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SOBREVIVENCIA DE Erwinia psidii EM CONDICOES DE FILOPLANO,
SOLO E RESTOS FOLIARES DE EUCALIPTO?

Autora: Fabiane Lais Bieler
Orientador: Professor Roberto Lanna Filho

RESUMO

A seca-de-ponteiros do eucalipto, causada por Erwinia psidii, € uma das
doencas mais importantes da eucaliptocultura. No entanto, ndo ha estudos da
sobrevivéncia do patdégeno sobre possivel comportamento epifitico ou
saprofitico. Assim, esse estudo teve como objetivo geral monitorar o periodo
de sobrevivéncia da fitobactéria E. psidii em condi¢8es epifiticas, de solo e
restos foliares. A CRO1R (E. psidii resistente a rifampicina) foi isolada de
folhas jovens com anasarca e necrose da nervura central. O mutante foi obtido
pelo método da placa gradiente por crescimento espontaneo a 100 mg L™t de
rifampicina. A estabilidade do mutante foi testada por repicagens sucessivas
em meio 523 com e sem antibiético. Em adicdo, a CRO1R foi comparada a
estirpe CRO1, quanto a patogenicidade, agressividade e crescimento. No
filoplano, células vivas da CRO1R foram inoculadas sobre os clones 32864 e
37350 de eucalipto. A populacao fitobacteriana foi monitorada semanalmente.
A sobrevivéncia da fitobactéria foi monitorada em solo esterilizado (SE) e nao-
esterilizado (SNE), ap0s infestacao artificial por rega. Em restos foliares,
folhnas destacadas dos clones foram inoculadas com a CRO1R e, apés
sintomas, picotadas e colocadas dentro de sacos de nylon. Em seguida,
depositadas sobre SE e SNE, bem como nos estratos de 5 e 15 cm. Em todos
0S ensaios, a quantificacdo da populacéao fitobacteriana foi determinada pela
contagem da UFC g tcm™? de tecido foliar/solo/restos foliares, mediante
diluicdo seriada e semeadura em meio 523 suplementado com rifampicina e
azoxistrobina. Os resultados mostraram que, em filoplano dos clones 37350 e
32864, células vivas da CRO1R foram detectadas até 30 e 60 dias,
respectivamente. Em SNE e SE a CRO1R sobreviveu até os 5 e 120 dias,
respectivamente.Em restos foliares, a CRO1R foi detectada em todos os
estratos do SE e SNE em até 120 e 180 dias, respectivamente. Em todos os
ensaios supracitados, quando a CRO1R néo foi detectada em meio de cultura,
a confirmacéo se deu pelo uso da PCR com primers especificos. Os estudos
demonstraram que, a fitobactéria pode sobreviver por dias ou meses na
auséncia do hospedeiro e servir como fonte de indculo para o incremento ou
introducdo do patdogeno em florestas com a presenca ou auséncia da doencga.

Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (59f.)
Abril, 2020.



SURVIVAL OF Erwinia psidii IN PHYLLOPLANE, SOIL AND
EUCALYPTUS DEBRIS CONDITIONS?

Author: Fabiane Lais Bieler
Adviser: Professor Roberto Lanna Filho

ABSTRACT

Erwinia psidii is an airborne bacterium causal agent of eucalyptus
bacterial blight in Brazil. However, there are no studies on the survival of the
pathogen under endophytic or saprophytic conditions. Therefore, the aim of
this study was to obtain a rifampicin-resistant E. psidii CRO1 strain and o
determine the survival of the pathogen under phylloplane, soil and eucalyptus
debris conditions. The CRO1 strain was isolated from young leaves with water-
soaking and midrib necrosis. Rifampin-resistant mutant (CRO1R) was obtained
by the gradient plate method by spontaneous growth at 100 pL mL™® of
rifampicin. Mutant stability was tested by successive subcultures on 523-
medium with and without rifampicin. In addition, the CR01 and CRO1R strains
were compared for pathogenicity, aggressiveness and growth. On the
phylloplane of 32864 and 37350 clones, the mutant was inoculated. The
bacterial population were monitored weekly. Phytobacteria survival was also
monitored in sterile (SS) and non-sterile (NS) soil, after artificial infestation by
irrigation. In the leaf debris study, leaves from 37350 and 32864 clones were
inoculated with CRO1R and, after symptons, cuted and puted in nylon bags.
Afterwards, it were puted above SS and NS, well as 5 and 15cm depth. In all
studies, bacterial population size was estimated from plate counts made after
2 to 3 days’ incubation at 28 °C and expressed as CFU g leaf tissue/soil/ leaf
debris, by means of serial dilution and plating on 523-medium supplemented
with rifampicin and azoxystrobin. The results showed that on phylloplane of
37350 and 32864 clones, live cells from CRO1R strain were detected up to 30
and 60 days, respectively. In NS and SS soil, CRO1R survived up to 5 and 120
days, respectively. In eucalyptus leaf debris, the CRO1R strain was recovered
on the soil surface or buried 5 or 15 cm deep under SS and SN conditions up
to 120 and 180 days, respectively. In all studies, samples were discontinued
after the CRO1R strain was not recovered. An analysis by PCR using specific-
primers was performed to confirm the result. Studies have shown that E. psidii
can survive for days or months on absence of the host. Notably, it can serve
as a primary inoculum of dieback disease for the increase or introduction of
dieback disease on forests with the presence or absence of the pathogen.

IMaster Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (59p.) April, 2020.
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1 INTRODUCAO

A area plantada de eucalipto no Brasil corresponde a 70% da producao
da silvicultura, com producédo média de 36 m3halano™. A cultura é utilizada
como material para a industria moveleira, metalirgica, energética dentre
outros, gerando uma renda de aproximadamente R$ 7,0 bilhées. Além disso,
a cadeia produtiva do eucalipto emprega direta e indiretamente 2,7 milhdes
de pessoas (IBA, 2019). Embora a eucaliptocultura tenha papel importante na
geracdo de empregos, ha uma grande perda na producado devido a diversos
fatores, entre eles os danos causados por doencas (Carvalho et al., 1998;
Wingfield et al., 2008; Pereira et al., 2018).

A seca-de-ponteiros € uma das doencas emergentes mais importantes
da eucaliptocultura e tem proporcionado perdas em genoétipos comerciais, na
ordem de 10-30% (informacédo pessoal de Norton Borges Junior). Causada
por Erwinia psidii Rodrigues Neto, Robbs & Yamashiro, a fitobactéria tem
promovido surtos epidémicos em florestas de eucalipto no estado do Mato
Grosso do Sul e Rio Grande do Sul em diferentes genatipos elites. A doenca
foi reportada pela primeira vez em espécies de Eucalyptus em 2011 na
Argentina e Uruguai (Coutinho et al., 2011), porém no Brasil foi descrita

somente a partir de 2014 (Arriel et al., 2014). A fitobactéria acomete



principalmente os meristemas primarios dos ramos, brotacdes e folhas novas
(Coutinho et al., 2011; Arriel et al., 2014). No xilema, pode mover para partes
distantes do local de infeccdo. Além disso, adjacente aos vasos xilematicos,
os tecidos parenquimaticos e esclerenquimaticos também séo colonizados
pelo patdgeno (Montoya-Estrada et al., 2019).

Um programa de combate a seca-de-ponteiros depende da
compreensao do ciclo de vida da fitobactéria. Como patdgeno da parte aérea,
ndo ha estudos que atestam a habilidade da E. psidii em sobreviver na
auséncia do hospedeiro. Nao raro, fitobactérias autdéctones de 6rgaos aéreos
podem sobreviver por um longo periodo na auséncia do hospedeiro (Graham
et al., 1989; Arnaud-Santana et al., 1991, Oliveira et al., 1991; Hildebrand et
al., 2001; Lamichhane & Varvaro, 2013, Marques & Samson, 2016).

A caréncia de estudos sobre a natureza saprofitica da fitobactéria
impossibilita tracar estratégias eficientes para mitigar a doenca em florestas
plantadas ou prevenir a disseminagdo para areas indenes. Isto porque a
persisténcia de células bacterianas viaveis no solo, em restos culturais ou
filoplano podem sustentar a presenca de inéculo no ambiente ou sobre o
hospedeiro. Notadamente, a compreensao do periodo de sobrevivéncia da E.
psidii nas condi¢cdes supracitadas, muito mais do que desvendar fases
importantes do ciclo de vida da fitobactéria, possibilita empregar medidas
adequadas de controle. Certamente, proporcionando reduzir os impactos
causados pelo patdégeno as espécies ou hibridos de eucalipto comerciais.

Em vista disso, esse estudo teve como objetivo geral monitorar o
periodo de sobrevivéncia da fitobactéria Erwinia psidii em condi¢des epifiticas,

de solo e restos foliares. E, como objetivos especificos, obter um mutante de



E. psidii resistente ao antibiético rifampicina (CRO1R) com crescimento,
patogenicidade e agressividade semelhante ao selvagem (CRO01), e realizar o
monitoramento da populacéo da fitobactéria na superficie foliar de clones de
Eucalyptus spp., em solo proveniente de florestas plantadas de eucalipto, e
em condicbes de restos foliares na superficie do solo e enterrados nas

profundidades de 5 e 15 cm.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Erwinia psidii

A fitobactéria Erwinia psidii Rodrigues Neto, Robbs & Yamashiro
pertence a familia Enterobacteriaceae, possui caracteristicas tipicas do grupo
‘amylovora’ ou grupo |, e faz parte de um dos géneros com maior importancia
agrondmica (Rodrigues Neto et al.,, 1987; Paulin, 2000). Gram negativa,
anaerobica facultativa, e ndo formadora de enddsporos, a fitobactéria se move
por autopropulsdo com flagelos peritricos. As colbnias sdo esbranquicadas,
brilhantes, mucoides, com bordas bem definidas e lisas (Coelho et al., 2002;
Baylis, 2006). O tamanho da célula da fitobactéria pode variar entre 0.5 a 1.0
por 1.0 a 3.0 um (Hauben et al., 1998; Hauben & Swings, 2005).

E. psidii pode habitar o vaso xilematico, bem como os tecidos
adjacentes, tais como parénquima e esclerénquima (Montoya-Estrada et al.,
2019). O aumento da multiplicacdo celular, seguida da colonizacdo dos
espacos intercelulares € mediado pela sintese das moléculas sinalizadoras
(autoindutoras), tais como N-hexanoyl (C6-HSL) e N-heptanoyl homoserine
lactone (C7-HSL) (Caires et al., 2019), as quais promovem a comunicacao
célula-a-célula, nominada de quorum sensing (Nagar et al., 2015). O

fendbmeno estimula a formacdo de agregados celulares (biofiime) que



desencadeia 0 aumento de substancias envolvidas na patogenicidade de
bactérias em geral (Damaceno & Farias, 2016; Caires, 2017).

Os sintomas causados pelo patdgeno séo, necrose e morte das
brotacdes jovens, escurecimento e necrose dos ponteiros em ramos principal
e lateral, cancro nas hastes, anasarca adjacente a nervura principal das
folhas, que progressivamente evolui para a necrose. A doenca € nominada de
seca-de-ponteiros por promover a seca do apice de ramos, seguido de
desfolha. Nao raro, a morte de plantas de até dois anos de idade pode ser
observada no campo (Coutinho et al., 2011; Arriel et al., 2014; Caires et al.,

2019) .

2.2 A cultura do eucalipto

Eucalyptus spp. é o género de arvores mais plantadas no Brasil em
florestas cultivadas. Originario da Oceania, principalmente Austrélia, o
eucalipto pertence a familia Myrtaceae e tem ocorréncia principalmente no
hemisfério sul (Ladiges et al., 2003; Wingfield et al., 2008; Pappas et al.,
2015). O eucalipto posicionou o Brasil como o0 mais produtivo do setor
conforme mencionado na sec¢ao “Introducdo”, além de quarto maior produtor
de madeira industrial do mundo (FAO, 2019; IBA, 2019), com uma area de
7,5 milhdes de ha de florestas plantadas (IBGE, 2019). O segmento tem um
papel importante para a econdémica nacional, pois engloba 1,3% do PIB
nacional e 6,9% do PIB industrial. Os principais estados produtores sao Minas
Gerais (24%), Sao Paulo (17%), Mato Grosso do Sul (16%), Bahia (11%),
Parana (5%) e Rio Grande do Sul (5%) (IBA, 2019). No Brasil, o setor florestal

gerou 3,8 milhdes de empregos em 2018 (IBA, 2019), e no Rio Grande do Sul,



0 setor de silvicultura gerou aproximadamente 368 mil empregos diretos e
indiretos em 2017 (AGEFLOR, 2017).

Majoritariamente a producdo de eucalipto no Brasil se destina a
elaboracdo de papel e celulose (41%), com menor destinacdo para a lenha
(30%), carvao (17%) e madeira macica (11%) (Ferraz Filho et al., 2018). Os
investimentos publicos em reflorestamento na década de 60 promoveram
rapida expansdo das plantacdes de eucaliptos no Brasil (Oda et al., 2007;
Fonseca et al., 2010). As espécies mais plantadas no pais séo E. grandis e E.
urophylla, com uma estimativa de 80% de toda a produgéo envolvendo o
hibrido E. grandis x E. urophylla (“urograndis”) (Konzen et al., 2017).

Programas genéticos realizados por empresas privadas e instituicoes
publicas tém desenvolvido genoétipos resistentes a diversos patdégenos
(Paludzyszyn Filho & Santos, 2011; Ferreira et al., 2017). No entanto, os
principais geno6tipos do hibrido E. grandis x E. urophylla, plantados no Brasil,
nao tém apresentado resisténcia efetiva contra os patdgenos bacterianos.
Murchas, manchas-foliares e secas-de-ponteiros sao algumas doencas
bacterianas que tém causado transtornos a eucaliptocultura (Alfenas et al.,
2004), causando menor rendimento e qualidade da madeira.

Notadamente, 0 emprego de novas matrizes clonais em programas de
melhoramento genético pode ajudar no desenvolvimento de clones altamente
resistentes as bactérias. No entanto, ndo se pode dissociar os resultados
geneéticos as caracteristicas ecologicas, epidemiologicas e comportamentais
das fitobactérias. Isso porque a resisténcia pode ser facilmente suplantada
pelo patégeno, por condicdes extrinsecas (ambiente e patétipos bacterianos)

ao padrao geneético da planta.



2.3 Sobrevivéncia saprofitica de fitobactérias da parte aérea

As bactérias do género Erwinia estdo associadas com as plantas como
epifiticas, saproéfitas e patogénicas (Hauben & Swings, 2005). O maior
exemplo do género, Erwinia amylovora, ndo tem a capacidade de sobreviver
em solo nao-esterilizado por mais de cinco semanas apo0s a inoculacao
(Hildebrand et al., 2001). Porém, em restos culturais como folhas, foi notada
a presenca da bactéria em até cinco meses apos inoculacdo (Sobiczewski et
al., 2014). Santander e Biosca (2017) avaliaram in vitro o efeito da temperatura
nos processos metabdlicos da bactéria, e apos 122 dias apds inoculagdo, em
temperatura de 4 e 28 °C, foi notado que as bactérias entraram em estado
viavel mas nédo cultivhvel (VBNC). Na temperatura de 14 °C isso nao foi
observado, o que sugere que esse estado de persisténcia faca parte do ciclo
da E. amylovora (Santander & Biosca, 2017), ja que € possivel recuperar o
patbgeno em estado de persisténcia apos 30 minutos de exposi¢cdo ao meio
nutritivo (Santander et al., 2012).

Outro género relevante na agricultura é o Xanthomonas. Este é
conhecido por suas espécies que causam doencas como podridao, cancro e
manchas foliares (Tonin, 2012). Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv) é
uma fitobactéria que ocasiona o cancro bacteriano da videira, doenca
importante no Vale do S&o Francisco. Segundo pesquisas realizadas, Xcv
pode ser detectada até 80 dias em restos culturais na superficie do solo, e
apenas 10 dias em restos culturais em compostagem (Silva et al., 2012).

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), uma das espécies
mais relevantes desse género, possui distribuicdo mundial e acomete

principalmente a familia Brassicaceae, importante horticola com grande



relevancia econbmica e alimentar (Martins et al., 2018). Essa fitobactéria pode
ser encontrada principalmente no filoplano de plantas hospedeiras e restos
culturais de plantas cultivadas, ndo sobrevivendo em solo ou rizosfera de
hospedeiros alternativos por muito tempo (Marcuzzo et al., 2009; Silva, 2015;
Silva Junior et al., 2020). Silva (2015) detectou a sobrevivéncia de Xcc por até
70 dias no filoplano de Raphanus raphanistrum, 28 dias em rizosfera do
mesmo, e por até 7 dias em solo ndo esterilizado. Silva Junior et al. (2020)
detectaram Xcc em restos culturais de couve-flor durante 255 dias.

Tal como os dois géneros descritos acima, o género Pseudomonas
também é conhecido por atacar grande gama de hospedeiros, como por
exemplo, plantas de café, pepino, tomate, manga, plantas daninhas e outras.
P. cichorii sobreviveu 115 dias em restos culturais de pepino em solo néo-
esterilizado, como reportado por Bazzi et al. (1984). Ja a P. syringae pv.
lachrymans sobreviveu por 90 semanas em solo irrigado com resto cultural de
pepino. Entretanto, em solo seco sem resto cultural, a sobrevivéncia desse
fitopatbgeno ocorreu por apenas 8 semanas (Kritzman & Zutra, 1983).
Pseudomonas viridiflava sobreviveu por 5,5 meses em solo nédo esterilizado e
8 meses em restos culturais de tomate (Yildiz et al., 2004). Além disso, P.
viridiflava conseguiu sobreviver por 4 meses em filoplano de tomate e planta
daninha (Physalis subglabrata) (Mariano & Mccarter, 1993).

Essa habilidade de se manter presente no filoplano ocorre
principalmente pela capacidade de agregacao de células (biofilme) (Mariano
& Mccarter, 1993). Em P. syringae pv. syringae, o biofilme produzido garante

a sobrevivéncia do patégeno em condi¢cdes de estresse, como o verdo. No



inverno, a fitobactéria sai da fase saprofitica e retorna a fase patogénica
causando doenca em plantas de manga (Gutiérrez-Barranquero et al., 2019).

Muitas fitobactérias apresentam a habilidade de sobreviver por um
longo periodo na auséncia do hospedeiro. Porém, outros géneros nao
conseguem se estabelecer fora do hospedeiro, como por exemplo Candidatus
Liberibacter. Dentre as espécies desse género ‘Candidatus Liberibacter
asiaticus’ e ‘Ca. Liberibacter americanus’ sdo as mais conhecidas por estar
associada a doenca Huanglongbing (ou Greening) (Cruz-Munoz et al., 2019).
As bactérias candidatas ao género Liberibacter sédo de natureza biotréficas,
nao crescendo em meio de cultura (Liefting et al., 2009; Bertolini et al., 2015;
Orce et al., 2015). Em contrapartida, Xanthomonas e Pseudomonas possuem
habito saprofitico, o que lhes conferem a capacidade de sobreviver por longos
periodos em solo, restos culturais e filoplano em diversas espécies como
mencionado nos paragrafos anteriores. Informacfes como estas ndo existem
para a espécie E. psidii, pois a literatura atualmente disponivel reporta apenas
estudos sobre a diversidade genética do patdogeno. Notadamente, estudos
gue elucidem a ecologia e 0 comportamento do patdégeno podem trazer a luz
o modo de vida da fitobactérias, o que permitiria 0 uso adequado de
estratégias de manejo para mitigar a seca-de-ponteiro nas florestas de

eucalipto.

2.4 Terminologia

Patogenicidade

Patogenicidade é quando um microrganismo, podendo ser fungo ou
bactéria, possui atributos ou fatores para parasitar outro ser vivo, o qual pode

ser outro microrganismo, uma planta, insetos e animais. As bactérias
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possuem fatores de patogenicidade de acordo com o tecido parasitado. Além
disso, a formacdo de Quorum sensing e por sua vez biofilme em algumas
espécies, € um dos fatores mais eficientes em sua patogénese (Amorim &

Paschoalati, 2018).

Em adicao, o sistema excretorio bacteriano € um dos principais fatores
de patogenicidade. Cada tipo de sistema excretorio possui sua funcao,
guando o hospedeiro € uma planta, os principais sistemas excretorios sao:
T1SS: responsavel pelo transporte de enzimas e fitotoxinas; T2SS: proteinas,
enzimas e compostos fitotoxicos; T3SS: moléculas efetoras e coratina
(fitotoxina semelhante estruturalmente ao acido jasmonico); T4SS: ssDNA e
proteinas Vir; T5SS: transporte de adesinas e proteinas; T6SS: moléculas

efetoras (Bedendo & Belasque, 2018; Paschoalati & Dalio, 2018).

As enzimas sdo de extrema relevancia, dado que estas sé&o
fundamentais para a degradacdo dos tecidos das plantas, e assim a
colonizac@o bacteriana. As fitotoxinas por sua vez, sd0 responsaveis por
alterar os processos bioquimicos da célula do hospedeiro (Paschoalati &
Dalio, 2018).

Viruléncia

Viruléncia é de fator qualitativo, e segue 0s pressupostos da Teoria de
Flor. A qual sugere que cada gene do patdégeno, que desencadeie doenca,
possui um gene complementar de resisténcia no hospedeiro em um sistema
chave-fechadura. Os quais sdo Avr e avr para o patdogeno e R e r para o
hospedeiro. Quando o hospedeiro e o patégeno possuem 0s genes R e Avr,

ocorre a resisténcia. Porém quando ha Avrer, avre R, e avr e r, ndo ha a
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resisténcia do hospedeiro, que por sua vez passa a apresentar a doenca

(Camargo, 2018).

Em sintese, um patégeno virulento é aquele que possui a habilidade de
induzir doenca. Quando o patdgeno esta em estado avirulento, este ndo esta

induzindo doenca em seu hospedeiro (Camargo, 2018).

Agressividade

A agressividade esta relacionada com o grau de severidade da doenca,
ou seja, é um fator quantitativo. No caso de bacterioses, é a relacdo de

severidade versus tempo (Paschoalati & Dalio, 2018).
Viavel mas ndo cultivavel (“VBNC”) e célula em estado de Persisténcia

As bactérias quando submetidas a diferentes formas de estresse
buscam alternativas para a sobrevivéncia, dentre estas estdo VBNC e/ou
célula Persistente (Alvarez et al., 2008; Gerdes & Maisonneuve, 2012; Lewis,
2010). Muitos autores definem o estado viavel mas nao cultivavel como um
estado de dorméncia diferente de estado de persisténcia (Pinto et al, 2015).
Por outro lado, ha varios autores que consideram que ambos os estados de
dorméncia seriam na verdade, 0 mesmo estado fisiolégico, morfolégico e

metabdlico (Martins et al., 2018; Kim et al., 2018).

Segundo os autores que consideram ambos os estados diferentes, as
células bacterianas em VBNC entraram neste estado devido ao estresse
ocasionado por baixas temperaturas, como Vibrio vulnificus (Kong et al., 2004;
Lutz et al., 2013) bem como por perca de atividade da catalase dentre outros

(Oliver, 2010; Santander et al., 2012). E estas se diferenciariam de células
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persistentes, por estas ultimas serem induzidas principalmente na presenca

de antibioticos e ndo apresentarem diferenca morfologica (Pinto et al., 2015).

Em outra via, os autores que defendem que ambas as células seriam
iguais, demonstraram em seus estudos que ambas as células, as quais foram
obtidas com procedimentos padrédo de obtencdo, apresentaram a mesma
morfologia, taxa metabdlica e expressédo génica (Ayrapetyan et al., 2015; Kim
et al., 2018). Segundo Kim et al. (2018), as células persistentes velhas (com
24 horas) apresentaram a mesma morfologia que células VBNC. Além disso,
demonstrou que muitas das células consideradas VBNC estariam na verdade

mortas.

Técnicas de deteccéo

Para a deteccdo de microrganismos, diversas técnicas Ssao
desenvolvidas frequentemente para otimizar confiabilidade de resultado,
custo e tempo de obtencdo de resultado. Para a deteccdo de fitobactérias,
atualmente ha varias metodologias e que sao aplicaveis conforme a

necessidade de estudo e realidade de cada laboratoério.

As técnicas PCR (“Polymerase Chain Reaction”) e RT-PCR (“Real-
Time Quantitative Reverse Transcription PCR”) sdo as técnicas mais
sensiveis utilizadas. A diferenca entre ambas é que PCR realiza uma analise
qualitativa e RT-PCR uma analise qualitativa e quantitativa. A técnica ELISA
(“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) por sua vez possui baixo custo de
implementacgéo, se comparada com PCR e RT-PCR, e realiza sua deteccéo
qualitativamente (Rezende et al, 2018). H4 também a utilizacdo de kits de dois
corantes fluorescentes denominados LIVE/DEAD. O corante SYTO 9E que

colore as bactérias com a coloracao verde, e o corante iodeto de propidio que
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colore apenas as células bacterianas com a membrana celular danificada

(Boulos et al., 1999; Ordax et al., 2009; Ordax et al., 2006).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolamento e preservacéao da fitobactéria

Amostras de ramos e folhas infectadas foram coletadas em areas de
floresta de eucalipto da empresa Celulose Riograndense, situadas nas
regides de Guaiba, Pantano Grande e Cacapava do Sul, no estado do Rio
Grande do Sul. Fragmentos de 0,4-0,8 cm foram obtidos por corte e, em
seguida, a superficie foi desinfestada com alcool 70% (v/v) por 30 segundos,
apo6s em hipoclorito de so6dio a 1,5% (v/v) por 2 minutos e finalmente

submetidos a uma triplice lavagem em agua destilada esterilizada.

Os tecidos foram macerados em agua estéril e o extrato semeado por
esgotamento sobre meio 523 (Kado & Heskett, 1970), em placas de Petri (90
x 15 mm). Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C por 24-48 h e
qguando do surgimento das coldnias isoladas a identidade de Erwinia psidii
CROL1 foi confirmada por PCR com o0 uso dos primers especificos Ep2L (3'
CCAAAAAGCTTG GTG TGG ATAS5) e Ep2R (3' AAATTG GTG ACT CGC
ACA TG 5'), com as amostras apresentando 355 bp, de acordo com o

protocolo proposto por Silva et al. (2015). Colbnias puras foram preservadas
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em agua destilada (Castellani, 1964) e 6leo mineral (Buell & Weston, 1947)

em temperatura ambiente.

3.2 Obtencao do mutante CRO1R

O mutante foi obtido pelo método da placa gradiente (Bryson &
Szybalski, 1952), que consiste na formacdo de uma camada-basica por
adicdo de 20 mL de agar nutriente (Wright, 1933) em uma placa de Petri (90
x 15 mm), posicionada com ligeira inclinagdo. Apos solidificacéo, a placa foi
colocada na horizontal e adicionados mais 20 mL de meio 523, suplementado
com 100 mg L' de rifampicina, para formar uma sobre-camada. Apés
solidificacdo, uma aliquota de 100 pL de uma suspensdo (108 UFC mL™) de
células vivas de um isolado selvagem de Erwinia psidii foi distribuida sobre o
meio 523. Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C e quando do
surgimento do mutante espontaneo uma colbnia isolada foi repicada para o
meio 523, em tubos de ensaio. A estabilidade do mutante foi testada por
repicagens sucessivas (10 vezes) sobre meio 523 com (5 vezes) e sem

antibiotico (5 vezes).

3.3 Curva de Crescimento bacteriano

Suspensdes de células vivas (108 UFC mL?) das estirpes E. psidii
CRO1 e CRO1R (mutante) foram dispensadas (100 uL), separadamente, em
frascos Erlenmeyers (150 mL) contendo meio 523 liquido. Os frascos foram
submetidos a agitacdo constante sob temperatura de 28 °C. O crescimento
das estirpes foi avaliado pela variacao na densidade ¢6tica (OD = 540 nm) nos
tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18 h, com cinco repeti¢cdes para cada

intervalo.
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3.4 Teste de patogenicidade

Para comparar a patogenicidade da estirpe E. psidii CRO1R em relacao
a E. psidii CR0O1, folhas destacadas do clone 37350 (E. urophylla x E.
globulus) foram infiltradas com 100 pL de células vivas (108 UFC mL™) das
estirpes, na regido do peciolo foliar e nervura principal. O clone 37350 foi
escolhido, por apresentar em condi¢cdes de campo uma maior incidéncia da
seca-de-ponteiros em comparacado com outros clones (dados ndo mostrados).
O tratamento controle [infiltracdo com PBS (tampé&o fosfato salino) (0,1M;
pH=7,0)] mais as estirpes contaram com trés repeticbes e foram
acondicionados em caixas Gerbox, sobre uma malha (2 cm?) de polietileno
para evitar o contato com a espuma umidificada inserida abaixo, esta que
garantiria que umidade para a folha. As caixas foram dispostas em
incubadora, mantendo a temperatura de 28 °C. ApGs 3-4 dias de inoculagao,

0s sintomas tipicos foram comparados entre as estirpes CR01 e CRO1R.

3.5 Teste de agressividade

Para determinar a agressividade da estirpe CRO1R (mutante) em
relacdo a CRO1 (selvagem), folhas destacadas do clone 37350 (E. urophylla
x E. globulus) foram perfuradas na regido central da nervura principal. Em
seguida, uma gota [20 uL; PBS (0,1 M; pH 7,0)] de suspenséo bacteriana (108
UFC mL™?) foi depositada sobre o ferimento. Cada estirpe, mais o tratamento
controle (infiltracdo com PBS) contaram com trés repeticdbes e foram
adicionadas em placas de Petri (150 x 20 mm) sobre agar-agua (0,5%)
(Imathiu et al., 2009) com o peciolo imerso no meio. Em intervalos de 1, 2, 3

e 4 dias a expansao das les6es foram mensuradas com uso de paquimetro.
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3.6 Sobrevivéncia epifitica

Uma suspenséo de inéculo (108 UFC mL1) da CRO1R foi preparada a
partir de culturas desenvolvidas a 28 °C por 24 h. Em seguida, mudas dos
clones 37350 (E. urophylla x E. globulus) e 32864 (E. saligna) com 90 dias de
idade foram pulverizadas até o ponto de escorrimento e mantidas em casa-
de-vegetacao (28 = 2 °C com 70% UR). Os clones foram escolhidos por
apresentarem resisténcia (clone 32864) e suscetibilidade (clone 37350) em
condicdes de campo. Apés inoculacdo, em intervalos de 5, 10, 15, 30, 45, 60
e 75 dias, trés discos foliares com diametros de 1 cm (Oliveira et al., 1991)

foram removidos do terco médio das plantas.

Os discos foram adicionados em tubos de ensaio contendo 9 mL de
PBS (0.1 M; pH 7,0; contendo 0,05% de Tween-80) e submetidos a sonicagem
por ultrassom (40 kHz, 120 W) por 3 minutos (Lanna Filho et al., 2013). O
extrato foi diluido (fator = 1:10%) e espalhado (0,1 mL) sobre meio 523
suplementado com rifampicina (30 ug mL?) e azoxistrobina (20 uyg mL?), em
placas de Petri (90 x 15 mm). Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C
por 24-48 h e quando do surgimento das colbnias foi realizada a contagem da
populacdo bacteriana e os dados transformados em raiz cubica do nimero de
UFC cm™ de tecido foliar. Para cada intervalo de tempo foram utilizadas trés
repeticbes, para cada clone. O experimento teve duracdo de Maio até

Dezembro de 2019.

3.7 Sobrevivéncia em solo

Amostras simples de solo foram coletadas aleatoriamente no Horto

Florestal Cerro, em Eldorado do Sul-RS, da empresa Celulose Riograndense.
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O solo de textura média (Tipo 2) apresentou as seguintes propriedades: pH
4,4 e argila em 13%. As amostras foram homogeneizadas, peneiradas
(abertura = 2,00 mm) e submetidas a secagem por 3 dias em estufa a 37 °C
(Hildebrand et al., 2001). A populacdo de E. psidii CRO1R foi submetida as
condicbes de solo esterilizado (autoclavado por trés vezes por 20 min a 121
°C) e néo-esterilizado. Para tal, culturas da fitobactéria crescidas a 28 °C por
24 h foram suspensas em PBS (0,1 M; pH 7,0) e dispensadas (108 UFC mL™?)
nos solos até atingirem 18,5% da capacidade de campo (CC). A suspensao
de células vivas da bactéria foi misturada em 50 g de solo e os copos de 100
mL foram selados com papel aluminio e mantidos sob temperatura de 28 °C.

Em intervalos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 150 dias, 1 g de
solo foi coletado e adicionado a 9 mL de PBS (0,1 M; pH 7,0), submetidos a
agitacao e seguido de repouso (30 min) para a sedimentacao (Hildebrand et
al., 2001). O sobrenadante foi diluido (fator = 1:10%) e 10 pL espalhado sobre
meio 523 suplementado com rifampicina (30 ug mL!) e azoxistrobina (20 ug
mL-1), em triplicatas de placas de Petri (90 x 15 mm). Em seguida, as placas
foram incubadas a 28 °C. Quando do crescimento das col6nias foi realizada a
comparacao com a morfologia tipica de E. psidii e contagem da populacao
bacteriana e os dados transformados em raiz cubica do nimero de UFC g
de solo. N&@o havendo o crescimento de colonias bacterianas sobre o meio, foi
realizada uma Bio-PCR para cada copo, e desde feito um lavado. Com o
lavado foi feita a extracdo de DNA, e dado seguimento a PCR, foi utilizado os
primers especificos Ep2L (3' CCA AAA AGC TTG GTG TGG ATA5') e Ep2R

(3 AAATTG GTG ACT CGC ACA TG 5') de acordo com o protocolo proposto
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por Silva et al. (2015). O experimento teve duracdo de Maio até Dezembro de

2019.

3.8 Sobrevivéncia em restos foliares

Folhas dos clones 37350 e 32864, em completo desenvolvimento,
foram coletadas no Horto Florestal Cerro, em Eldorado do Sul-RS, da
empresa Celulose Riograndense. Em seguida, cortes foram realizados com
um bisturi no limbo foliar e as folhas imersas em uma suspenséao de células
vivas (108 UFC mL™1) da E. psidii CRO1R. As folhas foram adicionadas sobre
uma tela plastica (malha = 2 cm?) e ficaram suspensas acima de uma espuma
umedecida, dentro de caixas Gerbox. Uma mecha de algoddo Uumido foi
colocado no peciolo de cada folha e as caixas mantidas em incubadora a 28
°C sob luz fluorescente (40 mol s m?) com fotoperiodo de 12 h. Quando do
surgimento dos sintomas, as folhas foram cortadas em pedacos (1,0-4,0 cm),
pesadas (3 g) e envoltas em sacos (11 x 11 cm) de nylon (malha = 1 mm). Os
sacos contendo os dois tipos de clones, separadamente, foram posicionados
sobre a superficie dos solos esterilizado e ndo-esterilizado, bem como nas
profundidades de 5 e 15 cm em vasos de 12 L. Foram utilizadas nove

repeticdes para cada condicdo de solo e profundidades testadas.

Nos intervalos de 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150,180 e 210
dias, uma porcao de 0,2 gramas dos restos foliares em cada saco foi coletada
e macerada em almofariz com 10 mL de PBS (0,1 M; pH 7,0). O extrato foi
filtrado em duas camadas de gaze, diluido (fator = 1:10%) e uma aliquota de
10 pL foi espalhada sobre o meio 523 suplementado com rifampicina (30 ug

mL1) e azoxistrobina (20 ug mL?), em triplicatas de placas de Petri (90 x 15
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mm). Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C e quando do surgimento
das colonias foi realizada a contagem da populacéo bacteriana pelo nimero

de UFC g de restos de foliares.

Quando as amostras se tornaram todas negativas para o crescimento
bacteriano, foram analisadas novamente por PCR usando primers Ep2L e
Ep2R (Silva et al., 2015). A obtencdo do DNA fitobacteriano foi realizada
através de maceracao de 0,2g de restos culturais em 10mL de PBS (0,1M;
pH=7,0). Da suspenséo resultante, 1,5 mL foram adicionadas em Eppendorf
e fervidas por 10 minutos em 100°C, e em sequéncia centrifugadas 5 minutos
a 5000 rpm. Do sobrenadante resultante, 2 yL foram adicionados ao seu
respectivo Eppendorf contendo o mix (Master Mix e os primers Ep2L e Ep2R).
O método de obtencdo do DNA fitobacteriano foi adaptado de Llop et al.
(1999) e Minguzzi et al. (2016). O experimento teve duracdo de Maio até

Dezembro de 2019.

3.9 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os dados obtidos foram transformados em raiz cubica, e
submetidos a andlise de regressdo usando o software SigmaPlot (Systat

Software Inc., 2020).



4 RESULTADOS

4.1 Comportamento e caracteristica do mutante CRO1R

O mutante espontdneo CRO1R apresentou estabilidade quanto a
resisténcia a rifampicina, quando submetido as repicagens alternadas em
meio 523 com a auséncia e a presenca do antibiético (100 mg L1). As col6nias
do mutante ndo apresentaram alterac6es morfolégicas, em comparagcédo com
a estirpe selvagem (Figura 1). As colbnias mantiveram a pigmentagéo
esbranquicada, superficie brilhante, bordos lisos e aspecto mucoide.
Comparando o crescimento das estirpes selvagem e mutante em meio liquido,
0 mutante apresentou crescimento similar & estirpe selvagem (Figura 2).
Notadamente, se observou que n&o houve interferéncia da mutagcdo em

fatores importantes para o crescimento da célula fitobacteriana.
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FIGURA 1. Colbnias de E. psidii da estirpe selvagem (CR0O1) e mutante
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Crescimento bacteriano (OD

(CRO1R) sobre meio 523. Colbnias com pigmentacdo
esbranquicada, superficie brilhante, bordos lisos e aspecto
mucoide. (Magnitude = 1 cm).
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FIGURA 2. Curva de crescimento das fitobactérias Erwinia psidii selvagem

CRO01 e mutante CRO1R em meio liquido 523. O triangulo cheio
(A) e vazio (A) representam as estirpes selvagem e mutante,
respectivamente.
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4.2 Teste de patogenicidade e agressividade

O mutante expressou 0s mesmos fatores de patogenicidade
ocasionados pela estirpe selvagem (Figura 3). Igualmente a estirpe selvagem,
0 mutante estimulou o surgimento da anasarca do limbo foliar e escurecimento
da nervura central. Como esperado, o controle ndo apresentou qualquer
sintoma de anasarca ou necrose da nervura central. Quanto a agressividade,
nao houve diferenca na velocidade da expansao dos sintomas em relagdo ao

tempo, para as estirpes selvagem e mutante (Figura 4).

FIGURA 3. Patogenicidade da Erwinia psidii CRO1 (selvagem) e CRO1R
(mutante) em folhas de Eucalyptus saligna. Sintomas tipicos de
anasarca no limbo foliar e escurecimento da nervura principal.
(Magnitude = 1 cm).
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FIGURA 4. Comparagédo do desenvolvimento da leséo na nervura central de
folhas destacadas do clone 37350 (E. urophylla x E. globulus),
apos inoculacdo das Erwinia psidii CRO1 (—) e CRO1R (---). O
tridangulo cheio (A) e vazio (A) representam as estirpes selvagem
e mutante, respectivamente.

4.3 Sobrevivéncia em filoplano

Sobre o filoplano do clone 32864 a estirpe CRO1R sobreviveu por 60
dias e apresentou uma populacao final estimada em 4,0 x 10 UFC/cm2! de
tecido foliar (Figura 5A). No clone 37350, a populacdo da fitobactéria
sobreviveu por 30 dias e apresentou uma populacdo final de 4,1 x 102 UFC
cmz?! de tecido foliar (Figura 5B). Nenhuma célula viavel da estirpe CRO1R foi
detectada nos extratos foliares das amostras de folha, apés ndo crescimento
em meio-seletivo em 75 dias. A confirmacgéo da auséncia do patdogeno se deu

via PCR utilizando os primers especificos Ep2L/Ep2R.
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FIGURA 5. Populacédo da Erwinia psidii CRO1R sobre o filoplano dos clones
32864 (resistente) e 37350 (suscetivel). Sobrevivéncia por 60 dias
da fitobactéria sobre o filoplano do clone 32864 (A). Sobrevivéncia
por 30 dias da fitobacteriana sobre o filoplano do clone 37350 (B).

4.4 Sobrevivéncia em solo

A fitobactéria sob condicbes de solo esterilizado sobreviveu por 120
dias, apresentando populacdo estimada em 1,8 x 10 UFC/g* de solo (Figura
6A). Em solo nao-esterilizado, a populacédo da fitobactéria ndo foi detectada
apos os cinco dias de infestacdo do solo (Figura 6B). A comprovacao da néao

existéncia de células da CRO1R em solo esterilizado e ndo-esterilizado foi
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confirmada mediante uma Bio-PCR, apés a auséncia de detec¢cdo em meio

de cultura seletivo, utilizando os primers especificos Ep2L / Ep2R (Anexo 1).
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FIGURA 6. Populagao da Erwinia psidii CRO1R em solo esterilizado e néo-
esterilizado. Sobrevivéncia por 120 dias da estirpe CRO1R em
condi¢cbes de solo esterilizado (A). Em condi¢cdes de solo nao-
esterilizado a estirpe CRO1R sobreviveu por apenas cinco dias

(B).

4.5 Sobrevivéncia em restos foliares

Para o clone 32864, sobre e sob o solo esterilizado, amostras de restos

foliares apresentaram populacdes bacterianas até aos 75 dias (Figuras 7A, B
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e C). Sobre o solo a populacéo detectada foi de 1,8 x 10* UFC/g? de restos
foliares (Figura 7A). Similar a populacéo estimada sobre a superficie do solo,
sob 5 cm de profundidade, os tecidos foliares apresentaram populacao
estimada em 1,8 x 10 UFC/g?! de restos foliares (Figura 7B). Sob a
profundidade de 15 cm, a populacdo bacteriana foi de 2,9 x 10! UFC/g? de
restos foliares (Figura 7C).

Apoés esse periodo, a fitobactéria foi detectada apenas aos 120 dias,
com populacgédo estimada em 4,6 x 10° UFC/g* de restos foliares, sobre o solo
(Figura 7A). Na profundidade de 5 cm, os tecidos foliares apresentaram
populacéo bacteriana estimada em 4,4 x 103 UFC/g de restos foliares (Figura
7B). Sob 15 cm de solo a populagdo bacteriana foi estimada em 1,0 x 103
UFC/g* de restos foliares (Figura 7C). Nas avaliacdes posteriores ndo houve
a deteccdo da fitobactéria nos restos foliares, confirmado por PCR. (Anexo
2a, b, ec).

Em solo ndo-esterilizado a estirpe CRO1R foi detectada nos residuos
foliares do clone 32864 até aos 90 dias (Figura 7D, E e F). Sobre o solo, a
populacéo estimada foi de 0,4 x 10! UFC/g* de restos foliares (Figura 7D). Na
profundidade 5 cm, igualmente (Figura 7E). Sob 15 cm de profundidade, os
residuos foliares apresentaram populacdo estimada em 1,1 x 10! UFC/g* de
restos foliares (Figura 7F). Posterior aos 90 dias, a fitobactéria foi detectada
apenas aos 180 dias (Figuras 7D, E e F). Sobre o solo os restos foliares
apresentaram populacéo bacteriana estimada em 1,8 x 10 UFC/g* de restos
foliares (Figura 7D). Sob as profundidades de solo de 5 e 15 cm, as
populacdes estimadas nos restos foliares foram de 9,6 x 10 e 2,2 x 10* UFC/g

! de restos foliares, respectivamente (Figura 7E e F). N&do houve deteccédo da
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estirpe CRO1R nas avaliacdes posteriores, confirmada por PCR (Anexo 3a, b

e C).
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FIGURA 7. Persisténcia da Erwinia psidii CRO1R em restos foliares do
clone 32864 em solo esterilizado e nao-esterilizado.
Populacdo da estirpe CRO1R em amostras de restos
foliares sobre (A) e sob [5 e 15 cm (B e C) ] o solo
esterilizado, bem como sobre (D) e sob [5 e 15 cm (E e F)]

0 solo nao-esterilizado.
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Residuos foliares do clone 37350 em 0/5 cm de solo esterilizado
apresentaram detec¢cdes da CRO1R até aos 60 dias (Figuras 8A e B). Sobre
0 solo os restos foliares apresentaram populacdo bacteriana estimada em 1,5
x 101 UFC/g* de restos foliares (Figura 8A). Sob uma camada de 5 cm de solo
os restos foliares apresentaram populacéo bacteriana de 2,9 x 10* UFC/g? de
restos foliares (Figura 8B). Sob uma camada de solo de 15 cm os restos
foliares apresentaram populagdo bacteriana estimada em 1,5 x 10* UFC/g™*
de restos foliares (Figura 8C). Nao houve deteccao da populacédo bacteriana
sobre o solo e sob a camada de 5 cm dos 60 até os 120 dias. Sob 15 cm de
solo a populacao bacteriana foi continua até os 75 dias, periodo este que a
populacdo bacteriana foi estimada em 0,7 x 10 UFC/g* de restos foliares
(Figura 8C). Apo0s os 75 dias, a fitobactéria foi detectada apenas aos 120 dias
como mostrado nas Figuras 9A, B e C. Na superficie do solo os restos foliares
apresentaram populacéo bacteriana estimada em 4,2 x 10 UFC/g* de restos
foliares (Figura 8A). Nas profundidades de 5 e 15 cm as populacbes
bacterianas estimadas foram de 1,8 x 10° e 1,4 x 102 UFC/g?! de restos
foliares, respectivamente (Figura 8B e C). As amostras de restos foliares, apds
0s 120 dias, ndo apresentaram células viaveis da fitobactéria, confirmado pela
PCR, com uso de primers especifico (Anexo 2d, e e f).

Em solo ndo-esterilizado, a fitobactéria foi detectada ininterruptamente
atée os 90 dias, neste tempo, amostras de restos foliares sobre o solo
apresentaram populacéo bacteriana estimada em 0,4 x 10 UFC/g* de restos
foliares (Figura 8D). Igual populacédo foi encontrada em tecidos foliares

enterrados a 5 cm (Figura 8E). Na profundidade de 15 cm a populacéo
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detectada foi de 1,1 x 10 UFC/g* de restos foliares (Figura 8F), semelhante
ao detectado para o clone 32864 (Figura 7F). Posterior aos 90 dias, a
fitobactéria foi detectada sobre o solo apenas nas amostras de tecidos foliares
do clone 37350 aos 150 e 180 dias com populacdo estimada em 1,5 x 10?
UFC/g! e 0,7 x 10t UFC/g* de restos foliares respectivamente (Figura 8D).
Nas profundidades de 5 e 15 cm as populacdes estimadas nas amostras de
restos foliares foram de 1,4 x 10%e 1,2 x 102 UFC/g de restos foliares (Figuras
8E e F). Posterior aos 180 dias, as amostras foliares em todos os estratos de
solo ndo apresentaram células viaveis da fitobactéria, confirmado por PCR,

com uso de primer especifico (Anexo 3d, e e f).
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FIGURA 8. Sobrevivéncia da populacdo da Erwinia psidii CRO1R em restos
foliares do clone 35370 em solo esterilizado. Declinio da
populacao fitobacteriana em solo esterilizado nas profundidades
Ocm (A), 5cm (B) e 15cm (C), e solo nédo esterilizado nas
profundidades Ocm (D), 5cm (E) e 15¢cm (F).



5 DISCUSSAO

A resisténcia de bactérias a rifampicina tem sido exaustivamente
empregada como marcador para estudos de dinamica populacional e
sobrevivéncia em diferentes condicbes de ambiente (Mariano & Mccarter,
1993; Zhao et al., 2002; Milling et al., 2011; Kim et al., 2014; Nakahara et al.,
2016). Embora o método possa promover alteracdes bioldgicas que
influenciem em tracos ecolégicos da bactéria (Andrews, 1986; Schroth et al.,
1991), o mutante CRO1R néo apresentou diferencas na taxa de crescimento,
morfologia, patogenicidade e agressividade em comparacdo com a estirpe
parental. Respostas semelhantes foram reportadas por Rott et al. (1994),
quando o mutante resistente a rifampicina Xanthomonas albilineans GPE5SR
apresentou a mesma taxa de crescimento, morfologia, agressividade e
patogenicidade da estirpe selvagem X. albilineans GPE5. Outros autores
também reportam os mesmos resultados deste estudo, por demonstrarem
semelhancas das atividades biologicas e ecoldgicas entre o mutante a
rifampicina e a estirpe selvagem (Mariano & Mccarter, 1993; Silva et al., 2006).

A curta persisténcia de células cultivaveis da Erwinia psidii CRO1R em
solo nao-esterilizado (Figura 6A) corrobora com outros estudos realizados

com fitobactérias autdctones da parte aérea (Hildebrand et al., 2001). O rapido
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declinio da populacao fitobacteriana em solo nativo de areas de eucalipto,
pode estar relacionada a inabilidade do patégeno em competir com a flora
microbiana autoctone do solo. Igualmente, Graham et al. (1989) reportou que
a fitobactéria Xanthomonas citri subsp. citri ndo sobreviveu a atividade
antagbnica dos microrganismos do solo de pomares de Maryland, EUA.
Fitobactérias da parte aérea ndo conseguem competir com a microbiota
antagbnica nativa, podendo sobreviver poucos dias ou poucas semanas
naquele ambiente (Lee, 1920; Goto et al., 1978; Kritzman & Zutra, 1983;
Trevors & Finnen, 1990; Hildebrand et al., 2001).

Sobrevivendo um pouco mais de 10 semanas sobre o filoplano de
folhas de eucalipto (Figura 5A e B), a E. psidii demonstrou ter baixa aptidao
epifitica. Igualmente, Norelli & Brandl (2006) reportaram que células viaveis
da E. amylovora sobreviveram entre 6 e 14 dias sobre folhas de macieira sob
temperatura de 24 °C. Mariano & McCarter (1993) também reportaram que
células vivas de Pseudomonas viridiflava ndo foram recuperadas apos 16
semanas de exposicdo do patégeno sobre duas cultivares de tomate.
Contrapondo aos estudos supracitados, alguns autores reportam a
sobrevivéncia por longo periodo de fitobactérias (como Xanthomonas
campestris patovar manihotis e Pseudomonas viriditlava) da parte aérea
sobre a superficie foliar de culturas economicamente importante (Daniel &
Boher, 1985; Mariano & Mccarter, 1993). Nao obstante, ndo seja senso
comum a baixa aptidao epifitica por fitobactérias da parte aérea, a maioria dos
estudos tém mostrado a incapacidade desses patdgenos em sobreviver por

longo periodo no filoplano (Henis & Bashan, 1988; Beattie & Lindow, 1994;
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Norelli & Brandl, 2006; Lamichhane & Varvaro, 2013; Dutta et al., 2017; Alves
et al., 2018).

Mormente, as condicdes oscilantes de temperatura, umidade, radiacao
e outras, para as quais as fitobactérias ficam expostas, tornam dificeis a
sobrevivéncia por longo periodo no filoplano (Hirano & Upper, 1983; Daniel &
Boher, 1985; Henis & Bashan, 1988; Beattie & Lindow, 1994; Norelli & Brandl|,
2006; Dutta et al., 2017) .

No tocante a sobrevivéncia de E. psidii CRO1R nos tecidos foliares
enterrados, a detec¢cdo em solo nao esterilizado foi de até 180 dias em solos
nao esterilizados (Figuras 7D, 7E, 7F, 8D, 8E e 8F). A protecéo fisica que o
material vegetal proporciona a fitobactéria é possivelmente a chave para a
sobrevivéncia por tanto tempo em ambiente (solo) desfavoravel em
comparacao a sobrevivéncia direta no solo (Figura 6). Schaad & White (1974)
obtiveram resultado semelhante ao comparar Xanthomonas campestris
diretamente no solo e quando em associacdo a restos culturais. Os dados
obtidos por eles mostraram que a X. campestris sobreviveu por 42 dias em
solo, e por 244 dias em restos culturais de repolho. Silva Junior et al. (2019)
também obtiveram resultados semelhantes em que, Xanthomonas campestris
pv. campestris sobreviveu por até 24 dias em solo, e em restos culturais de
couve flor por até 255 dias.

A profundidade em que os restos foliares sao enterrados também
interfere no tempo de sobrevivéncia da fitobactéria E. psidii CRO1R. Sobre o
solo nédo esterilizado, a deteccdo do patogeno foi mais frequente que nas
demais profundidades. Sendo detectada a presenca da fitobactéria

continuamente até 90 dias (0,4 x 10t UFC/g* de restos foliares), a deteccéo
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retornou a acontecer em 150 dias (1,5 x10t UFC/g* de restos foliares), e
novamente em 180 dias (0,7 x 10! UFC/g?! de restos foliares) (Figura 8D).
Enquanto que nas demais profundidades, a detec¢éo ocorreu aos 90 dias e
depois somente em 180 dias (Figuras 8E e F). Xanthomonas axonopodis pv.
vignicola também possui sobrevivéncia diferente de acordo com a
profundidade, a fitobactéria sobrevive em restos culturais dispostos na
superficie por até 60 dias, enquanto que nas profundidades 10 e 20cm por
somente 45 dias (Sikirou & Wydra, 2004). J& Acidovorax citrulli AaclRif
sobrevive por até 21 dias em residuos de folhas e frutos de melédo enterrados
em profundidade 0, 5 e 10cm, em profundidade 15cm sobrevive por somente
14 dias (Alves et al., 2018).

Em se tratando dos clones, as diferencas ndo foram notorias
visualmente em restos foliares, exceto em filoplano. No qual, a fitobactéria
sobreviveu por 30 dias a mais no filoplano do clone 32864 (60 dias) que no
clone 37350 (30 dias).

Durante as avaliacdes a fitobactéria apresentou reducédo da deteccéo
em restos foliares conforme reducéo da temperatura ambiente. Em agosto e
setembro de 2019, meses durante o inverno, ndo houve deteccdo da
fitobactéria E. psidii. Graham et al. (1989) obtiveram resultado semelhante
com Xanthomonas campestris em solo de viveiros de citrus. Houve um
decréscimo populacional conforme o periodo de inverno, e acréscimo quando
as temperaturas tornaram elevadas novamente.

A dindmica populacional de decréscimo e acréscimo € uma possivel
inducdo de estado de persisténcia por estresse de temperatura devido

resfriamento do solo (Van Overbeek et al., 2004; Martins et al., 2018). Quando
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ocorre aumento na temperatura a fitobactéria torna-se cultivavel novamente
(Figuras 7 e 8). O anexo 4 indica a flutuacao térmica durante o periodo de
avaliacdes, com temperatura média de 19,6 °C.

Essa capacidade da bactéria em nao ser cultivavel em condi¢cdes
estressantes, no caso a temperatura, € um demonstrativo da habilidade desse
patdgeno entrar em estado persistente. Este estado permite que a bactéria
sobreviva em baixas taxas metabolicas em condicdes ambientais
inadequadas, retornando as atividades normais quando em ambiente
adequado a sobrevivéncia (Takacs, 1967; Jock et al., 2005; Ordax et al., 2010;
Wood et al., 2013; Santander & Biosca, 2017; Martins et al., 2018). Essa
estratégia, € possivelmente, a maneira que o0 patdégeno usufrui para

permanecer em uma floresta de eucaliptos durante as variagcdes sazonais.



6 CONCLUSOES

Com fundamento nos resultados obtidos no presente estudo, é possivel

concluir que:

O mutante CRO1R é semelhante a estirpe selvagem quanto ao
crescimento, patogenicidade e agressividade;

Em filoplano, Erwinia psidii CRO1R sobrevive por 60 dias no clone
32864 e por 30 dias no clone 37350;

E. psidii CRO1R sobreviveu por até 120 dias no solo esterilizado e por
5 dias em solo néo esterilizado;

E. psidii CRO1R sobrevive por até 180 dias em restos foliares em solo
nao esterilizado, e por até 120 dias em restos foliares em solo

esterilizado.
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(B)

ANEXO 1. Eletroforese em gel de agarose oriunda de Bio-PCR das amostras
de solo obtidas a partir de solo esterilizado (A) e nao-esterilizado
(B). Nos quais: M=marcador de peso molecular; C=controle
negativo; S=selvagem (controle positivo); R=mutante a rifampicina
(controle positivo); 1E-9E=nUmero do copo com solo esterilizado;
1NE-9NE= nimero do copo com solo ndo esterilizado.
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ANEXO 2. Eletroforese em gel de agarose oriunda de PCR das amostras de

restos foliares em Solo esterilizado com os clones 32864 (a, b e
c) e clone 37350 (d, e e f). Nos quais: M=marcador de peso
molecular; C=controle negativo; S=selvagem (controle positivo);
R=mutante a rifampicina (controle positivo); a = restos foliares do
clone 32864 na profundidade 0; b = restos foliares do clone 32864
na profundidade 5; c = restos foliares do clone 32864 na
profundidade 15; d = restos foliares do clone 37350 na
profundidade 0O; e = restos foliares do clone 37350 na
profundidade 5; f = restos foliares do clone 37350 na profundidade
15.
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ANEXO 3. Eletroforese em gel de agarose oriunda de PCR das amostras de

restos foliares em Solo ndo esterilizado com os clones 32864 (a,
b e c) e clone 37350 (d, e e f). Nos quais: M=marcador de peso
molecular; C=controle negativo; S=selvagem (controle positivo);
R=mutante a rifampicina (controle positivo); a = restos foliares do
clone 32864 na profundidade 0; b = restos foliares do clone 32864
na profundidade 5; ¢ = restos foliares do clone 32864 na
profundidade 15; d = restos foliares do clone 37350 na
profundidade 0; e = restos foliares do clone 37350 na
profundidade 5; f = restos foliares do clone 37350 na profundidade
15.
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ANEXO 4. Flutuacéao térmica da cidade de Porto Alegre nos periodos 04/19
a 12/19. Fonte: INMET,2019.




