Doidge, que
identificou uma fraca atividade amidolitica dos isolados analisados e nomeou a bactéria como
Bacterium vesicatorium. Simultaneamente uma doenga similar nos Estados Unidos foi
denominada como “bacterial spot”, ou mancha-bacteriana e seu agente causal apresentava
forte atividade amidolitica, sendo este nomeado como Bacterium exitiosa (Gardner &
Kendrick, 1921). No mesmo periodo, Sherbakoff descreveu a doenca em pimentdao
(Sherbakoff, 1918). Posteriormente, o agente causal foi classificado como Pseudomonas
vesicatoria em 1925; Phytomonas vesicatoria em 1930 e Xanthomonas vesicatoria em 1939
(Jones & Stall, 1998).

Alguns anos depois Sutic (1957) identificou uma doenca bacteriana em tomateiro na
Iugosldvia e Costa Rica e caracterizou uma variante da bactéria denominada Pseudomonas
gardneri, estabelecendo uma variedade especial, X. gardneri var. capsici para isolados
patogénicos ao pimentdo (Jones et al., 1998) apds foi colocada em sinonimia com
Xanthomonas vesicatoria. A colocagdo de P. gardneri no género Xanthomonas foi sustentada

por estudos de hibridizacdo DNA:rRNA (Deley, 1979). Hildebrand et al. (1990) verificaram



que X. gardneri estava mais relacionada a outras espécies do género, tais como X. hortorum
pv. carotae, sendo considerada como um grupo a parte.

A variabilidade do patégeno comecgou a ser melhor esclarecida quando se observou
que os isolados provenientes de tomate hidrolisavam amido e os de pimentdo nao (Burkholder
& Li, 1941). Posteriormente, Dye (1966) confirmou que isolados oriundos de pimentdo
hidrolisavam amido mais fracamente que aqueles de tomate. Logo, estabeleceu-se dois
diferentes grupos causadores da mancha-bacteriana (Vauterin et al, 1995; 2000):
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (grupo A, sem atividade amidolitica) e X.
vesicatoria (grupo B, amidolitico positivo) (Tabela 1).

Estudos posteriores, incluindo testes de patogenicidade, bioquimicos, atividade
enzimatica, marcadores genéticos, hibridizacio DNA-DNA e comparagdo de sequéncias de
RNA, concluiram que dentro do grupo das Xanthomonas patogé€nicas ao tomate e pimentao
existem quatro grupos fenotipicos distintos, que foram classificados como trés espécies
distintas, a saber: X. axonopodis pv. vesicatoria (grupos A e C), X. vesicatoria (grupo B) e X.
gardneri (Jones et al., 2000). Jones et al. (2004) propuseram uma reclassificacdo dos grupos
A e C, Xanthomonas euvesicatoria e X. perforans, respectivamente, sendo este ultimo
inserido como um novo tdxon entre os agentes causadores da mancha-bacteriana. Além disso,
isolados de cada espécie podem ser caracterizados quanto a racgas, de acordo com a
capacidade de causar ou ndo reacdo de hipersensibilidade em variedades diferenciais de

pimentdo e tomate (Stall et al., 2009) (Tabela 1).



Tabela 1. Histérico da classificacdo de Xanthomonas patogé€nicas a pimentdo e tomate. Adaptado de

Wierzbicki, 2004.

Classificacao

Autores

Observou que isolados provenientes de tomate hidrolizavam amido e os
pimentdo nao;

Confirmou que isolados oriundos de pimentdo hidrolizavam fracamente amido e
os que aqueles de tomates;

Dois grupos geneticamente distintos;

Dois grupos: X. vesicatoria (apresentam atividade aminolitica); X. axonopodis
pv. vesicatoria (ndo apresentam atividade aminolitica);

X. vesicatoria (sinonimia de X. campestrispv. vesicatoria- conforme
Vauterin et al., 1995);

Dois grupos genética e fenotipicamente distintos: Grupo A (X. axonopodis pv.
vesicatoria) e Grupo B (X. vesicatoria). Grupo C relacionado ao A e Grupo D
(X. gardneri) - geneticamente distinto de A e B;

Duas espécies distintas: X. vesicatoria - forte atividade aminolitica; e X.
axonopodis- auséncia de atividade aminolidica;

Estirpes de X. axonopodis pv. vesicatoria que pertenciam a estirpe tipo de X.
axonopodis(Vauterin et al., 2000) apresentaram menos de 70% de homologia
com esta espécie e quatro grupos e trés espécies foram classificadas: Grupo A e
C (X. axonopodis pv. vesicatoria - C= subespécie de A); Grupo B (X.
vesicatoria) e Grupo D (X. gardneri);

Grupo A (X. euvesicatoria); Estirpes do Grupo D (X. gardneri) com menos de
70% de homologia com outras espécies = Grupo C (X. perforans- espécie nova).

Burkholder & Li, 1941

Dye, 1966

Vauterin et al., 1990 Stall

et al., 1994

Vauterin et al., 1995

Young et al., 1996

Jones et al., 1998

Vauterian et al., 2000

Jones et al., 2000

Jones et al., 2004

2.3. Epidemiologia

As condicdes ideais de temperatura para o desenvolvimento da mancha-bacteriana em

tomate e pimentdo € entre 20 e 30°C (Lopes & Quezado-Soares, 1994) e além de temperaturas

altas a doenca é favorecida por umidade relativa entre 95 e 100%, e presenga de dgua livre
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(Barreto & Scaloppi, 2007). A entrada da bactéria no tecido da hospedeira ocorre por
aberturas naturais (estomatos). Pequenas lesdes causadas pelo vento, chuvas ou insetos
também podem servir de porta de entrada para o patégeno (Kimura, 1984). A disseminacdo
do patégeno se da de planta para planta através da dgua das chuvas ou de irrigagao associadas

a ventos fortes (Carmo et al., 1996).

Aratjo et al. (2011), em estudos desenvolvidos em relacdo ao efeito da temperatura
(20, 25 e 30°C) sobre a severidade da mancha-bacteriana causada por quatros espécies de
Xanthomonas, observaram que X. gardneri foi mais agressiva que as demais espécies a 20°C.
Por sua vez, X. perforans incitou maior severidade a 30°C. Nao foi observado efeito
significativo da temperatura sobre a severidade da doenca para a espécie X. veiscatoria.
Xanthomonas euvesicatoria foi a espécie menos agressiva.

O patégeno pode ser disseminado através das sementes (Kimura ef al., 1989; Salles et
al., 1991), podendo espalhar-se por respingos de dgua de chuva ou de irrigacdo e com a ajuda
do homem (Jones et al., 1991; Lopes & Quezado-Soares, 1997, Quezado-Duval & Lopes,
2010).

As espécies de Xanthomonas causadoras da mancha-bacteriana em Capsicum nao
sobrevivem no solo por longos periodos, mas podem sobreviver em restos de cultura

infectados (Jones et al., 1991; Quezado-Duval et al., 2008; Quezado-Duval & Lopes 2010)

2.4. Interacao Xanthomonas spp. - Capsicum

Xanthomonas euvesicatoria € patog€nica ao tomateiro e ao género Capsicum e
também pode causar hipersensibilidade em certos genétipos desse género (Sahin, 1997). Esta
capacidade de causar hipersensibilidade em gendtipos de Capsicum, provavelmente esta

relacionada com a perda do gene avrBsT (Minsavage et al., 1990). As demais espécies estao
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mais associadas ao tomate, mas existem relatos de isolados de X. gardneri isoladas do
tomateiro com capacidade de infectar pimentao (Quezado-Duval & Camargo 2004). No Brasil
Xanthomonas vesicatoria tem sido relatada ocorrendo apenas no tomateiro, mas ha relatos
dessa espécie ocorrendo em pimentao na Bulgaria e na Macedodnia (Kizheva et al., 2013). Em
Xanthomonas perforans, inicialmente associado ao tomateiro, foi recentemente relatada em
ocorréncia natural da doenga em pimentao na Flérida (Bart et al., 2012).

A principal caracteristica de muitas interacdes incompativeis € a ocorréncia de morte
rapida da célula da planta no local ou ao redor do sitio de infec¢do em questdo, conhecida
como reagdo de hipersensibilidade (RH) (Figura 3B). A reac@o de hipersensibilidade em
planta nao hospedeira € o resultado de um gene de aviruléncia presente no patégeno. A
heranga dos genes de resisténcia ndo estd caracterizada, porque nao hd suscetibilidade em
Solanum lycopersicon as estirpes de pimentdo, nem em Capsicum as estirpes de tomate.
Porém, aceita-se que genes simples em pimentao e tomate sejam responsaveis pela resisténcia
nao hospedeira porque tem-se observado que os genes simples de aviruléncia do patégeno
avrBsT e avrBsP, interagem com todas as plantas de Capsicum spp. e Solanum lycopersicon ,
respectivamente (Cook, 1973; Minsavage et al., 1990; Canteros et al., 1991; Jones et al.,
1998).

Atualmente 11 racas (PO a P10) foram relatadas para a espécie X. euvesicatoria em
Capsicum. Racas sdo definidas de acordo com as reagdes de resisténcia e suscetibilidade em
certas variedades da hospedeira (Leach & White, 1996). Ja em tomate, estdo descritas quatro
racas (T1/ X. ewvesicatoria, T2/ X. vesicatoria e X. gardneri, T3/X.perforans e
T4/X.perforans), mas que abrange o complexo o que dificulta o manejo da doenca (Jones et
al., 2005; Jones et al., 1998; Stall et all., 2009). No entanto, a nomenclatura utilizada nao esta
apropriada a defini¢do cldssica de ragcas nesse caso, ji que as quatro racas referem-se a

distintas espécies de Xanthomonas.



No género Capsicum a identificacdo de racas do patégeno € realizada com a
observacdo da reacdo de hipersensibilidade em linhas quase isogé€nicas de pimentdo Early
California Wonder (ECW) de Capsicum annuum e em Capsicum pubescens P1 235047. Cada
linha de Capsicum annuum carrega um gene distinto de resisténcia (Bsl, Bs2 ou Bs3) e C.
pubescens o ultimo gene proposto denominado Bs4 (Sahin & Miller, 1998) (Tabela 2).
Existem dois genes recessivos de resisténcia, ndo ligados a reacdo de hipersensibilidade,
portanto ndo associados a resisténcia oferecida pelos genes ligados a reagcdo de
hipersensibilidade, sendo denominados bs5 e bs6 e em experimentos realizados, apresentaram

resultados favordveis de resisténcia raca nao-especifica (Jones et al., 2002).

Tabela 2. Genotipos diferenciais de racas de Xanthomonas euvesicatoria
patogénica a Capsicum e genes de resisténcia identificados. Adaptado de

Wierzbichi, 2004.

Linhagem / Gene de resisténcia Resisténcia
ECW - 10 (Bsl) Racas 0,2¢e 5
ECW - 20 (Bs2) Racas 0,1,2,3,7e 8
ECW - 30 (Bs3) Raca0,1,4,7e9
PI—235047 (Bs4) Raca0,3,4¢e6
ECW (Nenhum) Suscetivel

*Nao hd resisténcia descrita para raca 10.
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Tabela 3. Genes de resisténcia a mancha-bacteriana em acessos de Capsicum e genes de aviruléncia

bacterianos que interagem com eles. Adaptado de Stall et al. (2009).

Planta Bactéria
Genes de Resisténcia Genes de

Fonte Espécie aviruléncia Localizacao
Bsl CNPH 3002 (ECW 10-R) C. annuum avrBsl Plasmideo
Bs2 CNPH 3001 (ECW 20-R) C. annuum avrBs2 Cromossomo
Bs3 CNPH 3005 (ECW 30-R) C. annuum avrBs3 Plasmideo
Bs4 P1235047 C. pubescens avrBs4 Plasmideo
bs5 PI 163192 ou P1 271322 C. annuum ND* ND
bs6 PI1 163192 ou PI1 271322 C. annuum ND ND
BsT Pimentao comercial C. annuum avrBsT Plasmideo

*Ndo determinado.

Atualmente a espécie Xanthomonas gardneri ainda nao foi classificada em nivel de
racas para reagdes de resposta ao género Capsicum. J4 para tomate, de acordo com a reagao
de gendtipos de uma série diferencial, isolados de X. gardneri se comportam como raga T2.

Um correspondente gene de aviruléncia (avrBs7) provocou uma forte reacdo de
hipersensibilidade em uma linhagem de Capsicum annuum (ECW-70R) que confere a
presenca de um gene dominante de resisténcia Bs7 (Potnis et al., 2012).

Homologos do gene avrBs3 foram encontrados em muitos outras Xanthomonas
patogénicas de plantas e alguns tém sido estudados (Schornack et al., 2006). Um homdlogo
do gene avrBs3 (avrBHahl) foi encontrado em uma estirpe de X. gardneri, causando reacao
de hipersensibilidade no pimentdo que confere o gene de resisténcia Bs3). Esse gene avrHahl
sO ocorre na espécie X. gardneri e € localizado no plasmideo (Schornack et al., 2008).

A diversidade do grupo ainda gera discussdes. Young et al. (2008) analisaram as
sequéncias dos genes de housekeeping e propuseram que X. perforans e X. euvesicatoria
fossem tratadas como espécies sinonimas. J4 Potnis et al. (2011) analisaram o genoma
completo das quatro espécies causadoras da mancha-bacteriana e afirmaram que estas
espécies sao distintas e que realmete devem ser tratadas como espécies diferentes.
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Segundo Potnis et al. (2015), devido a enorme diversidade presente no complexo da
mancha- bacteriana do pimentdo e tomateiro, o sequenciamento de genomas completos, esta
auxiliando, porém mais sequéncias sdao necessdrias para a identificacdo de fatores de
viruléncia chaves na infec¢do. Com o conhecimento desses fatores, serd possivel, através de
técnicas de transgenia o desenvolvimento de linhagens resistentes, com maior amplitude e
estabilidade de resisténcia. Os mesmos autores destacam a implementa¢do de métodos de
controle associando o uso de novos principios ativos com efeito bactericida, rotacdo de

cultura e cultivares resistentes.

2.5. Diagnose molecular

A diagnose da mancha-bacteriana pode ser feita pela observacdo dos sintomas e do
fluxo bacteriano, testes bioquimicos, testes de patogenicidade para a observacao dos sintomas
caracteristicos da doenga, isolamento da bactéria em cultura pura e através de testes
moleculares.

Por se tratar de um complexo de espécies de dificil identificacdo e separa¢do por
sintomatologia e testes bioquimicos, a identificacdo dessas espécies vem sendo realizada mais
eficientemente por meio de técnicas moleculares, principalmente utilizando PCR com
iniciadores especificos (Koenraadt et al., 2009; Moretti et al., 2009; Aratjo et al., 2012).

Leite Jr. et al. (1995) realizaram testes moleculares utilizando o método de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e detectaram Xanthomonas spp. em sementes de tomate e
pimentdo, utilizando os iniciadores RST2/RST3 com amplificacdo de uma banda de DNA de
840 pb e os iniciadores com amplificacdo de uma banda de DNA de 355 pb.

O método de rep-PCR faz uso de sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras
complementares de sequéncias de DNA repetitivas presentes em numerosas copias no

genoma. As sequéncias repetitivas sdo denominadas: REP (repetitive extragenic palindromic)
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com cerca de 35 pares de bases (Stern et al., 1984), as quais s@o conservadas, ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic consensus) de 126 pares de bases (Sharples & Lloyd,
1990), as quais contém um elemento repetitivo central invertido altamente conservado e que
estdo localizados em regides intergénicas, e BOX de 154 pares de bases (Martin et al., 1992).
Os iniciadores utilizados contém sequéncias correspondentes a esses elementos e esse método
consiste no anelamento dos iniciadores (“primers”’) nessas regides descritas anteriormente
amplificando a regido desconhecida entre elas. O método além de ser usado para diagnose,
também € empregado para a diferenciacdo de isolados, avaliando a diversidade genética de
patégenos de plantas (Louws et al., 1999).

A técnica de rep-PCR com o iniciador BOX apresenta vantagens por ser rapida, de facil
execugdo e altamente discriminatéria para espécies de Xanthomonas. Segundo Rademaker et
al. (2000), métodos que geram fingerprintings, como o de rep-PCR, apresentam elevada
correlagdo com a homologia DNA-DNA, reafirmando a especificidade e eficiéncia desta
técnica na identificagdo de espécies bacterianas.

Iniciadores especificos foram desenvolvidos para as espécies de Xanthomonas
causadoras da mancha-bacteriana. O uso da PCR com tais iniciadores pode vir a ser um
método rapido, sensivel e especifico para a detec¢ao e identificacdo das espécies envolvidas,
em novas dreas (Koenraadt et al., 2009). A partir de sequenciamento de fragmentos de DNA
obtidos por AFLP, foram desenvolvidos iniciadores especificos para as quatro espécies de
Xanthomonas (Koenrradt et al., 2009). Moretti et al. (2009) desenvolveram iniciadores
especificos que foram desenhados a aprtir da sequéncia de fragmento de DNA obtidos por
rep-PCR. Araujo et al. (2013), desenvolveram e validaram iniciadores especificos para X.
vesicatoria a partir de DNA purificado, suspensdes bacterianas e lesdes foliares em tomateiro.
Além disso, uma alternativa para o emprego dos iniciadores especificos pode ser por meio de

PCR multiplex, onde as espécies do complexo da mancha-bacteriana sdo identificadas
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simultaneamente (Pulawska et al., 2006; Berg et al., 2006; Robene-Soustrade et al., 2010;

Aratjo, 2012).

2.6. Controle quimico e resisténcia ao cobre

Um eficiente controle da mancha-bacteriana depende da combinag¢do de algumas
praticas culturais: uso de plantulas e sementes livres do patégeno, limpeza da érea, rotagdo de
cultura, tratamento quimico e uso de cultivares resistentes (Silva-Lobo et al., 2005). E
importante que esse controle seja realizado desde o plantio até a colheita (Lopes & Quezado-
Soares, 1997).

O controle quimico da mancha-bacteriana € baseado na pulverizagdao periédica com
fungicidas a base de cobre. Fungicidas cipricos atuam na prote¢do do tecido vegetal contra
infec¢do e na reducdo da populacdo bacteriana na superficie foliar. Entretanto, sdo necessarias
vdarias aplicacdes desses produtos para alcancar o controle adequado da doenga, pois o
excesso de cobre pode causar toxidez as células bacterianas, afetando suas fungdes
metabdlicas (Kurylowicz, 1981).

A eficiéncia do controle quimico a base de fungicida ciprico € bastante varidvel e na
maioria das vezes ineficiente. Em experimento realizado em campo por Carmo et al., (2001),
plantas infectadas foram submetidas a tratamentos com e sem aplicacdes de oxicloreto de
cobre, em diferentes épocas do ano. Como resultado, foi constatado que em épocas de altas
temperaturas e elevada precipitagdo havia maior intensidade da doenga. A isso foi atribuido o
fato de que com o aumento da temperatura, hd maior frequéncia nas irriga¢des e na aplicacao
de fungicidas, e com isto pode haver o desenvolvimento de variantes resistentes ao longo do
periodo de pulverizagdo provocado pela constante lavagem do produto e exposi¢do a

subdosagens. Quando um individuo da populacdo bacteriana adquire a resisténcia, essa
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caracteristica € selecionada pela pressao de selec@o, que nesse caso € a constante aplicacdo de
produtos a base de cobre (Sundin et al., 1989).

Virios relatos demonstram a baixa eficiéncia de estreptomicina e cupricos para o
controle da mancha-bacteriana (Marco & Stall, 1983; Quezado-Duval et al., 2003). O
aparecimento de individuos resistentes nas populagdes bacterianas € apontado como a
principal causa dessa ineficiéncia (Minsavage et al., 1990, Sahin, 1997; Bauzar, et al., 1999).

Em 1983 na Flérida ocorreu o primeiro relato da resisténcia ao cobre em Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Marco & Stall, 1983). Essa resisténcia ao cobre pode ser medida
por genes encontrados em plasmideos ou em DNA cromossdmico (Cooksey, 1990;
Minsavage et al., 1990; Voloudakis et al., 1993; Lee et al., 1994).

Nos estudos de sensibilidade a cobre com isolados brasileiros de Xanthomonas spp.
causadoras da mancha-bacteriana, ndo se tem observado uma insensibilidade significativa dos
isolados a altas concentracdes do produto (Quezado-Duval et al., 2005; Costa et al., 2012).
Contudo, um acompanhamento periddico da sensibilidade dessas espécies é importante para
se verificar quais os niveis de insensibilidade ao cobre que esses isolados vem adquirindo nos
dltimos anos.

Isolados de bactérias fitopatogénicas resistentes ao cobre foram encontrados em
espécies de Pseudomonas (Andersen et al., 1991; Bender et al., 1986; Cazorla et al., 2002;
Scheck et al., 1998; Sundin et al., 1989) , Pantoea (Nischwitz et al., 2007) , Erwnia (Al-
Daoude et al., 2009) e outras espécies de Xanthomonas (Behlau et al., 2011; Lee et al., 1994;
Marco et al., 1983; Stall et al., 1986. Genes associados a tolerancia ao cobre foram
identificados por Behlau ef al. (2011) em isolados de Xanthomonas citri subsp. citri e X.
alfafae subsp. citrumelonis. Foram encontrados também genes homdlogos ao gene cop, os
genes coh presentes no cromossomo que nao sao responsdveis pela resisténcia ao cobre e sim

pela homeostase (Behlau et al., 2011).
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2.7. Resisténcia de Capsicum a mancha-bacteriana

Alguns programas de melhoramento com o objetivo de se obter cultivares de
Capsicum resistentes a mancha-bacteriana tém sido conduzidos em diferentes instituigdes. A
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria possui um banco de germoplasma com 650
acessos de Capsicum spp. (Embrapa, 2007). O Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA) desenvolve, desde 1976, um programa de melhoramento genético do pimentao
visando incorporar resisténcia a Xanthomonas spp. (Noda et al., 2003). J4 na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), a partir do cruzamento entre UENF
1421 (pimentdao suscetivel) e UENF 1381 (pimenta resistente), 18 linhas recombinadas
promissoras para a resisténcia e producdo de frutos foram obtidas, utilizando-se o SSD
(Single Seed Descent), como método de melhoramento (Riva, 2006).

A avaliacdo de cultivares de Capsicum destina-se a escolha de gendtipos que sejam
geneticamente resistentes a doengas e pragas, € com caracteristicas agrondmicas desejaveis,
alta produtividade e adaptacdo as regides de cultivo (Peixoto et al., 1999). Sabe-se que a
expressdo fenotipica de caracteres varidveis depende do gendtipo da cultivar, bem como do
ambiente onde € plantada. Assim, o estudo da interacdo genétipo X ambiente torna-se
necessario nos programas de melhoramento (Cruz et al., 2004).

Na escolha de um gendtipo para ser plantado em determinado local, é sempre
desejavel que existam ensaios visando a selecdo dos mais adaptados. Recomenda-se,
inicialmente, plantios em escala experimental e, somente depois de obtidos resultados
preliminares, deverdo ser realizados plantios em maior escala, com menor nimero de
genotipos (Oliveira et al., 2001). Esse procedimento € importante para a indicagdo de novas
cultivares de qualquer hortalica, pois o comportamento de cada gendtipo depende do

ambiente como um todo, principalmente do clima, solo e forma de cultivo.
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No manejo da mancha-bacteriana é recomendado também o uso de cultivares
resistentes (Kurozawa et al., 2005). No mercado brasileiro, recentemente foram
disponibilizados hibridos de pimentdao com genes especificos de resisténcia a algumas racas
da espécie X. euvesicatoria causadora da mancha-bacteriana em Capsicum, sendo: Impacto
(Seminis, 2014); Commandant (Syngenta, 2014), Dahra RX (Sakata, 2014) e Paloma

(Horticeres, 2015).

JUSTIFICATIVA

Xanthomonas spp. agentes causadores da mancha-bacteriana sao capazes de diminuir a
producdo e depreciar os frutos para comercializagdo. A dificuldade do controle da mancha-
bacteriana ainda persiste em virtude de: eficiéncia varidvel do controle quimico,
principalmente pelo aparecimento de populacdes bacterianas insensiveis; pouca
disponibilidade de variedades resistentes aliada a grande variabilidade do(s) patégeno(s), pois
o patégeno se especializou em nivel de racas, e a sua disseminacdo por sementes
contaminadas (Quezado-Duval, 2004). O esclarecimento da frequéncia de espécies e racas
associadas a mancha-bacteriana do pimentao; a elucidacdo dos niveis de sensibilidade que
esses isolados apresentam ao cobre, bem como a identificagdo de fontes de resisténcia a
doenca, sdo informacdes de fundamental importancia para a adocao de estratégias de manejo

mais eficientes.
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OBJETIVO GERAL
Identificar espécies e ragcas de Xanthomonas associadas a mancha-bacteriana em
Capsicum que ocorrem em alguns estados do Brasil e avaliar in vitro a sensibilidade dos

isolados ao cobre.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
(1) Caracterizar isolados de Xanthomonas obtidos de amostras sintomadticas de
Capsicum da colecdo (1982-2014) de trabalho do Laboratério de Fitopatologia da

Embrapa Hortalicas, utilizando iniciadores especificos e a técnica de BOX-PCR;

(2) Investigar a ocorréncia de ragas de Xanthomonas que afetam a cultura de pimentao
e pimenta em diferentes estados do Brasil, pela inoculacio em genétipos

diferenciadores;

(3) Testar, in vitro, a sensibilidade ao cobre dos isolados de Xanthomonas da cole¢ao

(1982-2014) de Capsicum do Laboratoério de Fitopatologia da Embrapa Hortaligas.
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CAPITULO 1

Espécies e racas de Xanthomonas associadas a
mancha-bacteriana em Capsicum
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ESPECIES E RACAS DE XANTHOMONAS ASSOCIADAS A MANCHA-BACTERIANA
EM CAPSICUM

RESUMO

As pimentas e os pimentdes sdo cultivados em todas as regides do Brasil. A mancha-bacteriana,
causada por espécies de Xanthomonas, é uma das principais doengas que atacam plantas do
género Capsicum, sendo X. euvesicatoria mais comumente associada a essas culturas. Até o
momento, 11 racas de X. euvesicatoria foram descritas. Este trabalho objetivou identificar
espécies e racas de Xanthomonas associadas a mancha-bacteriana de plantas do género
Capsicum no Brasil. Setenta e seis isolados oriundos de campos comerciais de pimentas e
pimentdes, no periodo de 1982 a 2014, foram coletados no Distrito Federal e nos estados do
Ceard, Bahia, Sergipe, Pernambuco, Pard, Amazonas, Roraima, Espirito Santo, Minas Gerais,
Sdo Paulo e Goids. Os isolados foram caracterizados por meio de testes de patogenicidade em
plantas suscetiveis de pimentdo, teste de hipersensibilidade na série diferencial de racas de
pimentdo, quanto ao perfil gendomico pela técnica de BOX-PCR, PCR com iniciadores
especificos as Xanthomonas associadas a mancha-bacteriana e presenca/auséncia do gene avrRxv
por PCR. Para a determinacdo das racgas utilizou-se as linhagens quase-isogénicas de pimentio
Early California Wonder — ECW, ECW-10R, ECW-20R, ECW-30R. Setenta e um isolados
foram identificados como X. euvesicatoria. Quatro isolados, coletados na regido Sudeste, foram
X. gardneri e um isolado do Ceard foi X. perforans. Pela ndo disponibilidade do genétipo PI
235047 de C. pubescens, alguns isolados foram descritos como pertencentes a duas racas
alternativas. Foram observadas as seguintes racas dos isolados de X. euvesicatoria coletados por
estado: Ceard - racas 5, 0, 3 ou 8, 6 ou 10 e 4 ou 9; Bahia —ragas 3 ou 8, 4 ou 9 e 7; Pernambuco
—raca 5 e 6 ou 10; Sergipe — raca 0; Amazonas — racas 0, 3 ou 8 e 4 ou 9; Roraima — ragca 6 ou
10; Para — racga 5; Goiés - ragas 5,4 ou 9 e 1 ou 7; Distrito Federal - racas 0,5,3 ou8,4o0u9e
6 ou 10; Minas Gerais —racas 0,5, 1 ou 7,3 ou 8,4 ou 9 e 6 ou 10; Sao Paulo —racas 1 ou 7, 2,
S5 e4 ou9 e Espirito Santo - raga 4 ou 9. O esclarecimento das espécies e racas causadoras da
mancha-bacteriana associadas ao género Capsicum no Brasil é o primeiro passo para o
direcionamento de estudos que visem a aquisicdo de um melhor nivel de controle da doenga no
campo pelo emprego da resisténcia varietal obtida por meio de melhoramento genético.
Considera-se que neste estudo € feito o primeiro relato da ocorréncia natural de X. gardneri e X.
perforans em lavouras comerciais de Capsicum spp. no Brasil, bem como das racas 4 ou 9, 6 ou
10 de X. euvesicatoria.

Palavra-chave: Xanthomonas euvesicatoria, X. gardneri, X. perforans, PCR, pimentas e
pimentoes.

Orientadora— Alice Maria Quezado Duval- Embrapa Hortalicas
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SPECIES AND RACES OF XANTHOMONAS ASSOCIATED WITH BACTERIAL SPOT
IN CAPSICUM

ABSTRACT

Peppers and bell peppers are grown in all regions of Brazil. Bacterial spot, caused by
Xanthomonas species, is one of the main diseases which attacks Capsicum plants. Among the
xanthomonads associated to bacterial spot, Xanthomonas euvesicatoria has most commonly
found in these crops. Up to date, 11 strains of X. euvesicatoria have been described. This study
aimed to identify the Xanthomonas species and races associated with bacterial spot of Capsicum
plants in Brazil. Seventy-six isolates from commercial fields of peppers and bell peppers, during
the period from 1982 to 2014, were collected in the Distrito Federal and the states of Ceard,
Bahia, Sergipe, Pernambuco, Pard, Amazonas, Roraima, Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo
and Goids. The isolates were characterized by pathogenicity tests on susceptible bell peppers,
hypersensitivity test on a race differential series of bell pepper, whereas the genomic profile was
characterized by BOX-PCR, PCR with primers specific to Xanthomonas associated with
bacterial spot and presence / absence of avrRxv gene by PCR. For the identification of the races
near isogenic lines of Early California Wonder bell pepper - ECW, ECW-10R, 20R-ECW,
ECW30R were used. Seventy-one isolates were identified as X. euvesicatoria. Four isolates
collected in the Southeast, were X. gardneri and one isolate from Ceard was X. perforans. In the
absence of the genotype PI 235047 of C. pubescens in the presente study, some isolates were
described as belonging to two alternatives races. The following races of X. euvesicatoria by state
were observed: Ceara - races 5, 0, 3, 8, 6, or 10 9 or 4; Bahia - races 3 and 8, 4 or 9 and 7;
Pernambuco - Race 5 and 6 races or 10; Sergipe - race 0; Amazon - races 0, 3, 8 and 4, or 9;
Roraima - Race 6 or 10; Para - Race 5; Goids - races 5, 4 or 9 and 1 or 7; Federal District - races
0,5,3,8,40r9 and 6 or 10; Minas Gerais - races 0, 5, 7or 1, 3 or 8, 4 or 9 and 6 or 10; Sao
Paulo - Races 1 or 7, 2, 5 and 4 or 9 and Espirito Santo - Race 4 or 9. The elucidation of species
and races that cause bacterial spot associated with Capsicum in Brazil is the first step to drive the
studies for the resistant variety development in order to better control the disease. It is considered
that this study presents the first report of a natural occurrence of X. gardneri and X. perforans on
Capsicum spp. at commercial fields in Brazil, as well as the races 4 or 9, 6 or 10 of X.
euvesicatoria.

Keywords: Xanthomonas euvesicatoria, X. gardneri, X. perforans, PCR, peppers and bell
peppers.

Advisor — Alice Maria Quezado Duval- Embrapa Hortalicas

35



1. INTRODUCAO

Os agentes causadores da mancha-bacteriana em Capsicum pertence ao género
Xanthomonas. Jones et al. (2004) reclassificaram os agentes etioldgicos originalmente agrupados
em X. campestris pv. vesicatoria nas seguintes espécies: X. euvesicatoria (grupo A), X.
vesicatoria (grupo B), X. perforans (grupo C) e X. gardneri (grupo D). Anteriormente somente
as espécies X. euvesicatoria, X. gardneri eram associadas ao género Capsicum, porém mais
recentemente, X. perforans foi relatada na Florida (Bart er al., 2012) e X. vesicatoria na
Macedonia e na Bulgéria (Kizheva et al., 2013).

A diferenciacdo das espécies de Xanthomonas que formam o complexo da mancha-
bacteriana pode ser realizada por meio de ensaios bioquimicos (atividade amilolitica),
patogenicidade em tomate e pimentdo, mas com maior eficiéncia e rapidez por meio de técnicas
moleculares, rep-PCR ou PCR com iniciadores especificos (Louws et al., 1999; Bouzar et al.,
1999; Cuppels et al., 2006; Koenraadt et al., 2009; Moretti et al., 2009). A técnica de rep-PCR
com o iniciador BOX apresenta vantagens por ser rdpida, de facil execucdo e altamente
discriminatdria para espécies de Xanthomonas. Segundo Rademaker et al. (2000), métodos que
geram fingerprintings, como o de rep-PCR, apresentam elevada correlacio com a homologia
DNA-DNA, reafirmando a especificidade e eficiéncia desta técnica na identificacdo de espécies
bacterianas.

Além dos métodos moleculares, caracteristicas fenotipicas também podem ser utilizadas
para diferenciar algumas espécies de Xanthomonas. Jones et al. (2004), observaram que X.
perforans e X. vesicatoria sdo fortemente amiloliticas e pectoliticas, ja X. euvesicatoria é
fracamente amilolitica e pectolitica e X. gardneri € caracterizada por ndo hidrolisar amido.

Os genes hrp codificam proteinas envolvidas na elicitacdo da reag¢do hipersensibilidade
(RH) em plantas ndo hospedeiras ou na patogenicidade em plantas hospedeiras (Niepold et al.,

1985; Lindgren et al., 1986).
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Flor (1942), em sua teoria gene-a-gene, afirma que a resisténcia de uma determinada
cultivar a uma determinada raca de fungo, € o resultado da interacdo entre o produto do gene de
aviruléncia (avr) do patdégeno e o produto do gene de resisténcia do hospedeiro. Com isso, este
tipo de interacdo entre os genes de resisténcia das plantas e os genes de aviruléncia dos
patégenos, limitariam a distribuicao dos patégenos. No caso das bactérias, duas classes de genes
bacterianos podem sobrepor suas funcdes nos genes hrp - mediadores de compatibilidade-
incompatibilidade entre plantas e bactérias: os genes de aviruléncia (avr) e vérios genes de
viruléncia, sendo que o primeiro regula a incompatibilidade genétipo-especifica em plantas
resistentes e o segundo promove a producdo dos sintomas necessarios a viruléncia da bactéria.
(Gopalan & Yang He, 1996).

As relagdes planta-bactéria, através da interacao entre os hrp e os genes avr do patégeno,
assumiram especial importancia para a definicdo do método de identificacdo dos genes de
resisténcia. Entdo, no patossistema pimentdo — Xanthomonas spp., 0s genes avr estariam
diretamente relacionados as racas do patégeno e os genes hrp como mediadores de
compatibilidade-incompatibilidade.

Com relacdo a variabilidade, ressalta-se o registro de 11 racas da espécie X. euvesicatoria
descritas na literatura (Minsavage et al., 1990; Ritchie et al., 1998; Sahin & Miller, 1998). Genes
que conferem resisténcia especifica (de efeito “hipersensivel”) a determinadas racas também
foram encontrados (Bsl, Bs2, Bs3, Bs4), assim como genes de efeito mais amplo (“ndo
hipersensivel”) (bs5 e bs4). A identificacio desses dois genes recessivos de resisténcia,
derivados de PI-271322 (bs5) e PEP 13 (bs6), foi feita por Jones et al. (2002).

As racas descritas foram baseadas na reacdo de hipersensibilidade (RH), em linhas quase
isogénicas da cv. Early California Wonder (ECW) de Capsicum annuum e em C. pubescens PI-
235047. Cada linha de C. annuum carrega um gene distinto de resisténcia (Bsl, Bs2 ou Bs3),

enquanto o acesso de C. pubescens, proposto posteriormente para compor a série diferencial de
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racas, carrega um gene denominado Bs4 (Sahin & Miller, 1998). As isolinhas de ECW sao
denominadas: ECW — suscetivel a todas as racas de X. euvesicatoria conhecidas; ECW 10R,
ECW 20R, ECW 30R e o PI-235047, que apresentam genes de resisténcia para ragas especificas.

As interagdes planta-bactéria podem ser geralmente classificadas como compativeis ou
incompativeis. Em uma interacdo compativel, uma planta hospedeira suscetivel € infectada por
uma bactéria virulenta (ou compativel), resultando na multiplicac@o e coloniza¢ao da bactéria no
tecido da planta infectada, e no aparecimento dos sintomas da doenga. Em uma interacio
incompativel, uma bactéria avirulenta (ou incompativel), penetra uma planta hospedeira
resistente ou uma planta ndo hospedeira, mas a multiplicacdo e colonizacdo da bactéria sdo
severamente restritas (Gopalan & Yang He, 1996). A principal caracteristica de muitas
interacdes incompativeis € a ocorréncia de morte rapida da célula da planta no local ou ao redor
do sitio de infec¢do em questdo, conhecida como reac¢do de hipersensibilidade — RH (Klement,
1963; Goodman & Novacky, 1994). A RH em plantas ndo hospedeiras, ocorre devido a um gene
de aviruléncia presente no patégeno (Cook, 1973; Canteros et al., 1991).

A maior parte das estirpes de X. euvesicatoria identificadas na década de 1990 carregava
um ou mais genes de aviruléncia (Porhonezny et al., 1992), embora para a raga 6, até 1996, nao
tenha sido identificado nenhum gene de aviruléncia (Sahin & Miller, 1996). Atualmente,
somente a raca 10 ndo apresenta nenhum gene de aviruléncia conhecido. Dois genes de
aviruléncia (avrBsl e avrBs2) estdo presentes em plasmideo (Jones et al., 1998) e podem ser
perdidos ou mutados com maior frequéncia (Dahlbeck & Stall, 1979; Swords et al., 1996),
resultando em genes inativos, caracterizando a “quebra” de resisténcia da hospedeira. A quebra
de resisténcia pelo patdégeno ocorre principalmente devido a alta taxa de mutagdo descrita para os
genes avrBsl (Dahlbeck & Stall, 1979) e avrBs2 (Swords et al., 1996). Esta mutagdo, resulta na
“quebra” dos genes de resisténcia Bs/ e Bs2, respectivamente. A maioria desses genes de

aviruléncia estdo presentes em plasmideos, podendo ser trocados naturalmente através de

38



conjugacdo entre estirpes, com isso, as ragas resultantes nao sdo necessariamente estaveis
(Canteros et al., 1995) proporcionando assim, uma alta variabilidade ao grupo Xanthomonas spp.
que ataca pimentdo e tomate (Jones et al., 1998).

As racas 1 e 3 de X. euvesicatoria, de acordo com Sahin & Miller (1996), prevalenciam
nos Estados Unidos. Em levantamento realizado no Brasil, em campos de produ¢ao de pimentio
no estado de Sao Paulo, Kobori & Wierzbicki (2000) relataram a ocorréncia das racas 0, 1, 2, 3,
7 e 8 do patogeno.

A perda do plasmideo contendo o gene avrBs3, também resulta em quebra do gene Bs3
(Minsavage et al., 1990). O que se observa € que todos os genes maiores dominantes para
resisténcia ao patégeno foram vencidos por pelo menos uma raca (Kousik & Ritchie, 1999).

O presente trabalho teve como objetivo identificar espécies e racas de Xanthomonas
associadas a mancha-bacteriana em Capsicum de isolados obtidos de amostras coletadas em

lavouras comerciais brasileiras.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia e em casas de vegetacdo

da Embrapa Hortali¢as, Brasilia — DF, no periodo de fevereiro de 2013 a novembro de 2014.

Obtencao dos isolados

Os isolados de Xanthomonas associadas a mancha-bacteriana em Capsicum spp. usados
pertencem a colecdo de trabalho de bactérias fitopatogénicas da Embrapa Hortaligas, preservados
em tampao fosfato (K;HPO4, KH,PO4 pH 7.0) sob temperatura ambiente. Utilizou-se isolados

obtidos em quatro regides geogréficas brasileiras, compreendendo isolados do Centro Oeste
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(Distrito Federal e Goids), Norte (Amazonas, Pard e Roraima), Nordeste (Ceard, Bahia, Sergipe e
Pernambuco) e Sudeste (Espirito Santo, Sao Paulo e Minas Gerais) (Tabela 2).

Para isolamento bacteriano retirou-se uma area na interseccdo entre tecido sadio e doente
para proceder a desinfestac@o. Para a desinfestacdo do material, imergiu-se a amostra em alcool
70% por 10 segundos, dgua sanitdria 1% por 30 segundos, com posterior triplice lavagem em
agua estéril. Apds esse processo, macerou-se o tecido, obtendo-se um extrato que foi riscado em
meio de cultura NA (nutriente 4gar), contendo 3,0 g/L de extrato de carne; 5,0 g/L de peptona;
2,5 g/LL de sacarose e 17 g/L de 4gar, e incubado a 28°C por 3 a 4 dias. As coldnias tipicas do
género Xanthomonas foram repicadas e posteriormente preservadas em tampao fosfato a

temperatura ambiente.

Identificacio das espécies de Xanthomonas associadas ao género Capsicum
Um total de 76 associados a plantas do género Capsicum da cole¢dao do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Hortalicas foram identificados através de testes de patogenicidade e

testes de identificagao molecular (Tabela 2).

Teste de patogenicidade

Os isolados foram recuperados do tampao fosfato em meio NA (Nutriente Agar),
contendo 3g/L. de extrato de carne; 5g/L de peptona; 17g/L de dgar e 2,5g/LL de sacarose e
incubados por 4 dias a 28°C. Apds o crescimento bacteriano, repicou-se uma coldnia recobrindo
toda a drea do meio de cultura (NA) de uma nova placa, incubando-a por mais 48 horas a 28°C,
para posterior preparo da suspensdo. Preparou-se uma suspensdo bacteriana em sulfato de
magnésio (10mMol/l) com concentracdo aproximada de 5 X 10 UFC/ml, ajustada em
espectrofotometro (ODggo nm = 0,3). Utilizou-se borrifadores manuais para aspergir a suspensao

sobre a drea foliar das plantas quando estas apresentavam de 4 a 6 folhas verdadeiras. Apds a
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inoculagdo, as plantas foram submetidas a camara umida por 48 horas no interior de sacos
pléasticos umedecidos. Quinze dias apds a inoculacdo, fez-se a avaliacdo das plantas quanto a
presenca de sintomas. Utilizaram-se os acessos CNPH 1375 (ECW) ou CNPH 193 (Yolo
Wonder) para os testes patogenicidade, pois sdo gendtipos sabidamente suscetiveis (JONES et

al., 2000) .

Extracao de DNA

A extracdo foi realizada segundo protocolo de Mahuku (2004). Para tal, apds o
crescimento do isolado em meio liquido caldo nutriente (Nutrient Broth - NB) por um periodo de
16 a 24 horas, transferiu-se 1,5 mL do meio contendo bactéria para microtubos (capacidade 1,5
mL) identificados com o nimero de cada amostra, e centrifugou-se a 13.000 rotacdes por
minuto (rpm) por 5 minutos para precipitar as células em microcetrifuga ((Eppendorf®). Apos a
centrifugacdo, adicionou-se 1000 pL de Agua destilada autoclavada, agitou-se o tubo em
agitador de bancada (Votex®) e centrifugou-se novamente por 5 minutos. Apds, o sobrenadante
foi descartado com cuidado para ndo perder o pellet e adicionou-se 200 puL. de TE, 30 uLL de SDS
e 10 pL de proteinase K. Posteriormente, os tubos foram agitados e colocados em banho-maria
por 30 a 40 minutos a temperatura de 65°C. Em seguida, adicionou-se 250 uL. de acetato de
amoénio 7,5 M, agitou-se novamente e a amostra foi incubada no congelador por 10 minutos.
Ap6s, foi centrifugada por 20 minutos a 13.000 rpm e transferiu-se o sobrenadante (~ 400 pL)
para novo tubo. Adicionou-se 400 pL de isopropanol, e em seguida as amostras foram incubadas
no congelador por 1 a 2 horas. Posteriormente, centrifugou-se por 20 minutos, descartou-se o
sobrenadante, adicionou-se 800 pL de etanol 70%, com posterior centrifugagdo por 5 minutos.
Em seguida, foi descartado o etanol e o tubo foi colocado para secar no fluxo laminar por
algumas horas ou overnight. Por dltimo, ressuspendeu-se cada amostra em 50 pL de TE com

RNAse.
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Identificacdo molecular das espécies

Foram utilizados iniciadores especificos para X. euvesicatoria (Bs-XeF/R) e
(CATGAAGAACTCGGCGTATCG e GTCGGACATAGTGGACACATAC) que amplificam
um fragmento de 173pb, para X. gardneri (Bs-XgF/R) (TCAGTGCTTAGTTCCTCATTGTC e
TGACCGATAAAGACTGCGAAAG) que amplificam um fragmento de 154pb (Koenraadt et
al., 2009). Além disso foi utilizado iniciador BOX 1AR (5 CTACGGCAAGGCGACGCTGA
CG 3’) correspondente a sequéncia repetitiva BOX (Versalovic et al., 1991). Para a reagdo de
BOX-PCR utilizou-se Tampao 1X; 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada dNTPs; 2 uM do
iniciador; 1,26 U de Tag DNA polimerase; e dgua milliQ para um volume final de 12ulL A
concentracdo do DNA utilizado foi de aproximadamente 50 ng. As amostras foram amplificadas
em termociclador My Cycler™ (BIO RAD). O programa utilizado para amplificacio foi 95°C
por 7 min., seguido de 30 ciclos de: 94°C por 1 minuto para a desnaturagdo, 53°C por 1 minuto
para anelamento e 65°C por 8 minutos para a extensao. A extensao final foi realizada a 65°C por
15 minutos. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose (1,5%) em tampao TBE
0,5X, por eletroforese conduzida a 100 V durante 3 horas. O gel de agarose foi corado com
brometo de etidio e visualizados sobre luz ultravioleta. Como referéncia e/ou controle positivo
das reacdoes de PCR foram utilizados isolados provenientes da colecdo de bactérias
fitopatogénicas do Instituto Bioldgico de Sao Paulo, a saber, IBSBF 2363 (Xanthomonas
euvesicatoria), IBSBF 2364 (Xanthomonas vesicatoria), IBSBF 2370 (Xanthomonas perforans)
e IBSBF 2373 (Xanthomonas gardneri).

Avaliou-se também a presenca do gene avrRxv, relacionado a hipersensibilidade em
gendtipo de tomateiro portador do gene de resisténcia Rxv, porém, caracteristico da espécie X.
euvesicatoria, como uma ferramenta adicional para identificacdo. Os iniciadores especificos
RST 27 (5’- AGT CGC GCG GAC ATT TAG CCC CGC C) e RST 28 (5’-CGT CGA TGG

TGC GCC TGG AAT GCG C) (Bouzar et al., 1999) foram utilizados para verificar a presenca
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desse gene. A reacdo foi composta por tampao 1X; 1,5 mM de MgCly; 0,1 mM de cada ANTP;
0,5 uM de cada primer; 0,3 U de Taq DNA polimerase; e aproximadamente 50 ng de DNA em
um volume final de 50 pl. As reacdes foram realizadas em termociclador My CyclerTM (BIO
RAD) com temperatura inicial de 95°C por cinco minutos, seguidos de 30 ciclos de 95°C por 30
segundos (desnaturacdo), 64°C por 30 segundos (anelamento), e 72°C por 45 segundos
(extensdo). A extensdo final foi a 72°C durante 5 minutos.

Para verificagdo do tamanho de bandas geradas pelas diferentes técnicas, foram utilizados

marcadores moleculares 1Kb DNA Ladder ou 100pb DNA Ladder da Invitrogen®.

Identificacao das racas
Gendtipos diferenciais das racas

Como padrao de suscetibilidade foi utilizado o pimentao cv. Early California Wonder
(ECW), que nao possui nenhum gene conhecido de resisténcia a Xanthomonas spp. (O’ Garro et
al., 1999). Os demais gendtipos diferenciais foram ECW-10R, ECW 20-R e ECW 30-R, que
contém os genes Bsl, Bs2 e Bs3, respectivamente (Hibberd er al., 1987) e a pimenta C.
pubescens PI-235047, contém os gene Bs4 (Sahin & Miller, 1996).

Os gendtipos diferenciais utilizados sao acessos do banco de germoplasma de Capsicum
da Embrapa Hortalicas, onde estdo depositados com a seguinte codificagio CNPH 1375 (ECW),
CNPH 3002 (ECW 10-R), CNPH 3001 (ECW 20-R) e CNPH 3005 (ECW 30-R) (Tabela 1).

O experimento foi conduzido em uma sala de crescimento, com luminosidade e

temperatura controladas estabelecidas para fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro) a 28°C.

Testes de inoculacao nos gendtipos diferenciais
Foram caracterizados quanto a raca 67 isolados, identificados como da espécie X.

euvesicatoria, sendo 13 do Ceard, 4 da Bahia, 1 do Sergipe, 2 do Pernambuco, 4 do Amazonas,
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1 da Roraima, 1 do Pard, 22 do Distrito Federal, 5 do Goias, 3 do Espirito Santo, 3 de Sao Paulo
e 8 de Minas Gerais (Tabela 2). Foi incluido como controle o isolado UENF 4135, cedido pela
Universidade Norte Fluminense, previamente identificado como raga P3. Apds recuperados do
tampao de preservacao os isolados foram repicados para placas de Petri contendo meio AN, por
um periodo de 48h a 28°C. Apds esse periodo, preparou-se uma suspensao bacteriana em sulfato
de magnésio (10mMol/L) com concentra¢io aproximada de 5 x 10° UFC/ml, ajustada em
espectrofotometro (ODgoo nm = 0,3). Com o0 auxilio de uma seringa, as plantas foram infiltradas
na face adaxial da folha, sendo utilizada uma folha por isolado (duas infiltragdes por folha)
(Figura 1A). Na ocasido as plantas apresentavam 6-7 folhas verdadeiras. Para tanto foram
cultivadas em bandeja de poliestireno contendo substrato comercial Plantmax e plantadas em
vasos de 0,5 L contendo uma mistura de solo no estadio de 2-3 folhas verdadeiras.

A determinagdo das racas foi feita com base nos sintomas de suscetibilidade ou
resisténcia (reagdo de hipersensibilidade) (Figura 1B). As plantas foram observadas
periodicamente, atentando-se para realizar a avaliacdo da ocorréncia da reagcdo de
hipersensibilidade aos 12, 24 e 36 horas apds a infiltragao (Sahin & Miller, 1996; Mariano, 2000;
Romeiro, 2000; Romero et al., 2002). J4 para observar a reacdo de suscetibilidade, a avaliacdo

foi realizada com 48 e 72 horas ap6s a infiltragao.
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Figura 1. A- Inoculacdo por infiltracio em folhas de pimentdo. B- Reacdo de

hipersensibilidade a Xanthomonas euvesicatoria em folha de pimentdo por um isolado

incompativel.

Tabela 1. Reacdo de genétipos diferenciadores as 11 racas de Xanthomonas euvesicatoria associadas a mancha-
bacteriana em Capsicum e genes avr € Hrp bacterianos,associados ao gene de resisténcia ao patogeno. (Adaptado

de Jones, 1998).

Genétipos / Genes de resisténcia >
Racas / Genes avr !

ECW ECW-10R ECW-20R ECW-30R PL.235047
(CNPH 1375)* (CNPH 3002)* (CNPH 3001)* (CNPH 3005)*

(Bsl1) (Bs2) (Bs3) (Bs4)
0 (avrBS1, avr Bs2, avrBs3, avrBs4) S’ RH* RH RH RH
1 (avrBs2, avrBs3, avrBs4) S S RH RH RH
2 (avrBsl1, avrBs2) S RH RH S S
3 (avrBs2, avrBs4) S S RH S RH
4 (avrBs3, avrBs4) S S S RH RH
S (avrBsl) S RH S S S
6 (avrBs4) S S S S RH
7 (avrBs2, avrBs3) S S RH RH S
8 (avrBs2) S S RH S S
9 (avrBs3) S S S RH S
10 nenhum gene avr conhecido S S S S S

1- Genes de aviruléncia entre parénteses;

2- Genes de resisténcia entre parénteses;

3- S=Suscetibilidade (reagdo compativel) / RH= Reacdo de hipersensibilidade (rea¢cdo incompativel);
*Numeragdo de acessos do banco de germoplasma de Capsicum da Embrapa Hortalicas.
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3. RESULTADOS

Identificacido molecular de espécies
A partir da andlise dos perfis BOX-PCR, fragmentos de DNA amplificados com
iniciadores especificos e a constatacdo da presenca do gene avrRxv, identificou-se 71 isolados
como Xanthomonas euvesicatoria (Figura 3B, 4B e C e 5). Apenas quatro isolados foram
identificados como Xanthomonas gardneri, os quais foram coletados nos estados do Espirito
Santo, Sdo Paulo e Minas Gerais (Figura 3A, 4A, 5 e Tabela 2).

Um isolado, o 124-P obtido de amostras de folhas coletadas em lavouras de pimentdo
em Ubajara, CE e recebidas no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas em 2014,
foi identificado como X. perforans por meio de PCR-multiplex (Aratjo, 2012). As folhas

apresentavam perfuragdes (Figura 2) como os sintomas tipicos desta espécie observados em

folhas de tomateiro (Quezado-Duval & Lopes, 2010).

Figura 2. Sintomas da mancha-bacteriana em folhas de pimentdo. A e B- Perfuracdes causadas

pela espécie Xanthomonas perforans. Foto: Alice Quezado.
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M Xe Xv XpXg 1 2 3 4 5 & 7 8 9

Figura. 3. Perfil BOX-PCR de isolados de Xanthomonas spp causadoras de mancha-bacteriana
em plantas do género Capsicum em gel de agarose (1,5%) (A e B) . Xe, Xv, Xp e Xg sdo
isolados de referéncia de X. euvesicatoria (IBSBF 2363), X. vesicatoria (IBSBF 2364) X.
perforans (IBSBF 2370) e X. gardneri (IBSBF 2373), respectivamente. M= marcador 1kb plus
DNA ladder (A e B). A- Isolados caracterizados como X .gardneri: de 1 a 4; B - Isolados

caracterizados como X. euvesicatoria: 1 a 9.

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (1,5%), dos produtos de PCR obtidos com iniciadores
especificos. A- Fragmentos correspondenetes ao iniciador especifico de Xanthomonas gardneri
(154pb); B- Fragmentos correspondentes ao iniciador especifico de X. euvesicatoria (173pb); C-
Fragmentos de 680pb correspondentes ao gene avrRxv, relacionado a hipersensibilidade em
tomateiro e caracteristico da espécie Xanthomonas euvesicatoria. M= marcador 1kb plus DNA

ladder. CP = controle positivo da espécie. CN= controle negativo dgua.
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[ }'d perforans

Figura 5. Distribui¢do das espécies dos 76 isolados de Xanthomonas spp. coletados em onze

estados brasileiros mais o Distrito Federal.

Caracterizacao das racas

Foram observadas as seguintes racas entre os isolados de X. euvesicatoria coletados por
estado: Ceard - racas 5,0, 3 ou 8, 6 ou 10 e 4 ou 9; Bahia —ragas 3 ou 8, 4 ou 9 e 7; Pernambuco
—raga 5, 6 ou 10; Sergipe — raga 0; Amazonas — ragas 0, 3 ou 8 e 4 ou 9; Roraima — raga 6 ou
10; Para — raga 5; Goiés - ragas 5,4 ou 9 e 1 ou 7; Distrito Federal - racas 0,5,3 ou8,40u9e
6 ou 10; Minas Gerais —racas 0,5, 1 ou 7,3 ou 8,4 ou 9 e 6 ou 10; Sdo Paulo —ragas 1 ou 7, 2,
S e 4 ou9 e Espirito Santo - raca 4 ou 9 (Figura 6). Como ndo havia sementes da pimenta C.

pubescens P1-235047 no banco de germoplasma de Capsicum da Embrapa Hortalicas que ¢ uma
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linhagem utilizada para diferenciar as racas 1 da 7, 3 da 8, 4 da 9 e 6 da 10, ndo foi possivel

determinar a raca exata a que pertence esses isolados.

@®Raca0
@Raca?
@Raca 5
@Racatou7
(JRaca3ou8
@ Racad4ou9
@ Raca 6 ou 10

Figura 6. Distribuicdo das racas dos 67 isolados da espécie Xanthomonas euvesicatoria

coletados em onze estados brasileiros mais o Distrito Federal.

De acordo com os resultados, a distribuicdo das racas fisiolégicas identificadas, foi

disposta por regides conforme mostra a Tabela 3.
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Tabela 2. Hospedeira, cultivar, ano, local de coleta e identificacdo dos isolados brasileiros da colecdo de Xanthomonas

associadas ao género Capsicum spp. do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Hortaligas.

Coédigo  Hospedeira Cultivar Ano Local Espécie Racas
3-p Pimenta - 1982 Brasilia - DF X. euvesicatoria 5
4-pP Pimenta - 1982 Brasilia - DF X. euvesicatoria 5
5-P Pimenta - 1983 Brasilia - DF X. euvesicatoria 5
6-P Pimenta - 1984 Itabaiana - SE X. euvesicatoria 0
8-P Pimenta - 1984 Camocim Sio Félix - PE X. euvesicatoria 6 ou 10
9-P Pimentéo - 1984 Vitéria de Santo Antdo - PE X. euvesicatoria 5
11-P Pimentao - 1984 Brasilia - DF X. euvesicatoria 0
15-P Pimentéo - 1982 Monte Mor - SP X. euvesicatoria 10u?7
16-P Pimenta - 1991 Manaus AM X. euvesicatoria 3o0u8
17-P Pimenta - 1991 Manaus - AM X. euvesicatoria 40u9
20-P Pimentio - 1995 Botucatu - SP X. euvesicatoria 5
24-P Pimentéo Mallorca 1997 Brazilandia - MG X. euvesicatoria 0
25-P Pimentao Mallorca 1997 Brazilandia - MG X. euvesicatoria 3o0u8
26-P Pimentéo Mallorca 1997 Brazilandia - MG X. euvesicatoria 6 0u 10
29-P Pimentao Mallorca 1997 Presidente Olegério - MG X. euvesicatoria 0
30-P Pimentdo Mallorca 1997 Presidente Olegério - MG X. euvesicatoria 0
33-p Pimentao Mallorca 1997 Presidente Olegério - MG X. euvesicatoria lou7
35-P Pimentao Mallorca 1997 Presidente Olegério - MG X. euvesicatoria 40u9
36-P Pimentio - 1998 Juazeiro - BA X. euvesicatoria 3o0u8
37-P Pimentéo - 1998 Juazeiro - BA X. euvesicatoria 3o0u8
38-P Pimenta Cheiro* 1999 Tefé - AM X. euvesicatoria 3o0u8
39-p Pimenta Cheiro* 1999 Parintins - AM X. euvesicatoria 0
40-P Pimentao Cascadura 1999 Alto Alegre Boa Vista - RR X. euvesicatoria 6 ou 10
41-P Pimentéo - 1991 Lins - SP X. euvesicatoria 2
42-P Pimenta - 2001 Brasilia -DF X. euvesicatoria -
43-P Pimentao Mallorca 2002 Brasilandia - MG X. gardneri -
49-p Pimentio - 2002 Formosa - GO X. euvesicatoria lou?7
50-P Pimentéo - 2002 Brasilia - DF' X. euvesicatoria 6 0u 10
51-P Pimentao Margarita 2002 Brasilia - DF' X. euvesicatoria 5
55-P Pimentéo - 2003 Belém - PA X. euvesicatoria 5
58-P Pimentio - 2003 Petrolina - GO X. euvesicatoria 5
59-P Pimentéo - 2003 Petrolina - GO X. euvesicatoria 5
62-P Pimenta Cheiro* 2003 Morrinhos - GO X. euvesicatoria 40u9
63-P Pimenta Cumari 2003 Morrinhos - GO X. euvesicatoria -
72-P Pimenta Cheiro* 2009 Gama - DF X. euvesicatoria 6 ou 10
75-P Pimentdo Cayenne 2009 Ceilandia - DF X. euvesicatoria -
77-P Pimentao Magali-R 2009 Araguari - MG X. euvesicatoria 5
79-P Pimentdo Magali-R 2009 Guaraciaba - CE X. euvesicatoria 5
80-P Pimentao Safari 2009 Ubajara - CE X. euvesicatoria 40u9
81-P Pimentdo Safari 2009 Ubajara - CE X. euvesicatoria 0
83-P Pimentio Marta-R 2009 Sdo Benedito - CE X. euvesicatoria 3o0u8
84-P Pimentéo Marta-R 2009 Sédo Benedito - CE X. euvesicatoria 30us8
85-P Pimentao Natali 2009 Ubajara - CE X. euvesicatoria 3oul
86-P Pimenta Cheiro* 2009 Tiangud - CE X. euvesicatoria 0
87-P Pimenta Cheiro* 2009 Tiangué - CE X. euvesicatoria 0
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89-P

90-P

92-p

93-P

94-p

95-P

96-P

98-P

99-p

100-P
101-P
102-P
103-P
104-P
105-P
106-P
109-P
110-P
111-P
112-P
113-P
114-P
115-P
116-P
117-P
118-P
119-P
120-P
122-P
123-P
124-P

Pimentdo Dahra 2009 Tiangud - CE X. euvesicatoria
Pimentao Dahra 2009 Tiangué - CE X. euvesicatoria
Pimentdo Magali-R 2009 Venda Nova do Imigrante - ES ~ X. euvesicatoria
Pimentao Magali-R 2009 Venda Nova do Imigrante - ES ~ X. euvesicatoria
Pimentéo - 2009 Sédo Benedito - CE X. euvesicatoria
Pimentio - 2009 Sdo Benedito - CE X. euvesicatoria
Pimentéo - 2010 Brazabantes - GO X. euvesicatoria
Pimentao Natali 2011 Jaguaquara - BA X. euvesicatoria
Pimentao Natali 2011 Jaguaquara - BA X. euvesicatoria
Pimentao Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentéo Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimenta - 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimenta - 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentao Paloma 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimenta Cheiro* 2011 Brasilia - DF* X. euvesicatoria
Pimentao Margarita 2011 Alto Caxixe - ES X. gardneri

Pimentao Margarita 2011 Alto Caxixe - ES X. euvesicatoria
Pimentao Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentéo Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentao Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentéo Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentao Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentéo Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentao Dahra RX 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentdo Paloma 2011 Brasilia - DF? X. euvesicatoria
Pimentao Paloma 2011 Brasilia - DF° X. euvesicatoria
Pimentao - 2011 Capao Bonito - SP X. gardneri

Pimentao - 2011 Capao Bonito - SP X. gardneri

Pimenta - 2012 Gama - DF X. euvesicatoria
Pimentao - 2013 Ubajara - CE X. euvesicatoria
Pimentao Safari R 2014 Ubajara - CE X. perforans

6 ou 10
6 ou 10
40u9
40u9
6 ou 10
5
5
40u9
lou?7
6 ou 10
40u9
40u9
6 ou 10
40u9
40u9
40u9
40u9
40u9
40u9
40u9
6 ou 10
40u9
6 ou 10
40u9

30u8
40u9

- : Nao determinado.
'NR Taquara; “NR Sdo José; *NR Rio Preto.
*Refere-se ao grupo de pimenta, ndo a variedade.

4. DISCUSSAO

Existem poucos trabalhos que realizaram levantamentos das espécies de Xanthomonas
associadas exclusivamente ao género Capsicum (Ignjatov et al., 2010; Lue et al., 2010; Areas et
al., 2014; Kizheva et al., 2013). As espécies identificadas tendo pimentdo como hospedeira
foram: X. euvesicatoria de distribuicio mundial (Jones et al., 2005; Lue et al., 2010; Areas et

al., 2012; Kizheva et al., 2013), X. gardneri, com relatos de ocorréncia na Costa Rica (Jones et
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al., 2000), X. perforans relatada, na Flérida, EUA (Bart el al., 2012) e X. vesicatoria na Bulgéria

e na Macedonia (Kizheva et al., 2013). No Brasil, Wierzbicki (2004) trabalhou com isolados de

Sao Paulo, tratado na época como X. campestris pv. vesicatoria, enquanto Areas et al. (2014),
com 59 isolados, a maioria obtidos no estado de Sao Paulo, utilizaram a diferenciacao atual das
espécies por meio dos iniciadores especificos de Koenraadt et al. (2009), encontrando apenas X.

euvesicatoria, assim como Lue et al. (2010) em Taiwan.

No presente estudo, a espécie X. euvesicatoria foi a que predominou, mas registrou-se
também a ocorréncia de X. gardneri e de X. perforans. Assim, X. euvesicatoria parece, portanto,
ser a espécie mais adaptada ao género Capsicum até o momento. Vale ressaltar que este € o

primeiro relato da ocorréncia de infec¢ao natural de X. gardneri e de X. perforans em pimentao

no Brasil.

Em estudos realizados no Brasil sobre a ocorréncia de espécies de Xanthomonas
associadas a mancha-bacteriana do tomateiro, h4 relatos das quatro espécies de Xanthomonas (X.
euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e X. perforans), tanto para o segmento para mesa,
quanto para processamento industrial (Costa et al., 2012; Quezado-Duval et al., 2005; Quezado-

Duval et al., 2010; Pereira et al., 2011).

Em relacdo a predominancia das espécies para o tomateiro, estudos demonstram que a
espécie X. perforans estd predominando em lavouras de tomate para processamento industrial
(Quezado-Duval et al., 2013; Aratjo, 2011) e tem ocorrido com frequéncia levemente superior a
X. gardneri em lavouras de mesa (Pereira, 2010; Quezado-Duval et al. 2014) ou inferior a esta

ultima na regido do Alto Vale do Rio do Peixe, em Santa Catarina (Costa et al., 2012).

A competitividade entre as espécies de Xanthomonas, como citado por Aradjo et al.
(2012), pode auxiliar no entendimento da prevaléncia de uma sobre as outras em determinada

regido. A predominancia de X. perforans no tomateiro, por exemplo, pode ser devido a vantagem
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competitiva sobre as demais, pela producao de bacteriocina, como relatado para X. euvesicatoria
(Jones et al., 1998), ou pela adaptabilidade térmica (Aratjo et al., 2011), tornando-se dessa

forma a espécie prevalente em determinadas regides brasileiras.

De acordo com Quezado-Duval (2003), que analisou isolados de tomate para
processamento industrial no Brasil, membros de X. gardneri apresentaram viruléncia varidvel.
Alguns isolados foram virulentos as plantas de tomate e pimentdo e outros somente as plantas de
tomate, tendo sido encontrados na Costa Rica isolados virulentos somente as plantas de pimentao
(Bouzar et al, 1999; Quezado-Duval, 2003; Potnis et al., 2015). Xanthomonas gardneri era
tratada como uma espécie de ocorréncia esporddica (Jones et al., 2000), porém o relato dessa
espécie infectando naturalmente pimentdo, pode ser um indicativo de que esta se tornando um

componente importante para culturas de pimentdo no Brasil.

A ocorréncia de quatro isolados de Xanthomonas gardneri coletados nos estados Espirito
Santo (regido serrana), Sao Paulo e Minas Gerais pode estar relacionada com a melhor
adaptabilidade dessa espécie a temperaturas mais amenas (Aradjo et al., 2011). Por outro lado,
apesar de X. perforans ter sido associada a maior adaptabilidade a temperaturas elevadas (Aradjo
et al., 2011), sua deteccao em Capsicum ocorreu também em regido serrana, mas no estado do
Ceard. Apenas um levantamento continuado podera indicar se a espécie ird se estabelecer em
regioes de climas mais amenos nos proximos anos.

A andlise de regides repetitivas por meio de amplificacdo por PCR (REP-PCR) vem
sendo muito utilizada nos estudos de diversidade genética, que sdo métodos rapidos e altamente
reprodutiveis para a caracterizacido de bactérias fitopatogénicas (Lows et al., 1994; Pereira et al.,
2011; Costa et al., 2012). Bouzar et al. (1999) utilizaram rep-PCR (PCR repetitivo) em isolados
de Xanthomonas spp. causadoras da mancha-bacteriana no Caribe e América Central, revelando

a presenca de quatro grupos distintos (A-D), encontrando a predominancia de isolados do grupo
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A (X. axonopodis pv. vesicatoria, atualmente X. euvesicatoria) Cuppels et al. (2006) também
utilizaram rep-PCR para comparar isolados de Xanthomonas gardneri de diferentes locais,

concluindo que todos os isolados apresentavam padrdes iguais de rep-PCR.
O uso de iniciadores especificos permitiu a confirmacio da identificagdo das espécies X.

euvesicatoria e X. gardneri por BOX-PCR, com excec¢do do isolado de X. perforans nao

caracterizado quanto ao perfil por BOX-PCR por ter sido inserido ao final do estudo.

A amplificacdo do fragmento 680pb contendo o gene avrRxv, como esperado, foi
observada em todos os isolados de X. euvesicatoria, indicando ndo ter havido insercdo ou
delecdo no gene original. A expressdao desse gene resulta em uma reacdo de hipersensibilidade
(Jones & Scott, 1986) no gendtipo de tomate Hawaii 7998 (Wang et al., 1994; Yu et al., 1995),
portador do gene Rxv3, caracterizando o isolado como raca T1 em relagdo a patossistema
Xanthomonas-tomateiro (Whalen er al., 1988; Whalen et al., 1993). Nao foi detectada
amplificacdo dos isolados identificados como Xanthomonas gardneri, o que permitiria a esses
isolados suplantar a resisténcia conferida pelo Hawaii 7998.

Em relacdo as ragas de X. evesicatoria, no Brasil ja foram observadas as ragas 0, 1, 2, 3,7
e 8 em lavouras de pimentdo em Sao Paulo, com predominancia das racas 2 e 8 (Kobori &
Wierzbiki, 2000; Wierzbiki, 2004). Assim como constatado por Wierzbiki (2004), a presenga
das racas 2 e 8, bem como a raca 7, foi observada a partir de amostra sintomadtica de planta de
tomate provenientes de lavouras para processamento industrial,na regido Nordeste e no Brasil-
Central, respectivamente (Quezado-Duval, 2003). Fora do Brasil , foi relatada a ocorréncia das
racas 0, 1 e 3 no Caribe e América Central (Bouzar et al., 1994). A raca 4 foi encontrada apenas
nos Estados Unidos (Carolina do Norte e Florida), México, Australia, Caribe e América Central.
Na Itdlia, foram encontrados as racas 1, 2 e 3 (Buonario, 1994). O’Garro et al. (1999),
caracterizaram as racas de 404 isolados de Xanthomonas campestris pv.vesicatoria, obtidos a

partir de pimentas da espécie C. chinense, cultivadas em Barbados e Granada. As racas
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predominantes em Granada foram 4, 5 e 6 e em Barbados 0, 1, 4 e 6. Mitrev & Kovacvic (2006),
caracterizaram as racas de isolados provenientes de pimentdes e concluiram que as racas que
predominam na Maceddnia sdo as racas 0 e 2.

Muitos trabalhos realizados com o género Xanthomonas em pimentdo atestam a
predominancia das racas 1 (avrBs2, avrBs3, avrBs4) e 3 (avrBs2, avrBs4) no campo em outras
regides estudadas fora do Brasil (Bouzar et al., 1994; Bounario et al., 1994; Lee & Cho, 1996;
Sahin & Miller, 1996). No presente trabalho a raca 1 ou 7 foi encontrada no estado da Babhia,
Goids, Sao Paulo e Minas Gerais, a raca 3 ou 8 no estado do Ceard, Bahia, Amazonas, Minas
Gerais e em campo experimental na Embrapa Hortalicas em Brasilia, DF. O fato de vérias racas
terem sido encontradas indica haver no pais grande variabilidade genética na espécie X.
euvesicatoria. A presenca das racas 4 (avrBs3, avrBs4) ou 9 (avrBs3), seguida da raca 6
(avrBs4) ou 10 (nenhum gene avr conhecido), com capacidade de suplantar a resisténcia de uma
das novas variedades disponiveis no mercado brasileiro, como a Dhara RX (Sakata) resistente
asragas 0, 1, 2, 3, 7 e 8 (Sakata, 2014), indica que uma resisténcia de efeito mais amplo, como a
conferida pelos genes recessivos bs5 e bs6, deva ser utilizada no desenvolvimento e
disponibilizacao de variedades para o Brasil. A diversidade dessa espécie em termos de perfis
genomicos (pela técnica de campo pulsado, PFGE) foi verificada em isolados obtidos no
Nordeste em lavouras de tomate para processamento industrial, maior do que a encontrada para
as demais espécies encontradas no estudo (Quezado-Duval et al., 2004).

A identificacdo dos isolados realizada por meio da inoculacdo na série diferencial
permitiu a classificacdo dos isolados de Xanthomonas euvesicatoria em nivel de racas. Neste
caso, o conhecimento da relagdo gene-a-gene proposta por Flor (1942) contribuiu para a
identificacdo através da expressdo dos genes correspondentes de aviruléncia do patégeno e de

hipersensibilidade do hospedeiro.
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O acesso da pimenta Capsicum pubescens (PI-235047) foi posteriormente incluido para a
definicdo de ragas de Xanthomonas de Capsicum (Sahin & Miller, 1998), pois a raga 1 pode na
verdade ser classificada como raga 7, a raca 3 como raca 8, a raca 4 como raga 9 e araga 6 como
raca 10. De fato, a inclusdo desse novo genétipo nao representa um ganho em resisténcia a todas
as ragas ja identificadas, de modo que a utilizacdo em programas de melhoramento ndo se torna
atrativa.

Existe uma alta variabilidade ao grupo de Xanthomonas que ataca Capsicum, pois a
quebra de resisténcia pelo patégeno ocorre principalmente devido a alta taxa de mutacdo dos
genes avrBsl, avrBs2 e avrBs3 (Jones et al., 1998; Dahlbeck &Stall, 1979; Swords et al., 1996;
Minsavage et al., 1990). A maioria desses genes de aviruléncia estdo presentes no plasmideo e
podem ser trocados por conjugacdo entre estirpes, com isso, as racas resultantes nio sio
necessariamente estaveis (Canteros et al., 1995). De acordo os resultados obtidos no presente
estudo, ndo havia ocorréncia das ragas 4 ou 9, 6 ou 10 associadas ao género Capsicum no Brasil,
o que pode significar um evento de introducdo relativamente recente que pode ter ocorrido via
introducdo de semente exodtica infectada, ou por mutagdo em isolados de populacdes ja
estabelecidas no pais, pois a raga 3 poderia transformar-se em raca 6 pela a perda no gene avrBs2
ou de sua funcionalidade (por delecdo ou insercdo de bases), a raca 1 poderia se transformar na
raca 4 pela perda do gene avrBs2, que sdo genes localizados em plasmideo, conforme comentado
anteriormente. As principais cultivares plantadas no Brasil ndo tém resisténcia a X.
euvesicatoria, o que favoreceria mutagdes ao acaso no campo, ndo favorecidas por pressio de
selecao exercida pelo hospedeiro.

Com base resultados do presente estudo, foi possivel definir parcialmente a qual raca
cada isolado estudado pertence. Ressalta-se ainda que, para as variedades Dahra RX (Sakata),
Commandant (Syngenta) e Paloma (Horticeres) sao especificadas nos respectivos catdlogo

virtuais das empresas, as ragas para qual a variedade € resistente. J4 para a variedade Impacto
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(Seminis), isso ndo ocorre até o presente. Assim, estudos sobre o desempenho das variedades
com resisténcia a Xanthomonas sp. associada a mancha-bacteriana, disponiveis no mercado
brasileiro de sementes, sdo desejdveis para verificar a estabilidade dessa resisténcia e a

necessidade de desenvolvimento de novas variedades.

5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados e alguns trabalhos com identificacdo de espécies associadas
a mancha-bacteriana em Capsicum no Brasil, pode-se afirmar a prevaléncia da espécie
Xanthomonas euvesicatoria ocorrendo em campos de producdo de pimenta e pimentdo. O
entendimento das espécies causadoras da mancha-bacteriana associadas ao género Capsicum no
Brasil € o primeiro passo para o direcionamento de estudos que visem a aquisicdo de um melhor
nivel de controle da doenga no campo, utilizando a ferramenta resisténcia varietal.

Considera-se que o presente estudo faz o primeiro relato da ocorréncia das espécies X.
gardneri e X. perforans e de racas de X. euvesicatoria distintas das até entdo relatadas infectando

naturalmente campos de produgdo comercial de pimentdo no pais.
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SENSIBILIDADE AO COBRE DE ISOLADOS DE XANTHOMONAS SPP.
ASSOCIADOS A MANCHA- BACTERIANA EM CAPSICUM

RESUMO

A mancha-bacteriana ocorre praticamente em todas as regides produtoras de pimentas e
pimentdes no Brasil, representando fator limitante da produ¢do em condi¢des favordveis a
doenca. Avaliou-se a sensibilidade in vitro de 73 isolados de espécies de Xanthomonas spp.
associadas a mancha-bacteriana de Capsicum no Brasil ao cobre. Os isolados foram obtidos
de amostras de folhas sintométicas procedentes de campos comerciais de pimentas e
pimentdes no Distrito Federal e nos estados de Goids, Ceard, Bahia, Sergipe, Pernambuco,
Roraima, Pard, Amazonas, Minas Gerais, Espirito Santo e Sao Paulo entre os anos 1982 a
2014. Gotas de 5 pl de suspensao bacteriana foram depositadas em meio CYE suplementado
com sulfato de cobre nas concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL. Todos os isolados deste
estudo apresentaram crescimento confluente no controle (auséncia de cobre). Nas
concentracoes de 50 e 100 ug/mL, 74% e 63% dos isolados foram insensiveis,
respectivamente. Apenas 10% dos isolados foram insensiveis a maior concentracdo do
produto (200 pg/mL). Dos quatro isolados de Xanthomonas gardneri (43-P, 106-P, 119-P e
120-P), apenas o 106-P foi sensivel a menor concentra¢io do sulfato de cobre (50 pg/mL). O
isolado de X. perforans foi sensivel somente na concentracdo de 200 pg/mL. J4 para os 68
isolados identificados como X. euvesicatoria, 42,9% foram sensiveis a 50 pg/mL. Observou-
se um aumento na frequéncia de isolados insensiveis a concentragdo crescente de cobre ao
longo dos anos. Para o cultivo de Capsicum no Brasil, o portfélio de produtos registrados para
o controle estd basicamente restrito a esse principio ativo, que € utilizado de maneira
intensiva, portanto espera-se uma manutengdo ou até aumento da pressao de selecdo exercida
sobre as populacdes de Xanthomonas sp. em direcdo a insensibilidade ao produto. Assim,
novas alternativas de controle via aplicagdo de produtos registrados, aliado ao emprego de

resisténcia varietal, devem ser buscadas.

Palavras-chave: Xanthomonas euvesicatoria, X. gardneri, pimentas, pimentdes, controle

quimico.

Orientadora— Alice Maria Quezado Duval- Embrapa Hortaligas.
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SENSIBILITY TO COPPER OF ISOLATED XANTHOMONAS SPP. ASSOCIATED
TO BACTERIAL SPOT IN CAPSICUM

ABSTRACT

Bacterial spot occurs in almost all regions where peppers and bell peppers are produced in
Brazil. The disease is a limiting yield factor where favorable conditions for disease
development are predominant, such as hight temperatures and relative humidity. In vitro
sensitivity to copper of 73 isolates of Xanthomonas spp. associated with bacterial spot on
Capsicum in Brazil was evaluated. The isolates were obtained from symptomatic leaves of
samples from commercial fields of peppers and bell peppers located in the Federal District
and the states of Goids, Ceard, Bahia, Sergipe, Pernambuco, Roraima, Pard, Amazonas, Minas
Gerais, Espirito Santo, and Sdo Paulo between the years 1982 and 2014. Aliquots of Sul. of
bacterial suspension were deposited in a CYE medium ammended with copper sulphate at
concentrations of 50, 100 and 200 pug/mL. All isolates of this study presented confluent
growth in the check plates (no copper ammeded). At concentrations of 50 and 100 pg/mL,
74% and 63% of the isolates were insensitive, respectively. Only 10% of the isolates were
insensitive to higher the concentration (200 pg/mL). Out of the four isolate of Xanthomonas
gardneri (43-P, 106-P, 119-P and 120-P), only the isolate P-106 was sensitive to the lower
concentrations of copper sulfate (50 pg/mL). The isolated X. perforans was only sensitive to
the concentration of 200 pg/mL As for the 68 isolates of X. euvesicatoria, 42.9% were
sensitive to 50 pg/mL. The number of insensitive isolates increased over the years. An
increase in the frequency of insensitive isolates to the increasing concentration of copper over
the years was observed. Since in the case of Capsicum crops in Brazil, the portfolio of
products registered for control is basically restricted to this active ingredient, which is used
intensively, it is expected a maintenance or even an increase in the selection pressure over the
populations of Xanthomonas sp. towards the insensitivity to cupper. Thus, new alternatives of

chemical control should be surched, together with the use of resistant varieties.

Keywords: Xanthomonas euvesicatoria, X. gardneri, peppers, bell peppers, chemical control.

Advisor— Alice Maria Quezado Duval- Embrapa Hortaligas.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de pimentas e pimentdes € uma atividade para o setor agricola brasileiro. No
entanto, sua produtividade é afetada p6 fatores bidticos e abidticos (Maringoni & Kimati,
1987) e dentre eles, doengas de vérias etiologias. A mancha-bacteriana € considerada uma das
principais doengas destrutivas da cultura causando desfolha intensa quando em condigdes
favoraveis, deixando os frutos expostos ao sol, depreciando-os e diminuindo a producdo. O
agente causal estd atualmente associado a quatro espécies de Xanthomonas (Jones et al.,
2004): X. euvesicatoria, X. gardneri e mais recentemente X. perforanas (Bart et al., 2012) e
X. vesicatoria (Kizheva et al., 2013).

Sementes, restos culturais, plantas voluntérias e plantas daninhas atuam como fontes
de in6culo (Jones et al., 1984), o que torna dificil impedir a ocorréncia e a disseminacdo da
doenca na lavoura. Os trabalhos voltados ao manejo da mancha-bacteriana vém sendo
baseados no desenvolvimento de variedades resistentes (Jones et al., 2002; Stall et al., 2009) e
na avaliacdo da eficiéncia de agrotéxicos (Aguiar et al., 2000, Aguiar et al., 2003; Bounario et
al., 2002; Costa et al., 2002).

Atualmente no mercado Brasileiro existem somente as variedades de pimentdo Dahra
Rx (Sakata, 2014), Commandant (Syngenta, 2014), Paloma (Horticeres, 2015) e Impacto
(Seminis) que conferem resisténcia a determinadas ragcas de Xanthomonas euvesicatoria. Com
isso, para o manejo da doenga, o emprego de agrotoxicos de forma preventiva, por meio da
aplicacdo de fungicidas cupricos e antibidticos agricolas, tem sido historicamente utilizado.
No entanto, o aparecimento de estirpes resistentes a esses produtos tem contribuido para a
baixa eficiéncia do controle. A baixa eficicia do controle quimico da mancha-bacteriana em
campos de cultivo pode ser explicada pela selecdo de isolados resistentes aos produtos
quimicos utilizados. O primeiro relato de resisténcia de Xanthomonas sp. de pimentdo a

produtos cupricos ocorreu na Florida, em 1983 (Marco & Stall, 1983). No México, isolados
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de Xanthomonas sp. resistentes a cobre foram identificados em lavouras comerciais de
pimentdo. Nessas dreas, compostos cupricos foram utilizados para o controle da mancha-
bacteriana por mais de 30 anos (Adaskaveg & Hine, 1985). Em 1999, Bouzar et al. relataram
o aparecimento de estirpes resistentes a estreptomicina e ao cobre, no Caribe e na América
Central. A partir desses relatos iniciais, levantamentos t€m sido realizados em diversos paises,
para aferir a eficiéncia do controle quimico por meio da sensibilidade das Xanthomonas
associadas ao tomateiro (Solanum lycopersicum) e a Capsicum.

A ocorréncia de isolados de Xanthomonas spp. Insensiveis ao cobre em campos de
tomate e pimentdo também tem sido relatada por vdarios autores (Marco & Stall, 1983;
Adaskaveg et al., 1985; Minsavage et al., 1990; Ritchie & Dittapongpitch, 1991; Buonaurio et
al., 1994; O’ Garro, 1998; Bouzar et al., 1999; Aguiar et al., 2000; Quezado-Duval, 2003;
Pereira, 2010; Costa, 2012).

Aguiar et al. (2003) avaliaram o efeito da pulverizacdo de sulfato de cobre, oxicloreto
de cobre, 6xido cuproso e 6xido cuproso em mistura com mancozeb no controle da mancha-
bacteriana do pimentdo. As pulverizagdes com 6xido cuproso e a sua mistura com mancozeb
reduziram significativamente a populagao epifitica de Xanthomonas spp. € a doencga teve bons
niveis de controle com esses produtos.

Estudo desenvolvido por Martin et al. (2004), em plantios de pimentdo na Austrélia,
revelou a ocorréncia de isolados de Xanthomonas spp. insesiveis ao sulfato de cobre. No
campo, a propor¢do de isolados resistentes aumentou apds 12 pulverizagdes de cobre e estes
se tornaram prevalentes apds 21 pulverizagdes, devido a pressdo de selecdo exercida pelas
constantes aplicacdes do produto quimico.

No Brasil, encontram-se relatos da baixa eficiéncia de produtos ctpricos em lavouras
de tomate para processamento industrial (Quezado-Soares & Lopes, 1999) e de pimentao

(Carmo et al., 2001). Maringoni e Kimati (1987c) relataram a baixa sensibilidade de isolados
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de Xanthomonas spp., obtidos de tomateiro e pimentdo ao sulfato de cobre, oxicloreto de
cobre e hidréxido de cobre, na concentracio de 100 pg/ml. Entretanto, os isolados se
mostraram sensiveis as misturas de fungicidas cupricos (hidréxido de cobre, oxicloreto de
cobre e 6xido cuproso) com ditiocarbamatos (maneb, mancozeb e zineb), evidenciando um
efeito sinérgico entre os produtos. Essa situacdo é definida, segundo Castro (2009), como uma
interacdo entre os agentes toxicos que produz um efeito maior que o esperado em relacdo as
acoes individuais.

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

Em Goiés, os isolados associados a mancha-bacteriana do tomate para processamento
industrial, de diferentes espécies de Xanthomonas foram analisados para a sensibilidade ao
cobre e a estreptomicina, com 98% dos isolados de X. gardneri e cerca de 56% de X.
perforans apresentando-se insensiveis a 25 ug/mL de estreptomicina. Nenhum isolado foi
insensivel ao cobre a 200ug/mL (Quezado-Duval et al., 2003). Apesar de terem observado
que havia sensibilidade diferencial entre isolados coletados nessas lavouras os niveis de
concentracdo (50pg/mL) em que foram encontrados isolados insensiveis foram considerados
baixos, inferiores aos relatados nos E.U.A (200pg/mL) .

Quezado-Duval ef al. (2003) relataram um aumento na propor¢do de isolados
resistentes ao cobre ao longo do tempo (50pug/mL) quando em lavouras de tomate para
processamento industrial com uso mais intensivo de cobre como agente de controle da

mancha-bacteriana. Da mesma forma Pontes et al (2012) avaliaram a sensibilidade ao cobre
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de isolados de Xanthomonas perforans, oriundos de parcelas de tomate rasteiro que diferiam
quanto ao numero de aplicacdes de hidréxido de cobre durante o cultivo. O isolado oriundo
das parcelas com maior nimero de aplicagdes de hidréxido de cobre cresceu em meio de
cultura com 200 pg/mL de Cu+, enquanto o isolado de parcelas ndo tratadas apenas cresceu
em meio com 100 pg/mL de Cu+. Com base nesses resultados, observa-se que o uso continuo
de produtos a base de cobre pode levar a selecao de populagdes de Xanthomonas insensiveis a
cobre.

Atualmente, no Brasil, para o controle quimico da mancha bacteriana do pimentao, ha
registro no Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento apenas dos principios ativos
hidréxido de cobre e sulfato de cobre (AGROFIT, 2014).

Para o controle das fitobacterioses deve-se recorrer, sempre que possivel, a cultivares
resistentes, redu¢do do indculo inicial, priticas de manejo que tornem o ambiente menos
favordvel a doencga, e o uso de agrotoxicos registrados para a cultura. No entanto, esses
agroquimicos, sob manejo incorreto, podem encarecer os custos de producao, intensificar a
pressdao de selecdo sobre populacdes bacterianas e tornando-os ineficazes (Marco & Stall,
1983; Adaskaveg & Hine, 1985; Maringoni & Kimati, 1987).

Tendo em vista as constantes perdas causadas pela mancha-bacteriana em Capsicum, a
variacdo na eficiéncia de seu controle com formulacdes a base de cobre, o presente trabalho,
teve como objetivo avaliar in vitro a sensibilidade ao cobre de 73 isolados coletados em

campos comerciais de pimentas e pimentdes no Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS

Testes de sensibilidade in vitro ao sulfato de cobre
Foram utilizados 73 isolados da colecdo de trabalho do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF, para os testes de sensibilidade ao cobre (Tabela 1). Os
isolados foram, obtidos de amostras de folhas de Capsicum (ou de pimentas de pimentdes)
com sintomas de mancha-bacteriana coletadas em lavouras de pimentas ou de pimentdo no
Brasil.

Os isolados foram recuperados do tampao fosfato pela deposicdo de uma gota em alca de
platinha em meio NA (nutriente dgar), ), contendo 3,0 g/L. de extrato de carne; 5,0 g/L de
peptona; 2,5 g/L de sacarose e 17 g/L. de dgar , seguida de riscagem e incubados em BOD por
4 dias a 28°C. Apds o crescimento bacteriano, repicou-se uma coldonia em meio de cultura
(NA) de uma nova placa, incubando-a por 48 horas a 28°C, para posterior preparo da
suspensdo. Ajustou-se a concentracdo da suspensdo bacteriana em espectrofotdmetro para
aproximadamente 5 X 10 UFC/mL. Em seguida, depositou-se aliquotas de 10 pl em
triplicatas, em placas contendo meio CYE (casitone-yeast extract, Zevenhuizen et al., 1979),
contendo 1,7 g/L. de casitona; 0,35 g/L. de extrato de levedura; 2,0 g/L. de glicerol e 15 g/L de
agar, suplementado com sulfato de cobre (CuSO4.5H,0, Merck) nas concentracdes de 50, 100
e 200 ppm (png/mL). Essas concentracdes correspondem a 0,2; 0,4 e 0,8 mM de CuSOy,
respectivamente. Aliquotas de todos os isolados avaliados foram depositadas em meio CYE
sem suplementacdo de cobre como controle comparativo para determinag¢do do crescimento
confluente. As placas foram incubadas por 72 horas a 28°C, para posterior avaliacdo de
reacdo de sensibilidade dos isolados. Foram atribuidas classes para as diferentes reagdes dos
isolados ao cobre. Isolados sensiveis (S) foram aqueles que ndo cresceram na concentracao de

50 pg/mL de sulfato de cobre; moderadamente sensiveis (MS) foram aqueles que cresceram a
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50 pg/mL, mas ndo a 100 pg/mL; moderadamente insensiveis (MI) cresceram a 100 pg/mL,

mas nao a 200 pg/mL; e isolados insensiveis (I) cresceram a 200 pg/mL de sulfato de cobre,

de acordo com metodologia utilizada por Costa et al., 2012.

Tabela 1. Lista de isolados da colecdo (1982 a 2014) de Xanthomonas associadas a Capsicum do

Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF.

Coédigo  Hospedeira Cultivar Ano Local Espécie
3-p Pimenta - 1982 Brasilia - DF X. euvesicatoria
5-P Pimenta - 1983 Brasilia - DF X. euvesicatoria
6-P Pimenta - 1984 Itabaiana - SE X. euvesicatoria
8-P Pimenta - 1984 Camocim Sio Félix - PE X. euvesicatoria
9-P Pimentéo - 1984 Vitéria de Santo Antdo - PE X euvesicatoria
11-P Pimentao - 1984 Brasilia - DF X. euvesicatoria
15-P Pimentéo - 1982 Monte Mor - SP X. euvesicatoria
16-P Pimenta - 1991 Manaus AM X. euvesicatoria
17-P Pimenta - 1991 Manaus - AM X. euvesicatoria
20-P Pimentio - 1995 Botucatu - SP X. euvesicatoria
24-P Pimentéo Mallorca 1997 Brazilandia - MG X. euvesicatoria
25-P Pimentao Mallorca 1997 Brazilandia - MG X. euvesicatoria
29-P Pimentao Mallorca 1997 Presidente Olegario - MG X. euvesicatoria
30-P Pimentao Mallorca 1997 Presidente Olegério - MG X. euvesicatoria
33-p Pimentao Mallorca 1997 Presidente Olegario - MG X. euvesicatoria
35-p Pimentao Mallorca 1997 Presidente Olegério - MG X. euvesicatoria
36-P Pimentéo - 1998 Juazeiro - BA X. euvesicatoria
37-P Pimentio - 1998 Juazeiro - BA X. euvesicatoria
38-P Pimenta Cheiro* 1999 Tefé - AM X. euvesicatoria
39-p Pimenta Cheiro* 1999 Parintins - AM X. euvesicatoria
40-P Pimentao Cascadura 1999 Alto Alegre Boa Vista - RR  X. euvesicatoria
41-P Pimentao - 1991 Lins - SP X. euvesicatoria
42-P Pimenta - 2001 Brasilia -DF X. euvesicatoria
43-p Pimentao Mallorca 2002 Brasilandia - MG X. gardneri
49-p Pimentéo - 2002 Formosa - GO X. euvesicatoria
50-P Pimentao - 2002 Brasilia - DF' X. euvesicatoria
51-P Pimentao Margarita 2002 Brasilia - DF' X. euvesicatoria
55-P Pimentio - 2003 Belém - PA X. euvesicatoria
58-P Pimentéo - 2003 Petrolina - GO X. euvesicatoria
59-P Pimentio - 2003 Petrolina - GO X. euvesicatoria
62-P Pimenta Cheiro* 2003 Morrinhos - GO X. euvesicatoria
63-P Pimenta Cumari 2003 Morrinhos - GO X. euvesicatoria
72-P Pimenta Cheiro* 2009 Gama - DF X. euvesicatoria
75-P Pimentao Cayenne 2009 Ceilandia - DF X. euvesicatoria
77-P Pimentao Magali-R 2009 Araguari - MG X. euvesicatoria
79-P Pimentao Magali-R 2009 Guaraciaba - CE X. euvesicatoria
81-P Pimentao Safari 2009 Ubajara - CE X. euvesicatoria
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83-P
84-P
85-P
86-P
87-P
89-P
90-p
92-p
93-p
94-p
95-p
96-P
98-p
99-P
100-P
101-P
102-P
103-P
104-P
105-P
106-P
109-P
110-P
111-P
112-P
113-P
114-P
115-P
116-P
117-P
118-P
119-P
120-P
122-P
123-P
124-P

Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimenta
Pimenta
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimenta
Pimenta
Pimentéo
Pimenta
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimentao
Pimentéo
Pimenta
Pimentéo
Pimentéo

Marta-R
Marta-R
Natali
Cheiro*
Cheiro*
Dahra
Dahra
Magali-R
Magali-R

Natali
Natali
Dahra RX
Dahra RX

Paloma
Cheiro*
Margarita
Margarita
Dahra RX
Dahra RX
Dahra RX
Dahra RX
Dahra RX
Dahra RX
Dahra RX
Paloma
Paloma

Safari R

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2013
2014

Sao Benedito - CE
Sao Benedito - CE

Ubajara - CE
Tiangud - CE
Tiangué - CE
Tiangud - CE
Tiangué - CE

Venda Nova do Imigrante - ES
Venda Nova do Imigrante - ES
Sado Benedito - CE
Sdo Benedito - CE
Brazabantes - GO
Jaguaquara - BA
Jaguaquara - BA

Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF?

Alto Caxixe - ES
Alto Caxixe - ES

Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°
Brasilia - DF°

Capao Bonito - SP
Capao Bonito - SP

Gama - DF
Ubajara - CE
Ubajara - CE

X
X

Do Do Be B B B B B B DX B B B B B B B B B B B B B B B B B B B I

. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria

euvesicatoria
euvesicatoria

. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria

euvesicatoria
euvesicatoria

. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria

X. gardneri

. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria

euvesicatoria

. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria
. euvesicatoria

X. gardneri
X. gardneri

. euvesicatoria
. euvesicatoria

X. perforans

- : Nao determinado.

'NR Taquara; ’NR Sio J 0sé; ’NR Rio Preto.

*Refere-se ao grupo de pimenta, ndo a variedade.
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3. RESULTADOS

Testes de sensibilidade in vitro ao sulfato de cobre

No controle (auséncia de cobre) 100% dos 73 isolados apresentaram crescimento
confluente em todas as repeticdes, tendo sido observado diferenca em sensibilidade entre os
isolados em outras concentracoes (Figura 1). Na concentracdo de 50 pg/mL, 74% dos
isolados (53) foram insensiveis, na concentragdo de 100 pg/mL, 63 % dos isolados (45) foram
insensiveis. Apenas 10% dos isolados (7) foram insensiveis a maior concentragdo do produto
(200 pg/mL) (Tabela 2 e Figura 2).

Dos quatro isolados identificados como Xanthomonas gardneri (43-P, 106-P, 119-P e
120-P), apenas o 106-P foi sensivel a menor concentracao do sulfato de cobre (50 pg/mL). Ja

para os 69 isolados identificados como X. euvesicatoria, 42,9% foram sensiveis a 50 pg/mL.

Tabela 2. Sensibilidade ao cobre de isolados de Xanthomonas spp. causadores da mancha-

bacteriana em Capsicum.

Concentracoes de cobre

Isolados — cyg CYE+50ppm  CYE+100ppm  CYE +200 ppm

3-P
5-P
6-P
8-P
9-P
11-P
15-P
16-P
17-P
20-P
24-p
25-P
29-p
30-P
33-P
35-P
36-P
37-P
38-P

++++++ A+ o+
+
+
1
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39-p
40-p
41-p
42-p
43-p
49-p
50-P
51-P
55-P
58-P
59-P
62-P
63-P
72-P
75-P
77-P
79-P
81-P
83-P
84-P
85-P
86-P
87-P
89-P
90-p
92-p
93-p
94-p
95-P
96-P
98-p
99-P
100-P
101-P
102-P
103-P
104-P
105-P
106-P
109-P
110-P
111-P
112-P
113-P
114-P
115-P
116-P
117-P
118-P

+++++++++++ A A A A+ 4

+ + + + +

R I T T T T T T T S S S S S S

+ 4+ ++ A+

+ 4+ +++ A+ A+ A+

+ 4+ ++ A+

+ 4+ ++ A+

+ 4+ +++ A+ A+ A+
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119-P + + + -
120-P + + + -
122-p + + + -
123-P + + + -
124-p + + + -

+ : Isolados insensiveis nas respectivas concentragdes de sulfato de cobre.
- : Isolados sensiveis nas respectivas concentragdes de sulfato de cobre.

Figura 1. Reacdo ao cobre de isolados de Xanthomonas causadores da mancha-bacteriana

em Capsicum. Sensibilidade foi determinada pelo crescimento confluente em meio CYE. A:
CYE sem de sulfato de cobre. B: 50 ug/mL de sulfato de cobre. C: 100 pg/mL de sulfato de
cobre. D: 200 ug/mL de sulfato de cobre.
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Figura 2. Insensibilidade ao cobre de isolados de Xanthomonas associadas a mancha-
bacteriana em Capsicum. Sensibilidade foi determinada pelo crescimento confluente em

meio CYE suplementado com 50; 100 e 200 pg/mL de sulfato de cobre.
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Figura 3. Porcentagem de isolados insensiveis as diferentes concentracdes de cobre de
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Figura 4. Porcentagem de isolados de Xanthomonas spp. insensiveis as diferentes

concentracdes de cobre de acordo com a época em que foi isolado.
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Na concentragdo de 50 pg/mL de cobre, a regidao com maior nimero de isolados
insensiveis foi o Centro-Oeste com 82,76%, seguido do Nordeste com 73,68%, Norte com
66,67% e Sudeste com 58,82%. Na concentracao de 100 pg/mL de cobre, o Centro-Oeste tem
72,41% dos isolados insensiveis, o Nordeste 63,16%, o Sudeste 52,94%, e o Norte 50%. Na
mais alta concentracdo de 200 pg/mL de cobre, no Nordeste 21,05% dos isolados foram
insensiveis, 10,34% no Centro-Oeste e nenhum no Norte e Sudeste (Figura 3).

Na Figura 4 foram compiladas as porcentagens de isolados de cada década que foram
insensiveis as diferentes concentracdes de cobre. Entre os anos de 1981 e 1990 um baixo
namero de isolados foi insensivel as concentracdes de 50 pg/mL (42,8%), 100 pg/mL (14,3%)
e nenhum isolado apresentou insensibilidade a concentracdo mais alta (200 pg/mL). Entre os
anos de 1991 e 2000, nenhum isolado foi insensivel a 200 pg/mL de cobre, e as concentragoes
de 50 pg/mL (33,3% isolados insensiveis), ¢ 100 pg/mL (26,67%). Entre os anos de 2001 e
2010, 85,2% dos isolados foram insensiveis a concentracdo de 50 pug/mL, 66,7% a 100 pg/mL
e 11,1% a 200 pg/mL. No udltimo intervalo entre os anos de 2011 e 2014 houve um aumento
para 95,8% na concentracio de 50 pg/mL, 95,8% em 100 pg/mL e 16,7% na maior

concentracdo, de 200 pg/mL.

4. DISCUSSAO

Analisando a propor¢ao de isolados insensiveis a maior concentragdo de cobre (200
ug/mL) por estado e data do isolamento (Figura 1, 2 e 3), foi encontrado o padrao esperado,
em que isolados mais novos t€m maior probabilidade de apresentar insensibilidade as maiores
concentracdes de cobre, provavelmente devido a um maior nimero de geracdes expostas a
aplicacdo do principio ativo. O nimero de isolados insensiveis aumentou ao longo dos anos,

ocorrendo um incremento da insensibilidade, em especial, na concentracdo de 50 ug/mL, com
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excecao dos anos de 1991 e 2000 em que houve uma queda no ndmero de isolados insensiveis
ao cobre na concentracdo mais baixa, provavelmente devido ao baixo nimero de isolados
disponiveis para a andlise nesse periodo. Corroborando para isso estd o fato de se ter
observado o aumento para os anos de 2001 a 2010 em que a porcentagem de isolados
insensiveis a 50 pg/mL foi para 85,2%. Entre os anos de 2001 a 2014 o aumento de isolados
insensiveis a 200 pg/mL aumentou de 0% para 16,7%. O uso do cobre no controle de doengas
remete ao ano 1970, e um fator que ndo deve ser ignorado € a rdpida adaptagdo de procariotos
diante de principios ativos usados no controle (Freitas, 2013). O uso constante e progressivo
do cobre para o controle de bacterioses provavelmente levou a selecao de isolados insensiveis,
nas diferentes espécies aqui estudadas. A evolug¢do dessa insensibilidade € marcante, em
especial pelo aparecimento recente de isolados com elevada resisténcia, sem resposta a
concentracdo de 200 ug/mL.

O meio de cultura CYE (casitone-yeast extract, Zevenhuizen et al., 1979)
suplementado com 200 ug/mL de sulfato de cobre tem sido avaliado para testar a resisténcia
do crescimento bacteriano de isolados de Xanthomonas associadas a mancha-bacteriana
(Ritchie & Dittapongpitch, 1991; Bouzar et al., 1999; Quezado-Duval et al., 2003; Pereira,
2010; Costa et al., 2012) , uma vez que essa concentracao estd associada a perda da efici€ncia
de controle in vivo (Aguiar et al., 2000; Carmo er al., 2001). Resisténcia a menor
concentracdo de cobre, como detectada no presente trabalho, também foi observada por Sahin
& Miller (1996) e Quezado-Duval et al. (2003) em isolados de Xanthomonas provenientes do
pimentdo e de tomate para processamento industrial, respectivamente.

O maior uso do cobre no controle de doengas bacterianas tem como consequéncia
esperada o aumento da insensibilidade, porém, espera-se dos produtores o aumento
significativo da aplicag¢do do principio ativo, ja que ndo existem alternativas de controle que

possam ser usadas apds o aparecimento da doencga e que possua efeito curativo.
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Para a realizacdo de testes de sensibilidade in vitro ao cobre, normalmente utilizam-se
concentracoes 10 vezes menores do que as recomendadas para o controle da doenca no
campo, segundo Andrei (2005), uma vez que in vitro, a bactéria € exposta diretamente a acao
dos principios ativos.

Ritchie & Dittapongpitch (1991), Ward & O’Garro (1992), Gore & O’Garro (1999) e
Aguiar et al. (2000) consideraram resistentes isolados de Xanthomonas spp. provenientes de
pimentdo e tomateiro aqueles que cresceram em meio de cultura contendo 200 pg.mL de
sulfato de cobre. Desta forma os isolados aqui avaliados, apenas 7 (10%) foram resistentes a
200 pg/mL de sulfato de cobre. Esse resultado pode estar relacionado a um uso mais intensivo
de fungicidas ctpricos para o controle da mancha-bacteriana nas lavouras amostradas. No
entanto, a constatacdo da existéncia de isolados moderadamente insensiveis (100 pg/mL)
pode ser considerada um alerta para um uso mais racional do principio ativo, de maneira a
preservar a eficiéncia ao longo do tempo dessa importante ferramenta de controle.

Virios trabalhos tém mostrado a resposta de Xanthomonas spp. do tomateiro e
pimentdo ao sulfato de cobre in vitro. Ward & O’Garro (1992) relataram que 64% dos
isolados de Xanthomonas spp., associadas a mancha-bacteriana do pimentdo, foram
resistentes ao sulfato de cobre (200 pg/mL). Resultados semelhantes foram obtidos por
Ritchie & Dittapongpitch (1991) e Gore & Gorro (1999), em que, respectivamente, 63% e
60% dos isolados de Xanthomonas spp. de pimentao foram resistentes a 200 pg/mL de cobre.
Por sua vez, Areas (2013) avaliou a sensibilidade in vitro ao cobre de 59 isolados de X.
euvesicatoria, sendo a maioria proveniente do estado de Sao Paulo. Esse Estado é o maior
produtor de pimentao do pais, tendo uma maior ocorréncia da mancha-bacteriana devido ao
volume de produgdo e consequentemente, uma maior aplicagdo de produtos a base de cobre.
Esse € um fato que pode estar relacionado com os resultados encontrados pela autora, em que

80% dos isolados avaliados foram insensiveis a 200 ug/mL. No presente estudo, apenas 10%
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dos isolados foram insensiveis a essa concentragdo. O tipo de meio de cultura utilizado pode
ter influéncia nos testes in vitro (Cazorla et al., 2002), pois alguns meios de cultura como por
exemplo o Nutriente dgar (NA) retém parte dos ions cobre, reduzindo a concentracdo do
produto a que a bactéria é submetida. Dessa forma, os isolados com reacdo de insensibilidade
na concentra¢do de 200 pg/mL podem, em realidade, serem insensiveis a uma concentracao

inferior a que foi depositada no meio.

5. CONCLUSAO

Existem isolados brasileiros de Xanthomonas euvesicatoria provenientes de lavouras de
pimentdo insensiveis ao cobre em niveis que potencialmente caracterizaria uma auséncia de

controle no campo.
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