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RESUMO GERAL

BATISTA, Josefa Neiane Goulart. Podriddo negra das cruciferas no Brasil: Etiologia e
estratégias de manejo em couve-flor. 2020. 137p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) - Universidade

de Brasilia, Brasilia, DF.

A couve-flor € uma hortalica pertencente a familia Brassicaceae, tem grande importancia
econbmica e alto valor nutritivo na alimentacdo humana. Uma das principais doencas que
afeta esse grupo de hortalicas € a podriddo negra, que tem como agente causal a bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc). Outros patovares de X. campestris também
podem induzir sintomas em brassicas. Assim, é importante melhor esclarecer a etiologia da
doenca, além da variabilidade genética e fenotipica do agente causal. A busca por cultivares
resistentes tem sido um desafio constante, pois essa é a principal medida de controle para a
doenca. Mesmo assim, ap0s o inicio da doenga, poucas medidas de controle sdo eficientes.
Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivos: i) identificar isolados de
Xanthomonas, obtidos em lavouras de bréssicas no Brasil e no Distrito Federal, em nivel de
espécie e patovar, e caracterizar sua variabilidade via PCR especifica, perfis gendbmicos por
BOX-PCR, sequenciamento do gene rpoD e racas presentes; ii) Caracterizar a sensibilidade in
vitro de isolados de Xcc ao cobre e casugamicina; iii) Avaliar hibridos comerciais de couve-
flor em casa de vegetacdo e no campo quanto a severidade da podriddao negra; iv) Avaliar a
estabilidade de dois hibridos frente a 10 isolados de Xcc; e v) Avaliar o desempenho de
agrotoxicos para o controle da podriddo negra no cultivo de couve-flor em casa de vegetacao
e no campo. Cento e cingquenta isolados de brdcolis, couve, couve chinesa, couve-flor,
mostarda selvagem, rabanete e repolho e um isolado de uma planta voluntaria de tomate
foram identificados como Xcc, por PCR com primers especificos e sequenciamento parcial do
gene housekeeping rpoD. De acordo com os resultados dos ensaios in vitro de sensibilidade
ao cobre e a casugamicina, 143 isolados foram resistentes a 100 pg/ml de casugamicina e
cinco a 200 pg/ml de sulfato de cobre. A analise de BOX-PCR detectou 65 haplétipos
distintos na colecdo. Na identificacdo das racas de 79 isolados, verificou-se a ocorréncia das
racas 1, 3, 4, 6 e 9, com predominancia da raca 4 (54,43%, n=43) e da raca 1 (32,91%, n=
26). Avaliou-se as cultivares Cindy, Sarah, Sharon, Verona, EACF 2000, Veridiana, Shiro,
Piracicaba de Verdo, Vera F1, Vigo F1 e Champagne Snow, e, posteriormente, a estabilidade

da reacdo das cultivares Sarah e Cindy frente a 10 isolados. O hibrido EACF 2000 apresentou
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menor severidade em casa de vegetacdo. A cultivar Piracicaba de Verdo apresentou menor
severidade em campo. Ja as cultivares mais produtivas foram Vera F1 (19,64 t hal), Verona
(17,18 t ha!) e Veridiana (17,15 t ha). No ensaio de estabilidade, a resisténcia intermediaria
de Sarah foi mantida. Avaliou-se 0s agrotdxicos azoxistrobina e difenoconazol; 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia; trifloxistrobina e tebuconazol; oxicloreto de cobre e mancozebe;
Bacillus subtilis linhagem Y1336 e casugamicina. Em condig¢8es de campo nenhum programa
de integracdo teve efeito na severidade da doenca. Além disso, observou-se efeitos dos
programas de integracdo nas variaveis peso da inflorescéncia e produtividade. Em casa de
vegetacdo, o agrotdxico a base de Bacillus subtilis reduziu a severidade da podriddo negra em
couve-flor quando aplicado via foliar. Desse modo, o emprego de variedades menos
suscetiveis aliado a aplicagdes do produto biolégico apresenta um potencial de controle da
doenca a ser validado em condic¢des de campo e lavouras comerciais de couve-flor.

Palavras-chaves: controle, protecdo fitossanitaria, resisténcia, variabilidade, Xanthomonas

campestris pv. campestris.

Orientadora: Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira- Universidade de Brasilia;

Coorientadora — Alice Maria Quezado Duval — Embrapa Hortaligas.
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GENERAL ABSTRACT

BATISTA, Josefa Neiane Goulart. Black rot of crucifers in Brazil: Etiology and
management strategies in cauliflower.2020. 137p. Thesis (Doctorate in Plant Pathology) -

University of Brasilia, Brasilia, DF.

Cauliflower is a vegetable belonging to the family Brassicaceae. It has great economic
importance and high nutritional value for human consumption. One of the main diseases that
affects this crop is black rot caused by the bacterium Xanthomonas campestris pv. campestris
(Xcc). Other pathovars of X. campestris can also induce symptoms in brassicas. Therefore, it
is important to better clarify the etiology of the disease, in addition to the genetic and
phenotypic variability of the causal agent. The search for resistant cultivars has been a
constant challenge, as this is the main control measure for this disease. Even so, after the
disease onset, few control measures are expected to be effective. In this context, the present
work aimed at: i) Identify the causal agent at species and pathovar levels, and characterize the
variability of Xanthomonas isolates obtained from brassica crops in Brazil and the Federal
District via specific PCR, genomic profiles by BOX-PCR, rpoD gene sequencing and race
identification, ii) Evaluate in vitro sensitivity of Xcc isolates to copper and kasugamycin; iii)
Evaluate the severity of black rot in commercial cauliflower hybrids under greenhouse and
field conditions; iv) Assess the stability of the best hybrids against 10 Xcc isolates; and v)
Evaluate the performance of pesticides for the control of black rot in cauliflower under
greenhouse and field conditions. One hundred and fifty bacterial isolates from broccoli, kale,
Chinese cabbage, cauliflower, wild mustard, radish, and cabbage and one isolate from a
voluntary tomato plant, were identified as Xcc through PCR with specific primers and
confirmed by the partial sequencing of the housekeeping gene rpoD. In vitro tests for
sensitivity to copper and kasugamycin showed that 143 isolates were resistant to 100 pg/ml of
kasugamycin and five to 200 pug/ml of copper sulfate. BOX-PCR analysis detected 65 distinct
haplotypes in the collection. The occurrence of races 1, 3, 4, 6 and 9 was observed, with
predominance of races 4 (54.43%, n = 43) and race 1 (32.91%, n = 26) in a subset of 79
isolates. Reaction of cultivars Cindy, Sarah, Sharon, Verona, EACF 2000, Veridiana, Shiro,
Piracicaba de Verdo, Vera F1, Vigo F1, and Champagne Snow was compared. The stability of
the reaction of Sarah and Cindy against 10 isolates was evaluated. The EACF 2000 hybrid
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showed less severity under greenhouse conditions. On the other hand, cultivars Veridiana and
Piracicaba de Verdo showed less disease severity in the field. The most productive cultivars
were Vera F1 (19.64 t hat), Verona (17.18 t ha') and Veridiana (17.15 t ha®). In the stability
test, Sarah's intermediate resistance was confirmed. The following agrochemicals were
evaluated for control of black rot: azoxystrobin and difenoconazole, Melaleuca alternifolia
essential oil; trifloxystrobin and tebuconazole; copper oxychloride and mancozebe; Bacillus
subtilis strain Y1336 and kasugamycin. Under field conditions, no integration program
influenced the severity of the disease. In addition, the effects of integration programs on
inflorescence weight and yield were observed. In the greenhouse experiment, the pesticide
based on Bacillus subtilis reduced the severity of black rot in cauliflower by foliar
application. In conclusion, high genetic variability was detected among Xcc isolates in Brazil,
the reaction of cultivars was not consistent among greenhouse and field trials, but some
cultivars showed lower disease severity than others, and one biological pesticide was shown
to be promising for black rot control.

Keywords: Chemical control, plant protection, resistance, variability, Xanthomonas

campestris pv. campestris.

Advisory Committee: Marisa Alvares da Silva Velloso Ferreira-University of Brasilia
(Advisor); Alice Maria Quezado Duval - Embrapa Vegetables (Co-advisor).

16



Capitulo 1

Reviséo Bibliografica, Justificativa e Objetivos

17



A Familia Brassicaceae

A familia Brassicaceae (sin. Cruciferae) é composta por cerca de 338 géneros e 3.709
espécies com ampla distribuicdo geogréafica. Nessa familia encontram-se espécies ornamentais
e culturas economicamente importantes usadas na alimentacdo como vegetais, Oleos e
condimentos, na inddstria de biodiesel e bioprodutos e para alimentagdo animal (Al-Shehbaz

2012).

O género Brassica é o que fornece a maior diversidade de produtos utilizados pelo
homem. A maioria dos vegetais desse género pertence a uma Unica espécie, Brassica oleracea
L. e sdo derivados de modificacdes no sistema foliar ou radicular, sendo que cada variedade
tem sua propria historia de domesticacdo (Dixon 2006). As principais olericolas dessa espécie
sdo: brdcolis (B. oleracea L. var italica Plenk), couve-flor (B. oleracea L. var. botrytis L.),
couve comum (B. oleracea L. var acephala DC) e repolho (B. oleracea L. var. capitata)

(Filgueira 2008).

A producdo mundial de bréssicas, em 2018, foi de aproximadamente 70 milhdes de
toneladas, em uma area cultivada de 2,4 milhdes de hectares, sendo a China e a india os
maiores produtores mundiais (FAOSTAT 2020). A producdo de brassicas (repolho, brocolis e
couve-flor) no Brasil, no mesmo ano, foi de 602 mil toneladas, em aproximadamente 43 mil
hectares (Melo et al. 2019). Os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana sdo os maiores
produtores dessas hortalicas no pais (Melo et al. 2019). No Brasil, repolho, couve, brocolis e
couve-flor sdo as mais cultivadas e consumidas [Anuario Brasileiro de Horticultura (ABH)
2019]. Rdcula, rabanete, mostarda, nabo, couve chinesa, e couve de Bruxelas representam

uma menor area cultivada (ABH 2019).
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A cultura da couve-flor (Brassica oleracea L. var. botrytis L.)

A couve-flor (Brassica oleracea L. var. botrytis L.) possui ampla adaptabilidade, sendo
cultivada desde as regides temperadas aos tropicos. Possui 18 cromossomos diploides e
somaticos (2n = 2x = 18). A cultura cresce melhor entre as latitudes de 11- 60° N, com uma
temperatura média variando de 5 — 8°C a 25 — 28°C, podendo tolerar temperaturas de -10°C a

40°C durante alguns dias durante o periodo de crescimento vegetativo (Singh et al. 2018).

Existem multiplas hipoteses para a origem das variedades de couve-flor. Para Schulz
(1919), as variedades hoje cultivadas sdo derivadas das formas selvagens mediterraneas de B.
oleracea, e tem como B. cretica o provavel progenitor da couve-flor. Boswell (1949) afirmou
que a couve-flor teve origem nas ilhas de Chipre a partir do repolho selvagem, tendo sido
disseminada para a Siria, Turquia, Egito, Italia, Espanha e noroeste da Europa. Hyams (1971)
considerou gque a couve-flor foi selecionada e propagada pela primeira vez na Siria. Estudos
moleculares e genéticos mais recentes sugerem que a couve-flor surgiu no sul da Italia a partir

de campos de brocolis na Caldbria (Smith e King 2000).

O cultivo extensivo de couve-flor ocorreu primeiro na Italia, onde foram desenvolvidos
as cultivares originais ou italianas. Essas cultivares foram levadas para a Franga, Inglaterra,
Alemanha e Holanda, onde foram desenvolvidas cultivares locais importantes. Essas
cultivares foram desenvolvidas com base na adequagdo das condi¢bes de cultivo, para o

cultivo de inverno e cultivo de verdo (Singh et al. 2018).

As couves-flores tropicais tém caracteristicas diferentes dos tipos europeus pois sdo
tolerantes a alta temperatura e umidade (Singh et al. 2018). No Brasil, as cultivares
tradicionais de couve-flor foram introduzidas da Europa no século XIX, na regido serrana do

Rio de Janeiro. Os primeiros estudos de melhoramento de couve-flor no Brasil ocorreram na
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Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo
(ESALQ/USP), a partir de 1945, e resultaram na cultivar F1 Piracicaba Precoce n°. 1 (May et

al. 2008).

A couve-flor é uma espécie alégama, bianual, indiferente ao fotoperiodo e que exige
frio para passar do estadio vegetativo para o reprodutivo. Suas principais caracteristicas
morfolégicas sdo: folhas alongadas com limbo eliptico, raizes concentradas na profundidade
de 20 cm, e parte comestivel composta por uma inflorescéncia imatura inserida sobre um
caule curto. Esta é formada a partir do conjunto de primordios florais, sendo transformados,
posteriormente, em botdes florais de cores branca, creme, amarela, roxa e verde. A flor possui
quatro sépalas e quatro pétalas, os estames sdo em nimero de seis, as anteras estdo receptivas
somente ao se aproximar da abertura da flor, e o fruto é uma siliqua com nimero de sementes

variando entre 10 a 30, em condi¢fes normais de formacédo (May et al. 2007; Filgueira 2008).

O ciclo de producdo da cultura é dividido em quatro estadios: o primeiro, de 0 a 30 dias,
compreende o crescimento inicial apds a emergéncia das plantulas até a emissdo de 5 a 7
folhas definitivas; o segundo estadio, de 30 a 60 dias, ocorre a fase de expansdo das folhas
externas; o terceiro estadio, de 60 a 90 dias, caracteriza-se pela diferenciacdo e o
desenvolvimento dos primdrdios florais e das folhas externas. No quarto estadio, de 90 a 120
dias, ocorre o desenvolvimento da inflorescéncia. O segundo e terceiro estadios de
desenvolvimento da couve-flor sdo de grande importancia na produtividade, uma vez que
atuam decisivamente sobre o nimero e tamanho de folhas, que definirdo o potencial produtivo

da cultura (May et al. 2007).

A temperatura é o fator agroclimatico mais limitante para seu desenvolvimento, mas ao
longo dos anos por meio do melhoramento genético foram desenvolvidas cultivares adaptadas

a temperaturas mais elevadas. As cultivares sdo classificadas de acordo com a época ideal
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para semeadura, sendo de inverno, de meia-estacdo e de verdo. Essa classificagdo considera a

necessidade de frio para a indugé&o floral (May et al. 2007).

A maioria dos programas de melhoramento genético baseia-se na selecdo de
caracteristicas superiores e/ou na eliminagdo de caracteristicas inferiores. Para couve-flor, as
caracteristicas desejaveis sdo: ampla adaptabilidade, uniformidade superior, capacidade de
tolerar estresses bidticos e abidticos, qualidade superior de producdo, alta produtividade, e
tolerancia ao calor/umidade. A uniformidade de tamanho da inflorescéncia é requisitada pela
indUstria de processamento. Uma planta compacta, juntamente com uma cabeca menor, esta
se tornando uma caracteristica importante, pois acomoda mais plantas por area e cabegas
menores para se adequar ao novo perfil consumidor de familias menores. A cor da
inflorescéncia esta sujeita as preferéncias do consumidor e o objetivo é obter inflorescéncia de
cor branca ou branco-creme ou desenvolver inflorescéncia colorida (laranja, roxa e verde)
com maior conteudo de antioxidantes, antocianinas e carotenoides. Auséncia de defeitos na
cabeca (riceness, folhas entremeadas na cabeca), além de ser resistente/tolerante as doencas e

pragas que atacam a cultura, sdo outras caracteristicas desejaveis (Singh et al. 2018).

A cultura da couve-flor esta sujeita a doencas causadas por bactérias, fungos, virus e
nematoides, entre as quais se destacam: podriddo negra (Xanthomonas campestris pv.
campestris), mancha de alternaria (Alternaria brassicae), mildio (Peronospora parasitica),
oidio (Erysiphe polygoni), hérnia-das-cruciferas (Plasmodiophora brassicae), Cauliflower
mosaic virus (CaMV) e Meloidogyne spp.. As principais pragas da cultura sdo: curuqueré-da-
couve (Ascia monuste orseis), lagarta-rosca (Agrotis ipsilon), traca-das-cruciferas (Plutella
maculipennis), lagarta-mede-palmo (Trichoplusia ni), pulgdo (Brevicoryne brassicae),

formigas cortadeiras (quenquéns — Acromyrmex; sallvas — Attas) (May et al. 2007).
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A Podridédo Negra

Historico e Distribuicdo Geografica

A podriddo negra, causada pela bactéria fitopatogénica Xanthomonas campestris pv.
campestris (Pammel) Dowson (Xcc), é a doenca mais importante para o cultivo de brassicas
no mundo. Foi descrita pela primeira vez por Garman (1894) como uma doenca do repolho
em Kentucky, EUA. Em lowa, EUA, Pammel (1895a, b) observou doenca similar em couve-
nabo e nabo e, ao isolar col6nias amarelas em meio de cultura, demonstrou a natureza
bacteriana da doenca, denominando o agente causal de Bacillus campestris. Relatorios de
Wisconsin também atribuiram a doenca de nabos e repolho a uma bactéria amarela (Russell,
1898; Smith, 1898). Desde entdo, a doenca foi identificada em todos os continentes onde

plantas da familia Brassicaceae sdo cultivadas (Vicente e Holub 2013).

Etiologia

Xanthomonas campestris pv. campestris pertence ao filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e familia Xanthomonadaceae. E uma
bactéria bastonetiforme, gram-negativa, mével por um unico flagelo polar, aerébica e ndo
utiliza asparagina como fonte Unica de carbono e nitrogénio. Cresce em meios de cultura de
rotina como agar nutritivo e agar nutritivo-extrato de levedura-dextrose, em uma ampla faixa
de temperatura (5-36°C), sendo a temperatura ideal de aproximadamente 28°C (Mariano et al.
2001). A maioria das estirpes formam colonias amarelas, mucoides e brilhantes. A
xantomonadina é responsavel pela pigmentacdo amarela, o exopolissacarideo goma xantana é

responsavel pelo aspecto viscoso da colonia, caracteristicas essas tipicas do género

Xanthomonas (Vauterin et al. 1995).
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A taxonomia do género baseou-se, até o inicio dos anos 90, nos hospedeiros de origem e
nas caracteristicas fenotipicas (Van den Mooter e Swings 1990). Vauterin et al. (1995)
posteriormente reclassificaram o género com base em estudos de hibridizagdo DNA-DNA e
propriedades nutricionais. Nessa proposta de reclassificacdo, a espécie X. campestris foi
restrita a estirpes que causam doenga em plantas da familia Brassicaceae, classificadas em

seis patovares (pv. aberrans, armoraciae, barbareae, campestris, incanae, raphani).

Com base em testes de patogenicidade e anélise de sequéncias multilocus (MLSA), foi
proposto que apenas trés patovares induzem doencas diferentes em Brassica: X. campestris
pv. campestris, agente causal de podriddo negra, X. campestris pv. raphani, agente causal da
mancha foliar em Brassicaceae e Solanaceae, tem como sintomas manchas necroticas tipicas
envoltas por um halo clorético no limbo das folhas, e X. campestris pv. incanae, que afeta
plantas ornamentais, as plantas infectadas com este patovar apresentam amarelecimento e
murchamento das folhas e também pode ocorrer o desenvolvimento de necrose nas hastes

(Fargier e Manceau 2007; Fargier et al. 2011; Cruz et al. 2017).

No Brasil, existem poucos estudos sobre a etiologia da podriddo negra. Silva (2006)
estudou a diversidade de Xcc no Brasil com uma colecdo de 26 isolados, e pelo perfil de
utilizagdo de substratos via Biolog™, identificou quatro dos isolados como X. campestris pv.
raphani (Xcr), sendo esse o possivel primeiro relato de Xcr no Brasil. Melo (2016) estudando
a variabilidade genotipica de isolados de Xcc provenientes do estado de Pernambuco, obteve
uma colecdo de 159 isolados, dentre os quais ndo identificou outros patovares, além do

patovar campestris.

Além da classificacdo em patovares, nove ragas fisiologicas foram identificadas em Xcc
com base na resposta de diferentes isolados bacterianos em oito linhas diferenciais de

Brassica (Vicente et al. 2001; Fargier e Manceau 2007; Jensen et al. 2010) (Tabela 1).
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Recentemente, duas novas racas (raca 10 e 11) foram identificados em Portugal (Cruz et al.
2017). Essas ragas descritas s3o denominadas ‘“racas-like”, porque a interagdo observada
ainda néo foi caracterizada pelo modelo gene-a-gene de Flor (1956). Entre as racgas de Xcc, as
racas 1, 4 e 6 séo as predominantes mundialmente (Vicente et al. 2001; Singh et al. 2016). Por
pais ou regido, as racas ja detectadas sdo: no Reino Unido: racas 1 e 4 (Vicente et al. 2001),
em Portugal: racas 4, 6 e 7 (Cruz et al. 2017), no Nepal: racas 1, 4, 5, 6 e 7 (Jensen et al.
2010), noroeste da Espanha: racas 1, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 (Lema et al. 2012), Africa Oriental: racas
1 e 4 (Mulema et al. 2012), india: racas 1 e 4 (Singh et al. 2016) e Italia: racas 1, 4 e 6 (Bella

et al. 2019).

Tabela 1. Ragas de Xanthomonas campestris pv. campestris e cultivares diferenciais (Vicente
e Holub 2013)

Raga
Cultivar/espécie 1 5 3 4 5 6 7 8 9
diferencial
Wirosa F; (Brassica + (+)] + + + + + + + +
oleracea)
Just Right Hybrid Turnip + + ) + + + ¥ -
(B. rapa)
COB60 (B. napus) + (+) + - + + + nt nt
Seven Top Turnip (B. + ) YV -V +V + + _ .
rapa)
PIC 1 (B. carinata) - (+) - - + + + - -
FBLM2 (B. juncea) - + - - (+) + - - -
Miracle F; (B. oleracea) + -(+)  -I(+) + - + + - -
SxD1 (B. oleracea) + -/(+) - + - (H)/+ + nt nt

+ interacdo compativel (suscetibilidade); - reacdo incompativel (resisténcia); (+), fracamente patogénico; nt, ndo

testado; V, variavel.
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Detecgdo e Diversidade

Tendo em vista a importancia de identificar o agente causal da podriddo negra no nivel
de espécie, patovar ou raga, varios metodos de identificacdo, classicos e moleculares tém sido
empregados para esse fim. Os métodos classicos de identificacdo sdo: cultivo em meio
semisseletivo e seletivo que promovem o crescimento do patdégeno alvo e a inibicdo do
crescimento de contaminantes. Os meios semisseletivos NSCAA, BSCAA e SX éagar tem sido
recomendados para deteccdo de Xcc (Randhawa e Schaad 1984; Galli et al. 2001; Tebaldi et
al. 2007). Além desses meios, os meios semisseletivos Xan-D (Lee et al. 2009), FS e
mMCS20ABN (Chang et al. 1991; Koenraadt et al. 2005), SMART-Xca (Kawanishi et al. 2011)
e SM &gar (Schaad et al. 2001) também tém sido recomendados para deteccdo desta bactéria.
O meio seletivo D5 também é utilizado para deteccéo e identificacdo dessa bactéria (Kado et

al. 1970).

Outros métodos para a identificacdo de Xcc sdo os metodos soroldgicos (ELISA) com a
utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos para Xcc (Alvarez et al. 1994), e a utilizacao
de perfis metabdlicos, como por exemplo, o sistema Biolog ™ que foi desenvolvido para
identificar e caracterizar os microrganismos de acordo com seu metabolismo, com base na
utilizagdo ou ndo de diversos substratos (Holmes et al. 1994; Biolog GN2 Microplate ™

2001).

Técnicas moleculares baseadas em PCR para deteccdo do agente causal de podriddo
negra foram desenvolvidas. Estdo disponiveis primers especificos para identificacdo de Xcc
(Park et al. 2004; Berg et al. 2005; Zaccardelli et al. 2007; Leu et al. 2010; Singh et al. 2016),
como também para Xcr, patdgeno causador da mancha foliar em brassicas e solanaceas (Leu
et al. 2010; Leu et al. 2019; Rubel et al. 2019) e para as ragas 3 (Afrinetal. 2018) e 1,2¢e 4

(Rubel et al. 2017, 2019) .
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A avaliacdo da variabilidade genética de uma bactéria pode facilitar sua detecgdo e
identificacdo em estudos taxondmicos e epidemiolégicos (Singh et al. 2016). Técnicas de
fingerprint baseadas em elementos repetitivos do genoma bacteriano, como REP, ERIC e
BOX (Rademaker et al. 1997; Singh et al. 2016) e MLSA (multilocus sequencing analysis)
dos genes housekeeping gyrB (DNA girase subunidade B), rpoB (subunidade p da RNA
polimerase), dnaK (proteina de choque térmico 70, chaperonina), hrp (reacdo de
hipersensibilidade), atpD (regulacdo da ATP sintase Fo — F1 da subunidade beta), efP (fator de
elongacdo P), gInA (glutamina sintase 1), e fyuA (receptor ton B-dependente), sdo empregados
para identificacdo e estudos de diversidade em Xanthomonas em nivel interespecifico,
intraespecifico e intrapatovar (Singh et al. 2016; Fargier et al. 2011; Bella et al. 2019). Muitos
estudos tiveram como objetivo identificar a diversidade das populaces de Xcc no Reino
Unido (Vicente et al. 2001), Portugal (Cruz et al. 2017), Nepal (Jensen et al. 2010), noroeste
da Espanha (Lema et al. 2012), Africa Oriental (Mulema et al. 2012), sul de Mocambique
(Bila et al. 2013), india (Singh et al. 2016) e Italia (Bella et al. 2019). Até o presente, foi
realizado o sequenciamento completo ou parcial do genoma de 14 isolados de Xcc e um

sumario de suas caracteristicas é apresentado na Tabela 2.

Sintomatologia

Os sintomas podem ser observados em qualquer estadio fenolégico da planta. E possivel
observar a formacdo de lesdes amareladas em formato de “V”, com o vértice voltado para a
nervura central da folha (Figura 1). O escurecimento vascular é resultante da colonizagdo
bacteriana no sistema vascular da planta. Os tecidos podem se tornar necroticos e as folhas
cairem prematuramente. As infec¢des sistémicas podem retardar o crescimento e causar a

morte da planta. A infeccdo € muitas vezes latente em temperaturas baixas, a bactéria pode
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sobreviver no sistema vascular sem produzir sintomas, quando a temperatura aumenta, 0s

sintomas tipicos se tornam aparentes (Vicente e Holub 2013).

Tabela 2. Caracteristicas dos genomas sequenciados de Xanthomonas campestris pv.

campestris
Tamanho do % N° de
Isolado Hospedeira Pais Ano Raga  genoma (bp)? GC? NGCP*  plasmideos Referéncia
ATCC Brassica. Reino 1957 3 5.076.187 65,00 4,181 - da Silva et
33913 oleracea var. Unido al. (2002)
gemmifera
Xcc 8004 B. oleracea Reino 1958 9 5.148.708 64,90 4.273 - Qian et al.
var. botrytis Unido (2005)
B100 -1 - - 1 5.079.002 65,00 4471 - Vorholter et
al. (2008)
CN14 B. juncea var. China 2003 - 4.989.674 65,00 4.733 1 Bolot et al.
foliosa (2013a)
CN15 B. rapa China 2003 - 5.019.206 65,00 4.800 2 Bolot et al.
subsp. (2013a)
chinensis
CN16 B. rapa China 2003 - 5.017.785 65,00 4,793 1 Bolot et al.
subsp. (2013a)
pekinensis
Xcab - EUA - 1 4.990.056 65,20 4.592 2 Bolot et al.
(2013b)
CFBP1869 B. oleracea Costa do 1976 1 5.008.832 65,20 4.535 1 Bolot et al.
Marfim (2015)
CFBP5817 B. oleracea Chile 2001 4 4.965.622 65,20 4.432 1 Bolot et al.
var. botrytis (2015)
ICPM4013 B. oleracea Nova 1974 - 4.972.211 64,55 4.428 - Desai et al.
var. capitata Zelandia (2015)
CP0111946 - Taiwan 2012 - 4.994.426 65,10 4.215 - Liuetal.
(2015)
WHRI 3811 B. oleracea EUA - 1 5.079.002 65,00 4471 1 Kong et al.
(2019)
MAFF B. rapa Japéo - - 5.002.720 65,2 4.422 1 (Takeuchi e
106712 subsp. Mitsuhara
pekinensis 2020).
MAFF B. oleracea Japéo - - 5.048.651 65,1 4.421 - (Takeuchi e
302021 var. botrytis Mitsuhara
2020).

! N&o informado; 2 bp: pares de base; conteudo de G+C; “niimero de genes codificantes de

proteinas.
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Figura 1. Sintomatologia da podriddo negra em brassicas. A. Sintomas foliares de podriddo

negra em planta de couve-flor. B. Sintomas foliares de podriddo negra em plantas de repolho
roxo. C. Lesdes que progridem das margens da folha, onde se nota o escurecimento nervuras
D. Sintoma de podriddo negra nas folhas e na inflorescéncia de couve-flor. E. Sintoma tipico

em formato “V”” em couve-flor no campo.

Epidemiologia e Controle

A podriddo negra ¢ uma doenga transmitida principalmente por sementes, onde Xcc
pode se alojar tanto interna quanto externamente (Van der Wolf e Van der Zouwen 2010). As
bactérias podem se dispersar a curtas distancias por vento, insetos, aerosséis, agua de
irrigacdo, chuva, e equipamentos agricolas. Na producdo de mudas, o sistema de irrigagdo
pode aumentar significativamente a propagacdo da bactéria e pode levar a um alto nivel de
inéculo inicial da doenca no campo (Vicente e Holub 2013). Xcc pode sobreviver no solo.
Silva Janior et al. (2020) avaliaram a capacidade de sobrevivéncia de Xcc em condicdes de
solo e ambientes brasileiros e concluiram que o periodo mais longo de sobrevida de Xcc

associada a restos culturais de couve-flor foi de 255 dias.
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A bactéria penetra através de aberturas naturais da folha, principalmente pelos hidatddios, e
por ferimentos, multiplica-se intensamente nos espacos intercelulares e atinge o sistema
vascular, sendo levada a todos os Orgdos da planta. O patdégeno se torna sistémico,
escurecendo os tecidos vasculares, dai a origem ao nome da doenga “podriddo negra”

(Maringoni 2005).

A podriddo negra é uma doenga que causa grandes perdas econdémicas nas brassicas, 0s
sintomas tipicos da doenca, depreciam o produto comercializado e diminuem a produtividade.
O controle da doenca € preventivo, visando impedir a entrada do patégeno nas areas de
cultivo. A utilizacdo de sementes sadias para o controle da doenca é imprescindivel. Nos
EUA, Reino Unido e na Europa, adota-se 0,01% como nivel de tolerancia de infeccdo em
sementes de brassicas. O tratamento de sementes é altamente recomendado, pela imerséo das
sementes em agua quente, utilizacdo de antibidticos e hipoclorito de sodio, perdxido de
hidrogénio ou acetato cuprico, mas nenhum tratamento é totalmente eficaz (Maringoni 2005;

Vicente e Holub 2013).

O controle também pode ser realizado por meio de praticas de manejo e sanitizacdo, que
incluem a rotacdo de culturas, a remocdo de restos culturais, eliminacéo de plantas daninhas,
controle quimico e bioldgico, além do uso de cultivares resistentes (Vicente e Holub 2013). A
rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras de Xcc deve ser feita com duracdo minima
de um ano, devido a capacidade se sobrevivéncia em restos culturais deste patdégeno (Silva

Junior et al. 2020).

O emprego de produtos de protecdo fitossanitaria, principalmente quimicos, sdo muito
utilizados nas lavouras olericolas brasileiras. Os fungicidas e/ou bactericidas incluem uma
grande variedade de compostos que agem de forma preventiva, protetora ou curativa contra o

patdgeno, fonte de indculo e planta hospedeira (Silva et al. 2019). Para uso em bréssicas estao
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registrados no Sistema on-line Agrofit do Ministério da Agricultura e Pecuaria - MAPA
(2020), para o controle de patdgenos 0s seguintes principios ativos: azoxistrobina,
mancozebe, oxicloreto de cobre e mancozebe, extrato de folha da planta Melaleuca
alternifolia, difenoconazol, ciazofamida, cloridrato de propamocarbe e fluopicolida,
tebuconazol e trifloxistrobina, mandipropamida, Bacillus subtilis linhagem Y1336, Bacillus
pumilus linhagem QST 2808, Bacillus amyloliquefaciens cepa MBI600 e antibiotico

(casugamicina).

Atualmente ndo ha nenhum produto registrado para brassicas com indicacéo para o alvo
Xanthomonas campestris pv. campestris. Alguns produtos, no entanto, registrados para as
brassicas para controle de doencas causadas por fungos, por terem ingredientes ativos
registrados para outros alvos bacterianos em outras culturas, apresentam potencial de controle
da podriddo negra e merecem (ou poderiam) ser investigados para esse fim, tais como:
azoxistrobina e difenoconazol; 6leo essencial de Melaleuca alternifolia; trifloxistrobina e
tebuconazol; oxicloreto de cobre e mancozebe; Bacillus subtilis linhagem Y1336) e
casugamicina (Agrofit 2020). O Duravel® (constituinte ativo Bacillus amyloliquefaciens MBI
600), é o unico fungicida/bactericida de origem biolégica disponivel no mercado brasileiro,
registrado em novembro de 2019 (Agrofit 2020) que tem como patdgeno-alvo Xcc. Os demais
produtos bioldgicos como: Biobac® (Bacillus subtilis linhagem Y1336) e Sonata® (Bacillus

pumilus linhagem QST 2808) sédo registrados para uso em brassicas (Agrofit 2020).

Sendo os produtos cupricos os mais tradicionalmente utilizados para o controle de
bacterioses no mundo, j& existem também relatos de isolados de Xcc resistentes ao cobre em
cultivos de bréssicas na América Central, em Trinidad (Lugo et al. 2013). Quando uma
determinada estirpe bacteriana desenvolve resisténcia ao cobre, ela continua a afetar a cultura,

mesmo com as aplicagdes na concentragcdo padrdo, diminuindo a produtividade da cultura e
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dificultando o seu manejo. A aplicacdo continua desses compostos no ambiente que ja abriga
estirpes resistentes do patdgeno, ameaga a viabilidade da cultura e acaba levando ao
desenvolvimento e comercializa¢do de produtos alternativos e ao manejo integrado da cultura,
aliando resisténcia genética da hospedeira e produtos quimicos parece ser a solugdo mais

viavel (Lamichhane et al. 2018).

O desenvolvimento e o uso de cultivares resistentes a podriddo negra sdo importantes
ferramentas no controle da doenca, mas tém tido sucesso limitado (Taylor et al. 2002). A
disponibilidade de um banco de germoplasma com uma alta diversidade genética é o pré-
requisito para o0 sucesso dos programas de melhoramento a longo prazo (Glaszmann et al.
2010). A variabilidade e a heranca da resisténcia a podridao negra foram estudadas em varias
espécies de bréssicas mas, até o presente, nenhum gene de resisténcia a doenca foi
identificado e clonado (Vicente e Holub 2013). A maioria dos estudos se concentrou em
acessos de B. oleracea (representando o genoma C de brassicas) e um ndmero limitado de
fontes de resisténcia foram identificadas, incluindo gendétipos de repolho Early Fuji, e Pl
436606 (cv. Heh Yeh da Ping Tou), e couve-flor MGS 2-3, Pusa Kea e SN445 (Sharma et al.
1977; Camargo et al. 1995; Taylor et al. 2002). QTLs (um loci de caracteristicas
quantitativas) para resisténcia a Xcc foram geneticamente mapeados na linha pura Badger
Inbred- 16, que foi derivado de Fuji precoce (Camargo et al. 1995). Jensen et al. (2005)
relataram resisténcia de campo a Xcc nas cultivares hibridas T-689 F1, Gianty F1, No. 9690
F1, N 66 F1 e SWR-02 F1. Em outro estudo, Griffiths e Roe (2005), ao testar diferentes
métodos de inoculagdo, em diferentes estadios de crescimento da planta, identificaram
resisténcia a Xcc em linhagens de Badger Inbred-16, Cornell 101, Cornell 102 e NY 4002.
Devido a isso, € amplamente aceito que acessos de B. oleracea sdo mais suscetiveis as

diferentes racas de Xcc (Saha et al. 2016).
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As fontes mais comuns e potencialmente Uteis de resisténcia a podriddo negra ocorrem
nos genomas A (B. rapa) e B (B. nigra) e varias fontes de resisténcia foram identificadas nas
diferentes espécies que contém esses genomas (Taylor et al. 2002). O genoma de B. rapa
(genoma A) e nos tetraploides B. carinata (genoma do BC) e B. napus (genoma da AC)
(Vicente et al. 2002; Guo et al. 2019) também s&o fontes de resisténcia para programas de
melhoramento. Além disso, a maioria dos acessos de Arabidopsis thaliana tem resisténcia a
uma ou mais ragas de Xcc e mais da metade dos acessos exibem resisténcia de amplo espectro
a todas principais ragas do Xcc, indicando que A. thaliana poderia ser usado como uma fonte

de resisténcia a Xcc (Holub 2007).

Nova fonte de resisténcia foi identificada em B. montana (acesso UNICT5169) e B.
balearica (acesso P1435896) que sdo parentes selvagens de B. oleracea. Essas espécies
selvagens séo intimamente relacionadas, e geralmente, ttm 0s mesmos 18 cromossomos que
as culturas do genoma C e apresentam certo grau de compatibilidade sexual com as cultivares
de B. oleracea (Sheng et al. 2020). Esses acessos selvagens foram resistentes a isolado de Xcc
raca 4 (Xcc 4), essa resisténcia especifica ndo € facilmente encontrada em B. oleracea. Apos
esse estudo inicial, hibridos F1 foram produzidos com sucesso entre o acesso selvagem
UNICT5169 e uma linhagem suscetivel de couve-flor, indicando potencial de transferéncia da
resisténcia para couve-flor (Sheng et al. 2020). Os resultados da avaliacdo da severidade dos
sintomas da populacdo F2 indicam que a resisténcia a Xcc 4 em UNICT5169 é uma
caracteristica quantitativa, que orienta a localizacdo futura do gene de resisténcia e

melhoramento da resisténcia a podriddo negra (Sheng et al. 2020).

Apesar desse estudo, até o presente momento um Unico gene dominante especifico foi
mapeado no genoma de B. napus(Vicente et al. 2002) e QTLs que controlam a resisténcia a,

pelo menos, duas das ragas mais prevalentes de Xcc foram mapeadas em um acesso chinés de
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B. rapa (Soengas et al. 2007). Iglesias-Bernabé et al. (2019) identificaram quatro QTLs de
caracteristica Unica relacionados a resisténcia a raca 1 de Xcc. Portanto, a resisténcia é
quantitativa e estd sob controle poligénico, confirmando resultados encontrados por outros
autores (Kifuji et al. 2013; Lee et al. 2015). Provavelmente, trés QTLs estdo relacionados a
outros QTLs de resisténcia encontradas anteriormente, enquanto o QTL Xcc9.1 representa
uma nova varia¢do. Poucos genes qualitativos de resisténcia contra patdégenos bacterianos
vasculares foram identificados até o0 momento. Embora a resisténcia qualitativa ndo tenha sido
identificada, estudos anteriores mostraram que, em alguns casos, 0s QTLs podem ser genes de
resisténcia que perderam suas caracteristicas qualitativas e adotaram novos fenétipos de

resisténcia intermediaria (Iglesias-Bernabé et al. 2019).
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JUSTIFICATIVA

As dificuldades no controle da podriddo negra das brassicas muitas vezes ocorrem devido ao
desconhecimento da variabilidade genotipica de Xanthomonas campestris pv. campestris, da
prevaléncia de suas racas, da reacdo dos gendtipos comerciais frente a doenga, como é o caso
também da couve-flor, e da pouca disponibilidade de produtos de protecéo fitossanitaria que
tenham como alvo esse patogeno. Uma melhor elucidagdo da etiologia da doenga no Brasil,
com base em uma colecdo mais abrangente de isolados, estudos da variabilidade do patdégeno
e da reagdo dos genotipos, bem como, sobre a eficiéncia de produtos de protecao fitossanitaria
que estdo disponiveis para a cultura das bréssicas subsidiariam a ado¢do de novas tecnologias

adequadas para o controle da podridao negra.

OBJETIVOS

Obijetivo Geral

e Elucidar a etiologia, caracterizar a variabilidade do agente causal da podriddo
negra das cruciferas no Brasil e avaliar estratégias de manejo da doenca em
couve-flor, de forma a integrar produtos para a protecdo de plantas e a

resisténcia genética varietal.

Obijetivos especificos

e Investigar por PCR multiplex a ocorréncia dos patovares campestris e
raphani na colecédo de isolados de Xanthomonas de bréassicas coletados no

Brasil;
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Caracterizar a variabilidade dos isolados de Xanthomonas campestris pv.
campestris determinando os seus perfis gendmicos por BOX-PCR,
sequenciamento do gene rpoD e as ragas existentes;

Caracterizar a sensibilidade in vitro de isolados de Xanthomonas
campestris pv. campestris ao cobre e casugamicina;

Avaliar hibridos comerciais de couve-flor em casa de vegetacdo e no
campo, quanto a severidade da podriddo negra;

Avaliar a estabilidade dos melhores hibridos frente a uma gama de isolados
de Xcg;

Avaliar o desempenho de produtos fitossanitarios (oxicloreto de cobre,
casugamicina, Bacillus subtilis linhagem Y1336, tebuconazol e
trifloxistrobina, azoxistrobina, dleo essencial de Melaleuca alternifolia)
para o controle da podriddao negra no cultivo de couve-flor em casa de

vegetacdo e no campo.

35



Referéncias Bibliograficas

Afrin KS, Rahim MA, Rubel MH, Natarajan S, Song JY, Kim HT, Nou IS (2018)
Development of race-specific molecular marker for Xanthomonas campestris pv.
campestris race 3, the causal agent of black rot of crucifers. Canadian Journal of Plant
Science 98:1119-1125.

Agrofit (2020) Sistema de agrotdxicos fitossanitarios. Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento. Disponivel
em:http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons. Acesso em 26
de outubro de 2020.

Al-Shehbaz IA (2012) A generic and tribal synopsis of the Brassicaceae (Cruciferae). Taxon
61:931-954.

Alvarez A M, Benedict A A, Mizumoto CY, Hunter JE, Gabriel DW (1994) Serological,
pathological, and genetic diversity among strains of Xanthomonas campestris infecting
crucifers. Phytopathology 84: 1449-1457.

Anuério Brasileiro de Hortalicas (2019) Kist BB, Santos CE, Carvalho C, Beling RR (Eds).
Santa Cruz do Sul, Brasil. Editora Gazeta. p.49.

Bella P, Moretti C, Licciardello G, Strano CP, Pulvirenti A, Alaimo S, Catara V (2019)
Multilocus sequence typing analysis of Italian Xanthomonas campestris pv. campestris
strains suggests the evolution of local endemic populations of the pathogen and does not
correlate with race distribution. Plant Pathology 68:278-287.

Berg T, Tesoriero L, Hailstones DL (2005) PCR-based detection of Xanthomonas campestris
pathovars in Brassica seed. Plant Pathology 54:416-427.

Bila J, Mortensen CN, Andresen M, Vicente JG, Wulff EG (2013) Xanthomonas campestris
pv. campestris race 1 is the main causal agent of black rot of Brassicas in Southern
Mozambique. African Journal of Biotechnology 12:602-610.

Bolot S, Cerutti A, Carrére S, Arlat M, Fischer-Le Saux M, Portier P, Noél LD (2015).

Genome sequences of the race 1 and race 4 Xanthomonas campestris pv. campestris

36



strains CFBP 1869 and CFBP 5817. Genome Announcements, 3(5).

Bolot S, Guy E, Carrere S, Barbe V, Arlat M, Noél LD (2013) Genome sequence of

Xanthomonas campestris pv. campestris Strain Xca5. Genome Announcements 1.

Bolot S, Roux B, Carrere S, Jiang BL, Tang JL, Arlat M, Noél LD (2013). Genome sequences
of three atypical Xanthomonas campestris pv. campestris strains, CN14, CN15, and

CN16. Genome announcements 4.

Boswell VR (1949) Our vegetable travelers. National geographic 96: 145-218

Camargo LEA, Williams PH, Osborn TC (1995) Mapping of quantitative trait loci controlling
resistance of brassica oleracea to Xanthomonas campestris pv. campestris in the field
and greenhouse. Phytopathology 95: 1296-1300.

Chang C J, Donaldson R, Crowley M, Pinnow D (1991) A new semiselective medium for the
isolation of Xanthomonas campestris pv. campestris from crucifer seeds.
Phytopathology 81: 449-453.

Cruz J, Tenreiro R, Cruz L (2017) Assessment of diversity of Xanthomonascampestris
pathovars affecting cruciferous plants in Portugal and disclosure of two novel X.

campestris pv. campestris races. Journal of Plant Patholology 99:403-414.

Da Silva ACR, Ferro JA, Reinach FC, Farah CS, Furlan LR, Quaggio RB, Amaral AM (2002)
Comparison of the genomes of two Xanthomonas pathogens with differing host
specificities. Nature 417:459-463.

Da Silva RS, De Oliveira MMG, Silva KP, Rodrigues IDSV, Pinto VDS, Blank AF,
Fernandes RPM (2020) Synergistic effect of Cordia curassavica Jacq. essential oils
association against the phytopathogen Xanthomonas campestris pv. campestris.

Environmental Science and Pollution Research 27: 4376-4389.

Desai D, Li JH, de Jong EVZ, Braun R, Pitman A, Visnovsky S, Christey M (2015) Draft
genome sequences of two New Zealand Xanthomonas campestris pv. campestris
isolates, ICMP 4013 and ICMP 21080. Genome announcements, 3(5).

Dixon GR (2006) Origins and diversity of Brassicaand its relatives. Vegetable brassicas and

37



related crucifers, 1-33.

FAO. FAOSTAT - Agricultural statistics database. Roma: Food and Agricultures
Organization of the United Nations, 2014. http://www.fao.org/faostat/en/#data

Fargier E, Manceau C (2007) Pathogenicity assays restrict the species Xanthomonas
campestris into three pathovars and reveal nine races within X. campestris pv.
campestris. Plant Pathology 56:805-818.

Fargier E, Saux MF Le, Manceau C (2011) A multilocus sequence analysis of Xanthomonas
campestris reveals a complex structure within crucifer-attacking pathovars of this

species. Systematic and Applied Microbiology 34:156-165.

Filgueira FAR (2008) Novo manual de olericultura: Agrotecnologia moderna na producdo e

comercializacdo de hortalicas. Vigosa. UFV. pp.421.

Flor H H (1956) The complementary genic systems in flax and flax rust. In Advances in

genetics. Academic Press. Vol: 8. pp. 29-54.

Galli JA, Panizzi RC, Sader R, Camargo M (2001) Efeito de Xanthomonascampestris pv.
campestris na germinacdo de sementes de couve-flor e eficiéncia de meios de cultura na
deteccdo do patdgeno em sementes de repolho. Revista Brasileira de Sementes 23: 171-
176.

Garman H (1894) A bacterial disease of cabbage. Kentucky Agricultural. Exp. Station.
Reporter. 3: 43-46.

Glaszmann JC, Kilian B, Upadhyaya HD, Varshney RK (2010) Accessing genetic diversity
for crop improvement. Current Opinion of in Plant Biology 13:167-173.

Griffiths PD, Roe C (2005) Response of Brassica oleracea var. capitata to wound and spray

inoculations with Xanthomonas campestris pv. campestris. HortScience 40:47-49.

Guo H, Dickson MH, Hunter JE (2019) Brassica napus Sources of Resistance to Black Rot in
Crucifers and Inheritance of Resistance. HortScience 26:1545-1547.

Holub EB (2007) Natural variation in innate immunity of a pioneer species. Current Opinion

38



of in Plant Biology 10:415-424.

Hyams E (1971) Plants in the service of man. 10,000 years of domestication. London, UK,
JM Dent & Sons Ltd.

Iglesias-Bernabé L, Madloo P, Rodriguez VM, Francisco M, Soengas P (2019) Dissecting
quantitative resistance to Xanthomonas campestris pv. campestris in leaves of Brassica

oleracea by QTL analysis. Scientific Reports 9:1-11.

Islam MT, Lee BR, Park SH,Jung WJ, Bae DW, Kim TH (2019) Hormonal regulations in
soluble and cell-wall bound phenolic accumulation in two cultivars of Brassica napus
contrasting susceptibility to Xanthomonas campestris pv. campestris. Plant Science
285:132-140.

Jensen BD, Massomo SMS, Swai IS, Hockenhull J, Andersen SB (2005) Field evaluation for
resistance to the black rot pathogen Xanthomonas campestris pv. campestris in cabbage

(Brassica oleracea). European Journal of Plant Pathology.

Jensen BD, Vicente JG, Roberts SJ, Manandhar HK (2010) Occurrence and diversity of
Xanthomonas campestris pv. campestris in vegetable Brassica fields in Nepal. Plant
Disease 94:298-305.

Junior TAFS, Silva JC, Gonc¢alves RM, Soman JM, Passos JRS, Maringoni AC (2020)
Survival of Xanthomonas campestris pv. campestris associated with soil and
cauliflower crop debris under Brazilian conditions. European Journal of Plant Pathology
156:399-411.

Kado CI, Heskett MG (1970) Selective media for isolation of Agrobacterium,
Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas, and Xanthomonas. Phytopathology 60:969-
76.

Kawanishi T, Shiraishi T, Okano Y, Sugawara K, Hashimoto M, Maejima K, Oshima K
(2011) New detection systems of bacteria using highly selective media designed by
SMART: selective medium-design algorithm restricted by two constraints. PloS one
6:16512.

Kifuji Y, Hanzawa H, Terasawa Y, Nishio T (2013) QTL analysis of black rot resistance in

39



cabbage using newly developed EST-SNP markers. Euphytica 190:289-295.

Koenraadt H, Van Bilsen JGPM, Roberts SJ (2005) Comparative test of four semi-selective
agar media for the detection of Xanthomonas campestris pv. campestris in brassica

seeds. Seed Science and Techonology 33: 115-125.

Kong C, De Passo VH, Fang Z, Yang L, Zhuang M, Zhang Y, Lv H (2019) Complete genome
sequence of strain WHRI 3811 race 1 of Xanthomonas campestris pv. campestris, the
causal agent of black rot of cruciferous vegetables. Molecular Plant-Microbe
Interactions 32:1571-1573.

Lamichhane JR, Osdaghi E, Behlau F, Kohl J, Jones JB, Aubertot JN (2018) Thirteen decades
of antimicrobial copper compounds applied in agriculture. A review. Agronomy for
Sustainable Development 38:28.

Lee J, Izzah NK, Jayakodi M, Perumal S, Joh HJ, Lee HJ, Seo J (2015) Genome-wide SNP
identification and QTL mapping for black rot resistance in cabbage. BMC Plant Biology
15:1-11.

Lee YA, Sung AN, Liu TF, Lee YS (2009) Combination of chromogenic differencial medium
and estA-specific PCR for isolation and detection of phytopathogenic Xanthomonas
spp. Applied and Environmental Microbiology 75: 6831-6838

Lema M, Cartea ME, Sotelo T,Velasco P, Soengas P (2012) Discrimination of Xanthomonas
campestris pv. campestris races among strains from northwestern Spain by Brassica

spp. genotypes and rep-PCR. European Journal of Plant Pathology 133:159-169.

Leu YS, Deng WL, Yang WS, Wu YF, Cheng AS, Hsu ST, Tzeng KC, Yang WS (2010)
Multiplex Polymerase Chain Reaction for Simultaneous Detection of Xanthomonas
campestris pv. campestris and X. campestris pv. raphani. Plant Pathology Bulletin 137—
147

Liu YC, Wang SC, Yu YJ, Fung KM, Yang MT, Tseng YH, Chou SH (2015) Complete
Genome Sequence of Xanthomonas campestris pv.campestris Strain 17 from Taiwan.

Genome Announcements 3:2164.

Lugo AJ, Elibox W, Jones JB, Ramsubhag A (2013) Copper resistance in Xanthomonas

40



campestris pv. campestris affecting crucifers in Trinidad. European Journal of Plant
Pathology 136:61-70.

Mariano RLR, Silveira B, Assis SMP, Gomes AMA, Oliveira IS, Peixoto AR (2001)
Diagnose e manejo de fitobacterioses de importancia no nordeste brasileiro. In:
Michereff SM, Barros R (Eds) Desafios da protecdo de plantas na agricultura
sustentavel. Recife, Brasil. UFRPE. pp. 141-1609.

Maringoni AC (2005) Doencas de cruciferas. In: Kimati, H (Ed.) Manual de Fitopatologia:
Vol. 2. Doencas das plantas cultivadas. 4 ed. Sdo Paulo, Brasil. Agronémica Ceres. pp.
285-291.

May A, Tivelli S, Vargas PF, Sanra AG, Saconni LV, Pinheiro MQ (2007) A cultura da
couve-flor. Campinas: Instituto Agronémico. (Boletim técnico 200).

Melo EA (2016) Estrutura de populacdo e caracterizacdo filogenética de isolados de
Xanthomonas campestris pv. campestris do estado de Pernambuco. Tese de doutorado.
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Recife, Pernambuco, Brasil.

Melo RA, Vendrame LP, Madeira NR, Blind AD, Vilela NJ (2019) Characterization of the
Brazilian vegetable brassicas production chain. Horticultura Brasileira, 37: 366-372.

Mulema JMK, Vicente JG, Pink DAC, Jackson A, Chacha DO, Wasilwa L, Hand P (2012)
Characterization of isolates that cause black rot of crucifers in East Africa. European
Journal of Plant Pathology 133:427—438.

Nieuwhof M (1969) Cole crops. Botany, cultivation, and utilization. Cole crops. Botany,

cultivation, and utilization.

Pammel LH (1895a) Bacteriosis of rutabaga (Bacillus campestris n sp.). American. Mon.
Microscopy. Journal. 16: 145-151.

Pammel LH (1895b) Bacteriosis of rutabaga (Bacillus campestris n. sp.). lowa State College
Agricultural Exp. Station Bulletin 27, 130-134.

Park Y J, Lee BM, Ho-Hahn J, Lee GB, Park DS (2004) Sensitive and specific detection of
Xanthomonas campestris pv. campestris by PCR using species-specific primers based

on hrpF gene sequences. Microbiological Research 159: 419-423.

Qian W, Jia Y, Ren SX, He YQ, Feng JX, Lu LF, Wu W (2005) Comparative and functional

41



genomic analyses of the pathogenicity of phytopathogen Xanthomonas campestris pv.
campestris. Genome Research 15:757-767.

Rademaker JL (1997) Characterization and classification of microbes by rep-PCR genomic
fingerprinting and computer assisted pattern analysis. DNA markers: protocols,
applications, and overviews, 151-171

Randhawa PS, Schaad NW (1984) Selective isolation of Xanthomonas campestrispv.
campestrisfrom crucifer seeds. Phytopathology 74: 268-272.

Romeiro RDS (2005) Bactérias fitopatogénicas. Universidade Federal de Vicosa.

Rubel MH, Natarajan S, Nath UK, Denison MIJ, Hee-Jeong J, Hoy-Taek K, 1lI-Sup N (2019)
Development of a marker for detection of Xanthomonas campestris pv. campestris races
1 and 2 in Brassica oleracea. Horticulture, Environment, and Biotechnology, 60: 511-
517.

Rubel MH, Robin AHK, Natarajan S, Vicente JG, Kim HT, Park JI, Nou IS (2017) Whole-
genome re-alignment facilitates development of specific molecular markers for races 1
and 4 of Xanthomonas campestris pv. campestris, the cause of black rot disease in
brassica oleracea. International Journal of Molecular Science 18:1-15.

Russell HL (1898) A bacterial rot of cabbage and allied plants. Wisconsin Agricultural Exp.
Station Bulletin 65, 1-39.

Saha P, Kalia P, Sharma M, Singh D (2016) New source of black rot disease resistance in

Brassica oleracea and genetic analysis of resistance. Euphytica 207:35-48.

Schaad NW, Alvarez A (1993) Xanthomonas campestris pv. campestris: cause of black rot of
crucifers. In: Swings, J.G. & Civerolo, E.L., (eds). Xanthomonas. Chapman & Hall.
London. p. 51-55.

Schaad NW, Jones JB, Chun W (2001) Diagnostic media and tests. Laboratory guide for
identification of Plant Pathogenic Bacteria. Third edition. p.7.

Schulz OE (1919) IV. 105 Cruciferae-Brassiceae. Part 1. Subtribes Brassicinae and
Raphaninae. In: A. Engler, (ed.), Das Pflanzenreich, Heft 68-70, Wilhelm Engelmann,
Leipzig. pp. 1-290.Santos Silva C, Araujo RGV, Lima JRB, dos Santos TMC, da Silva
Nascimento M, Montaldo Y, da Silva JM (2019) Resistence induction in Brassica
oleracea var. acephala to Xanthomonas campestris pv. campestris and growth

promotion by endophytic. Brazilian Journal of Development 5:22401-22414.

42



Sharma, B. R; Swarup, V. Chatterjee SS (1977) Resistance to blackrot disease (Xanthomonas
campestris (Pam.) Dowson) in cauliflower. Science Horticulture (Amsterdam) 7.

Sheng XG, Branca F, Zhao ZQ, Wang JS, Yu HF, Shen YS, Gu HH (2020) Identification of
Black Rot Resistance in a Wild Brassica Species and Its Potential Transferability to
Cauliflower. Agronomy 10: 1400.

Silva MR (2006) Diversidade genética de Xanthomonas campestris pv. campestris no Brasil.
Tese de doutorado. Universidade Federal de Vigosa. Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

Singh BK, Singh B, Singh PM (2018) Breeding Cauliflower: A Review. International Journal
of Vegetable Science 24:58-84.

Singh D, Rathaur PS, Vicente JG (2016) Characterization, genetic diversity and distribution
of Xanthomonas campestris pv. campestris races causing black rot disease in

cruciferous crops of India. Plant Pathology 65:1411-1418.

Smith EF (1898) The black rot of the cabbage. US Dep. Agricultural Farmer's Bulletin 68, 1—
21.

Smith LB, King GJ (2000) The distribution of BoCAL-a alleles in Brassicaoleracea is
consistent with a genetic model for curd development and domestication of the

cauliflower. Molecular Breeding 6:603-613.

Soengas P, Hand P, Vicente JG, Pole JM, Pink DAC (2007) Identification of quantitative trait
loci for resistance to Xanthomonas campestris pv. campestris in Brassica rapa.
Theoretical and Applied Genetics 114:637—645.

Takeuchi K, Mitsuhara | (2020) Complete genome sequences of two strains of Xanthomonas
campestris pv. campestris isolated in Japan. Microbiology Resource Announcements 9—
10.

Taylor JD, Conway J, Roberts SJ, Astley D, Vicente JG (2002) Sources and origin of
resistance to Xanthomonas campestris pv. campestris in Brassica genomes.
Phytopathology 92: 105-111.

Van den Mooter M, Swings J (1990) Numerical analysis of 295 phenotypic features of 266

43



Xanthomonas strains and related strains and an improved taxonomy of the genus.
International Journal of Systematic Bacteriology 40:348—369.

Van Der Wolf JM, Van Der Zouwen PS (2010) Colonization of cauliflower blossom
(Brassica oleracea) by Xanthomonas campestris pv. campestris, via flies (Calliphora
vomitoria) can result in seed infestation. Journal of Phytopathology, 158: 726-732.

Vauterin L, Hoste B, Kersters K, Swings J (1995) Reclassification of Xanthomonas.

International Journal of Systematic Bacteriology 45:472—489.

Vicente JG, Conway J, Roberts SJ, Taylor JD (2001) Identification and origin of
Xanthomonas campestris pv. campestris Races and related pathovars. Phytopathology
91:492-499.

Vicente JG, Holub EB (2013) Xanthomonas campestris pv. campestris (cause of black rot of
crucifers) in the genomic era is still a worldwide threat to brassica crops. Molecular
Plant Pathology 14:2-18.

Vicente JG, Taylor JD, Sharpe AG, Parkin IAP, Lydiate DJ, King GJ (2002) Inheritance of
race-specific resistance to Xanthomonas campestris pv. campestris in Brassica
genomes. Phytopathology 92:1134-1141.

Vorhélter FJ, Schneiker S, Goesmann A, et al (2008) The genome of Xanthomonas
campestris pv. campestris B100 and its use for the reconstruction of metabolic

pathways involved in xanthan biosynthesis. Journal of Biotechnology 134:33-45.

Zaccardelli M, Campanile F, Spasiano A, Merighi M (2007) Detection and identification of
the crucifer pathogen, Xanthomonas campestris pv. campestris, by PCR amplification
of the conserved Hrp/type Il secretion system gene hrcC. European Journal of Plant
Pathology, 118: 299-306.

44



Capitulo 2

Caracterizacdo molecular e fenotipica de Xanthomonas campestris pv.

campestris causando podriddo negra em brassicas no Brasil

45



Caracterizacdo molecular e fenotipica de Xanthomonas campestris pv. campestris
causando podridao negra em bréssicas no Brasil

Resumo

A podridao negra causada por Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) é uma das
doencas mais importantes na producdo em brassicas no Brasil. No presente estudo, 150
isolados bacterianos de amostras foliares sintométicas de brocolis, couve, couve chinesa,
couve-flor, mostarda selvagem, rabanete e repolho e um isolado de uma planta voluntaria de
tomate apresentando lesbes foliares, obtido em lavoura de repolho atacada, foram
identificados e caracterizados fenotipica e genotipicamente. Desses 151 isolados, 145 isolados
foram confirmados como Xcc por PCR multiplex com primers especificos para Xcc e X.
campestris pv raphani (Xcr) e foram patogénicos a couve-flor cultivar Verona, inclusive o
isolado obtido do tomateiro. A identidade de seis isolados que, embora PCR positivos, ndo
foram patogénicos a couve-flor, foi determinada pelo sequenciamento parcial do gene
housekeeping rpoD, confirmando serem Xcc. Ensaios in vitro de sensibilidade ao cobre e
casugamicina indicaram que 143 isolados foram resistentes a 100 pug/ml de casugamicina e
3,45% (n=5) sdo resistentes a 200 pg/ml de sulfato de cobre. A anélise de BOX-PCR resultou
em 65 hapldétipos distintos na colecdo, sendo o maior nimero de haplétipos identificado no
segmento de brocolis. Na identificacdo das racas de uma sub-amostra de 79 isolados,
utilizando oito cultivares diferenciais, verificou-se a ocorréncia das ragas 1, 3, 4, 6 e 9 de um
total de nove racas, com predominancia das racas 4 (54,43%, n=43) e da raga 1 (32,91%, n=
26). Do conhecimento dos autores este seria 0 primeiro relato de Xcc associado as plantas de
tomate. Esses resultados fornecem ferramentas para programas de melhoramento genético e
implantacdo de programas de manejo integrado da podriddo negra nessas importantes

hortalicas.
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Molecular and phenotypic characterization of Xanthomonas campestris pv. campestris
causing black rot in Brassica crops in Brazil

Abstract

Black rot caused by Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) is one of the most
important diseases affecting Brassica oleracea crops in Brazil. In the present study, 150
bacterial isolates from symptomatic leaf samples from broccoli, kale, Chinese cabbage,
cauliflower, wild mustard, radish, and cabbage, and one isolate from a symptomatic tomato
plant that grew spontaneously in a diseased cabbage field, were identified, and characterized
phenotypically and genotypically. Of these 151 isolates, 145 isolates were confirmed as Xcc
by multiplex PCR with specific primers for Xcc and X. campestris pv. raphani (Xcr) and
were pathogenic to cauliflower cultivar Verona, including the isolate obtained from tomato.
The identity of six isolates that, although PCR positive for Xcc, were not pathogenic to
cauliflower, was determined by partial sequencing of the housekeeping gene rpoD,
confirming that they were Xcc. In vitro copper and casugamycin sensitivity tests indicated
that 143 isolates were resistant to 100 pg/mL of casugamycin and 3.45% (n = 5) were
resistant to 200 pug/mL of copper sulfate. BOX-PCR analysis detected 65 distinct haplotypes
in the collection, with the largest number of haplotypes identified among the broccoli isolates.
From a subsample of 79 isolates, inoculated in eight differential genotypes, five races were
detected (races 1, 3, 4, 6 and 9) with a predominance of race 4 (54.43%, n = 43) and race 1
(32.91%, n = 26). These results provide tools for genetic improvement programs and the
establishment of integrated black rot management programs in these important vegetables. To
the best of the authors' knowledge, this is the first report of Xcc associated with tomato plants.
Keywords: B. oleracea var. acephala, B. oleracea var. botrytis, B. oleracea var. capitata, B.

oleracea var. italica, Xanthomonas campestris pv. raphani.
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1 - Introducéo

A podriddo negra das bréssicas, causada por Xanthomonas campestris pv. campestris
(Pammel 1895) Dowson 1939 (Xcc), € a principal doenca de etiologia bacteriana que ataca
diversas espécies e variedades de bréssicas. Trata-se de um patogeno sistémico, transmitido
por sementes, 0 que facilita sua disseminacdo e introducdo em éareas livres da doenca (Vicente
e Holub 2013). A doenca ocorre no Brasil (Silveira, 1949) e estd dispersa mundialmente
sendo relatada na Africa (Mulema et al. 2012; Bila et al. 2013, Asia (Jensen et al. 2010; Singh
et al. 2016), Europa (Fargier et al. 2011; Cruz et al. 2017; Bella et al. 2019 e Popovic et al.
2019) e América do Norte (Lange et al. 2016). Os sintomas tipicos da doenca sdo lesdes
amareladas a marrom-escuras em formato de “V”” do bordo das folhas a nervura central e o
escurecimento dos feixes vasculares resultante da colonizagao bacteriana dos vasos do xilema.
Os tecidos afetados tornam-se necréticos, com as folhas caindo prematuramente; infeccoes
sistémicas podem levar ao crescimento atrofiado e a morte de plantas jovens (Vicente e Holub
2013). Em alguns casos, pode ocorrer perda total na colheita (Maji e Nath 2015). A umidade
relativa do ar alta (80-100%) e temperaturas entre 25-35 °C sdo favoraveis ao progresso da
doenca (Griesbach et al. 2003). A utilizacdo de agrotdxicos a base de cobre e de casugamicina
podem controlar a doenca (Krauthausen et al. 2011), no entanto, a resisténcia de Xcc ao cobre
foi identificada pela primeira vez em 1972, em cultivo de repolho no Japao (Williams et al.
1972). Também houve relatos de resisténcia ao cobre em Trinidad e Tobago, onde a maioria
dos isolados de Xcc foi resistente a altas concentragfes de cobre (Lugo et al. 2013). No
Brasil, um estudo sobre as reac6es de isolados de Xcc provenientes de lavouras de producéo
organica verificou que todos os isolados foram resistentes ao sulfato de cobre na concentracao
de 50 pg/mL e todos foram tolerantes ao produto na concentracdo de 200 pg/mL. Além do

cobre, a maioria dos isolados apresentou alta sensibilidade a tetraciclina, eritromicina e
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estreptomicina, mas resisténcia a amoxicilina, gentamicina, norfloxacin e neomicina (Santos

et al. 2008).

Além do patovar campestris, outros cinco patovares da espécie Xanthomonas
campestris infectam a familia Brassicaceae: aberrans, armoraciae, barbareae, incanae e
raphani (Vicente e Holub 2013). Primers especificos que permitem diferenciar os patovares
raphani e campestris por PCR estdo disponiveis (Berg et al. 2005; Leu et al. 2010; Singh et
al. 2014). Com base em testes de patogenicidade e andlise de sequéncia multilocus (MLSA)
foi proposto que apenas trés patovares induzem trés doencas diferentes em bréssicas: X.
campestris pv. campestris, agente causal de podriddo negra das bréssicas, X. campestris pv.
raphani, agente causador da doenca denominada mancha foliar em Brassicaceae e
Solanaceae, e X. campestris pv. incanae, agente causador de ferrugem bacteriana em
ornamentais (Fargier & Manceau 2007; Fargier et al. 2011). Pela analise filogenética com
base em quatro genes (dnaK, fuyA, gyrB e rpoD) X. campestris formou um grupo
monofilético dividido em dois subgrupos: Xcc 1, onde um isolado tipo do patovar armoraciae
e dois isolados do patovar aberrans estdo fortemente associados a 21 isolados de Xcc,
pertencente a0 mesmo ST (Sequence type), e Xcc 2, com oito isolados de Xcc (Fargier e
Manceau 2007; Fargier et al. 2011). Apesar desses estudos, o debate sobre os patovares de
Xcc continua, com a classificagdo mais aceita de seis patovares dentro da espécie X.

campestris (Vicente e Holub, 2013).

Nove ragas foram identificadas em Xcc com base na resposta a diferentes isolados
bacterianos em oito gendtipos diferenciais de Brassica (Vicente et al., 2001; Fargier e
Manceau, 2007; Vicente e Holub, 2013). Um modelo simples gene a gene baseado na
interacdo de pelo menos cinco genes de aviruléncia e os genes R correspondentes foi usado

para explicar a relacéo entre as racas Xcc e as diferenciais de Brassica. O modelo proposto é
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hipotético, visto que esses dados moleculares ainda nao foram validados. (Vicente et al. 2001;
Fargier e Manceau 2007; Vicente e Holub 2013). As racas 1 e 4, que foram descritas em
varios paises, sdo as ragas mais comuns (Vicente et al. 2001; Jensen et al. 2010; Lema et al.
2012; Mulema et al. 2012; Vicente e Holub 2013; Singh et al.2016). Duas possiveis novas
racas, 10 e 11, foram descritas por Cruz et al. (2017), que merecem mais andlise. Além da
reagdo nas diferenciais, para identificagdo das racas pode-se usar PCR para as racas 1, 2 e 4

(Rubel et al. 2017, 2019) e para raca 3 de Xcc (Afrin et al. 2018).

O conhecimento da variabilidade de um patégeno € importante para a selecdo e
identificacdo de fontes de resisténcia, desenvolvimento de programas de melhoramento, e
para o estabelecimento de estratégias eficazes para controlar a podriddo negra. Muitos
esforcos visaram identificar variabilidade nas populagdes de Xcc, a saber, no Reino Unido
(Vicente et al. 2001), Portugal (Vicente 2004; Cruz et al. 2017), Israel (Valverde et al. 2007),
Nepal (Jensen et al. 2010), noroeste da Espanha (Lema et al. 2012), Africa Oriental (Mulema
et al. 2012), sul de Mocambique (Bila et al. 2013), india (Rathaur et al. 2015; Singh et al.
2016), Estados Unidos (Lange et al. 2016); Sérvia (Popovic et al. 2019) e Italia (Bella et al.
2019). Para isso, varios métodos sdo utilizados, como: andlises de fingerprints como rep-PCR

e analise de sequéncia multilocus (MLSA) baseada nas sequéncias de genes housekeeping.

No Brasil, o cultivo de bréssicas, notadamente brdcolis, couve, couve-flor e repolho,
concentra-se, principalmente nas regides Sul e Sudeste, tem grande importancia econémica,
com grandes volumes de producdo e rdpido retorno monetario para pequenos e grandes
produtores (Melo et al. 2017). Esse setor também possui um grande impacto, gerando direta e
indiretamente empregos, do plantio a industrializacdo, seja pela produgéo de produtos frescos
minimamente processados/ higienizados ou produtos congelados (Melo et al. 2017). A

podriddo negra ocorre comumente nos cultivos de brassicas (Santos et al. 2008). Em
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condi¢Bes climaticas favoraveis, temperatura elevada e alta umidade do ar, tem-se alta
prevaléncia da doenca nas areas cultivadas. Por exemplo, em campos de couve-flor, a

incidéncia pode ser superior a 80% (Peruch et al. 2006).

Os estudos sobre a etiologia da podridédo negra e variabilidade de Xcc no Brasil séo
escassos. Devido a importancia do cultivo de brassicas no Brasil e a alta incidéncia da
podrid&o negra, a falta de informacdes atualizadas sobre seu agente causal e, possivelmente, a
ocorréncia de outros patovares de X. campestris, foi realizado um estudo com uma ampla
colegdo de isolados brasileiros dos ultimos anos com o objetivo de verificar a variabilidade de
Xcc, prospectar a presenga de outros patovares e verificar a potencial utilidade do cobre e da

casugamicina que sdo ingredientes ativos rotulados para uso em Brassica spp. no pais.

2 - Material e métodos

2.1 - Obtencgdo de isolados e colecéo de trabalho

Amostras de folhas de oito culturas de brassicas (couve-flor, couve, repolho, repolho
roxo, brocolis, couve chinesa, rabanete, e mostarda selvagem) apresentando lesdes clordticas
em V e lesbes necréticas no limbo, foram coletadas em nove estados brasileiros (Ceard,
Goias, Minas Gerais, Para, Pernambuco, Paran, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S&o
Paulo) e no Distrito Federal, durante os anos de 2014 a 2020, obtendo-se 150 isolados (Tabela
1). Um isolado obtido de planta voluntéria (tiguera) de tomate crescendo em uma lavoura de
repolho em Cristalina, GO, com duas cultivares, sendo uma ocupando quase a totalidade da
area e a outra apenas uma faixa, e apresentando lesdes necroticas, foi também incluido no
estudo, totalizando 151 isolados. Os isolados pertencem a colecdo de trabalho do Laboratério
de Fitopatologia do Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas (Embrapa Hortalicas),

localizado em Brasilia, DF. O isolamento das bactérias foi feito em meio Agar Nutriente—AN
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(Schaad et al. 2001). Apo6s 3 a 4 dias de incubacdo, a 27°C, colbnias amarelas tipicas do
género Xanthomonas foram observadas e transferidas para novas placas do mesmo meio.
Apos dois dias de incubacdo, procedeu-se a preservacao dos isolados em tubos de capacidade
de 5 ml contendo tampéo fosfato (8,5 mmol I* K, HPO.) que foram mantidos a temperatura
ambiente. Os isolados de X. campestris pv. campestris IBSBF 1167 (Instituto Bioldgico de
Campinas, Sdo Paulo, Brasil); X. campestris pv raphani IBSBF 1590 (=XV16, Estados
Unidos e IAPAR 11300); X. campestris pv. armoraciae IBSBF 1102 (Tanzénia); X.
campestris pv. aberrans IBSBF 1104 (Alemanha); e IBSBF 885 (Australia) foram utilizados

como referéncia para os diferentes patovares e controles nos testes moleculares.

2.2 - Testes de patogenicidade

A patogenicidade dos isolados foi testada em plantas de couve-flor, hibrido comercial
\Verona (Seminis Vegetable Seeds Inc.), ap6s 30 dias do semeio. As suspensdes bacterianas
foram ajustadas para concentracdo de 5 x 108 UFC mL™, utilizando-se espectrofotdmetro
(UV-2000A Instrutherm) (ODsoonm = 0,3) € as plantas foram inoculadas em quatro pontos por
folha, por meio de cortes feitos no sentido transversal as suas bordas nas folhas mais jovens
utilizando-se uma tesoura previamente embebida na suspensdo bacteriana. As plantas foram
mantidas em camara Umida por 48 horas. Os sintomas foram observados aos 7 e 10 dias ap6s
a inoculacdo. Secdes das folhas sintomaticas abrangendo tecidos sadios adjacentes a tecidos
cloréticos e/ou necréticos foram retiradas de onde procedeu-se o reisolamento do patdégeno
para confirmacdo da patogenicidade. Em sequéncia, os isolados foram preservados em tampé&o
fosfato e mantidos a temperatura ambiente. Alguns isolados ndo induziram sintomas em
couve-flor, entdo foram realizados testes de hipersensibilidade em fumo, uma suspensao
bacteriana de cada isolado com a concentragio aproximadamente de 5 x 102 UFC mL™ foi

infiltrada com auxilio de uma seringa estéril em folhas de fumo, os sintomas foram
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observados ap06s 24 horas da infiltracdo. Por fim, esses isolados foram inoculados em plantas
de brécolis (BRO 68, Syngenta Protecdo e Cultivo), couve (Butter Green, Bejo Sementes do
Brasil) que foram conduzidos nas mesmas condices ja citadas para couve-flor, para se

confirmar a patogenicidade desses isolados.

Um ensaio foi também realizado para se confirmar a patogenicidade do isolado da
planta voluntaria de tomate. Plantas de tomate (Bonny Best), couve-flor (Cindy, Sakata Seeds
Sudamerica), brocolis (BRO 68, Syngenta Protecdo e Cultivo) e couve (Butter Green, Bejo
Sementes do Brasil) foram cultivadas nas condi¢fes ja mencionadas, uma suspensao
bacteriana dos isolados B-2020-166, B-2020-159, B-2020-160,B-2020-161, B-2020-162, B-
2020-163, B-2020-164, B-2020-165, o isolado B-2015-51 como controle positivo para Xcc,
além do isolado EH 2017-50 de X. perforans, com a concentracdo de aproximadamente 5 x
108 UFC mL? foi pulverizada com auxilio de um pulverizador multispray de 500 mL
(Guarany®), as plantas foram mantidas em cdmara Umida por 48 horas e os sintomas foram

observados apds 7 dias da inoculagéo.

2.3 - Extracdo de DNA e identificacdo dos isolados

A extracdo do DNA dos isolados foi feita segundo o protocolo de Mahuku (2004) e 5 ul
do DNA resultante foi semiquantificado visualmente em gel, comparados com o marcador
High Mass DNA Ladder (Invitrogen, Brasil), os géis foram corados com GelRed (Uniscience,
Brasil). As amostras de DNA foram submetidas a eletroforese (80 V) em gel de agarose a 1%
por 2 horas. Em seguida, o gel foi visualizado através de fotodocumentador (L-PIX EX.
Loccus, Brasil), e o DNA armazenado a -20°C. Para identificagdo dos isolados, foram
utilizados os primers especificos para Xcc e Xcr (Leu et al. 2010) no formato multiplex. Os
primers  foram Xcc 2f (5-TGGGTTTTCGCCTATCAAAC-3’) [ 2r (5-

TGCAACTATTCCTAGCACCG-3’) que amplificam um fragmento de DNA de 200 pb; e
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Xcrl4f (5-CGTTAGCCAGGTAGAAAGCG-3’) / 14r (5-TCGCTATTTCCATCTACCCG-
3’) que amplificam um fragmento de 277 pb. As amostras foram amplificadas em um
termociclador modelo T100™ (Bio-Rad) com o seguinte programa: um ciclo de 95°C por 5
min para desnaturacdo inicial, seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para
desnaturacéo, 60°C por 30 segundos para anelamento e 72°C por 30 segundos para extens&o.
Por fim, um ciclo de 72°C por 10 minutos para extenséo final. As reagdes continham 1X de
10X PCR Buffer (Invitrogen, Brasil), 1,5 mM de MgCly, 0,25 mM de cada dNTP, 0,25 uM de
cada primer, 100 ng de DNA, 0,8 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) e agua Mili-
Q autoclavada para um volume final de 12 pL. Os produtos de PCR foram analisados em gel
de agarose (1,5%) apos eletroforese em tampdo TBE 0,5 X (5,4 g de Tris; 2,75 g de acido
borico e 0,375 g de EDTA para um volume final de 1 L) conduzido a 100 V por 2 horas, e
registrado em fotodocumentador (L-PIX EX, Loccus, Brasil). O marcador 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen, Brasil) foi utilizado para estimar o tamanho dos amplicons. Para cada

isolado, cada reacgéo foi repetida pelo menos trés vezes.

2.4 - Sequenciamento parcial do gene housekeeping rpoD

A anélise das sequéncias do gene rpoD foi realizada para 11 isolados, sendo seis
isolados que ndo foram patogénicos a nenhuma brassica testada, mas induziram reacdo de
hipersensibilidade em fumo (B-2014-10; B-2015-20, B-2015-48, B-2015-66, B-2015-69 e B-
2018-128), quatro isolados do haplétipo predominante de cada segmento (repolho, couve-flor,
brécolis e couve) e um isolado de tiguera de tomate. O gene housekeeping rpoD (RNA
polimerase sigma-70) (Fargier et al., 2011), foi amplificado com os primers: rpol1F (5’-
ATGGCCAACGAACGTCCTGC-3”) / rpol13R (5’-AACTTGTAACCGCGACGGTATTCG-
3’). Todas as amplifica¢des foram realizadas em um volume final de 50 pL contendo 1X PCR

Buffer (Invitrogen), 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen), 400 nM de cada
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primer, 1U de TAq DNA polimerase (Invitrogen), e 50 ng de DNA. As reacdes foram
realizadas em 35 ciclos, com desnaturagéo inicial de 3 min a 94°C, cada ciclo consistindo em
50 s a 94°C para desnaturacdo, para anelamento 50 s a 63°C, 1 min a 72°C para extenséo; e
extensdo final de 7 min a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose (1%)
apos eletroforese em tampdo TBE 0,5 X (5,4 g de Tris; 2,75 g de &cido bérico e 0,375 g de
EDTA para um volume final de 1 L) conduzido a 100 V por 2 horas, e registrado em
fotodocumentador (L-PIX EX, Loccus, Brasil). O marcador 100 bp DNA Ladder (Invitrogen,
Brasil) foi utilizado para estimar o tamanho dos amplicons. A purificacdo dos produtos de
PCR e o sequenciamento foram realizados pela Macrogen (Seul, Coréia do Sul). As
sequéncias obtidas foram analisadas no programa computacional Geneious Prime 2020
(Biomatters Ltd., Auckland, Nova Zeldndia), o alinhamento foi realizado com a ferramenta
ClustalW. A arvore filogenética foi gerada para comparacdo entre os isolados escolhidos e
sequéncias de trés isolados de referéncia de Xcc (EU499067, MN872660, MN872663) um de
cada patovar, raphani (EU499101) e incanae (EU499096) obtidas no GenBank. Foi utilizado
0 método Neighbour-Joining (NJ), com o algoritmo Jukes-Cantor e bootstrap de 1000
repeticdes para todas as sequéncias. Os resultados foram visualizados no mesmo programa

computacional.

2.5 - BOX-PCR e definicdo de haplotipos

Para as reacbes de BOX-PCR utilizou-se o primer BOXALR (5°-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG -3’) (Louws et al. 1994) e os seguintes componentes:
1X de buffer (Invitrogen, Brasil), 1,5 mM de MgCl», 0,2 mM de cada dNTP, 2 uM do primer,
50 ng de DNA, 0,105 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil) e agua Mili-Q
autoclavada para um volume final de 12 pL. Os fragmentos de DNA foram amplificados no

termociclador modelo T100™ (Bio-Rad) nas seguintes condicOes, desnaturacdo inicial de
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95°C por 7 min; seguido por 30 ciclos: 94°C por 1 min para desnaturagdo, 53°C por 1 min
para anelamento e 65°C por 8 min para extensdo, e extensao final a 65 °C por 15 min. Os
produtos de PCR foram analisados em gel de agarose (1,2%) em tampdo TBE 0,5X, por
eletroforese conduzida a 100V durante 3 horas, com 0 marcador 1 kb DNA Ladder (Promega,
EUA) no primeiro e Gltimo poco de cada gel. Para casa isolado, a reacdo foi realizada trés
vezes. Assim, comparou-se os perfis genébmicos de um mesmo isolado por meio do programa
GelCompar 1l versdo 6.6 (Applied Maths, EUA). Os géis foram normalizados usando como
referéncia a massa molecular do marcador, as bandas com mais de 1500 pb e com menos 250
pb foram desconsideradas para analise. Observando-se a similaridade existente entre os trés
perfis gendmicos de um mesmo isolado, definiu-se um valor minimo de similaridade que
poderia ser utilizado como limiar para definicdo de haplotipos, uma vez que as variacdes dos
valores de similaridade de um mesmo isolado poderiam representar 0s possiveis erros
inerentes a prépria técnica e ao programa utilizado para a andlise dos géis. A partir desses
valores, foram realizadas analises de frequéncias independentes, segundo a regra de Sturges,
com intuito de identificar valores de similaridade onde a maioria (mais que 50%) dos isolados
se agrupavam. Para fins de comparativos, os perfis gendmicos dos isolados de referéncia
foram incluidos na analise. Perfis foram comparados pela analise binaria utilizando-se o
coeficiente Dice e 0 método de agrupamento UPGMA (unweighted pair-group method using

arithmetic averages).

2.6 - Determinacéo das racas de Xanthomonas campestris pv. campestris

A identificacdo das racas foi realizada com uma subamostra de 79 isolados
representando os diferentes haplétipos, em seguida, a origem geografica de forma abranger os
diferentes estados brasileiros que compdem a colecéo, por ultimo foram escolhidas duas areas

de cultivo de bréssicas para melhor entendimento, se hé varias ragas dentro de um mesmo
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campo de cultivo. De uma da area, localizada em Planaltina, DF, foram utilizados 21 isolados
de dois campos adjacentes de couve-flor (3) e repolho (18). Outros nove isolados originaram-
se de um campo com duas cultivares de repolho, uma em maior area e a outra apenas uma
pequena faixa, sob 0 mesmo sistema de irrigacdo por pivo central, localizados em Cristalina,

GO.

O ensaio foi realizado em casa de vegetacdo sob temperatura variando de 14°C a 27°C.
Foram empregados oito genotipos diferenciais de Brassica spp. de acordo com Vicente et al.
(2001) e Jensen et al. (2010): trés genotipos de B. oleracea, Wirosa F1 (B. oleracea var.
sabauda), Miracle F1 (B. oleracea var. botrytis) e SxDI (B. oleracea); dois gendtipos de B.
rapa, Just Right Turnip (B. rapa var. rapifera) e Seven Top Turnip (B. rapa var. rapifera); um
genotipo de B. juncea, Florida Broad Leaf Mustard (B. juncea); um genétipo B. napus,
COB60 (B. napus var. oleifera) e um gendtipo de B. carinata, PIC (B. carinata) as sementes
desses genotipos vieram de Warwick, Reino Unido e foram gentilmente cedidas pela dra.
Joana G. Vicente (Universidade de Warwick). Além dessas diferenciais, utilizou-se as
cultivares hibridas Cindy (couve-flor, Sakata Seeds Sudamerica) e Butter Green (couve, Bejo
Sementes do Brasil) como gendtipos suscetiveis, em substituicdo a Wirosa F1 que nédo
germinaram no primeiro ensaio. Os genotipos foram semeados em bandejas de poliestiereno
de 128 células, contendo substrato comercial com uma semente por célula. Apds 30 dias,
essas plantas foram transferidas para vasos de um litro contendo uma mistura de solo
autoclavado e substrato comercial (9 kg de substrato, 10 kg de solo e 150 g de Osmocote®,
fertilizante de liberacdo lenta). Para cada combinacédo isolado/gendtipo foram realizadas duas
repeticdes sendo cada uma constituida de uma folha inoculada em dez pontos. A inoculacéo
foi realizada por perfuracdo nas bordas das folhas, entre as nervuras, utilizando uma pinca
dentada (“mouse tooth”) envolta com um chumago de algodao embebido em suspensao

bacteriana (aproximadamente 5 x 108 UFC/mL, Asoonm = 0,3) (Vicente et al. 2001), as plantas

58



foram mantidas em camara Umida por 48 horas. Os sintomas foram avaliados em 7 a 14 dias,
sendo considerada reagdo incompativel, a auséncia total de sintomas e compativel, o
desenvolvimento de lesdes clorédticas ao redor dos pontos de inoculagdo, seguido de necrose

em “V” e escurecimento dos vasos.

2.7 - Teste de sensibilidade ao cobre e a casugamicina in vitro

Para a realizacdo dos testes de sensibilidade ao cobre e a casugamicina, foram utilizados
os produtos sulfato de cobre (Vetec, CuSO4 Il P.A. anidro,159,1 g mol™, 97%) e cloridrato de
casugamicina (Sigma-Aldrich, C14H2sN30g HCI, 415,82 g mol™, 98,7%). Foi preparada uma
solucdo estoque na concentracdo de 200.000 pug/mL de sulfato de cobre. A seguir, foram
adicionadas assepticamente diferentes quantidades da solucdo estoque ao meio Medium
Minimal Complexing Copper (MMCC) (Pohronezny et al. 1992) fundente, antes de verté-lo
em placas de Petri, para as concentracdes finais de 20, 50, 100, 150 e 200 pg/mL. Os isolados
mantidos em tampao fosfato foram transferidos para meio NA e incubados por 72 h a 28°C.
Colbénias puras foram transferidas para o meio MMCC contendo uma concentracdo de 20
pg/mL para uma prévia sensibilizacdo dos isolados ao cobre e incubadas por 48 h a 27°C,
auxiliando na identificacdo da concentracdo méaxima que um isolado possa resistir (Ucci
2009). Apds esse periodo, uma alga cheia da massa bacteriana foi transferida para tubos
Falcon (capacidade de 15 mL) contendo 10 mL de tampao fosfato autoclavado para o preparo
das suspensdes. Aliquotas de 5 pL dessas suspensdes foram depositadas em triplicatas em
meio MMCC, contendo cobre na seguinte concentracdo 50 pg/mL. Apds a inoculagdo, as
placas foram incubadas a 28°C por 96 h. As avaliagbes foram realizadas considerando
presenca ou auséncia de crescimento bacteriano nas trés repeticdes. Como controle foi feita a
inoculacdo em placas de meio MMCC sem adigdo de cobre. Para os testes com maiores

concentragdes (100, 150 e 200 pg/mL) foram preparadas suspensdes, com tampao fosfato
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autoclavado, na concentragdo de 5 x 108 UFC mL™. Em seguida, as suspensdes foram diluidas
em série até a concentragdo final de 10° UFC mL™. Aliquotas de 50 pL das suspensoes
bacterianas foram depositadas e espalhadas, com uma alca de Drigalski, sobre o meio
MMCC, contendo cobre nas concentracdes de 100, 150 e 200 pg/mL. Apds a inoculagdo, as
placas foram incubadas a 28°C por 72 h e avaliadas pela auséncia/presenca de crescimento de

coldnias.

Para o teste in vitro de casugamicina, uma solucdo estoque foi preparada na
concentracdo de 5000 pg/mL. O meio NA foi preparado, e diferentes quantidades da solugéo
estoque foram adicionadas ao meio antes de verté-lo em placas de Petri, para as concentragdes
finais de 50 e 100 pg/mL. Os isolados mantidos em tampéo fosfato foram transferidos para
meio NA e incubados por 72 h a 28°C. Ap0s esse periodo, uma alc¢a cheia de massa bacteriana
foi transferida para tubos Falcon (capacidade de 15 mL) contendo 10 mL de tampé&o fosfato
autoclavado para o preparo das suspensdes. Aliquotas de 5 pL dessas suspensfes foram
depositadas em triplicatas em meio NA, contendo casugamicina nas seguintes concentracoes
50 e 100 pg/mL. As placas foram incubadas a 28°C por 96 horas e avaliadas quanto a

auséncia ou presenca de crescimento bacteriano.

3 - Resultados

3.1 - Multiplex PCR e teste de patogenicidade

A identidade de 145 isolados foi confirmada por PCR multiplex utilizando os primers
para Xcc e Xcr, que permitiu amplificacdo de um fragmento especifico apenas para Xcc de
aproximadamente 200 bp. Desses 145 isolados, 42 eram de brocolis (B. oleracea var. italica
Plenck), 38 de repolho (B. oleracea var. capitata L.), 32 de couve (B. oleracea var. acephala

D.C.), 26 de couve-flor (B. oleracea var. botrytis L.), dois de couve-chinesa (B. pekinensis
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Lou.), dois de rabanete (Raphanus sativus L.), dois de mostarda selvagem [B. juncea (L)
Coss.] e um de planta voluntéria de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Todos os 145
isolados induziram sintomas tipicos de podriddo negra em plantas de couve-flor no primeiro
teste de patogenicidade, como necrose em “V” do ponto inoculado circundado por clorose e
escurecimento das nervuras. No entanto, observou-se variagdo na agressividade dos isolados.
Enquanto a maioria, 120 isolados, induziu sintomas tipicos em 7 dias, 25 isolados sé
induziram sintomas visiveis apds 10 dias (Tabela 1). Seis isolados ndo tiveram sua identidade
confirmada porque ndo foram patogénicos em couve-flor cv. Verona nem em nenhuma das
plantas testadas posteriormente (couve, couve-flor Cindy e brécolis) No entanto, todos os
isolados induziram uma reacdo de hipersensibilidade no fumo. Esses isolados foram
submetidos ao sequenciamento do gene rpoD para estabelecer suas identidades (Tabela 2). No
teste de patogenicidade de Xcc em tomateiro, o isolado B-2020-166 (de tomate) induziu
sintomas de clorose e pequenas lesGes necroticas. Em todas as bréssicas testadas observou-se
clorose em forma de V com nervuras enegrecidas ao longo da margem das folhas. O isolado
B-2015-51 (de brocolis) também induziu a mesma reacdo que o isolado B-2020-166. O
isolado EH 2017-50 de X. perforans ndo foi patogénico a nenhuma brassica testada,

induzindo sintomas apenas em plantas de tomate.
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Tabela 1. Designacdo, hospedeiro, origem geogréfica, ano de isolamento, patogenicidade aos

7 e 10 dias em couve-flor cv. Verona, e identificacdo dos hapl6tipos dos 151 isolados de

brassicas com sintomas de podriddo negra.

Patogenicidade  Patogenicidade Hapl6tipos
Isolado Hospedeiro Origem Ano 7 dias 10 dias BOX-PCR
B 201521 Brdcolis Antdnio Carlos SC 2015 + - H23
B 2015 24 Brécolis Angelina SC 2015 + - H25
B 2015 25 Brécolis Angelina SC 2015 + - H61
B 2015 35 Brécolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 - + H31
B 2015 36 Brocolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 + - H23
B 2015 37 Brocolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 - + H23
B 2015 38 Brocolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 - + H24
B 2015 48 Brocolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 - - H31
B 2015 49 Braécolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 + - H57
B 201550 Braécolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 + - H2
B 201551 Braécolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 + - H32
B 201552 Braécolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 + - H25
B 201553 Brocolis N. R. Vargem Bonita DF 2015 + - H30
B 201555 Brocolis Munhoz MG 2015 + - H8
B 2015 59 Brdcolis Piracicaba SP 2015 + - H26
B 2015 62 Brocolis R. Vargem Bonita DF 2015 + - H4
B 201563 Braécolis R. Vargem Bonita DF 2015 + - H49
B 201568 Braécolis Munhoz MG 2015 + - H10
B 201570 Braécolis Munhoz MG 2015 + - H6
B 2016 74 Brdcolis Rio Grande do Sul 2016 + - H30
B 2016 75 Brdcolis Rio Grande do Sul 2016 + - H30
B 2016 76 Brdcolis Rio Grande do Sul 2016 + - H11
B 2016 77 Brdcolis Gama DF 2016 - + H11
B 2016 78 Brdcolis Andradas MG 2016 - + H11
B 2016 79 Brdcolis Andradas MG 2016 + - H21
B 2016 80 Brdcolis Andradas MG 2016 - + H11
B 2016 81 Brdcolis Andradas MG 2016 - + H30
B 2017 87 Braécolis N. R. Vargem Bonita DF 2017 + - H23
B 2017 90 Bracolis N. R. Vereda DF 2017 + - H30
B 201791 Brdcolis N. R. Vereda DF 2017 + - H38
B 2018 98 Brocolis N. R. Vargem Bonita DF 2018 + - H28
B 2018 100 Brocolis N. R. Vargem Bonita DF 2018 + - H28
B 2018 106 Brdcolis N. R. Cana Estrutural DF 2018 + - H17
B 2018 107 Bracolis N. R. Cana Estrutural DF 2018 + - H17
B 2018 113 Bracolis N. R Capdo da onca Brazlandia DF 2018 + - H19
B 2018 114 Braécolis Brazlandia DF 2018 + - H18
B 2018 116 Braécolis Brazlandia DF 2018 + - H59
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B 2018 117
B 2018 118
B 2018 119
B 2018 120
B 2018 121
B 2018 122
B 2014 10
B 2014 12
B 2014 13
B 2015 14
B 2015 15
B 2015 16
B 2015 17
B 201518
B 201519
B 2015 30
B 2015 31
B 2015 32
B 2015 39
B 201541
B 2015 44
B 2015 45
B 2015 46
B 2015 47
B 2015 54
B 2015 56
B 2015 58
B 201560
B 2015 69
B 2016 72
B 2016 73
B 2017 88
B 2017 89
B 2017 94
B 2018 104
B 2018 110
B 2018 115
B 2018 99
B 2019 156
B 2019 157
B 2015 22
B 2015 23

Brocolis
Brocolis
Brocolis
Brocolis
Brocolis
Brocolis
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve
Couve chinesa

Couve chinesa

Brazlandia DF
Padre Bernardo GO
Padre Bernardo GO
Padre Bernardo GO
Padre Bernardo GO
Padre Bernardo GO
Ananindeua PA
Altamira PA
Altamira PA
Nucleo Rural Alexandre Gusméo DF
N. R. Alexandre Gusmé&o DF
N. R. Alexandre Gusméo DF
N. R. Alexandre Gusméo DF
N. R. Alexandre Gusméo DF
Gama DF
Gama DF
Gama DF
Gama DF
Brazlandia DF
Brazlandia DF
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vargem Bonita DF
Quitandinha PR
Ibitna SP
Séo José dos Pinhais PR
Séo José dos Pinhais PR
Ibitna SP
Capim Branco MG
Capim Branco MG
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vereda DF
Tijucas SC
N. R. Vereda DF
N. R Capdo da onga Brazlandia DF
Brazlandia DF
N. R. Vargem Bonita DF
Tiangua CE
Tiangua CE
Angelina SC
Angelina SC

2018
2018
2018
2018
2018
2018
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2017
2017
2017
2018
2018
2018
2018
2019
2019
2015
2015

H59
H60
H59
H60
H60
H52
H29
H8
H8
H9
H1
H14
H1
H8
H8
H1
H1
H9
H5
H20
H31
H1
H31
H31
H30
H43
H10
H9
H16
H30
H30
H23
H28
H33
H44
H19
H59
H28
H42
H36
H40
H40
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B 20141

B 2014 2

B 20143

B 2014 4

B 2014 5

B 2014 6

B 20147

B 20148

B 2015 33
B 2015 34
B 2015 40
B 2015 42
B 2015 43
B 2015 57
B 2015 64
B 2015 65
B 2015 66
B 2016 82
B 2017 84
B 2018 102
B 2018 103
B 2018 123
B 2018 124
B 2018 125
B 2019 135
B 2019 136
B 2019 137
B 2019 130
B 2019 131
B 2015 26
B 2015 27
B 2015 20
B 2015 28
B 201571
B 2017 92
B 2017 93
B 2017 95
B 2017 96
B 2017 97
B 2018 101
B 2018 127
B 2018 128

Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Couve-flor
Mostarda selvagem
Mostarda selvagem
Rabanete
Rabanete
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho roxo
Repolho

Repolho roxo

Itatiba SP
Itatiba SP
Pinhalzinho SP
Pinhalzinho SP
Pinhalzinho SP
Pinhalzinho SP
Pinhalzinho SP
Pinhalzinho SP
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vargem Bonita DF
Brazlandia DF
Brazlandia DF
N. R. Vargem Bonita DF
Munhoz MG
Munhoz MG
Munhoz MG
Ituporanga SC
Séo Sebastido do Paraiso MG
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vargem Bonita DF
Padre Bernardo GO
Padre Bernardo GO
Padre Bernardo GO
N. R. Taquara DF
N. R. Taquara DF
N. R. Taquara DF
N. R. Vargem Bonita DF
N. R. Vargem Bonita DF
Anténio Carlos SC
Anténio Carlos SC
Angelina SC
Gama DF
Aurora SC
Tijucas SC
Séo José dos Pinhais PR
Tijucas SC
Santo Antonio de Posse SP
Santo Antonio de Posse SP
N. R. Vargem Bonita DF
Guarapuava PR

Cha Grande PE

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2017
2018
2018
2018
2018
2018
2019
2019
2019
2019
2019
2015
2015
2015
2015
2015
2017
2017
2017
2017
2017
2018
2018
2018

H38
H5
H15
H12
H13
H12
H12
H63
H3
H10
H41
H6
H40
H14
H62
H22
H16
H35
H25
H56
H48
H50
H50
H51
H26
H26
H26
H54
H54
H27
H22
H5
H30
H30
H27
H33
H7
H30
H8
H47
H55
H58
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B 2018 129
B 2019 132
B 2019 133
B 2019 134
B 2019 138
B 2019 139
B 2019 140
B 2019 141
B 2019 142
B 2019 143
B 2019 144
B 2019 145
B 2019 146
B 2019 147
B 2019 148
B 2019 149
B 2019 150
B 2019 151
B 2019 152
B 2019 153
B 2019 154
B 2019 155
B 2020 159
B 2020 160
B 2020 161
B 2020 162
B 2020 163
B 2020 164
B 2020 165
B 2020 166

Repolho roxo
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho

Repolho roxo

Repolho roxo

Repolho roxo

Repolho roxo

Repolho roxo

Repolho roxo
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho
Repolho

Tomate (planta
voluntéria)

Cha Grande PE

2z z z z z zz z =z 2z zZz z 2z zZz z zZZ

Cristalina GO

Cristalina GO

Cristalina GO

R. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF
. Taquara DF

J X X X X X X X UL U OV OV UV UV UV D

. Taquara DF
R. Taquara DF
Cristalina GO
Cristalina GO
Cristalina GO
Cristalina GO
Cristalina GO
Cristalina GO
Cristalina GO
Cristalina GO

2018
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2019
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020

H65
H53
H53
H55
H50
H50
H46
H46
H45
H45
H45
H46
H45
H46
H46
H45
H64
H45
H46
H46
H46
H46
H39
H37
H37
H37
H37
H39
H34
H30
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Tabela 2. Caracteristicas dos isolados sequenciados: identificacdo, hapl6tipo, PCR multiplex
(Xanthomonas campestris pv. campestris e X. campestris pv. raphani), patogenicidade em

brécolis, couve e couve-flor, PCR para goma xantana, reacao de hipersensibilidade em fumo

Isolado Hapldtipo XcElCRXch Patogenicidade ?(er:'::na3 Hipersensibilidade
B 2014 10 H29 + - - + +
B 2015 20 H5 + - - + +
B 2015 48 H3 + - - + +
B 2015 66 H16 + - - + +
B 2015 69 H16 + - - + +
B 2018 128 H59 + - - + +
B 2015 64 H62 + - + + +
B 2018 117 H59 + - + + +
B 2019 152 H46 + - + + +
B 2019 157 H36 + - + + +
B 2020 166 H30 + - + + +

1 Xcc: Xanthomonas campestris pv. campestris; 2 Xcr: X. campestris pv. raphani; PCR
especifica para o gene gumD de acordo com as condicOes de Adriko et al. (2014).

3.2 - Sequenciamento do gene housekeeping rpoD

Todos os isolados selecionados para andlise do sequenciamento, incluido os que
apresentaram resultados conflitantes entre a patogenicidade e BOX-PCR (Tabela 3; Figura 2)
foram identificados como Xcc. Com base na arvore gerada, foi possivel distinguir dois
clusters. No cluster 1, isolados B-2014-10, B-2015-20, B-2015-48, B-2015-64, B-2015-69 e
B-2018-117 que estdo proximos de isolados da Sérvia e do Brasil. Os isolados B-2015-66, B-
2018-128, B-2019-152, B-2019-157 e B-2020-166 formaram um segundo cluster (Figura 1).

Os patovares de X. campestris, raphani e incanae foram agrupados em um cluster separado.

66



"""""""""""""" EU499096 X. campestris pv. incanae

----------------------- EU499101 X. campestris pv. raphani

R P B 2015 20

------------------------------ B 2015 48
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"""""""""""""" EU499067

- - - emiima e B 2014 10
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@ MN872660

74,6

R LR E R T T P M N872663
74,1

A B 2018 117

------------------------- B 2015 64

1
100 9
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——e B 201566
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PAU - B 2019 157 Xcc Group I

91,4

@ B 2020 166

——9--- B2018128

@ oo MK622010 Stenotrophomonas maltophilia

0.02

Figura 1. Arvore filogenética baseada nas sequencias do gene rpoD, construida por
Neighbor-Joining com o modelo de Jukes-Cantor. A sequéncia de Stenotrophomonas
maltophilia ICMP 170033 foi utilizada como outgroup. Bar: 0,02. Numero de acesso dos

isolados no GenBank esta listado nos bragos da arvore. Xcc: Xanthomonas campestris pv.
campestris.
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3.3 - Genotipagem com BOX-PCR

Os amplicons obtidos com a analise BOX-PCR dos 151 isolados variaram de 250 a
3000 bp, mas para a construgdo do dendrograma foram consideradas as bandas com melhor
resolucdo entre 250 e 1500 bp. Um total de 65 hapldtipos foram detectados entre os 151
isolados. O valor minimo de similaridade entre os isolados, de acordo com a frequéncia de
andlise de similaridade dos trés perfis gendmicos gerados pelo mesmo isolado foi de 85,86%.
Dez grupos foram definidos pela mesma andlise de frequéncia (Figura 2). O ponto de corte
para 0 Grupo 1 (49 haplotipos) foi de 63,67% de similaridade; para o Grupo 2 (seis
hapl6tipos) houve 68,88% de similaridade; Grupo 3 (um haplétipo) teve 58,12% de
similaridade; Grupo 4 (quatro haplétipos e Xcc: IBSBF-1167 e X. campestris pv. aberrans:
IBSBF-885) teve 66,62% de similaridade; Grupo 5 (X. campestris pv. aberrans: IBSBF-1104)
foi 55,35%; Grupo 6 (Xcr: IBSBF-1590, IAPAR-11300 e X. campestris pv. armoraciae:
IBSBF-1102) foi de 65,15%; Grupo 7 (dois haplétipos) foi de 66,66%; Grupo 8 (um
hapl6tipo) foi de 54,5%; Grupo 9 (um haplétipo) foi de 54,5%; e o Grupo 10 (um haplétipo)
foi de 39,4%. Os perfis gendmicos gerados ndo permitiram a distingdo entre todos o0s
patovares de X. campestris. Considerando a posic¢ao dos isolados de referéncia dos patovares
no dendrograma, observou-se que as semelhancas maximas que agruparam com os isolados
da colegédo foram de 71,14%, entre Xcc IBSBF 1167, e os isolados B-2015-49 e B- 2018-128.
O isolado de referéncia de X. campestris pv. aberransIBSBF 885 foi agrupado no mesmo
cluster que o isolado de referéncia Xcc. Os isolados de referéncia de X. campestris pv.
raphani, IBSBF 1590 e IAPAR 11300, juntamente com o isolado de referéncia de X.
campestris pv. armoraciae, IBSBF 1102 formou um grupo distinto (55,96%) dos isolados
Xcc. O isolado de referéncia de X. campestris pv. aberrans, IBSBF 1104, foi o mais distante
(46,16%) dos outros patovares. Os isolados que ndo eram patogénicos para plantas de

Brassica, ficaram dispersos em varios clusters juntamente com isolados Xcc patogénicos
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(Tabela 3). No cluster 1, 105 isolados de diferentes hospedeiros, origens geograficas e ano de
iIsolamento foram agrupados. O mesmo ocorreu no cluster 2 com 44 isolados. Isolados B-
2014-88, B-2015-25, B-2015-64, B-2018-102, B-2018-122, B-2018-129; B-2019-15 foram os
mais divergentes (55,15%) do restante da colecdo (Figura 2). Ndo houve correlagcdo entre

clusters e hospedeiras, origem geogréafica ou ano de isolamento.
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Figura 2. Dendrograma gerado a partir da comparacdo dos perfis gendmicos obtidos por

BOX-PCR de 151 isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris agente cau
podriddo negra em brassicas e isolados de referéncia (IBSBF e IAPAR). A anal

sal da
ise de

agrupamento foi realizada pelo método UPGMA e o coeficiente de Dice usado para calculo
de similaridade. IBSBF 1167; IBSBF 1590 e IAPAR 11300; IBSBF 1102; IBSBF 1104 e

IBSBF 885 sdo os isolados referencias para X. campestris pv. campestris, X. campest

ris pv.
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raphani, X. campestris pv. armoraciae, X. campestris pv. aberrans, respectivamente.

Similaridade minima limitrofe para defini¢&o de hapl6tipos de Xcc (85,86%).

3.4 - Teste de sensibilidade ao cobre e a casugamicina in vitro

Todos os 145 isolados cresceram em meio MMCC sem o cobre e com 20 pg/mL de
sulfato de cobre e 139 isolados cresceram a 50 pg/mL do produto quimico. Onze isolados
cresceram a concentracdo de 100 pg/mL, seis isolados tiveram maior tolerancia, e cresceram a
150 pg/mL. Cinco isolados apresentaram maior insensibilidade ao cobre suplantado no meio,
cresceram a 200 pg/mL. Nenhum isolado cresceu na maior concentragdo testada de 400

pg/mL de cobre (Figura 3).

Os isolados que cresceram a 100 pg/mL sdo originarios dos estados de Sdo Paulo (B-
2014-5), Santa Catarina (B-2015-28), Goias (B-2020-159) e Distrito Federal (B-2017-90, B-
2018-102, B-2018-107 e B-2018-110; B-2019-146 e B-2019-155). Os isolados que foram
insensiveis ao cobre crescendo a 200 pg/mL foram: B-2017-90, B-2018-102 e B-2018-110,
B-2019-154 e B-2020-159). Esses isolados foram coletados tanto em cultivos de agricultura
familiar, quanto em grandes produtores. Quanto ao teste in vitro de sensibilidade ao
antibidtico casugamicina, 143 isolados foram insensiveis ao antibiotico, somente dois
isolados: B-2014-8, originario de Sdo Paulo e B-2015-36 do Distrito Federal, ndo cresceram

nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL (Figura 3).
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Figura 3. Sensibilidade in vitro de isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris a

diferentes concentracdes de cobre (A) e casugamicina (B).

3.5 - Determinacdo das ragas de Xanthomonas campestris pv. campestris

Cinco racas foram detectadas no Brasil, com predominio da raca 4 (54,43%) e raca 1
(32,91%) (Tabela 3). Com relacdo aos estudos de caso do Nucleo Rural de Taquara,
Planaltina, DF, dos 21 isolados coletados em lavouras adjacentes de couve-flor (trés isolados)
e repolho (18 isolados), dois foram identificados como raca 4 e 19 como ra¢a 1. Enquanto na
cultura de repolho em Cristalina, GO, um isolado da raca 1, dois isolados da raga 3 e quatro
isolados da raca 4 foram encontrados. O isolado de tomate foi identificado como raca 4, que
também estd presente entre isolados de repolho do mesmo campo. Os dois isolados
pertencentes a raca 6 foram identificados em mostarda selvagem. Os isolados identificados
como raga 9 sdo dos segmentos de repolho, brocolis, couve-flor, de diferentes locais e anos de

coleta.
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Tabela 3. Distribuigéo das ragcas de Xanthomonas campestris pv. campestris em 79 isolados
coletados de diversas brassicas.

Gendtipos diferenciais

Raca

Wirosa JRHT?2 COB60 STT* PIC1® FBLM2% Miracle SxD1®  Total de
F1 3 F1’ isolados

1 + + + + - - + + 26

3 + + + +,V - - -1 (+) - 3

4 + - - -V - - + + 43

6 + + + + + + + + 2

9 + - - - - - - - 5

+, reacdo compativel; -, reacdo incompativel; (+) fracamente patogénico; v, variavel

'Wirosa F1 (Brassica oleracea),?Just Right Hybrid Turnip (B. rapa),2COB60 (B.
napus),*Seven Top Turnip (B. rapa),°PIC 1 (B. carinata),® Florida Broad Leaf Mustard (B.
juncea),’Miracle F1 (B. oleracea),®SxD1 (B. oleracea)

4 - Discussao

A podriddo negra em brassicas causada por Xcc leva a grandes perdas de produtividade
em todo mundo (Vicente e Holub, 2013). Apesar de estar presente no Brasil desde 1935
(Silveira, 1949), poucos estudos para caracterizar o patogeno foram feitos (Peruch et al. 2006;
Santos et al. 2008; Silva, 2008; Melo, 2012). Esses estudos abrangeram poucos isolados e/ou
amostragens em poucos estados brasileiros. Neste estudo, 144 isolados coletados de quatro
variedades de brassicas, trés espécies da familia Brassicaceae e um isolado coletado de tiguera
de tomate foram caracterizados pela morfologia da col6nia, testes de patogenicidade e por
PCR multiplex (Leu et al. 2010), tendo sua identidade confirmada como Xcc. Outros seis
isolados, que ndo foram patogénicos a brocolis, couve e couve-flor, tiveram sua identidade

confirmada como Xcc e pela analise parcial da sequéncia do gene housekeeping rpoD.

No presente estudo, a grande maioria dos isolados induziu sintomas apds 7 dias de

inoculagéo, enquanto para alguns isolados os sintomas so foram observados ap6s 10 dias de
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inoculacdo. VariagOes na agressividade em Xcc ja foram relatadas e independem da origem
geogréfica ou raca (Cruz et al. 2017). Essa variacdo também foi relatada em isolados
brasileiros associada a especificidade de hospedeiros. Miguel-Wruck et al. (2010) observaram
que, dos 33 isolados obtidos de varias regides do Brasil e do exterior inoculados em oito
espécies de bréssicas, a maioria apresentou relativo grau de especificidade, pois ndo causaram
doenca em uma ou mais das brassicas inoculadas. A perda de viruléncia de alguns isolados ja
havia sido relatada por Vicente et al. (2001) que a atribuiu as condi¢Bes de preservacdo. Além
disso, a auséncia de genes do cluster hrp poderia explicar a aviruléncia dos isolados que nédo
induziram sintomas em nenhuma das brassicas inoculadas (Kamoun et al. 1992). De acordo
com Cruz et al. (2017) para alguns isolados de X. campestris ndo foram obtidos amplicons
para o gene hrpF e eles ndo foram patogénicos a nenhum dos gendétipos de B. oleracea

testados.

Atualmente, nove racgas sdo propostas para Xcc, sendo as ragas 1 e 4 predominantes no
mundo (Vicente e Holub, 2013). Diversos estudos identificaram somente essas ragas nas
populacdes de Xcc analisadas, como o do leste da Africa (Mulema et al. 2012) e da india
(Singh et al. 2016). J& Bila et al. (2013) encontraram somente isolados da raca 1 na populacdo
de Mocambique. Dos 79 isolados que foram selecionados para o teste de raca, 43 isolados
foram identificados como raga 4, 26 isolados como raca 1 confirmando assim a
predominancia dessas racas nos isolados brasileiros, o que poderia estar relacionado ao
mercado internacional das sementes em todo o0 mundo. Ignatov et al. (2007) encontraram uma
alta frequéncia de ragca 6 em populacdes de brassicas alternativas na California, e Lema et al.
(2012) encontrou a raga 6 somente em B. rapa na Espanha. Os dois Unicos isolados da raga 6
foi encontrada em uma brassica selvagem, crescendo espontaneamente na couve-flor. No
campo de cultivo de brassicas em Planaltina-DF houve baixa variabilidade de ragas, somente

as racas 1 e 4 foram encontradas, sendo 2 isolados da raga 4 nas areas adjacentes de cultivo de
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couve-flor e repolho, e 19 isolados da ragca 1. Houve uma alta variabilidade de ragas
encontradas em cultivo de repolho em Cristalina, GO, estando presente no campo duas
cultivares, uma em maior area e a outra apenas uma pequena faixa. Dos oito isolados de Xcc
obtidos nessa lavoura foram encontradas trés racas. Esse nimero de ragas encontrado pode ser
em funcdo da variabilidade ja presente nas mudas das duas cultivares, ou ainda da
variabilidade entre cultivos anteriores na area, permanecendo o patdégeno de uma safra para
outra em restos culturais e/ou plantas alternativas e/ou ainda em plantas voluntérias de tomate.
Assim, novas populagdes de Xcc podem ser inseridas nos diferentes plantios. Nessa area, de
uma planta voluntaria de tomate com lesbes necroticas foliares, foi obtido um isolado
identificado como Xcc, pertencente a raca 4, detectada na lavoura de repolho em que a planta
de tomate se encontrava, constituindo assim o tomateiro uma nova possivel hospedeira para
esse patdgeno. Esse é, possivelmente, o primeiro relato de tomate como hospedeira de Xcc.
Ressalta-se que a referida area € principalmente cultivada com tomate para 0 processamento
industrial, sendo, portanto, importante verificar o grau de adaptabilidade, potencial patogénico
dessa bactéria a cultura do tomateiro, caso essas duas hospedeiras passem a coexistir em
situacBes agricolas. Essas adaptaces a outras espécies de plantas ja estdo relatadas em
diversas culturas por exemplo, alguns isolados de X. campestris pv. raphani (agente causal da
mancha foliar em bréssicas) passaram a infectar espécies de solanaceas, como o tomate e
foram isolados no Canada (Kuflu e Cupples 1997) e Russia (Punina et al. 2009). Isolados de
X. vasicola pv. vasculorum (agente causal da gomose em cana de agUcar) causaram a morte de

clones de Eucalyptus grandis na Africa do Sul (Coutinho et al. 2015)

A anélise de fingerprint utilizando elementos repetitivos do genoma bacteriano, tais
como REP, ERIC e BOX, tém sido amplamente utilizada para avaliar a diversidade genética
de Xcc em diversos paises como Israel (Valverde et al. 2007), Italia (Zaccardelli et al. 2008),

Nepal (Jensen et al. 2010), Espanha (Lema et al. 2012), India (Singh et al. 2016), Estados
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Unidos (Lange et al. 2016), Portugal (Cruz et al. 2017), Taiwan (Burlakoti et al. 2018) Neste
estudo, a andlise foi conduzida somente com o primer BOXALR que gerou mais bandas
reproduziveis do que os primers ERIC e REP, o que também foi verificado por Lema et al.
(2012). Em estudos anteriores, anélises dos perfis gendmicos permitiram a diferenciacdo da
maioria dos isolados ao nivel de patovar (Vicente et al. 2006; Jensen et al. 2010), no entanto,
nesse estudo os patovares campestris e aberrans se agruparam em um mesmo cluster, e o0s
demais patovares agruparam-se em um cluster distinto. Uma grande diversidade de perfis
gendmicos foram identificados na colecdo, totalizando 65 haplétipos, sendo 32 haplétipos
unicos, ou seja, haplotipos que foram representados uma Unica vez. O mesmo resultado foi
reportado por Singh et al. (2016) e Cruz et al. (2017). N&o se detectou correlacdo entre
hapl6tipo, origem geogréfica e tipo de hospedeira, o que também foi observado por Lema et
al. (2012) e Popovic et al. (2019) para isolados coletados na Espanha e Sérvia,
respectivamente. Embora, Vicente et al. (2006) e Jensen et al. (2010) tivessem verificado que
a maioria dos isolados de Xcc pertencente a mesma raca apresentaram perfis gendmicos
similares, na presente analise de isolados brasileiros, ndo se observou essa congruéncia. Os 79
isolados que foram classificados em cinco ragas foram distribuidos aleatoriamente no

dendrograma, ndo permitindo o estabelecimento de relacéo entre raca e haplétipo.

A anélise filogenética baseada no sequenciamento genes housekeeping tem sido
utilizada em varios estudos filogenéticos (Fargier e t al. 2011; Lange et al. 2016; Cruz et al.
2017; Bella et al.2019). No presente estudo, esta técnica foi utilizada para identificacdo de
isolados que, embora PCR positivos para Xcc, ndo eram patogénicos. Confirmou-se também a
identidade dos haplotipos predominantes dos quatro hospedeiros principais: brocolis, couve,
couve-flor e repolho, e do isolado obtido da tiguera de tomate. A topologia da arvore
filogenética com base no sequenciamento parcial do gene rpoD confirmou a identificagdo dos

isolados em nivel de espécie e patovar. Isolados portugueses também tiveram suas identidades
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confirmadas com base no sequenciamento do gene gyrB (Cruz et al. 2017). Nos seus estudos,
Fargier et al. (2006), utilizando abordagem MLSA com oito genes housekeeping (atpD, dnakK,
efP, gInA, gyrB, rpoD, tpiA e fyuA), revelou que quatro deles (dnaK, gyrB, rpoD e fyuA) séo
idénticos em sua utilidade para identificar Xanthomonas em nivel de género, espécie e
patovar. Entretanto, uso de rpoD ou gyrB sozinhos podem fornecer uma melhor compreenséao
da taxonomia de Xanthomonas do que aqueles baseados na regido 16S-23S (Parkinson et al.

2007). No presente estudo escolheu-se o gene rpoD para confirmar a identidade dos isolados.

Além da abordagem genotipica, realizou-se um estudo fenotipico para avaliar a
sensibilidade dos isolados ao cobre e a casugamicina in vitro. Demonstrou-se que um pequeno
namero de isolados de Xcc é resistente ao cobre, mas ha uma prevaléncia de isolados
resistentes a casugamicina no Brasil. Somente 3,45% dos isolados cresceram em 200 pg/mL
de sulfato de cobre, sugerindo uma baixa pressao de selecdo para resisténcia ao cobre, visto
que o Unico produto registrado (Cuprozeb) para o uso em brassicas tem em sua formulagéo
pequena concentracdo de cobre ativo (30% de oxicloreto de cobre equivalente a 17% de cobre
metélico). A existéncia de isolados resistente ao cobre ja foi relatada em isolados brasileiros.
Santos et al. (2008) verificaram que todos os isolados eram resistentes ao sulfato de cobre na
concentracdo de 50 pg/mL e todos foram tolerantes na concentracdo de 200 pg/mL.
Entretanto, Lugo et al. (2013) estudando isolados de Trinidad e Tobago encontraram uma alta
prevaléncia de resisténcia ao cobre na populacédo de Xcc, 54% dos isolados eram resistentes,
esses niveis de resisténcia estariam diretamente relacionados ao periodo de utilizacdo de
formulacGes a base de cobre. J& para o antibiotico casugamicina, quase todos os isolados
cresceram na concentragao de 100 pg/mL. Santos et al. (2008) encontraram isolados de Xcc
de sistemas de producéo organica em Pernambuco resistentes a diversos antibidticos, como:
amoxicilina, gentamicina e norfloxacin. A resisténcia a casugamicina pode ser explicada por

um possivel uso em plantacbes de brassicas no Brasil, pois é o Unico antibidtico registrado
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para uso em lavouras de brassicas no Brasil, apesar de ndo ser indicado para controle de Xcc

(Brasil 2020). No entanto, ndo ha dados disponiveis que possam apoiar essa hipotese.

5 - Conclusédo

A identidade de 150 isolados bacterianos provenientes de sete espécies do género
Brassica e um isolado de planta voluntaria de tomate foi elucidada. Todos os 151 isolados
foram identificados como Xanthomonas campestris pv. campestris. Nao foi detectada a
presenca do patovar raphani na colecdo estudada. Alta variabilidade entre os isolados de Xcc
foi observada com 65 haplotipos e cinco racas distintas, predominando as racas 1 e 4. Uma
nova associacdo entre Xcc e tomateiro foi encontrada, sendo o possivel primeiro relato. A
maioria dos isolados de Xcc foi sensivel a altas concentracdes de cobre in vitro. Em contraste,
a maioria dos isolados foi insensivel a altas concentracGes de casugamicina. Os resultados
aqui gerados sobre a variabilidade genotipica e fenotipica de Xcc no Brasil sdo importantes

para os programas de melhoramento e manejo da doenca.
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Reacdo de gendtipos de couve-flor a Xanthomonas campestris pv. campestris, agente

causal da podridéo negra no Distrito Federal

Resumo

A podriddo negra [Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson (Xcc)] € uma
das principais doengas em couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis). O uso de cultivares
resistentes a Xcc é considerada uma das principais medidas de controle. Os objetivos deste
trabalho foram: avaliar onze cultivares comerciais de couve-flor quanto aresisténcia apodridao
negra, além de avaliar a estabilidade da resisténcia de duas cultivares frente a um conjunto de
isolados de hapldétipos distintos de Xcc. Para tanto, conduziu-se em 2018 a 2020 dois ensaios
em casa de vegetacdo e um em campo experimental. As plantas foram inoculadas por
pulverizacdo com o isolado B-2015-51. Avaliou-se as seguintes varidveis: relacdo entre
didmetros (ratio), nimero total de folhas, peso da inflorescéncia, produtividade das cultivares
e severidade. As cultivares testadas foram: Cindy, Sarah, Sharon, Verona, EACF 2000,
Veridiana, Shiro, Piracicaba de Verdo, Vera F1, Vigo F1 e Champagne Snow. O ensaio de
estabilidade da resisténcia foi conduzido em casa de vegetacdo com as cultivares Sarah e
Cindy, que foram escolhidas por serem bastante comercializadas no pais. O hibrido EACF
2000 apresentou menor severidade em casa de vegetacdo. A cultivar Piracicaba de Verao teve
a menor severidade em campo. Ja as cultivares mais produtivas foram Vera F1 (19,64 t hal),
Verona (17,18 t ha') e Veridiana (17,15 t ha'). No ensaio de estabilidade, a resisténcia
intermediariade Sarah foi confirmada. Assim, nas condi¢fes edafoclimaticas, aliando
tolerancia apodridao negra e produtividade, as cultivares Vera F1, Verona e Veridiana podem

ser recomendadas para plantio de verdo na regido do Distrito Federal.

Palavras-chaves: Brassica oleracea var. botrytis, produtividade, resisténcia, Xanthomonas

campestris pv. campestris.
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Abstract

Black rot [Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson (Xcc)] is one of the
main diseases ofcauliflower (Brassica oleracea var. botrytis). The use of Xcc resistant
cultivars is considered one of the main control measures. The objectives of this work were: to
evaluate eleven commercial cauliflower cultivars for resistance to black rot, in addition to
evaluating the resistance stability against a set of isolates of different Xcc haplotypes. Thus,
two tests were carried out in a greenhouse and in an experimental field, conducted in 2019.
The plants were inoculated by spraying with the isolate B-2015-51. The following variables
were evaluated: relationship between diameters (ratio), total number of leaves, weight of
inflorescence, cultivar productivity and severity. The tested cultivars were Cindy, Sarah,
Sharon, Verona, EACF 2000, Veridiana, Shiro, Piracicaba de Verdo, Vera F1, Vigo F1 and
Champagne Snow. The resistance stability test was carried out in a greenhouse experiment
with the cultivars Sarah and Cindy, which were chosen as they are widely commercialized in
the country. The EACF 2000 hybrid showed less severity in a greenhouse. The cultivar
Piracicaba de Verdo had less severity in the field. The most productive cultivars were Vera F1
(19.64 t hal), Verona (17.18 t ha') and Veridiana (17.15 t hal). In the stability test, Sarah's
intermediateresistance was confirmed. Thus, under edaphoclimatic conditions, combining
black rot tolerance and yield, the cultivars Vera F1, Verona and Veridiana can be

recommended for summer planting in the Federal District region.

Keywords: Brassica oleracea var. botrytis, productivity, resistance, Xanthomonas campestris

pv. campestris.
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1 - Introducéo

A couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis L. Familia: Brassicaceae) é nativa da
regido do Mediterraneo, precisamente na Turquia e Itdlia, e uma das hortalicas mais
importantes do mundo (Gregory 2015). Atualmente € cultivada em diversos paises, sendo 0s
maiores produtores China com 10,6 milhdes de toneladas, india (8,8 milhdes), Estados
Unidos (1,2 milhdes), México (728 mil), Espanha (725 mil) e Italia (368 mil) (FAOSTAT
2020). A producdo brasileira foi de aproximadamente de 329 mil toneladas em 11.000
hectares (Melo et al. 2019). No Brasil, os maiores produtores se concentram nas regides sul e
sudeste, com destaque para os estados de Séo Paulo, Minas Gerais e Parand (Melo et al.

2019).

A producdo da couve-flor depende de uma série de fatores que séo limitantes para
producdo, tais como, tipo de solo, clima, cultivares, praticas de manejo cultural, incidéncia de
pragas e doencas (May et al. 2007). Dentre as doencas que acometem a cultura, a podridao
negra das criciferas (Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) (Pammel) Dowson) é a
principal doenca bacteriana, resultando em consideraveis perdas na produgdo e qualidade,
ocorrendo em até 88,9% das plantacGes de couve-flor (Peruch et al. 2006). A doenca é
favorecida por altas temperaturas e umidade do ar, 0 que a torna uma das doencas mais
comuns, principalmente no periodo chuvoso (Maringoni 2005). O patdgeno penetra na planta
pelas aberturas naturais, principalmente pelos hidatodios, e ferimentos causados por insetos,

animais, chuva, irrigacdo, vento e tratos culturais.

O principal sintoma da podriddo negra é a lesdo clordtica em forma de “V” com o
vertice em direcdo ao centro do limbo foliar. O patégeno torna-se sistémico invadindo as
nervuras secundarias e a nervura principal da folha, que enegrecem progressivamente,

enquanto a bactéria atinge o caule e a raiz. O escurecimento dos tecidos vasculares da origem
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ao nome comum da doenca podriddo negra (Maringoni 2005). Os tecidos afetados podem se
tornar necroticos e as folhas podem cair prematuramente; infec¢fes sistémicas podem causar
crescimento atrofiado e a morte de plantas jovens (Vicente e Holub 2013). E uma doenca
transmitida pelas sementes (Tonguc e Griffiths 2004). Além disso, a doenca se espalha por
meio de gotas de chuva e o patdgeno sobrevive em restos culturais e plantas daninhas (Silva

Junior et al. 2020).

A principal forma de controle da podriddo negra é a prevencdo, por meio de uso de
sementes sadias, tratamento de sementes, eliminacdo de fonte de indculo (restos de cultura
infectados e plantas daninhas) e adocéo de praticas agricolas que limitem a disseminacdo da
doenga, incluindo programas de irrigacéo e rotagcdo de culturas (Arias et al. 2000; Roberts et
al. 2007). Entretanto, a forma mais eficiente de controle da doenca é a utilizacdo de cultivares
resistentes (Villeth et al. 2009). A utilizacdo de cultivares e/ou hibridos resistentes tem sido
reconhecida como umas das estratégias mais econdmicas e eficazes (Saha et al.2015 Afrin et

al. 2018).

Numerosos estudos foram realizados para avaliar a resisténcia a podriddo negra em
cultivares de brassicas, repolho (Henz e Melo 1994), brocolis (Seabra Junior et al. 2007),
diversas brassicas em sistema de cultivo organico (Santos et al. 2008) e couve-flor (Morais
Junior et al. 2012; Silva et al. 2015). Assim, a avaliacdo da resisténcia de cultivares de couve-
flor a podridao negra € muito importante para a recomendacao de cultivares para cultivos em
determinadas regides e épocas e selecdo de fontes de resisténcia (Morais Junior et al. 2012).
Tais informagdes, associadas ao desempenho produtivo do material, permitirdo recomendar o
melhor material para cultivo na regido onde o estudo foi realizado (May et al. 2007). Portanto,
0 presente estudo tem como objetivo avaliar onze genotipos de couve-flor quanto a resisténcia

a podriddo negra no periodo chuvoso no Distrito Federal.
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2 - Material e métodos

2.1 - Localizacéo da area experimental

Os ensaios foram conduzidos em campo experimental do Centro Nacional de Pesquisa
de Hortalicas (Embrapa Hortalicas), em Brasilia, DF, situada nas seguintes coordenadas
geograficas 15°56'00" latitude Sul, 48°08'00" latitude Oeste e com altitude em relagdo ao
nivel do mar de 997 metros. O clima predominante na regido é o clima tropical com estacéao
seca, sendo classificado por Koppen-Geiger como Aw, com épocas secas bem definidas,
caracterizado pela presenca de duas estacfes: chuvosa (entre outubro a abril) e outra seca (de

maio a setembro).

2.2 - Instalacéo e conducdo dos ensaios de avaliacdo dos geno6tipos de couve-flor

Foram conduzidos dois ensaios, sendo um em casa de vegetacdo e um em campo
experimental (Tabela 1). As cultivares foram definidas pela disponibilidade no mercado local

e fornecimento de sementes pelas empresas fabricantes.

Tabela 1. Ensaios conduzidos e cultivares avaliadas.

Ensaio Epoca Cultivares

Ensaio 1 (casade  Out- Dez/2018 Cindy', Sarah', Sharon!, Verona?, EACF 2000
vegetacio) Shiro®*, Piracicaba de Verdo®, Vera F18, Vigo F1’,

Champagne Snow?®

Ensaio 2 (campo)  Fev- Mai/2019 Cindy!, Sarah!, Sharon!, Verona?, EACF 2000
Shiro®, Piracicaba de Verdo®, Vera F18, Vigo F17,

Champagne Snow?, Veridiana®

'Sakata Seed Sudamerica Ltda, 2Seminis Vegetable Seeds INC, ®Eagle Flores, Frutas &

Hortalicas Eireli, “Takii do Brasil Ltda, ® ISLA Sementes Ltda, *TopSeed Sementes Ltda;
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"Bejo Sementes do Brasil Ltda; 8Blue Seeds do Brasil Pesquisa, Desenvolvimento e Comércio

Ltda, °Hortec Tecnologia de Sementes Ltda.

2.2.1 - Preparo das mudas

As sementes foram submetidas a um tratamento térmico (banho maria a 50° C por 30
minutos) e secas por um ventilador por cerca de 1 h a temperatura ambiente, visando garantir
a sanidade inicial das sementes em relacdo ao patdgeno alvo do estudo (Lopes e Quezado-
Soares 1997). A semeadura foi realizada em bandejas de poliestireno de 128 células contendo
substrato comercial para hortalicas (Bio Plant Plus®) e um fertilizante de liberacdo lenta
(Osmocote®), onde se colocou uma semente por célula. As bandejas, ap6s a semeadura,
foram mantidas em casa de vegetacdo, onde as mudas se desenvolveram até o ponto de

plantio, trés a quatro folhas verdadeiras.

2.2.2 - Delineamento experimental

Nos ensaios em casa de vegetacdo, o delineamento experimental foi em blocos ao acaso
com trés repeticOes, as parcelas consistiam em cinco plantas (uma planta/ vaso de 0,7 L). Em
campo, o delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeticbes. A parcela
experimental foi constituida de 15 plantas, distribuidas em trés linhas com cinco plantas. A
parcela util considerou apenas as cinco plantas da linha central, sendo as plantas das linhas
laterais consideradas como bordadura. O espagamento utilizado foi de 0,8 m entre linhas, 0,4

m entre plantas e 1,0 m entre blocos.

2.2.3 - Inoculagéo e avaliagdo da doenga

As plantas foram desafiadas com o isolado de Xcc B-2015-51, originado de amostra de

folhas de brocolis proveniente de lavoura do Distrito Federal. Em casa de vegetacdo, as
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plantas foram inoculadas por meio de pulverizagdo da suspenséo bacteriana na concentracao
de aproximadamente 5 x 108 UFC mL™ (Asoonm= 0,3) em tampao de sulfato de magnésio na
concentragéo de 10,15 mM L MgSO4 (Alphatec, MgSO4 7H,0, 246,48 g mol™) adicionado
de surfactante Tween 20/2L a aproximadamente 0,005% (v/v), com auxilio de um
pulverizador manual de plastico com capacidade de 500 mL (Guarany®) até o ponto de
escorrimento. Apos a inoculagdo as plantas foram submetidas a condi¢Ges de cdmara Umida
por 48 horas. Em campo, as plantas foram inoculadas concentragdo de aproximadamente 107
UFC mL? (Asoonm = 0,3; diluida 1:10) com adicdo do surfactante Tween 20/2L a
aproximadamente 0,005% (v/v), com auxilio de um pulverizador costal pressurizado por Co>
(2,8 kgf cm?, munido de barra com dois bicos de jato plano TT1 110015, espacados de 0,7 m,
com consumo equivalente a 200 L ha?). As folhas foram molhadas até o ponto de
escorrimento. Ap0s a inoculacédo, utilizou-se um regime de aspersdo convencional intensivo

(trés irrigacdes diarias por até trés dias apés a inoculacao).

A severidade da doenca foi avaliada por atribuicdo de notas de acordo com niveis
crescentes de severidade, para as cinco e dez folhas aparentemente mais atacada (IS) por
planta, em casa de vegetacdo e campo, respectivamente, tendo como auxilio uma escala

diagramatica de notas (0 a 8) (Nufiez et al. 2017).

2.2.4 - Analise dos dados

Os dados de desfolha e de producdo foram submetidos a analise de variancia e teste da
Minima Diferenca Significante (LSD) a 5%, utilizando o programa computacional AgroEstat
(Barbosa e Maldonado Janior 2015). Os dados da variavel nota de severidade, por serem
ordinais (categéricos) foram utilizados para o calculo de indices de severidade de acordo com

a seguinte formula de acordo com McKinney (1923):
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IS = ¥ (Numero de plantas X respectiva Nota) X 100
Total de plantas X nota maxima

Os valores resultantes compuseram a seguinte variavel: indice de severidade por folha (IS).
Para severidade, também se avaliou o comprimento da lesdo em centimetros (CLesdo). As
variaveis de producdo avaliadas foram: (1) peso das inflorescéncias em gramas (PIF); (2)
produtividade comercial em t ha! (PDT); (3) relacdo entre os didmetros - ratio (RLD) obtida
a partir das medidas opostas, onde quanto mais préximo o valor de 1, mais circular e
compacta é a inflorescéncia; (4) ndmero total de folhas (NTF). Eles foram submetidos a
andlise de variancia e teste da Minima Diferenca Significante (LSD) a 5%, utilizando o

mesmo programa computacional.

2.2.5 - Ensaio em casa de vegetacdo

A semeadura foi realizada em 22 de outubro de 2018 nas condicdes citadas em 2.2.1. As
mudas foram plantadas em vasos de 0,7 L contendo a seguinte mistura: 9 kg de substrato
comercial (Bio Planta Plus®, 10 kg de solo autoclavado e 150 g de fertilizante de liberagéo
lenta, Osmocote®) aos 24 dias apds a semeadura (DAS). As plantas foram inoculadas no
estadio de 3-4 folhas verdadeiras, 12 dias apds o plantio (DAP), a inoculacéo foi realizada nas
condigdes citadas em 2.2.3. A severidade foi avaliada dez dias apds a inoculagdo (DAl),
atribuindo-se notas (0 a 8) para cinco folhas aparentemente mais atacadas (ISF) por planta

com auxilio de uma escala diagramatica (Nufez et al. 2017).

2.2.6 - Ensaio em campo

O solo da area foi classificado como Latossolo Vermelho Distréfico (LVd) (Santos et
al. 2013). Para o preparo da area, utilizou-se um subsolador, objetivando a descompactacao
do solo. Para facilitar o plantio e os tratos culturais, fez-se uso de um microtrator com enxada

rotativa para nivelamento do solo. A implantagdo do ensaio foi precedida de uma andlise de
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solo, tendo sido coletadas dez subamostras na profundidade de 0 a 20 cm. Essas subamostras
formaram uma amostra composta. Os resultados das andlises quimicas das amostras estdo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado das analises de solo da area experimental — 2019. Brasilia, DF, Brasil.

Ano pH MO p* K* Na*  Ca?* Mg* H+APF AP
gdm3  —-eeeeee- Mg dMB-mmms oo cmole dm3--------------
2019 57 404 127,5 302 10 2,4 1,1 6,7 0,0
*Mehlich 1.

No ensaio, em campo, para a corre¢do e adubacio foram utilizados 3 t ha™* de calcario
dolomitico com PRNT de 90%, 50 kg ha™* de P20s, 160 kg ha™* de K20 e 150 kg ha™* de N. O
nitrogénio foi parcelado em quatro vezes durante o ciclo da cultura (30 kg ha™* no plantio, 30
kg ha! apos o estabelecimento das mudas, 45 kg ha* vinte dias apds e 45 kg ha® no inicio da

formacédo da inflorescéncia), além de 5 kg de boro via solo e foliar.

A irrigacdo foi realizada por aspersdo, com uma rega diéria utilizando uma lamina de 12
mm durante uma hora (Marouelli et al. 2017). As demais préaticas culturais e controle
fitossanitario foram realizados de acordo com o recomendado para a cultura (May et al.

2007).

A semeadura foi realizada em 22 de fevereiro de 2019, com o plantio de mudas aos 28 DAS.
As mudas foram produzidas nas condigdes ja citadas em 2.2.1. O espacamento utilizado foi de
0,8 m entre linhas, 0,4 m entre plantas e 1,0 m entre blocos. As plantas foram inoculadas aos
26 (DAP) com uma suspensdo bacteriana preparada como acima em 2.2.3. Para a aplicacédo do
indculo, as condi¢des foram como as ja descritas. Durante o periodo do experimento em
campo, os dados meteoroldgicos registrados foram coletados em estacdo proxima ao local do

experimento, apresentado pelas médias mensais (Tabela 3). Para o controle de pragas e
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doencas foram utilizados inseticidas e fungicidas recomendados para a cultura, de acordo com
a ocorréncia do agente, inseto ou patdégeno na &rea experimental, adotando-se a dose

recomendada pelo fabricante. O controle de plantas invasoras foi feito com capina manual.

As colheitas foram realizadas em 13 de maio (28 DAI), 20 de maio (35 DAI) e 27 de
maio (42 DAI). Nessa ocasido avaliou-se, além das variaveis de producédo e a severidade da
doenca. A variavel relacionada ao nivel de doenca foi IS. As variaveis de producdo avaliadas
foram: (1) peso das inflorescéncias em gramas (PIF); (2) produtividade comercial em t ha-!
(PDT); (3) relagéo entre os didmetros - ratio (RLD) obtida a partir das medidas opostas, onde
quanto mais proximo o valor de 1, mais circular é a inflorescéncia; (4) nimero total de folhas

(NTF).

Tabela 3. Médias de precipitacdo, temperatura e umidade obtidas na estacdo

agrometeorologica da Embrapa Hortalicas — 2019. Brasilia, DF, Brasil.

Precipitacio Temperatura (°C) Umidade (%)
Més
(mm) Max. Min. Max. Min.
Fevereiro 269,2 29,5 18,3 82,9 45,4
Marco 140,8 28,7 18,4 78,3 49,1
Abril 211,2 28,6 17,6 81,7 48,3
Maio 80,8 28,3 15,8 71,7 42,0
Junho 0 26,8 13,1 65,4 35,7

2.3 - Avaliacdo da estabilidade da resisténcia de hibridos comerciais de couve-flor para Xcc

Em casa de vegetacdo (setembro/2020 a outubro/2020) foi conduzido um ensaio para
avaliar a estabilidade da resisténcia de hibridos comerciais de couve-flor frente a Xcc, em
esquema fatorial inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e parcela de duas folhas de

uma planta. Foram utilizadas duas cultivares, sendo escolhidas por serem mais
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comercializadas nas regides centro-oeste e nordeste. As mudas foram produzidas nas
condigdes ja citadas. Os fatores foram: Fator A. Isolados, definidos de acordo com os
haplétipos que foram isolados de plantas de couve-flor (Tabela 5); Fator B. Cultivares (Cindy;
Sarah) e Fator C. método de inoculacdo (pulverizacdo e ferimento na folha com uma pinga
dentada “mouse tooth™). A inoculagdo por pulverizagdo foi realizada como descrito para a
avaliacdo dos genotipos em casa de vegetacdo. J& para a inoculagdo por pinga foi realizada
por perfuragéo nas bordas das folhas, entre as nervuras, utilizando uma pinga dentada (“mouse
tooth”) envolta com um chumago de algodio embebido em suspensdo bacteriana na
concentracdo ja citada, em duas folhas, as plantas foram mantidas em camara umida por 48
horas. As plantas foram avaliadas aos dez (DAI), onde avaliou-se a severidade da doenca

medindo se o comprimento da lesdo em duas folhas com auxilio de um paquimetro.

Tabela 4. Dados dos isolados utilizados no ensaio de estabilidade da resisténcia de hibridos

comerciais de couve-flor.

Isolado Hospedeiro Origem Haplotipo BOX-PCR!
B-2014-5 Couve-flor Pinhalzinho-SP H13
B-2014-7 Couve-flor Nucleo Rural Vargem Bonita-DF H12
B-2015-42 Couve-flor Brazlandia-DF H6
B-2015-43 Couve-flor Munhoz-MG H40
B-2015-64 Couve-flor N. R. Vargem Bonita-DF H62
B-2017-65 Couve-flor Séo Sebastido do Paraiso-MG H22
B-2018-84 Couve-flor N. R. Vargem Bonita-DF H25

B-2018-124  Couve-flor Padre Bernardo-GO H50
B-2018-125  Couve-flor Padre Bernardo-GO H51
B-2018-137  Couve-flor N. R. Taquara-DF H26

! Haplétipos obtidos por meio da analise de BOX-PCR (Louws et al, 1994).
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3 - Resultados

3.1- Ensaio em casa de vegetacédo

Foram detectadas diferencas significativas entre as cultivares no ensaio conduzido em
casa de vegetacdo. Quanto ao no primeiro ensaio o hibrido EACF 2000 apresentou a menor

severidade, e ndo se diferindo apenas de Champagne Snow (Tabela 5).

Tabela 5. indices de severidade na folha mais atacada por planta (IS), no ensaio de cultivares

de couve-flor em casa de vegetacdo, de acordo com escalas de notas, 2018. Brasilia, DF,

Brasil.
Cultivares! IS (%)
Shiro 56,00 ab
Verona 49,33 ab
Sharon 52,00 ab
Cindy 49,33 ab
Sarah 64,00 a
EACF 2000 24,00 c
Piracicaba de Veréao 58,67 a
Vigo F1 57,33 a
Vera F1 53,33 ab
Champagne Snow 34,67 bc
C.V (%) 26,46

L A cultivar Piracicaba de Verdo é uma cultivar de polinizagdo aberta. * Médias seguidas de
mesma letra nas colunas diferem estatisticamente entre si pelo teste t de Student, a 5% de

probabilidade.
3.2 - Ensaio em campo

Foram detectadas diferencas significativas entre as cultivares no ensaio conduzido
quanto ao indice de severidade por folha (IS%) (Tabela 6). Porem, houve menor distingdo

entre as cultivares, notada apenas entre os extremos de severidade. A cultivar que teve o
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maior indice de severidade foi Cindy (44,25%) diferiu-se, apenas de Piracicaba de Verédo
(33,62%). Em relacdo as caracteristicas comerciais e produtividade, as cultivares ndo foram
muito distintas, apresentando em geral bom padrdo de comercializacdo quanto a relacdo de
diametros da cabeca, com a cultivar EACF 2000 (0,96) com uma menor relagdo entre os
diametros, diferindo-se de Sarah (1,05) e Cindy (1,04) que tiveram a maior relacdo; e peso da
cabeca, com a cultivar Vera F1 (628,50 g) diferindo-se de Piracicaba de Verao (396,55 g). Foi
detectada diferenca entre Piracicaba de Verdo (12 t hat) e Vera F1 (19 t ha) (Tabela 7).
Quanto ao numero total de folhas, as cultivares Sharon (20,20) e Verona (19,50), também
tiveram o maior nimero total de folhas diferindo-se de Veridiana (13,55) que teve o menor

namero total de folhas (Tabela 7).

Tabela 6. indices de severidade na folha mais atacada por planta (IS), no ensaio de cultivares

de couve-flor em campo, de acordo com escalas de notas, 2019. Brasilia, DF, Brasil.

Cultivares! IS (%)
EACF 2000 41,87 ab
Sarah 36,37 ab
Verona 41,00 ab
Sharon 40,43 ab
Cindy 44,25 a
Veridiana 40,75 ab
Shiro 41,37 ab
Vera F1 37,71 ab
Vigo F1 34,75 ab
Piracicaba de Veréo 33,62 b
Champagne Snow 42,50 ab
C.V (%) 24,49

L A cultivar Piracicaba de Verdo é uma cultivar de polinizacdo aberta. * Médias seguidas de
mesma letra nas colunas diferem estatisticamente entre si pelo teste t de Student, a 5% de

probabilidade.
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Tabela 7. Relacdo entre didmetros (ratio) (RDIF), nimero total de folhas (NTFOLHAS), peso
da inflorescéncia (PIF) e produtividade das cultivares e hibridos de couve-flor em ensaio de

campo, 2019. Brasilia, DF, Brasil..

Cultivares! RDIF NTFOLHAS PIF (g) PRODUT (t ha)
EACF 2000 1,03 b 16,75b 479,90 bed 15,00 bed
Sarah 1,06 ab 15,70 be 408,35 cd 12,76 cd
Verona 1,04 ab 19,50 a 549,95 ab 17,18 ab
Sharon 1,06 ab 20,20 a 494,95 bed 15,46 bcd
Cindy 1,03 ab 14,25 cde 442,05 bed 13,81 bed
Veridiana 1,04 ab 13,55 e 548,95 ab 17,15 ab
Shiro 1,04 ab 16,00 bc 399,50 cd 12,48 cd
Vera F1 1,04 ab 13,70 de 628,50 a 19,64 a
Vigo F1 111a 15,55 bed 421,85 bed 13,18 bcd
Piracicaba de 1,05ab 14,15 cde 386,55d 12,08d
Veréo

Champagne Snow 1,01 b 16,65b 524,00 abc 16,37 abc
C.V (%) 4,97 8,62 18,90 18,91

L A cultivar Piracicaba de Verdo € de polinizacdo aberta. * Médias seguidas de mesma letra

nas colunas diferem estatisticamente entre si pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade.

3.3 - Avaliacdo da estabilidade da resisténcia de hibridos comerciais de couve-flor para Xcc

Apesar dos resultados de avaliacdo de cultivares nao terem sido conclusivos, escolheu-
se as cultivares Cindy e Sarah para a avaliagdo com um grupo de isolados de haplétipos mais
frequentes encontrados nas lavouras de couve-flor, de acordo com os resultados obtidos no
estudo de variabilidade (capitulo 2). Apesar de indistintas nesses ensaios, no ensaio de
estabilidade, para a variavel indice de severidade (CLesdo) foram significativos os efeitos de
cultivar (P = 0,01), efeitos de isolado (P< 0,0001) e efeito de método de inoculagdo (P<
0,0001), tendo sido significativo o efeito da interacdo cultivar x isolado (P = 0,02), da
interacdo isolado x método de inoculacdo (P< 0,0001), e ndo tendo sido significativo a

interacdo cultivar x método de inoculacdo (P = 0,24) e a interagdo cultivar x isolado X
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inoculacédo (P = 0,08). Assim, tomando o conjunto de isolados como um todo a cultivar Sarah

apresentou menor severidade do que a cultivar Cindy (Tabela 8 e 9).

Tabela 8. Comprimento (cm) da lesédo foliar (CLesao) por isolado e cultivar nas folhas

inoculadas de hibridos de couve-flor em casa de vegetacédo, 2020. Brasilia, DF, Brasil.

Isolado Cindy Sarah
B-2014-5 2,39a* A 158b B
B-2014-7 1,33b A 1,23 bc A
B-2015-42 2,15a A 1,67ab A
B-2015-43 1,29b A 0,49d B
B-2015-64 0,61cd A 0,70cd A
B-2017-65 0,66 cd A 0,60d A
B-2018-84 0,57d A 0,72cd A
B-2018-124 250a A 198a A
B-2018-125 1,11 bc A 1,26 b A
B-2018-137 1,32b A 1,58 ab A
C.V (%) 14,68 -

* Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e mesma letra maiuscula na linha

ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade. Os dados

foram transformados (3/x + 0,5).
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Tabela 9. Comprimento (cm) da les&o foliar (CLesao) por isolado e método de inoculagéo,
nas folhas inoculadas de hibridos de couve-flor em casa de vegetacdo, 2020. Brasilia, DF,

Brasil.

Isolado Pinca Pulverizacéo
B-2014-5 2,14 a A* 183a A
B-2014-7 136¢c A 1,20b A
B-2015-42 1,96 ab A 185a A
B-2015-43 1,10c A 0,68 bc A
B-2015-64 131c A 0,00d B
B-2017-65 126¢c A 0,00d B
B-2018-84 128¢c A 0,00d A
B-2018-124 225a A 223a A
B-2018-125 1,55 bc A 0,83bcB
B-2018-137 227a A 0,64c B
C.V (%) 14,68 -

* Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e mesma letra maiuscula na linha

ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade. Os dados

foram transformados (3/x + 0,5).

4 - Discussao

A podriddo negra € uma doenca muito importante para a cultura da couve-flor. No
presente estudo ndo se encontrou nenhuma cultivar comercial que foi altamente resistente ao
patdgeno, em consonancia a diversos estudos anteriores com couve-flor e outras brassicas,
como o repolho (Henz e Melo, 1994) e o brécolis (Seabra Junior et al., 2007). Santos et al.
(2008) analisando a reacdo de quatro cultivares de couve-flor em casa de vegetacao,
observaram que nenhuma cultivar era resistente a podriddo negra, sendo as Bola de neve e
Piracicaba de Verdo sendo consideradas altamente suscetivel. No mesmo estudo, as cultivares
Piracicaba precoce e Cindy foram consideradas medianamente resistentes. Ja Morais Junior et

al. (2012), em seus estudos com seis gendtipos de couve-flor, verificou que as cultivares
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Verona e Piracicaba de Verdo foram consideradas resistentes a podriddo negra em condicdes
de campo. Silva et al. (2015) estudando seis gendtipos de couve-flor avaliaram que a cultivar
Verona foi 0 genotipo mais resistente nos dois anos que o estudo foi conduzido, porém no
presente trabalho a cultivar Verona foi uma das mais suscetiveis em condi¢cdes de campo,
divergindo do resultado encontrado por Morais Junior et al. (2012) e de Silva et al. (2015). No
entanto, as cultivares Sarah e Sharon foram suscetiveis, 0 mesmo resultado encontrado nos
estudos de Morais Junior et al. (2012) e de Silva et al. (2015). Um fator que pode afetar o
comportamento das cultivares nos dois ambientes (casa de vegetacdo e campo) e, estagios de
desenvolvimento, é a arquitetura da planta relacionada a inclinacdo das folhas. Acredita-se
que em campo, haverd menor ou maior acimulo de agua sobre a superficie das folhas, que
favorece as doencas bacterianas foliares em geral, de acordo com essa caracteristica intrinseca
de cada genotipo. Sharma et al. (1991) estudando a cinco cultivares com diferentes tipos de
arquitetura, observaram que ndo houve correlagdo entre arquitetura, incidéncia e severidade
da doenga, as duas cultivares que tiveram melhor desempenho frente a doenca foram de porte

semi ereto e de porte prostado.

Apesar da resisténcia genética ser o importante para o controle das doencas bacterianas,
outras variaveis estdo envolvidas na indicagdo da cultivar ideal para a regido de estudo. As
variaveis de producdo tém um aspecto importante nos estudos de reacdo de genoétipos, nos
estudos de Morais Junior et al. (2012) e Silva et al. (2015), apesar de a cultivar Cindy nédo
apresentar alta resisténcia a podriddo negra, se destacou como o genotipo mais produtivo,
nesses estudos. Jiang et al. (2011) relataram que ndo apenas 0s genotipos resistentes possuem
mecanismos de resposta de defesa, mas o0s suscetiveis também. Assim, o termo tolerante é o
mais apropriado para as cultivares que mantém a produtividade apesar da doenca (Jiang et al.
2011). Os genotipos que podem ser classificados como tolerantes no presente estudo sdo Vera

F1 (19,64 t ha'), Verona (17,18 t ha) e Veridiana (17,15 t hat).
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Para a variavel produtividade, considerando a média de 15,47 t ha' encontrada por
Castoldi et al. (2009), os genotipos avaliados tiveram valores de produtividades entre 15,20 e
21,57 t hal (2018) e 12,08e 19,64 t hal (2019) no presente estudo. A produtividade potencial
para couve-flor varia de 15 a 25 t hal (May et al. 2007). Fatores bidticos e abidticos também
contribuem de forma decisiva para o incremento de produtividade em couve-flor por interferir

fisiologicamente nos seus estadios de desenvolvimento.

A interacdo genétipo com o ambiente demonstra o comportamento diferencial dos
gendtipos em funcdo da diversidade ambiental, como se sabe, um genétipo pode ter um
desempenho inferior de acordo com as condigdes ambientais da época de cultivo
(Annicchiarico, 2002). Nesse contexto, 0s genoétipos estudados, nos dois anos de cultivos,

tiveram desempenhos diferentes com relagéo aos dados de producdo e severidade.

No presente estudo, todas as cultivares tiveram valores acima de 0,88 para a relacdo
entre os diametros da inflorescéncia. Em couve-flor, um dos parametros buscado na qualidade
comercial de sua inflorescéncia é sua compacidade, ou seja, onde observa-se os floretes ainda
unidos e mantendo a uniformidade da inflorescéncia. A RDIF é a razdo entre o diametro
transversal com o longitudinal onde o resultado expresso deve ser proximo a 1 o que mostra
qgue a compacidade da cabeca é praticamente perfeita onde assume-se um circulo perfeito.

Segundo Caixeta et al. (2000) valores acima de 0,88 sdo aceitaveis para todos os cultivares.

Em relacdo ao numero total de folhas, as cultivares Sharon (22,35) e Verona (21,90)
apresentaram as maiores médias. Em estudo anterior, o nimero total de folhas para a cultivar
Verona foi de em média de 25 folhas (Castoldi et al. 2009). O melhoramento genético tem
procurado melhorar o potencial produtivo de diversas culturas, levando em consideragdo seu
idedtipo. Com o aumento do nimero de folhas, pode-se obter um aumento no indice de area

foliar, resultando em maior capacidade fotossintética, desde que se considere um angulo de
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insercdo das folhas superiores do tipo ereto (May et al. 2007). Ao longo dos anos, 0
melhoramento da couve-flor foi direcionado para genétipos com folhas grandes e maior
namero de folhas. Além disso, segundo os autores, plantas com folhas maiores podem tolerar
melhor o dano causado pelo patégeno. Assumindo que a doenga avanga na mesma velocidade
em todas as folhas, o patdgeno invadira uma folha com uma superficie menor em menos
tempo que uma folha com uma maior. Plantas com folhas maiores poderiam deter a expansao

da clorose, mantendo parte da folha fotossinteticamente ativa (lglesias-Barnabé et al. 2019).

Quanto as diferencas aos métodos de inoculagdo, alguns isolados ndo induziram doenca
quando pulverizados, e apresentaram menor severidade da doenca por esse método de
inoculagdo. Respostas varidveis em bréssicas também foram registrados quando diferentes
métodos de inoculacdo séo usados (Vicente et al, 2006; Fargier e Manceau 2007). Depois da
inoculacdo por pulverizacdo, € comum que as folhas fiquem cobertas com pequenas manchas
escuras no limbo que eventualmente evoluem para os tipicos sintomas de podriddo negra. Por
outro lado, os sintomas aparecem mais rapidamente e sao mais 6bvios ap6s a inoculagdo por

ferimento nas folhas (Cruz et al. 2017).

A heranca genética para a resisténcia a podriddo negra tem sido amplamente estudada,
até o presente momento nenhum gene de resisténcia foi identificado (Vicente e Holub 2013).
Embora a resisténcia das cultivares a Xcc seja 0 método de controle mais eficaz para o
controle da doenca em couve-flor, na pratica, o sucesso é limitado porque as cultivares
estudadas ndo apresentaram resisténcia. O uso de cultivares mais tolerantes, combinado com o
tratamento de sementes, rotacdo de culturas e a utilizacdo de agrotoxicos eficazes devem ser

consideradas como melhor manejo para a podriddo negra em couve-flor.
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5 - Concluséo

Os programas de melhoramento de bréassicas ainda tém um longo caminho a percorrer
para desenvolver gendtipos altamente resistentes a Xcc, pois poucas fontes de resisténcia
foram relatadas em B. oleracea, e a maioria dessas fontes ndo séo cultivadas comercialmente.
Em couve-flor, o fato de o produto comercial ser a inflorescéncia e a doenca afetar
negativamente a aparéncia das folhas, gendtipos intermediarios podem ser indicados para o
produtor. Sendo assim, as cultivares Verona, Veridiana e Vera F1, por terem mostrado reacéo
intermediaria a podriddo negra e terem mantido os padrdes de produtividade nos ensaios de
campo, podem ser recomendadas para o cultivo no periodo de verdo-outono no Distrito

Federal.
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Avaliacdo de programas de integracao e produtos de protecdo para o

controle da podridao negra
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Avaliacao de programas de integracgéo e produtos de protecdo para o controle da

podridao negra

Resumo

A podriddo negra [Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson (Xcc)] € uma
das principais doencas que causam prejuizos na cultura da couve-flor (Brassica oleracea var.
botrytis). Uma das principais praticas de manejo é a utilizacdo de agrotéxicos. O presente
estudo tem como objetivo avaliar a acdo e integracdo desses agrotoxicos disponiveis para uso
em couve-flor para o controle da podriddo negra em condicGes de campo e casa de vegetacéo.
Assim, instalou-se um ensaio em campo experimental e um em casa de vegetacdo, nos anos
2019 e 2020, respectivamente. No ensaio de campo avaliou-se as seguintes variaveis: relacao
entre diametros (ratio), numero total de folhas, peso da inflorescéncia, produtividade das
cultivares e severidade. Em casa de vegetacdo avaliou a severidade da doenca por meio de
uma escala de notas, comprimento da lesdo e pontos de infeccdo. Os agrotoxicos avaliados
foram: azoxistrobina e difenoconazol, Oleo essencial de Melaleuca alternifolia;
trifloxistrobina e tebuconazol; oxicloreto de cobre e mancozebe; Bacillus subtilis linhagem
Y 1336; casugamicina. Em condi¢fes de campo nenhum programa de integracdo teve efeito na
severidade da doenca. Além disso, observou-se efeitos dos programas de integracdo no peso
da inflorescéncia e produtividade. Em casa de vegetacdo, o agrotoxico a base de Bacillus
subtillis reduziu a severidade da podriddo negra em couve-flor quando aplicado via foliar.
Sendo assim, essa modalidade de aplicacdo deve ser avaliada em campo com vistas a sugestéo
de modificagédo da bula para a inclusdo do alvo e respectiva modalidade de aplicagdo e dessa
forma, disponibilizar alternativa de controle dessa importante doenca ao produtor.

Palavras-chaves: Brassica oleracea var. botrytis, controle bioldgico, controle quimico

manejo integrado, Xanthomonas campestris pv. campestris
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Abstract

Black rot [Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson (Xcc)] is one of the
main diseases that cause damage to the cauliflower crop (Brassica oleracea var. botrytis).
One of the main management practices is the use of phytosanitary products. This study aims
to evaluate the action and integration of these products available for use in cauliflower to
control black rot in field and greenhouse conditions. Thus, a trial in an experimental field and
a greenhouse was installed in the years 2019 and 2020, with a randomized block design with
three replications (greenhouse) and four replications in the field. Where the severity of the
disease was assessed using a scale of scores, length of the lesion and points of infection in the
greenhouse. And the following variables: relationship between diameters (ratio), total number
of leaves, weight of inflorescence, yield of cultivars and severity for the field trial. The
pesticides evaluated were: azoxystrobin and difenoconazole, essential oil of Melaleuca
alternifolia; trifloxystrobin and tebuconazole; copper oxychloride and mancozebe; Bacillus
subtilis strain Y1336; casugamycin. Under field conditions, no integration program influenced
the severity of the disease. In addition, the effects of integration programs on the weight of
inflorescence and productivity were observed. In a greenhouse, the product based on Bacillus
subtillis reduced the severity of black rot in cauliflower when applied via leaf. Thus, few
pesticides managed to reduce the severity of black rot in cauliflower.

Keywords: Brassica oleracea var. botrytis, biological control, chemical control, integrated

management, Xanthomonas campestris pv. campestris
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1 - Introducéo

A couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis) teve seu consumo aumentado devido,
principalmente, ao seu reconhecimento como alimento funcional, o que refletiu em
crescimento significativo de mercado para essa cultura, tornando a producgdo ainda mais
crescente nos anos seguintes (Abul-Fadl 2012). Essa cultura é considerada de grande
importancia para agricultura familiar, com répido retorno monetario para os produtores e com
grandes volumes de producdo em diversos estados brasileiros (Melo et al. 2019).

Nesse contexto, a producdo brasileira se concentra nas regides Sudeste e Sul, com 0s
estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Parana sendo
responsaveis por 86% do total comercializado nas Ceasas (ProHort 2018). No Brasil, a
produtividade média se encontra em 20 t ha (Melo et al. 2019). A cultura da couve-flor é
acometida por diferentes pragas e doencas que diminuem a qualidade e produtividade, dentre
elas, a podriddo negra das brassicas é a mais comum (Peruch et al. 2006).

A podriddo negra tem como agente causal Xanthomonas campestris pv. campestris
(Xcc) (Pammel) Dowson, uma bactéria aerdbia, gram-negativa e capaz de produzir
polissacarideo extracelular (goma xantana) (Aires et al. 2011). A doenca é transmitida pela
semente, mudas infectadas, restos de colheita e solo (Silva Junior et al. 2020). A bactéria
entra nos tecidos da planta através dos hidatddios nas margens das folhas por reabsorcdo das
gotas de gutacdo na folha, coloniza os espacos intercelulares e se movem através do sistema
vascular, produzindo goma xantana que obstrui os vasos do xilema e restringe o fluxo de
agua, resultando em lesdes clordticas em forma de “V”. A doenga é denominada podriddo
negra devido ao escurecimento dos vasos, resultante do movimento do patdgeno atraves do
tecido vascular (Vicente e Holub 2013).

O manejo da doenga, geralmente, inclui o uso de material de plantio saudavel e

certificado (sementes e mudas), rotacdo de culturas, eliminacao de outras fontes potenciais de
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indculo (restos de culturas infectadas e plantas daninhas) e uso de cultivares resistentes, mas
esses métodos mostraram apenas um sucesso limitado na pratica (Taylor et al. 2002). A
atividade antibacteriana do cobre estd bem estabelecida e o0 uso de compostos de cobre para
tratar doencas de plantas bacterianas tornou-se padrdo no inicio dos anos 1900 (Clark e
Stephen 1905). Porém, o uso sisteméatico de compostos de cobre levou ao aparecimento de
isolados de Xcc resistentes (Voloudakis et al. 2005; Lugo et al. 2013).

Com a descoberta dos antibidticos nas décadas de 1950 e 60, essas moléculas
mostraram-se uma excelente ferramenta quimica para o controle de diversas doencas
bacterianas de plantas (Dunegan et al. 1954; Umezawa et al. 1965). Apesar do seu sucesso, a
resisténcia aos antibioticos em bactérias fitopatogénicas comecou a aparecer, alguns anos
apos a introducdo do uso destes agrotdxicos (Moller et al. 1981). Portanto, tem se buscado
formas alternativas de controle da podrid&o negra.

O controle biolégico surge como uma alternativa para o controle desta doenca. Para isso
utiliza-se de microrganismos benéficos e/ou de seus metabdlitos para o controle de diferentes
patdgenos por varios mecanismos que incluem competicdo por nutrientes e espaco, antibiose,
resisténcia induzida ou parasitismo. Além disso, diversos microrganismos antagonistas
utilizados para o controle biol6gico de fitopatdgenos apresentam a capacidade de promover o
crescimento vegetal e induzir seus mecanismos de defesa contra patégeno (Perez-Garcia et al.
2011). Dentre esses microrganismos estdo as bactérias do género Bacillus que tem a
capacidade de produzir amplo espectro de antibidticos e outros metabolitos com atividade
antagbnica contra fitopatdgenos (Zhao et al. 2018). As espécies de Bacillus sdo comumente
encontradas no solo, rizosfera e filosfera. Bactérias desse género sdo conhecidas por
promover o crescimento de plantas e tém demonstrado capacidade de colonizar plantas

endofiticamente, o que é uma caracteristica importante para o biocontrole de patégenos
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vasculares (Monteiro et al. 2005). Entre as espécies de Bacillus, as mais comumente utilizadas
sdo Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus pumilis (Wulff et al. 2002).

De forma mais ampla, o uso de produtos naturais extraidos ou fermentados de vérias
fontes também pode ser considerado como controle bioldgico. O uso de extratos de plantas e
Oleos essenciais apresentaram atividade antibacteriana contra varios isolados de Xcc
(lacobellis et al. 2005; Vigo-Schultz et al. 2006; Da Silva et al. 2019; Da Silva et al. 2020).

H& um numero reduzido de agrotoxicos registrados para o uso em hortalicas (Cruz
2013). Os ingredientes ativos (i. a.) que tém registro para utilizacdo na cultura da couve-flor
sdo: azoxistrobina, Bacillus subtilis linhagem Y1336, mancozebe e oxicloreto de cobre,
casugamicina, tebuconazol e trifloxistrobina, 6leo de casca de laranja, Bacillus subtilis
linhagem QST 713, Bacillus pumilus linhagem QST 2808, dleo essencial de Melaleuca
alternifolia, Bacillus amyloliquefaciens MBI600 (Brasil 2020), mas somente Bacillus
amyloliquefaciens MBI1600 tem como patdgeno alvo Xcc.

Diante do exposto acima, o objetivo deste estudo foi avaliar programas de integracéo de
agrotoxicos registrados para a couve-flor que tenham ativos com potencial para o controle de
bacterioses, visando a reducdo da severidade da podriddo negra. Investigou-se ainda, o efeito

isolado de cada produto em condigdes de casa de vegetacgéo.

2 - Material e métodos

2.1 - Localizacao da area experimental

Os ensaios foram conduzidos em campo experimental do Centro Nacional de Pesquisa
de Hortalicas (Embrapa Hortalicas), em Brasilia, DF, situada nas seguintes coordenadas
geogréficas 15°56'00" latitude Sul, 48°08'00" latitude Oeste e com altitude em relagdo ao
nivel do mar de 997 metros. O clima predominante na regido é o clima tropical com estacéo

seca, sendo classificado por Koppen-Geiger como Aw, com épocas secas bem definidas,
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caracterizado pela presenca de duas estacGes: chuvosa (entre outubro a abril) e outra seca (de

maio a setembro).

2.2 — Instalacdo e conducéo dos ensaios de avaliacdo de produtos de protecéo fitossanitaria

Foram conduzidos dois ensaios, sendo um em campo e um em casa de vegetacdo. As
cultivares utilizadas foram: Cindy (Sakata Seed) e EACF 2000 (Eagle Flores, Frutas e
Hortalicas EIRELI) para campo. Cindy (Sakata Seed Sudamerica Ltda) para casa de

vegetacéo.

2.2.1 — Preparo das mudas

As sementes foram submetidas a um tratamento térmico (banho maria a 50° C por 30
minutos) e secas por um ventilador por cerca de 1 h a temperatura ambiente, visando garantir
a sanidade inicial das sementes em relacdo ao patdgeno alvo do estudo (Lopes e Quezado-
Soares 1997). A semeadura foi realizada em bandejas de poliestirenode 128 células contendo
substrato comercial para hortalicas (Bio Plant Plus®) e um fertilizante de liberacdo lenta
(Osmocote®), onde se colocou uma semente por célula. As bandejas, apds a semeadura,
foram mantidas em casa de vegetacdo, onde as mudas se desenvolveram até o ponto de

plantio.

2.2.2 — Delineamento experimental

No ensaio em campo, o delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro
repeticbes e nove tratamentos. A parcela experimental foi constituida de 15 plantas,
distribuidas em trés linhas com cinco plantas. A parcela Gtil considerou apenas as cinco
plantas da linha central, sendo as plantas das linhas laterais consideradas como bordadura. O

espacamento utilizado foi de 0,8 m entre linhas, 0,4 m entre plantas e 1,0 m entre blocos. Em
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casa de vegetacdo, o delineamento experimental foi em blocos ao acaso com trés repeticdes e

sete tratamentos, as parcelas consistiam em cinco plantas (uma planta/ vaso de 0,7L).

2.2.3 - Inoculacdo e avaliacdo da doenca

As plantas foram desafiadas com o isolado de Xcc B-2015-51, originado de amostra
de folhas de brocolis proveniente de lavoura do Distrito Federal. Em casa de vegetacdo, as
plantas foram inoculadas por meio de pulverizacdo da suspensdo bacteriana na concentracao
de aproximadamente 5 x 108 UFC mL™ (Asoonm= 0,3) em tampé&o de sulfato de magnésio na
concentragédo de 10,15 mM L MgSO4 (Alphatec, MgSO4 7H,0, 246,48 g mol™) adicionado
de surfactante Tween 20/2L a aproximadamente 0,005% (v/v), com auxilio de um
pulverizador manual de plastico com capacidade de 500 mL (Guarany®) até o ponto de
escorrimento. Apds a inoculacdo as plantas foram submetidas a condi¢fes de camara Umida
por 48 horas. Em campo, as plantas foram inoculadas concentracdo de aproximadamente 107
UFC mL? (Asonm = 0,3; diluida 1:10) com adicdo do surfactante Tween 20/2L a
aproximadamente 0,005% (v/v), com auxilio de um pulverizador costal pressurizado por Coz
(2,8 kgf cm?, munido de barra com dois bicos de jato plano TTI 110015, espacados de 0,7 m,
com consumo equivalente a 200 L ha?). As folhas foram molhadas até o ponto de
escorrimento. Apds a inoculacdo, utilizou-se um regime de aspersdo convencional intensivo
(trés irrigacdes diarias por até trés dias ap6s a inoculacao).

A severidade da doenca foi avaliada por atribui¢cdo de notas de acordo com niveis
crescentes de severidade, para as trés folhas aparentemente mais atacada (IS) por planta, em
casa de vegetacdo, respectivamente, tendo como auxilio uma escala diagramatica de notas (0 a
8) (Nufiez et al. 2017). Também se avaliou a severidade por comprimento da lesdo (CLes&0)

em centimetros, com auxilio de um paquimetro e se contou o numero de pontos de infeccdo
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ao longo da borda da folha inoculada (P1), em casa de vegetacdo. Em campo, a severidade da

doenca foi avaliada pela incidéncia de folhas com sintomas (INC)

2.2.4 — Analise de dados

Os dados de desfolha e de producdo foram submetidos a analise de variancia e teste da
Minima Diferenca Significante (LSD) a 5%, utilizando o programa computacional AgroEstat
(Barbosa e Maldonado Janior 2015). Os dados da variavel nota de severidade, por serem
ordinais (categdricos) foram utilizados para o calculo de indices de severidade de acordo com
a seguinte formula McKinney (1923):

IS =¥ (Numero de plantas X respectiva Nota) X 100
Total de plantas X nota méxima

Os valores resultantes compuseram a seguinte variavel: indice de severidade por folha
(IS). Para severidade, também se avaliou o comprimento da lesdo (CLesdo), o numero de
pontos de infec¢do na folha (PI) e incidéncia de folhas com sintomas (INC) em campo. As
variaveis de producdo avaliadas foram: (1) peso das inflorescéncias em gramas (PIF); (2)
produtividade comercial em t ha (PDT); (3) relacdo entre os didmetros - ratio (RLD) obtida
a partir das medidas opostas, onde quanto mais proximo o valor de 1, mais circular e
compacta é a inflorescéncia; (4) nimero total de folhas (NTF). Eles foram submetidos a
andlise de variancia, teste da Minima Diferenca Significante (LSD) a 5% e teste de Dunnet

utilizando o mesmo programa computacional.

2.2.5 — Ensaio em campo

O solo da éarea foi classificado como Latossolo Vermelho Distréfico (LVd) (Santos et
al. 2013). Para o preparo da area, utilizou-se um subsolador, objetivando a descompactacao
do solo. Para facilitar o plantio e os tratos culturais, fez-se uso de um microtrator com enxada

rotativa para nivelamento do solo. A implantacdo dos ensaios foi precedida de uma analise de
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solo, tendo sido coletadas dez subamostras na profundidade de 0 a 20 cm. Essas subamostras
formaram uma amostra composta. Os resultados das andlises quimicas das amostras da area

experimental estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado das analises de solo da area experimental, 2019. Brasilia, DF, Brasil.

Ano  pH MO  P* K* Na*  Ca** Mg** H+ AR AP

2019 59 47,1 34,3 329 10 59 15 4.6 0,0
*Mehlich 1.

No ensaio de campo, para a correcido e adubacdo foram utilizados 0,83 t ha? de
calcério dolomitico com PRNT de 90%, 260 kg ha* de P2Os, 160 kg ha™ de KO e 150 kg ha
1 de N. O nitrogénio foi parcelado em quatro vezes durante o ciclo da cultura (38 kg ha™ no
plantio, 38 kg ha ap6s o estabelecimento das mudas, 38 kg ha* vinte dias apds e 38 kg ha*
no inicio da formacao da inflorescéncia), além de adubacdo de 4 kg de boro via solo e foliar.

A irrigacdo foi realizada por aspersao, com uma rega diaria utilizando uma lamina de
12 mm durante uma hora (Marouelli et al. 2017). As demais praticas culturais e controle
fitossanitario foram realizados de acordo com o recomendado para a cultura (May et al.
2007).

A semeadura das cultivares Cindy e EACF 2000 foi realizada em 3 de setembro de
2019, com o plantio de mudas aos 30 dias apds o semeio (DAS). As mudas foram produzidas
nas condicdes ja citadas em 2.2.1.0 espacamento utilizado foi de 0,8 m entre linhas, 0,4 m
entre plantas e 1,0 m entre blocos. As plantas foram inoculadas aos 31 dias apds o plantio
(DAP) com uma suspensdo bacteriana preparada como acima em 2.2.3. Para a aplicagdo do
indculo, as condi¢bes foram como as ja descritas em 2.2.3. Durante o periodo do experimento
em campo, os dados meteoroldgicos registrados foram coletados em estagdo proxima ao local

do experimento, apresentado pelas médias mensais (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias de precipitacdo, temperatura e umidade obtidas na estacéo
agrometeoroldgica da Embrapa Hortaligas — 2019. Brasilia, DF, Brasil.

Vios Precipitacio Temperatura (°C) Umidade (%)
(mm) Max. Min. Max. Min.
Setembro 4,8 33,0 18,2 42,0 18,7
Outubro 104,2 32,7 18,5 69,9 24,8
Novembro 159,2 29,9 18,1 79,3 40,7
Dezembro 187,2 29,4 18,2 81,3 449

A aplicacdo dos tratamentos teve inicio aos 26 (DAP), repetindo-se a cada semana até o
final do ciclo. No total, foram feitas cinco aplicacdes. Os tratamentos consistiram na
integracdo dos agrotdxicos disponiveis no mercado local com indicacdo para uso em couve-
flor (Tabela 3). Os tratamentos foram comparados a um tratamento com uma cultivar
considerada resistente (EACF 2000, Eagle) sem aplicacdo e com tratamento com a cultivar
considerada suscetivel (Cindy, Sakata) sem aplicacdo, além de um tratamento com aplicacédo
de oxicloreto de cobre e mancozebe (Cuprozeb®, 30% i.a.). Para a aplicacdo dos produtos foi
utilizado um pulverizador costal pressurizado por Coz (2,8 kgf cm?2, munido de barra com dois
bicos de jato plano TTI 110015, espacados de 0,7 m, com consumo equivalente a 200 L hat).
Para aplicacdo do tratamento com Biobac® por drench, utilizou-se o pulverizador bomba
costal (Guarany) com capacidade de 5 L, dose recomendada de 15 mL/ planta.

Os agrotdxicos utilizados foram: Cuprozeb® (oxicloreto de cobre; mancozebe) Sipcam
Nichino (dose recomendada: 200g/100L); Biobac® (Bacillus subtilis linhagem Y1336) Arysta
(1kg/100L); Kasumin® (casugamicina)UPL (300mL/100L); Nativo® (trifloxistrobina;
tebuconazol) Bayer (0,25L/100L). Para o controle de pragas e doencas foram utilizados
inseticidas e fungicidas recomendados para a cultura, de acordo com a ocorréncia do agente,
inseto ou patdgeno na area experimental, adotando-se a dose recomendada pelo fabricante. O

controle de plantas invasoras foi feito com capina manual. O delineamento experimental esta
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descrito no item 2.2.4. A inoculacdo ocorreu em 2 dias ap6s a segunda aplicacdo dos
produtos, aos 32 (DAP), conforme descrito no item 2.2.3. A analise estatistica foi realizada de
acordo com o item 2.2.4.

As colheitas foram realizadas em 03 de dezembro [30 dias ap6s a inoculagdo (DAI)], 09
de dezembro (36 DAI), 12 de dezembro (39 DAI) e 17 de dezembro (44 DAI). Nessa ocasido
avaliou-se, além das variaveis de producdo e a severidade da doenca. A varidvel relacionada
ao nivel de doenca foi incidéncia (INC). As varidveis de producdo avaliadas foram: (1) peso
das inflorescéncias em gramas (PIF); (2) produtividade comercial em t ha-* (PDT); (3) relagéo
entre os didmetros - ratio (RLD) obtida a partir das medidas opostas, onde quanto mais

proximo o valor de 1, mais circular é a inflorescéncia; (4) nimero total de folhas (NTF).

Tabela 3. Tratamentos utilizados no ensaio de couve-flor, em campo, 2019. Brasilia, DF,

Brasil.

Cadigo Tratamentos

T-1 4 aplicactes de Biobac?, 4 aplicac6es de Cuprozeb? (BBBB CZCZCZC2Z)

T-2 4 aplicactes de Nativo?, 4 aplicacdes de Cuprozeb (NNNN CZCZCZzCZ)

T-3 4 aplicagGes de Biobac, 4 aplicacdes de Kasumin* (BBBB KKKK)

T-4 4 aplicacOes de Nativo, 4 aplicagdes de Kasumin (NNNN KKKK)

T-5 4 aplicaces alternadas de Biobac e Nativo, 4 aplica¢fes de Cuprozeb (BNBN CZCZCZCZ)
T-6 4 aplicages alternadas de Biobac e Nativo, 4 aplica¢fes de Kasumin (BNBN KKKK)

T-7 4 aplicacOes de Biobac, 4 aplicacOes alternadas de Cuprozeb e Kasumin (BBBB CZKCZK)

T-8 4 aplicacBes de Nativo, 4 aplicaces alternadas de Cuprozeb e Kasumin (NNNN CZKCZK)

T-9 4 aplicagbes de Biobac e Nativo, 4 aplicagbes alternadas de Cuprozeb e Kasumin (BNBN
CZKCZK)

T-10  Aplicacdo semanal de Cuprozeb (CZCzCzCzCzZCZCZCZ)
T-11  Cultivar suscetivel (Cindy®) sem aplicar

T-12  Cultivar resistente sem aplicar (EACF 2000°)

!Biobac® (Bacillus subtilis linhagem Y1336) Arysta; 2Cuprozeb® (oxicloreto de cobre;

mancozebe) Sipcam Nichino; 3Nativo® (trifloxistrobina; tebuconazol) Bayer; *Kasumin®
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(casugamicina) UPL;°Cindy (Sakata Seed Sudamerica Ltda); SEACF 2000 (Eagle Flores,
Frutas e Hortalicas EIRELI).

2.2.6 - Ensaio em casa de vegetagéo

A semeadura do hibrido Cindy foi realizada em 22 de maio de 2020 condic¢descitadas
em 2.2.1. As mudas foram plantadas em vasos de 0,7 L contendo a seguinte mistura: 9 kg de
substrato comercial (Bio Planta Plus®, 10 kg de solo autoclavado e 150 g de fertilizante de
liberacdo lenta, Osmocote®) aos 22 (DAS). As plantas foram tratadas no estadio de 3 — 4
folhas verdadeiras, com duas aplicacGes, a primeira aos 15 (DAP) e 21 (DAP). Os tratamentos
consistiram na aplicacdo dos seguintes agrotoxicos: T1 - Amistar Top® (azoxistrobina;
difenoconazol) Syngenta (50 mL/100 L);T2 - Timorex Gold® (6leo essencial de Melaleuca
alternifolia) Stockton(2 L/200L); T3 -Nativo® (trifloxistrobina; tebuconazol) Bayer
(0,25L/100L); T4 - Cuprozeb® (oxicloreto de cobre; mancozebe) Sipcam Nichino (dose
recomendada: 200g/100L); T5 - Biobac® (Bacillus subtilis linhagem Y1336) Arysta
(1kg/100L) aplicacdo via drench; T6 - Biobac® (Bacillus subtilis linhagem Y1336) Arysta
(1kg/100L)e foliar; T7 - Kasumin® (casugamicina) UPL (300mL/100L); e, os tratamentos
foram comparados a um tratamento com aplicacdo de agua (T8) e um tratamento sem
aplicacdo (T9). Para a aplicacdo, foi utilizado um pulverizador costal manual eletrostatico
com capacidade de 20 L (Tupan Sistemas de Pulverizacdo Eletrostatica®/ Tecnologia
Embrapa). A ponta do equipamento é composta de dois bicos cdnicos em angulo, Teejet®,
modelo TXA800050VK, com vazédo de 0,25 L/min em cada bico, com equipamento ligado.
Para aplicacdo do tratamento por drench, utilizou-se o pulverizador bomba costal (Guarany)
com capacidade de 5 L, dose recomendada de 15 mL/ planta.

A inoculagéo do patégeno foi realizada um dia apos a Ultima aplicacdo dos tratamentos,
de acordo com o item 2.2.3. As plantas foram avaliadas aos dez (DAI). As variaveis

analisadas quanto a severidade da doenca foram: o comprimento da lesdo em duas folhas
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(CLesao), o nimero de pontos de infeccdo em duas folhas (Pl) e nota das trés folhas mais

atacadas que compdem o indice de severidade (IS), de acordo com o item 2.2.4.

3 — Resultados

3.1- Avaliacdo de produtos de protecdo fitossanitaria em campo

Foi detectado diferencas significativas entre os tratamentos para a varidavel INC (P =
0,005), com o tratamento NNNN CCCC (73,01 %) de incidéncia, sendo o Unico que se
distinguiu da referéncia Cindy sem aplicacdo, resultando, no entanto, em maior severidade da
doenca. Para as variaveis de producdo, houve diferencas significativas entre os tratamentos
para a variavel peso da inflorescéncia (P = 0,009) e produtividade (P = 0,009), sendo o Unico
que se distinguiu foi a referéncia EACF 2000 sem aplicar, com o maior peso de inflorescéncia
e produtividade. Para as variaveis, relacdo entre os diametros (P = 0,12) e nimero total de

folhas (P = 0,19) ndo houve diferencas significativas.
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Tabela 4. Incidéncia (INC), relacdo entre didmetros (ratio) (RDIF), nimero total de folhas
(NTFOLHAS), peso da inflorescéncia (PIF) e produtividade (PRODUT) nos diferentes

programas de tratamentos da podriddo negra em couve-flor, 2019. Brasilia, DF, Brasil.

Programast INC (%) RDIF NTFOLHAS PIF (9) PFES@;JT
BBBB! CCCC? 61,11 bc* 1,08N 25,21N° 519,87 be* 16,25 be*
BBBB CKCK 60,90 bc 1,06 24,45 547,55Db 17,11 b
BNBN?® KKKK* 67,15 ab 1,06 27,25 538,00 bc 16,81 bc
BNBN CCCC 56,34 c 1,06 28,16 540,69 bc 16,90 bc
CCCcC CccccC 66,84 ab 1,05 28,40 533,50 bc 16,67 bc
EACPF® 61,60 bc 1,04 27,30 719,05 a 22,47 a
CINDY® 54,50 ¢ 1,03 28,92 438,45 bc 13,70 b
NNNN CCCC 73,01a 1,03 22,70 411,10 c 12,85¢
NNNN KKKK 65,98 ab 1,02 25,58 480,61 bc 15,02 be
BNBN CKCK 66,14 ab 1,01 24,55 444,05 bc 13,88 bc
NNNN CKCK 65,89 ab 0,97 26,95 474,60 bc 14,83 bc
BBBB KKKK 67,10 ab 0,97 25,65 477,60 bc 14,93 bc
C.V (%) 9,18 5,24 11,80 18,39 18,39

1B= Bacillus subtilis linhagem Y1336 (1 kg/100L);>C= oxicloreto de cobre; mancozebe (200
/100 L); 3N= trifloxistrobina; tebuconazol (0,25L/100 L); K= casugamicina (300 mL/100 L);
SEACF sem aplicar; Cindy sem aplicar. * Médias seguidas de mesma letra na coluna diferem
estatisticamente entre si pelo teste t de Student, a 5% de probabilidade. NS: nao significativo.

Os programas foram aplicados a cultivar Cindy.

3.2 - Avaliacéo de produtos de protecdo fitossanitaria em casa de vegetacdo

Em casa de vegetacdo, foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos

para todas as variaveis analisadas: CLesdo (P = 0,004), Pl (P< 0,0001) e IS (P = 0,001)
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(Tabela 5). O tratamento que teve melhor desempenho frente a podriddo negra foi Biobac®

(Bacillus subtilis linhagem Y1336) (Figura 1) em todas as variaveis analisadas.

Tabela 5. Comprimento da lesdo em centimetros (CLesdo), indice de severidade em

porcentagem (IS), pontos de infeccdo na folha (PI) nos diferentes tratamentos para controle da

podriddo em couve-flor cv. Cindy, 2020. Brasilia, DF, Brasil.

Tratamentos® CLesao (cm) IS (%) Pl
Aplicacdo com &gua 3,33a 2,77 ab 10,84 a
Azoxistrobina e 3,10 a 3,25a 12,30 a
difenoconazol
Oleo essencial de 297 a 2,78 ab 12,00 a
Melaleuca alternifolia
Sem aplicar 2,83a 3,10a 7,84 b
Casugamicina 2,84a 2,99 a 7,64 b
Trifloxistrobina e 2,84 a 294 a 7,73b
tebuconazol
Bacillus subtilis drench 2,73 ab 2.32 bc 10,60 a
Oxicloreto de cobre e 2,13 bc 2,73 ab 7,04Db
mancozebe
Bacillus subtilis foliar 1,73 ¢ 1,82¢ 3,77¢c
C.V (%) 14,59 11.44 15,18

! Tratamentos aplicados na cultivar Cindy (Sakata Seed Sudamerica Ltda). azoxistrobina;
difenoconazol (50 mL/100 L); oleo essencial de Melaleuca alternifolia (2 L/200L);

trifloxistrobina; tebuconazol (0,25 L/100 L); oxicloreto de cobre; mancozebe (200 g/100 L);

Bacillus subtilis linhagem Y1336(1 kg/100L) aplicacdo via drench; Bacillus subtilis linhagem
Y1336 (1 kg/100L) foliar; casugamicina (300 mL/100 L).
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Figura 1. Ensaio com produtos de protecdo para controle de Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc) em couve-flor, realizado em casa de vegetacdo. (A) Gotas depositadas na
folha de couve-flor resultante da pulverizacao eletrostatica, (B) Plantas de couve-flor tratadas
com azoxistrobina e difenoconazol e inoculadas com Xcc (C) Planta tratada com Bacillus
subtilis (pulverizacéo foliar) e inoculada com Xcc, (D) Plantas tratadas com Bacillus subtilis

(pulverizacao foliar) e inoculadas com Xcc.

4 - Discussao

As hortalicas, devido ao seu cultivo intenso, estdo sujeitas a ataques de pragas e
doencas, durante o ano todo, dependendo de controle quimico para manter a produtividade e
sanidade da lavoura. Essas culturas tém poucos agrotoxicos registrados, em consequéncia,
falta suporte fitossanitario para um controle quimico legalizado (Cruz 2013). Assim, além de

ndo haver muitos produtos registrados para uso em couve-flor, apenas um, Duravel® Bacillus
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amyloliquefaciens MBI600, tem como alvo a Xanthomonas campestris pv. campestris.
Contudo, seu registro ocorreu apés a realizagdo dos ensaios realizados e aqui descritos.

No presente trabalho, foram testados os produtos que tinham registro para a cultura da
couve-flor, mas com indicacdo para outros alvos, como azoxistrobina, trifloxistrobina e
tebuconazol (Alternaria brassicae), mancozebe e oxicloreto de cobre (Peronospora
parasitica) (Agrofit 2020). Em condi¢bes de campo, nenhum produto reduziu a severidade da
podriddo negra, mesmo o tratamento padrdo com oxicloreto de cobre ndo teve efeito na
doenga. Uma das causas seria a baixa porcentagem de cobre na formulagdo do produto
utilizado (17% de cobre). Schumann (2018) nos seus estudos, observou que plantas de
repolho tratadas com fertilizante foliar a base de cobre (concentracdes de 0,5%, 0,75% e 1%)
a severidade da podridao negra foi reduzida. Com os tratamentos, 0,75% e 1%, sendo mais
eficientes que o tratamento com o produto Kocide® (53,8% de hidroxido de cobre). No
entanto, em altas concentragdes, o elemento cobre pode provocar fitotoxidez nas plantas.
Além disso, esse tipo de controle também ndo é seletivo, muitas vezes elimina apenas
bactérias superficiais ou epifiticas, sendo pouco eficaz contra fitopatégenos sistémicos, como
Xcc (Mew e Natural, 1993).

O tratamento onde se aplicou estrobirulina e triazol associada com oxicloreto de cobre
apresentou a maior severidade em condi¢fes de campo. As estrobilurinas causam alteragoes
no metabolismo e crescimento vegetal, gerado pelo aumento da fotossintese liquida, pois
reduz temporiamente a respiracdo das plantas, provocando menor perda de carbono e
fornecendo mais energia para a planta (Koehle et al. 1994), o que pode ter influenciado
negativamente no controle da doenca. Os triazdis também causam efeitos fisioldgicos nas
plantas. Alguns desses efeitos séo: reducgéo da altura e engrossamento do caule na cultura do
tomateiro (Berova e Zlatev 2000), em algumas culturas o tratamento com triazdis retarda a

senescéncia (Flecher et al. 2000), essas alteracdes fisiologicas em couve-flor ainda ndo foram
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estudadas, devem ser objeto de mais investigacoes para elucidar se aplicagdes de estribirulinas
e triazois tém efeito negativo no controle da podriddo negra.

No presente trabalho, o tratamento mais eficiente no controle da podriddo negra foi o
controle bioldgico aplicado via foliar, em casa de vegetacdo. O género Bacillus é bem
conhecido como agente de biocontrole, para diversos fitopatogenos, como:
Fusarium subglutinans, Curvularia lunata, Bipolaris spp., Phytophthora spp.,
Pectobacterium carotovorum, Phytophthora capsici, Colletotrichum acutatum (Park et al.
2013; Fira et al. 2018; Gabbardo et al. 2020). Estirpes de B. subtilis, isoladas de amostras de
couve-flor, foram pulverizadas em plantas de couve-flor uma semana antes da inoculagdo do
patdgeno, e reduziram a incidéncia de Xcc em percentuais menores que o tratamento controle
com estreptomicina (Singh et al. 2010). Quando a aplicacdo é feita precocemente, é possivel
gue a colonizacdo do agente de biocontrole nas folhas da couve-flor seja favorecida, podendo
ocupar 0s microssitios disponiveis nesse ambiente e até mesmo nos vasos do xilema (Singh et
al. 2010). Néo foi observado os mesmos efeitos na reducdo da severidade da doenca, no
ensaio de campo. O que pode ter contribuido para esse resultado foi 0 modo de aplicacdo via
drench, visto que Xcc é um patogeno foliar, a aplicacdo foliar pode ser mais efetiva no
controle da doenca.

Apesar de ndo ter sido o objetivo do presente trabalho, a pulverizacdo eletrostatica
permite aplicacdes mais eficientes, menores gotas e melhor deposicdo do agrotdxico sobre a
folha. A deposicdo do produto fitossanitario no alvo desejado esta intimamente ligada asua
eficacia bioldgica, sendo aquela correlacionada também ao espectro de gotas produzidas na
pulverizagdo. Gotas menores podem melhorar resultados de cobertura foliar e numero de
gotas impactadas em uma folha, porém séo mais suscetiveis a deriva, tanto por evaporagao
quanto por serem facilmente carregadas pelo vento (Minguela e Cunha, 2013). A utilizacdo da

técnica de pulverizacdo eletrostatica gera gotas com tamanhos entre 50 mm a 100 mm de
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didmetro, onde ocorre a deposicdo expressiva de agrotoxico na face interior das folhas
(Chaim, 2006). Em bréssicas, a eficiéncia na deposicdo da gota é importante, pois a
cerosidade foliar repele a &gua dificultando a pulverizacdo dos agrotoxicos. A utilizacdo da
pulverizagdo eletrostatica precisa de mais estudos para avaliar os efeitos dessa deposicdo em

brassicas.

5 - Conclusao

Em condi¢des de campo, nenhum programa de integracdo dos agrotoxicos estudados
teve desempenho superior no controle da podriddo na cultivar Cindy. J& em casa de
vegetacdo, 0 agrotdxico com principio ativo Bacillus subtilis reduziu a severidade da doenca,
quando aplicado por pulverizacdo foliar. Aplicacdo foliar de B. subtilis deve ser testada em
campo aferindo-se o nimero de aplicacBes, doses e tecnologia de aplicacdo, a fim de se

proporcionar boa eficiéncia de controle.
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ConclusoOes gerals e perspectivas

Isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris de coletados em nove estados e no
Distrito Federal, de diversas brassicas, possuem alta variabilidade genética. Foram detectados
65 hapldtipos e cinco racas diferentes. Foi encontrada associacéo de patogenicidade entre Xcc
e tomateiro, sendo este, possivelmente, o primeiro relato. A maioria dos isolados foi sensivel
ao cobre (acima de 200 pg/ml) e resistente a casugamicina nas duas concentracdes testadas
(50 e 100 pg/ml).

As cultivares de couve-flor disponiveis no mercado nacional apresentam niveis ndo
muito distintos de suscetibilidade a podriddo negra. Algumas cultivares, Verona, Veridiana e
Vera F1, por terem se posicionando como intermediarias quanto a resisténcia a podridao negra
e mantendo os padrdes de produtividade nos ensaios de campo, podem ser recomendadas para
o cultivo no periodo de verdo-outono na regido do Distrito Federal.

Em condi¢cbes de campo, nenhum dos programas de integragdo estudados teve
desempenho superior no controle da podriddo negra. JA& em casa de vegetacdo, Bacillus
subtilis diminuiu a severidade da doenca, quando aplicado por pulverizacao foliar. Aplicacdo
foliar desse produto de controle bioldgico deve ser mais estudada.

Na medida em que novas variedades de couve-flor forem sendo disponibilizadas no
mercado nacional, devem ser conduzidos novos ensaios localmente, dada a variabilidade do
patdégeno aqui demonstrada. Além disso, deve-se continuamente avaliar novos agrotoxicos
quimicos ou bioldgicos, que tenham algum potencial de controle das bacterioses, procurando-
se aprimorar sua eficiéncia por meio de ajustes na tecnologia de aplicacdo. Dessa forma, serdo
gerados subsidios para a inclusdo de Xcc como alvo bioldgico de importantes principios
ativos nas respectivas bulas e, com isso, atender a demanda do produtor para controle da

podriddo negra.
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