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1. INTRODUCAO

Em Dezembro de 1995, inspeg¢des de campo, na Estacio Experimental da
Universidade Federal de Sdo Carlos em Valparaiso (SP), enfrentamos uma grande
dificuldade para padronizar um método para determinar a intensidade de doenca e,
conseqiientemente, avaliar a resisténcia de genotipos de cana-de-agucar a estria vermelha
(ESV) causada pela bactéria Acidovorax avenae subsp. avenae (Giglioti et al., 1999;
Giglioti & Matsuoka, 2000). Nao havia coeréncia epidemiologica, principalmente quanto ao
tipo de sintomas e distribuicdo de plantas doentes no campo. Embora tenha sido
inicialmente suspeitado do comportamento diferencial entre genotipos ser o responsavel por
tal observagao, logo em seguida foi demonstrado por Giglioti et al. (1996ab) que sintomas
causados por uma Xanthomonas (Almeida, 1994; Almeida et al., 1989; Carvalho, 1991)
tinham sido erroneamente creditados a ESV. Entao, o nome falsa estria vermelha (FEV) foi
adotado para designar a nova doenga (CCA/UFSCar, 1997; Giglioti et al., 1998, Giglioti et
al.,, 1999; Giglioti & Matsuoka, 2000) aparentemente diferente de todas as outras ja
descritas em cana-de-agucar.

A bactéria agente causal da FEV foi inicialmente identificada como Xanthomonas
campestris (Almeida et al., 1989; Carvalho, 1991) e, desde que ndo haviam sido detectadas
significativas diferengas culturais, bioquimicas, fisioldgicas e soroldgicas entre o patdgeno
da FEV e da gomose (Xanthomonas campestris pv. vasculorum) foi sugerido que as duas
bactérias poderiam ser a mesma (Almeida, 1994; Carvalho, 1991). Contudo, sabe-se que
inimeras tentativas de identificacdo de estirpes, patovares e espécies de Xanthomonas por
caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas falharam. Isolados similares patogénicos ao

mesmo hospedeiro podem apresentar uma estrutura genética diversa, tornando dificil a



caracterizacao apenas por técnicas bioquimicas e fisiolégicas. Mesmo usando o sistema de
microplacas “Biolog GN microplat system” (Biolog. Inc., Hayward, Calif.) para identificar
caracteristicas fenotipicas que distinguem xanthomonads, ambos X. axonopodis e X.
vasicola produziram tanto padrdes heterogéneos ou padrdes que ndo foram caracteristicos e,
por esse motivo, ndo puderam ser devidamente descritos em termos de seus padrdes de
utilizagdo de diferentes fontes de carbono (Vauterin et al., 1995). O comportamento
heterogénio de X. axonopodis foi também determinado por hibridizagdo de DNA-DNA e
pela técnica “fatty acid methyl esters” — FAME. De acordo com esses autores, a dificuldade
de separar espécies de Xanthomonas sugere a necessidade de mais de uma simples técnica
para permitir a ndo ambigua identificagdo de qualquer nova espécie do género.

Além da dificuldade de diferenciar espécies de Xanthomonas, a taxonomia do
agente causal da gomose da cana-de-accar ¢ também confusa, sendo os sintomas
atribuidos a duas espécies xanthomonads: Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum e
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum, ambos inicialmente denominados X. campestris pv.
vasculorum (Vauterin et al., 1995). Xanthomonas vasicola pv. holcicola, agente causal de
estria em sorgo (Valterin et al., 1995), foi também encontrado causando estrias foliares em
cana-de-acucar (ex. X. c. pv. holcicola).

Numa tentativa de determinar a posi¢ao taxondmica da bactéria da FEV, Giglioti et
al. (1999) analisaram a relagdo genética entre o grupo xanthomonad que ataca cana-de-
acucar através da técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE). Os padrdes de bandas
obtidos para sete isolados de X. sp. agente causal da FEV nao pareceu com nenhum outro
haplotipo ja identificado entre as Xanthomonas que atacam cana-de-agucar ou outras
Poaceae. A maior similaridade entre xanthomonad foi de apenas 35% com X. a. pv.

vasculorum. Portanto, todas as evidéncias sdo que a bactéria causadora da FEV pode ser



uma nova espécie ou patovar de Xanthomonas. No entanto, isso necessita de comprovagao,
o que requer um estudo polifasico, utilizando-se varias técnicas para caracterizacao
fenotipica e molecular e inoculagdes cruzadas. O género Xanthomonas apresenta a regiao
ribossomal 16S muito conservada (Hauben et al., 1997) e seu sequenciamento ¢
imprescindivel para definir corretamente o género. Em 1995, a reclassificacdo do género
Xanthomonas, resultando em 20 espécies, foi feita por Vauterin et al. (1995), considerando
principalmente a porcentagem de homologia de DNA-DNA para definir as espécies.
Bactérias com 70% ou mais de homologia foram agrupadas e consideradas de uma mesma
espécie.

Como os estudos de hibridagdo DNA-DNA s3o bastante laboriosos, os elementos
repetitivos REP, ERIC e BOX, conjuntamente chamados de rep, tém sido alternativamente
utilizados para caracterizacdo de bactérias fitopatogénicas (Louws et al., 1994), incluindo
Xanhomonas (Egel et al., 1991; Louws et al., 1994; Louwis et al., 1995; Vera Cruz et al.,
1996). Excelente correlagdo entre os grupos determinados por Vauterin et al. (1995) e
coeficientes de similaridade obtidos a partir de analises de perfis de bandas gerados por rep-
PCR foram obtidos por Rademaker et al. (2000), sugerindo o uso de rep-PCR como uma
técnica a0 menos auxiliar.

Isolamento em meio de cultura pode ser um método bastante util para a detecgao de
Xanthomonas sp. (X.sp), agente causal da falsa estria vermelha em cana-de-agtcar (FEV),
uma nova doenca no Brasil (Giglioti et al., 1999). O meio de cultura freqiientemente
utilizado consiste de uma modificacdo do meio DYGS desenvolvido por Rodrigues Neto et
al. (1986). Os isolados de X. sp podem ser obtidos de folhas sintomaticas. Crescimento
confluente em meio DYGS modificado fica visivel apds 1,5 dias e as colonias isoladas

aparecem apds 3 a 4 dias a 28° C. As colonias sdo circulares com borda irregulares,



convexas, viscosas, brilhantes e de colora¢do amarelo-limdo. A bactéria causa uma
pigmentagdo no meio sélido com aproximadamente 7 dias de incubagdo. Testes serologicos
de microprecipitagdo em laminas de microscopia t€ém sido utilizados para rapidamente
distinguir o agente causal da FEV de outras bactérias amarelas, endofiticas em folhas de
cana-de-acucar, que crescem conjuntamente no meio de cultura (Giglioti et al., 1999).

Como se trata de uma nova doenga da cana-de-agucar, ainda ndo foram conduzidos
estudos sobre os modos de disseminagdo/penetracao da bactéria, o padrao de colonizagao
de tecidos e também o modo de sobrevivéncia do patégeno na natureza. Para tanto, um
método de deteccdo bastante sensivel e rapido € necessario para poder testar um grande
numero de amostras. Tal método sera também bastante util para as estagdes de quarentena,
uma vez que a doenca s6 foi, por enquanto, detectada no Brasil e sua entrada em outros
paises deve ser evitada (Giglioti et al., 1999). Neste particular, o uso de técnicas baseadas
na amplificagdo de fragmentos especificos de DNA, através da reacdo da polimerase em
cadeia (PCR), tem proporcionado rapida e precisa deteccdo de outras Xanthomonas
patogénicas a plantas, inclusive a cana-de-agucar (Lopes et al., 1998; Davis et al., 1998,
Pan et al., 1999). Em alguns casos, alguns genes especificos, tal como o hrp em espécies de
Xanthomonas (Leite et al., 1994), tem sido utilizado para detecgao.

Diante do exposto, o presente trabalho utilizou as técnicas moleculares de
hibridagdo de DNA-DNA, rep-PCR, clonagem e sequenciamento para caracterizar a nova
Xanthomonas patogénica a cana-de-agucar e para desenvolver um método de diagnose da

doenga.



2. OBJETIVOS

e Determinar a posi¢do taxondmica da nova Xanthomonas sp. agente causal da FEV
através de:
o Sequenciamento e analise da regido ribossomal 16S;
o Hibridacdo de DNA-DNA; e

o Analise de padroes de bandas obtidos por rep-PCR.

e Desenvolver um método sensivel, especifico e pratico para deteccdo de
Xanthomonas sp., agente causal da falsa estria vermelha da cana-de-agticar, através

da técnica da reacao de polimerase em cadeia (PCR)



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Taxonomia de Xanthomonas

O género Xanthomonas inclui bactérias Gram-negativas, geralmente apresentando
pigmento amarelo, distribuidas no mundo todo causando importantes doengas em mais de
392 espécies de plantas cultivadas. A especializagdo fitopatogénica e a ampla gama de
hospedeiros dos membros do género Xanthomonas tém feito destes microorganismos
objetos de inimeros estudos taxondmicos. Inicialmente, a taxonomia de Xanthomonas foi
dominada por técnicas de andlise fenotipica pelas quais uma Unica caracteristica
(bioquimica ou fisioldgica), especificidade por hospedeiro, determinava a classificacdo do
género. Desde a primeira xanthomonad descrita até¢ 1974, era comum a pratica de definir
uma xanthomonad fitopatogénica isolada de uma nova planta hospedeira como uma nova
espécie de Xanthomonas. O niumero sem razao de espécies resultantes dessa pratica foi
drasticamente reduzido por Dye e Lelliott (1974), justificando a reclassificacdo pela
impossibilidade de diferenciar espécies por outras caracteristicas além da especificidade por
hospedeiro. De acordo com essa reclassificagdo, apenas quatro espécies de Xanthomonas
(X. albilineans, X. axonopodis, X. campestris ¢ X. fragariae) puderam ser diferenciadas
pelos testes bioquimicos e fisiologicos, sendo os 143 patovares de X. campestris nao
diferenciados pelo metabolismo celular ou outras caracteristicas fenotipicas além da
especificidade por hospedeiros. No entanto, identificagdo baseada em testes de
patogenicidade que podem ser ndo conclusivos e abertos a interpretagdes alternativas
(Gabriel et al., 1989; Gabriel & Fuyter, 1992; Lazo et al., 1987). Nos ultimos anos,
trabalhos tém proporcionado evidéncias que a diferenciagdo de patovares baseadas na

especificidade de hospedeiros ndo ¢ uma reflexdo de relagdes genéticas. Varias tentativas



tém sido feitas para classificar patovares e racas usando caracteristicas alternativas do
patdgeno.

Técnicas moleculares tém sido utilizadas cada vez mais em estudos de taxonomia e
epidemiologia de espécies de Xanthomonas. Tal fato tem permitido o desenvolvimento de
diferentes provas para deteccdo e identificacdo por hibridizagdo ou PCR e para analise de
estrutura de populagdes no campo. Vauterin et al. (1995) apresentaram e sintetizaram todos
os dados disponiveis de homologia de DNA para o género Xanthomonas e propuseram uma
nova classificagdo para espécies nas quais tanto as relagdes genéticas quanto as
necessidades para a fitopatologia foram consideradas. Dados fenotipicos, incluindo aqueles
obtidos por “Biolog GN microplate System”, foram utilizados para descrever e diferenciar

as xanthomonads em 20 diferentes grupos (espécies).

Analise de estrutura populacional de bactérias por rep-PCR

Os organismos procariotos, incluindo Xanthomonas fitopatogénicas, possuem
familias de sequéncias de DNA repetitivo dispersas ao longo de seus genomas que podem
ser utilizadas como regides para o anelamento de primers especificos. Trés familias tém sido
estudadas em maior detalhe: “repetitive extragenic palindromic (REP)” de 35 a 40-pb (Stern
et al., 1984); “enterobacterial repetitive intergenic concensus (ERIC)” de 124 a 127-pb
(Hulton et al., 1991); e “BOX element” de 154-pb (Martin et al., 1992). Estas seqiiéncias
parecem estar localizadas em posi¢des intergénicas distintas ao redor dos cromossomos. Os
elementos repetitivos podem estar presentes nas duas orientagdes nos cromossomos, €
primers especificos tém sido desenhados para leitura (“read outward”) de repetigdes

invertidas nas seqiiéncias REP e ERIC, e da subunidade boxA de BOX (Versalovic et al.,



1994). O uso desses iniciadores e a técnica de PCR permitem a amplificagdo seletiva de
regides gendmicas distintas localizadas entre cada uma das seqiiéncias REP, ERIC ou BOX.
O correspondente protocolo para REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR ¢ chamado
coletivamente rep-PCR (Versalovic et al., 1991; 1994). Bandas amplificadas apresentam
tamanhos diferentes e sdo separados por eletroforese em gel de agarose, lembrando padroes
de coédigo de barras, analogos a codigos UPC utilizados em supermercados e lojas,
funcionando como uma assinatura para o isolado bacteriano em estudo.

Os elementos REP, ERIC e BOX tém potencial para formar estruturas “stem-loop”
e podem desempenhar um importante papel na organizagdo do genoma bacteriano
(Krawiec, 1985; Krawiec & Riley, 1990; Lupski & Weinstock, 1992). Acredita-se que a
organizagdo genomica ¢ configurada pela sele¢do e, portanto, a dispersao das seqii€ncias
REP, ERIC e BOX pode ser indicativa da estrutura e evolucao do genoma da bactéria. Com
base nesta premissa € no conhecimento sobre a natureza clonal e dinamica populacional de
bactérias patogénicas, Louws et al. (1994) formularam a hipétese de que cada isolado
especializado ou patovar do patégeno tem distribuicdo ou arranjo Unico das seqiiéncias
repetitivas ao longo do genoma. Entdo, podemos gerar ““fingerprints” unicos que
correlacionam com um isolado especifico ou patovar. Por este motivo, a técnica rep-PCR
tem sido utilizada rotineiramente para identificagdo e estudo de dinadmica populacional e
variabilidade de Xanhomonas (Egel et al., 1991; Louws et al., 1994; Louwis et al., 1995;
Vera Cruz et al., 1996).

Além de util para andlises filogenéticas, através da técnica rep-PCR ¢é possivel
identificar bandas especificas a uma espécie de bactéria. Através da clonagem e
sequenciamento dos fragmentos de DNA correspondentes a essas bandas especificas,

primers sdo desenhados e protocolos de PCR desenvolvidos, permitindo rapida, especifica e



sensivel deteccdo de bactérias. No caso de Xanthomonas, este tipo de trabalho ja foi
realizado para algumas espécies (Louws et alt, 1994; Pooler et al.; 1996), estimulando o
presente projeto para desenvolver um método molecular para detectar Xanthomonas sp.,

agente causal da falsa estria vermelha, em tecidos de cana-de-agucar.

Deteccio de xanthomonads por PCR

Como revisado por Leite et al. (1994), identificacdo e detec¢do de xanthomonads sdo
tradicionalmente baseadas no isolamento do organismo em cultura pura, testes de
patogenicidade e testes bioquimicos e sorologicos (Saettler et al. 1989; Schaad, 1988).
Algumas vezes, o isolamento pode ser dificultado pelo rapido crescimento de contaminantes
associados ao tecido da planta (Saettler et al., 1989). Testes de patogenicidade geralmente
requerem entre 10 e 15 dias, um constante suprimento de plantas livres da doenca e,
conseqiientemente, consideravel espago em casa-de-vegetacdo para a propagacdo dessas
plantas e area reservada para inoculacdes. Testes seroldgicos utilizando anti-soros
policlonais podem gerar resultados nao conclusivos devido a reagdo cruzada (Benedict et
al., 1990). Por sua vez, a obten¢do de anticorpos monoclonais especificos ¢ dificil e
trabalhosa.

Meétodos baseados no metabolismo e perfis protéicos e analises de acidos graxos tém
sido utilizados para identificagdo (Vauterin et al., 1991), mas o isolamento e purificagdo da
bactéria sdo ainda necessarios. Por esta razdo, métodos baseados em analise de DNA,
utilizando a reagdo em cadeia da polimerase (“polymerase chain reaction — PCR”), t€m sido
recentemente desenvolvidos para rapida e especifica identificagdo e diagnose de

xanthomonads, incluindo primers especificos (Davis et al, 1998; Pain et al, 1998), ao acaso,



relacionados genes hrp (Leite et al., 1994), e relacionados com rep-PCR (de Bruijin, 1992;

Lopes et al, 1998; Louws et al., 1994; Versalovic et al., 1991).

Regido 16S

Uma técnica que vem sendo muito utilizada em estudos filogenéticos ¢ a analise de
seqiiéncias de rRNA 16S e regides espagadoras rDNA 16S-23S. A andlise filogenética da
seqiliéncia de genes de rDNA tem sido empregada com grande sucesso na identificagao de
microrganismos até o nivel de espécie, em classificacdoes filogenéticas e em estudos
evolutivos de microrganismos (Woese, 1987; Giirtler e Stanisish, 1996; Doolittle, 1999).
Essas seqiiéncias devido a sua universalidade possuem alto grau de conservagdo ao longo
do processo evolutivo (Woese, 1987). Uma dificuldade no uso de seqiiéncias de rDNA 16S
na analise de Xanthomonas sp. ¢ a baixa varia¢do que ocorre no género devido serem muito
conservadas, dificultando o desenvolvimento de “primers” especificos para diferenciacao
de espécies. O trabalho de Hauben et al. (1997), incluindo todas as espécies de
Xanthomonas com descri¢cdo valida, mostrou um indice de similaridade médio de 98,2%
entre linhagens-tipo. Entretanto, o alinhamento de seqiiéncias de regido espacadora do
rDNA 16S-23S disponiveis em bancos de dados revelou que existem regides altamente

conservadas nesta molécula.

Hibridizacado DNA-DNA.

A filogenia de procariontes, em particular bactérias, permaneceu um enigma por

muitos anos. De Ley (1974) resumiu varios métodos para analisar o parentesco
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filogenético entre bactérias como; taxonomia classica e ortodoxa, analise numérica
adamsiana, metabolismo comparativo, eletroferogramas de proteinas soluveis, % GC,
hibridizagdo DNA-DNA e seqiienciamento de pequenas proteinas ¢ moléculas de RNA.
Desde entdo, inimeros trabalhos vém sendo desenvolvidos para elucidar as diferengas entre
linhagens bacterianas incluindo as do género Xanthomonas. Recentemente com esse intuito
o género que havia um amplo nimero de racas devido terem considerado por muitos anos o
conceito “um novo hospedeiro uma nova espécie”, o qual levou o complexo do género.
Recentemente o género Xanthomonas foi reclassificado em vinte grupos distintos através
da técnica de hibridizagdo DNA-DNA e utilizagdo de fontes de carbono (Vauterin et al.
,1995; Vauterin e Swings, 1997). Segundo esta nova classificacio formaram seguintes
grupos, X. fragaria, X. hortorum, X. populi, X. arboricola, X. cassavae, X. codiae, X.
bromi, X. cucurbitae, X. axonopodis, X. oryzae, X. vasicola, X. pisi, X. melonis, X.
vesicatoria, X. campestri, X. translucens, X. hyacinthi, X. theicola, X. sacchari e X
albilineans.

A hibridizacao de 4cidos nucléicos em filtros tem sido muito empregada com uso
de marcacdo tanto radioativa como ndo radioativa, sendo que maioria permite trabalhar
como numero amplo de isolados bacterianos. Estudos para diferenciagdo entre patogénicos
e ndo patogénicos, através de construcdo de sonda tém sido empregados para bactérias que
sdo patogénicas em humanos, contrastando com ragas ambientais que parecem ndo ter
significancia clinica (Durusin et al.,1998). A aplicacdo da técnica tanto na area médica
como na detec¢do de bactérias fitopatogénicas podem ser feitas por diferentes métodos
como o uso P32 radiativo, dinitrofenil (DNP), biotina (bio), fluorescéncia (fluor) e
digoxigenina (DIG). Todos requerem estratégia no seu desenvolvimento experimental para

obter resultados consistentes, sendo que as condi¢des de temperatura na hibridizagao,
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tempo de hibridizagdo, concentragdo de sal e conhecimento da sonda sdo fatores criticos na
obtencao dos dados (Margaret et al., 1995). A marcacdo ndo radiativa ¢ sistemas baseados
na deteccdo de varias moléculas alvos por interacao seletiva com ligagdo de um parceiro
especifico, ou seja sonda (Kessler et al. , 1995).

Em estudos comparativos, o uso de diferentes técnicas e necessario e a técnica de
hibridizagdo DNA-DNA tem sido muito utilizada para posicionar em um grupo.
Hibridiza¢dao ¢ método realizavel para determinagdo parentesco taxondmico entre e dentro
espécie, sendo este método essencialmente uma medida do nivel de homologia genoma

total (Vauterin et al., 1991).
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Tabela 1. Matriz de similaridade da regido 16S do DNA entre o isolado de Xanthomonas sp. BRAS58 e espécies descritas de Xanthomonas.

Isolado/Espécie
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 —BRA 58 -
2 - X. cucurbitae 0995 -
3 - X. albilineans U8 0978 -
4 - X. arboricola g 0999 0977 -
5 - X. axonopodis 0,994 0,999 0977 0998 -
6 - X bromi 0995 0999 0978 0,999 0999 -
7 - X. campestris 0997 1,000 0978 0,999 0998 00999 -
8- X cassavae 0996 0,999 0977 0999 0999 1,000 0999 -
9 - X. pisi 0997 0,999 0977 0,999 0999 1,000 0,999 1,000 -
10 - X. oryzae 0097 0,999 0977 0,999 0998 0099 0,999 0999 0099 -
11 - X melonis 0969 0,977 0996 0977 0976 0977 0977 0976 0976 0976 -
12 - X. hyacinthi 0968 0,977 0995 0,977 0976 0977 0977 0976 0976 0976 0998 -
13 - X hortorum 0999 0,999 0977 1,000 0,998 00999 0,999 0999 0999 0999 0977 0977 -
14 - X. fragariae 0,994 0,997 0974 0,996 0997 00997 0,996 0997 0,997 0996 0973 0973 0996 -
15 - X vesicatoria 0,996 1,000 0978 0,999 0,998 00999 1,000 0999 0999 0999 0977 0977 0999 0996 -
16 - X vasicola 0,999 0,999 0978 0,999 0,999 00999 0,999 0999 0,999 0,999 0977 0977 0999 0,996 0999 -
17 - X translucens 0996 0,977 0995 0977 0977 0977 0977 0977 0977 0977 00998 0997 0977 0973 0977 0977 -
18 - X theicola 0995 0,999 0977 0,998 0997 0099 0,999 0999 0,999 0998 00976 0976 00998 0995 0999 00998 0977 -
19 - X sacchari 0975 0,987 0987 0985 098 00986 0,987 0986 0,98 0986 00987 0985 0985 0983 0987 00987 098 0986 -
20 - X. cynarae 0097 0,999 0977 0,998 1,000 0099 0,998 0999 0,099 0998 0976 0976 0998 0097 0998 00999 0977 0997 00986 -
21 - X codiae 0995 0,999 0977 0,98 1,000 0099 0,998 0999 0,99 0998 0976 0976 0998 0097 0998 0999 0977 0997 00986 1,000 -
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4. SEQUENCIAMENTO DA REGIAO 16S DE Xanthomonas sp (FEV) AGENTE

CAUSAL DA FALSA ESTRIA VERMELHA.

4.1. INTRODUCAO

A andlise filogenética da seqiiéncia de genes da regido 16S do rDNA ¢é uma
metodologia simples e com alto poder de resolugdo até ao nivel de espécies (Woese, 1987,
Girtler e Stanisich, 1996), bem como em estudos de classificagdo filogenética e relacdes
evolutivas entre microrganismos (Woese, 1987; Doolitle, 1999). Virias sequéncias de
rDNA 16S foram determinadas e estdo disponiveis nas bases de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e EMBL Data Library (http://www.ebi.ac.uk/embl).

A utilizacdo de moléculas de rDNA 16S utilizando linhagens-tipo exibem indice de
similaridade médio de 98,2%, correspondendo a uma diferenga média de apenas 14
nucleotideos entre elas. A comparagdo das sequéncias de rDNA 168S, cujo tamanho variou
de 1.498 a 1.502 nucleotideos, confirmam que espécies desse género sdo agrupadas na
subdivisdo gama de Proteobacteria (Hauben et al., 1997).

O objetivo deste trabalho foi sequenciar a regidao 16S do rDNA de Xanthomonas sp.

e comparar esta seqiiéncia com as de outras espécies descritas de Xanthomonas.
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4.2. MATERIAL E METODOS

Extracao de DNA

O procedimento desenvolvido por Ausubel et al (1994) foi utilizado para extragao
de DNA. C¢lulas bacterianas foram transferidas para meio apropriado para crescimento
durante uma noite. A cultura foi ajustada para 0,3 O.D de 600 nm (5x10° células/ ml),
centrifugada por 5 minutos e o precipitado resultante foi re- suspendido em 10 ml de dgua
destilada, seguida de outra centrifugacio por 5 minutos a 4.000 x rpm a 20 °C. O
precipitado foi re- suspendido em 5670 ul de TE, adicionando-se 300ul de SDS 10 % e
340ul de proteinase K (20 mg/ml), agitando vigorosamente e incubando a 37° C por 1,5
hora. A seguir, foram adicionados 1 ml de NaCl 5M sob agita¢do vigorosa, acrescentando-
se 800ul de solucdo CTAB/NaCl (4,1 g NaCl e 10 g de CTAB, em 100ml de dgua milliQ
estéril), seguido de agitagdo vigorosa e posterior incubagdo por 10 minutos a 65°C . O
proximo passo foi adicionar igual volume de fenol/cloroférmio/alcool iso-amilico
(25:24:1), agitando-se por 10 minutos e centrifugando por 7 minutos. O sobrenadante
obtido foi transferido para novos tubos e foram adicionados 7 ml de cloroférmio/alcool iso-
amilico (24:1), agitando por 10 minutos e centrifugando por 7 minutos. Novamente o
sobrenadante foi transferido para novos tubos e foi adicionado 0,6 volume de isopropanol
para precipitar o DNA. Os tubos foram homogeneizados por inversao (20X) lentamente até
que o precipitado se tornasse visivel. O material foi entdo incubado por 10 minutos a —70
°C e centrifugado por 30 minutos a 4.000 rpm, descartando-se o sobrenadante. O DNA foi

lavado com 5 ml de etanol 70 % e centrifugado por 15 minutos a 4.000 rpm. O
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sobrenadante foi removido cuidadosamente e o precipitado foi seco e re-dissolvido em 1 ml
de TE. O DNA resultante foi aliquotados em tubos de microcentrifuga de 1,7 ml, sendo que

um foi armazenado a -4°C para manuseio e os demais em —20 °C (estoque).

Amplificacio da regido 16S via PCR

Foi seguido o procedimento descrito por Hauben et al. (1997). Fragmentos de DNA
ribossdmico da regido 16S foram obtidos para andlise de sequéncia por meio da
amplificacdo por PCR, utilizando-se o procedimento descrito por Hauben et al. (1997). O
“primer” de 20 mer 16F27, com sequéncia 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3', e o
“primer” reverso de 30 mer 16R1525, com sequéncia 5'
TTCTGCAGTCTAGAAGGAGGTGWTCCAGCC 3' (Saiki et al., 1988) foi utilizado nas
reacdes feitas em termociclador Gene Amp. PCR System 9700 (Applied Biosystems). As
condi¢des de reagdo foram as seguintes: denaturagdo inicial por 1 minuto a 94°C,
anelamento por 1 minuto a 55°C e extensdo por 2 minutos a 72°C repetindo durante 35
vezes (Hauben et al., 1997). Todas as reagdes tiveram um volume final de 50 pl contendo 5
pl de tampao de Tag 10x (3 pl MgCl, (25 mM), 8 pl da mistura dos quatro dNTPs (1,25
mM de cada nucleotideo), 0,5 ul de cada primer (25 pmol), 0,25 ul (5 U/ul) da enzima Tag
polimerase (GIBCO BRL, Rockville, MD, EUA), 1,8 ul de DNA (50 ng/ul) da bactéria e
30,95 pl de agua destilada e estéril. Os produtos de PCR foram separados em gel de
agarose 1,0% em tampao TAE (242 g Tris-base, 57,1 ml acido acético glacial, 37,2 g
EDTA, 4gua destilada para completar 1000 ml) sob voltagem de 5 V/em. O gel foi corado

com brometo de etidio e, em seguida levado ao transluminador (TFX-35m Life
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Technologies) e fotografado em Fotodocumentacdo EDAS-120 Kodak Digital Science

SP700 Color Printer).

Seqiienciamento do fragmento de PCR.

Clonagem do produto de PCR.

O produto da amplificacao foi submetido a eletroforese em gel de agarose de baixo
ponto de fusdo (“Low Melting Point” agarose) e o fragmento foi purificado conforme a
metodologia descrita por Birren ef al. (1997). Nesta metodologia, pequenos cubos do gel
contendo o fragmento a ser purificado foram cortados e solubilizados por incubagdo a 65°C
por 15 minutos. A agarose foi removida através de uma dupla extragao com fenol. Apos a
precipitacdo com etanol, a amostra de DNA foi re- suspendido em agua e quantificada por
espectrofotometria.

O fragmento purificado foi clonado no vetor pGEm —T Easy , utilizando o Kit de
Clonagem pGem-T Easy Vector Systems (Promega, USA) conforme especificagdo do
fabricante. Esta constru¢do foi utilizada para transformar células de FEscherichia coli
linhagem DHS5a por choque térmico. Os transformantes obtidos foram cultivados em meio
liquido (Circle Grow, contendo ampicilina 100mg/ml) e utilizados para a obtencdo de
minipreparagdo de DNA plasmidial pelo método da lise alcalina, conforme descrito por
Sambrook et al. (1989). Os fragmentos clonados foram seqilienciados a partir das
extremidades 5' e 3' utilizando-se o kit Big Dye terminator V.3 Cycle Sequencing (Applied

Biosystems), e seqiienciador de capilar 3100 (Applied Biosystems, NJ, EUA), conforme as
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recomendacgdes dos fabricantes. Um clone contendo a seqiiéncia correta foi utilizado para a
obtenc¢do do seqiienciamento completo utilizando a técnica de fragmentacdo randdmica

(“shotgun”).

Construcio da biblioteca utilizando fragmentacio randomica do DNA por

sonicacao

O clone contendo o fragmento amplificado por PCR foi crescido por 18 horas em
500 mL de meio 2XTY contendo ampicilina (50 pg/ml). A bactéria foi coletada por
centrifugagio (5.000 x g x 15 minutos, 4 °C) e o “pellet” foi entdo utilizado para obtengdo
do DNA plasmidial utilizando-se o "kit" Wizard® Plus Maxipreps (Promega #A7270,
Madison, WI, EUA).

A fragmentagdao do DNA plasmidial foi feita por meio de sonicag@o por duas vezes
durante 10 segundos cada. Posteriormente, foi verificado o tamanho dos fragmentos
presentes através de eletroforese em gel de agarose. As extremidades do DNA fragmentado
foram reparadas para que as duas extremidades dos fragmentos fossem abruptas (Ausubel
etal., 1994).

Os fragmentos foram clonados no vetor pGem -T. Para clonagem, preparou-se a
reacao de ligacdo (50 ng de pGem T, 150 ng dos fragmentos de DNA sonicado, 2X tampao
de ligagao,. 1,0 ul de T4 DNA ligase e agua Milli-Q q.s.p 10 pl . A seguir, incubou-se por
uma hora a temperatura ambiente. O passo seguinte foi transformar bactérias competentes

para a obtencao dos clones recombinantes.
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O material ligado foi utilizado para transformar, por choque térmico, células
competentes de E. coli IM 109, nas seguintes condi¢des: adicionou-se 10ul da ligagdo em
100ul de células competentes e incubadas no gelo por 20 minutos. Em seguida, a suspensao
foi colocada imediatamente em banho-maria a 42°C por exatamente 90 segundos e, 2
minutos, em gelo. Apds este processo, foram adicionados, lentamente, 900 pl de meio
SOC, sendo este incubado a 37°C por | hora em “shaker” moderado. Aliquotas de 100 pl
do volume foi plaqueado em meio 2xTY solido contendo ampicilina (100 pg/ml), IPTG e
X-GAL. Para placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo 20 ml de meio, foram
espalhados 25 puL de IPTG (100 mM em agua) e 40 ul de X-GAL (2% em DMSO ou
DMF). Apds 14-16 horas a 37 °C os clones recombinantes foram entdo palitados para
placas de 96 pocos contendo 150 ul de meio liquido 2xTY (8% de glicerol e 50 pg/ml de

ampicilina), as quais foram novamente incubadas por 14 - 16 horas a 37 °C.

Minipreparaciao de DNA em placas tipo ELISA de 96 pocos

Uma vez obtidos os clones provenientes da ligacdo de fragmentos quebrados ao
acaso pela sonicacao, os mesmos foram utilizados para a extracdo de DNA plasmidial em
placas de 96 pocos e posterior seqiienciamento. A microplaca contendo os clones foi
removida do freezer (-80°C) e mantida a temperatura ambiente por aproximadamente 30
minutos. Os 96 pogos foram preenchidos com 1 ml do meio Circle Grow autoclavado (40 g
Circle Grow, 1000 ml H,O) contendo ampicilina na concentragdo de 100 pg/ml. Em
seguida, os pogos foram inoculados com 2 pl de cultura bacteriana permanente. A placa foi

selada com adesivo e cada pogo foi perfurado com uma agulha para permitir aeracao
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durante o crescimento. Apés agitar a caixa a 300 rpm, a temperatura de 37°C, por 22 horas,
a cultura foi retirada do agitador e centrifugada a 4000 rpm por 6 minutos para formagao do
“pellet” das células. Em seguida, foi removido o adesivo, decantou-se o sobrenadante e foi
feita a drenagem vertendo o lado superior sobre papel toalha por 5 minutos. Em cada um
dos pocos foram adicionados 240 pl de meio GTE (23 ml Glicose 20%, 10 ml EDTA 0,5
M, pH 8,0, 13 ml Tris-HCl 1 M, pH 7.4, 500 ml de 4gua). A placa foi selada com um
adesivo e submetida ao vortex para re- suspender as células. Apds centrifugar a 4.000 rpm
por 6 minutos para formar o "pellet" das células, o adesivo foi removido e o sobrenadante
foi decantado em uma pia. As caixas foram vertidas sobre papel toalha para drenar por 5
minutos e em seguida, foram embaladas em papel absorvente para remover todo o meio. Na
seqiiéncia, adicionou-se 80 pl de meio GTE a cada poco, a placa foi selada com um adesivo
¢ submetida a “vortex” para re- suspender as células. Posteriormente, adicionou-se 5 pul de
RNase (10 mg/ml) e transferiu-se 60 pl das células e 60 pul de NaOH/ SDS a cada um dos
96 pocos da microplaca. As placas foram entdo seladas com um adesivo e invertidas 10
vezes para uniformizar. O material foi deixado em repouso por 10 minutos e centrifugado
por alguns segundos. A seguir adicionou-se 60 pl de 3 M KOAc (armazenado a 4°C) a cada
pogo da microplaca. A placa foi selada com um adesivo e homogenizada invertendo-a por
10 vezes. Novamente o material foi deixado em repouso por 10 minutos e em seguida,
agitou-se por alguns segundos, removeu-se o adesivo e levou-se a placa ao forno a 90°C
por 30 minutos exatos. A microplaca foi entdo resfriada em gelo por 10 minutos, seguido
de agitacdo por 4 minutos a 4.000 rpm, a temperatura de 20°C. Uma placa de filtro
Millipore (MAGV N22) foi ajustada no topo de uma nova microplaca receptora com 96
pogos de 250 pl, assegurando-se de que os filtros e os pogos receptores estavam ajustados.

O volume total de "lysate" foi transferido para a placa de filtro, seguido de agitagdo por 4
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minutos a 4.000 rpm, a temperatura de 20°C. A placa de filtro foi removida e descartada e
adicionou-se 110 pl de isopropanol ao filtrado. A placa foi selada com um adesivo e
homogeneizada por inversao de 10-20 vezes e entdo, centrifugou-se por 45 minutos a 4.000
rpm a temperatura de 20°C, removendo-se o sobrenadante e adicionando-se 200 ul de
etanol 70% resfriado. Apds centrifugar novamente por 5 minutos a 4.000 rpm a temperatura
de 20°C, removeu-se o sobrenadante, inverteu-se a placa sobre papel toalha e agitou-se por
3 minutos a 900 rpm e 20°C. As placas foram colocadas para secarem por 60 minutos a

temperatura ambiente e a seguir o DNA foi dissolvido em 40 pul de 4gua por uma noite.

Seqiienciamento

A reagdo de sequenciamento foi constituida de 2 ul de Big Dye Terminator, 2 ul de
Tampao Save Money, 2 ul de Primer Direto ou Reverso (5,0 pmoles/ul), 2 ul de DNA2 e
2ul agua MilliQ autoclavada. As condigdes de PCR foram 96°C por 10 minutos, 50°C por

5 minutos e 60°C por 4 minutos realizados em 40 ciclos e posteriormente seqiienciadas no

seqiienciador automatico 3100.

Alinhamento das seqiiéncias

As sequéncias de espécies de Xanthomonas fitopatogénicas descritas e depositadas

no banco de dados do EMBL por Hauben ef al. (1997) (Anexo 10.2) foram comparadas

com a de Xanthomonas sp. Linhagem BRA 67 utilizando o programa Clustal W (Thompson
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et al., 1994) e o programa NTSYS-pc v. 1.8 (Applied Biostatistics Inc., Setauket, NY,

EUA), utilizando a op¢do UPGMA e coeficiente de similaridade de Dice.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fragmento amplificado por meio de reacdo de PCR da regido 16S do DNA do
isolado BRA67 de Xanthomonas sp. ,agente causal da FEV, esta representado na Figura 1.
Este fragmento foi utilizado nas reagdes de sequenciamento.

As seqiiéncias geradas foram montadas e analisadas pelo pacote de programas Bio
Edit. Todas as posi¢des foram confirmadas nas duas fitas

As sequéncias de espécies de Xanthomonas fitopatogénicas depositadas no banco de
dados do EMBL (Anexo 10.2) foram comparadas com a de Xanthomonas sp. Linhagem
BRA 67, utilizando o programa ClustalW (Thompson et al., 1994) e o programa NTSYS-
pc v. 1.8 (Applied Biostatistics Inc., Setauket, NY, EUA).

Os resultados obtidos sdo consistentes com os apresentados por Hauben et al.
(1997), em que ficou evidente que a regido 16S do DNA de Xanthomonas apresenta
variabilidade muito restrita. A alta similaridade da X.sp. agente causal da FEV com todas as
xanthomonads ndo deixa dividas quanto a sua inclusdo neste género. O menor valor de
similaridade encontrado foi de 0,966, entre a linhagem BRA 58 de Xanthomonas sp. € a
espécie Xanthomonas translucens (Tabela 1). Similaridade quase total ocorreu entre a
linhagem BRA 58 e as espécies X. arboricola, X. hortorum, X. vasicola (Tabela 1). Foi
também seqiienciado o isolado BRA62 de Xanthomonas sp., apresentando 99,3% de

similaridade com o isolado BRA 62.
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Figura 1. Fragmento de aproximadamente 1502 pares de bases de DNA ribossomico amplificado com os iniciadores 16F27 e 16R1525.

Amostras:M, 100bp marcador; 1 , BRA 58 (X.sp); 2, BRA62 (X.sp).
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Tabela 1. Matriz de similaridade da regido 16S do DNA entre o isolado de Xanthomonas sp. BRAS58 e espécies descritas de Xanthomonas.

Isolado/Espécie
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

1 —BRA 58 -
2 - X. cucurbitae 0995 -
3 - X. albilineans U8 0978 -
4 - X. arboricola g 0999 0977 -
5 - X. axonopodis 0,994 0,999 0977 0998 -
6 - X bromi 0995 0999 0978 0,999 0999 -
7 - X. campestris 0997 1,000 0978 0,999 0998 00999 -
8- X cassavae 0996 0,999 0977 0999 0999 1,000 0999 -
9 - X. pisi 0997 0,999 0977 0,999 0999 1,000 0,999 1,000 -
10 - X. oryzae 0097 0,999 0977 0,999 0998 0099 0,999 0999 0099 -
11 - X melonis 0969 0,977 0996 0977 0976 0977 0977 0976 0976 0976 -
12 - X. hyacinthi 0968 0,977 0995 0,977 0976 0977 0977 0976 0976 0976 0998 -
13 - X hortorum 0999 0,999 0977 1,000 0,998 00999 0,999 0999 0999 0999 0977 0977 -
14 - X. fragariae 0,994 0,997 0974 0,996 0997 00997 0,996 0997 0,997 0996 0973 0973 0996 -
15 - X vesicatoria 0,996 1,000 0978 0,999 0,998 00999 1,000 0999 0999 0999 0977 0977 0999 0996 -
16 - X vasicola 0,999 0,999 0978 0,999 0,999 00999 0,999 0999 0,999 0,999 0977 0977 0999 0,996 0999 -
17 - X translucens 0996 0,977 0995 0977 0977 0977 0977 0977 0977 0977 00998 0997 0977 0973 0977 0977 -
18 - X theicola 0995 0,999 0977 0,998 0997 0099 0,999 0999 0,999 0998 00976 0976 00998 0995 0999 00998 0977 -
19 - X sacchari 0975 0,987 0987 0985 098 00986 0,987 0986 0,98 0986 00987 0985 0985 0983 0987 00987 098 0986 -
20 - X. cynarae 0097 0,999 0977 0,998 1,000 0099 0,998 0999 0,099 0998 0976 0976 0998 0097 0998 00999 0977 0997 00986 -
21 - X codiae 0995 0,999 0977 0,98 1,000 0099 0,998 0999 0,99 0998 0976 0976 0998 0097 0998 0999 0977 0997 00986 1,000 -
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5. HIBRIDIZACAO DNA-DNA DE Xanthomonas sp., AGENTE CAUSAL DA

FALSA ESTRIA VERMELHA, E ESPECIES DESCRITAS DE Xanthomonas

5.1. INTRODUCAO

A andlise de hibridizagdo DNA-DNA em estudos taxonOmicos tem sido
amplamente utilizada para distinguir bactérias em nivel de género e espécie. Esta técnica
baseia-se na similariedade entre bases do genoma que sao medidos pela capacidade de
reassociagdo da molécula quando denaturado e renaturado formando moléculas hibridas,
revelando assim o grau de homologia entre organismos distintos.

Varios métodos tém sido utilizados: método de hidroxiapatite, método de taxa
cinética renaturacdo, ¢ método S1 nuclease sdo os mais comums (Vandamme et al,1996).
Procedimentos hibridiza¢ao baseiam-se na cinética de nivel de renaturagdo da molécula que
e feita pela leitura em espectrofotometro, por hibridizagdo radiativa em filtros de nylon
(Sakthivel et al, 2001) e métodos de hibridizagdo ndo radiativos (Ezaki et al,1989;
Gongalves et al, 2000).

As técnicas utilizam a marcagdo ndo radiativa tem sido amplamente empregadas
devido a facilidade de manipulagdo, rapidez e requerer uma quantidade baixa de DNA. A
marcagdo pode ser realizada por diferentes kits comerciais dispostos no mercado como

“Alkphos® (Amersham) e “DIG DNA labeling” (Roche).
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5.2. MATERIAL E METODOS

Extraciao de DNA

O procedimento de extragdo de DNA total seguiu o protocolo de Ausubel el. al.

(1994) , conforme descrito pagina 14.

Marcacio da sonda

A sonda de DNA foi preparada usando 5 ng de DNA, denaturado por meio de
aquecimento em banho maria (100°C) por 10 minutos e imediatamente colocado em
gelo/alcool por no minimo 5 minutos. Os reagentes utilizados foram mantidos a
temperatura de —15°C em uma solugédo de gelo/alcool e adicionados posteriormente ao tubo
de microcentrifuga: 2ul da mistura de hexanucleotideo, 2l da mistura de marcagao dNTP,
completando-se o volume para 19ul de 4agua milliQ estéril. Em seguida,lpl da enzima
polimerase Klenow foi adicionado e a mistura foi brevemente centrifugada e incubada por
1 hora a37°C.

Na etapa seguinte, a reagdo foi bloqueada por meio da adi¢ao de 2ul de EDTA (0,2
M) e o DNA foi precipitado com adig¢do: 2,5ul de cloreto de litio € 100ul de etanol —80°C.
A mistura foi homogeneizada por “vortex” por 10 segundos e incubada a —70 °C por 30
minutos e posteriormente centrifugada (12.000 g) por 20 minutos. Ap6s a centrifugagdo, o

DNA foi seco em camara de vacuo e re-suspendido em 50ul de TE.
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Primeiramente antes da marcacdo da sonda do DNA genomico da FEV ,este foi
fragmentado por sonicacdo durante 30 segundos com 75% de intensidade utilizando
sonicador a fim de obter sucesso na marcagdo. Ja a sonda feita com regido 16S ndo foi
necessaria devida ser um fragmento pequeno (1504bp).

O DNA da falsa estria vermelha (FEV) foi marcado por meio da incorporagdo de
“random primers” (Feinberg e Vogelstein, 1983), utilizando digoxigenina deoxiuridina-
trifosfato marcado (DIG-UTP) e detectado por meio do uso “kit” de marcacdo e deteccao
de DNA nao radioativo (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha) conforme

especificado pelo fabricante.

Quantificacio e Preparacio das Amostras

A concentra¢do de DNA das Xanthomonas utilizada foi estimada através da leitura
em espectrofotometro (Eppendorf) e depois diluidos ou concentrados a fim de obter-se uma
concentracao de 100ng/ul. Além disso, foi feita uma avaliacdo visual do DNA em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio e quantificado por comparacdo com um padrao

de concentragao conhecida (pGem T).

Transferéncia por “Southern Blotting”

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. Apos a eletroforese o gel foi documentado e mergulhado por 30 minutos
em 100ml de solugdo denaturante (0,5M NaOH, 1,5M NaCl) sob leve agitagdo a

temperatura ambiente. Em seguida o gel foi colocado por 20 minutos em 100ml de solucao
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neutralizante (1,5M NaCl, 0,5M Tris base; pH7,4) com duas trocas sob agita¢do lenta a
temperatura ambiente.

A montagem foi realizada em uma bandeja onde tanto o papel filtro Whatman 3MM
e a membrana de nylon foram molhados em 10X SSC (1,5M NacCl, 0,15M Citrato de
sodio; pH7,0). O sistema foi montado na seguinte ordem: papel, gel (com face para baixo),
membrana e dois papeis filtros. Em cima deste sanduiche colocou-se uma pilha de papel
toalha e um peso para comprimir as folhas. A bandeja foi fechada com filme PVC e
deixada durante uma noite para realizar a transferéncia. Apos este periodo a membrana foi
removida ¢ o DNA foi fixado em luz ultra-violeta sob auxilio de um aparelho
“Crosslinker”. A membrana foi seca em camera de fluxo e guardada entre dois papeis

filtros.

Pré-hibridiza¢ao, Hibridizacao e Lavagem de Membranas

A membrana foi colocada em saco plastico com solucdo de pré-hibridizacao (5X
SSC,0,1% N-laurysarcosine, 0,02% SDS, 1% reagente bloqueador) aquecida previamente e
incubada por 4 horas a 65°C em forno de hibridizag@o. Depois foi substituida por solugdo
de hibridiza¢do pré-aquecida onde a sonda marcada desnaturada (100°C/10minutos) foi
adicionada (5-25ng/pl).

Apos hibridizagdo a membrana foi submetida as seguintes lavagens:1° Etapa - 2X 5
minutos em solu¢do de 2X SSC, 0,1% SDS a temperatura ambiente sob leve agitacao; 2°

Etapa- 2X 15 minutos em solucao 0,1X SSC, 0,1% SDS a 68°C sob constante agitagao.
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Deteccao Imunologica

Apo6s as lavagens estringéncia a membrana foi submetida as seguintes etapas sob
leve agitacdo a temperatura ambiente: 1° Solugdo tampao de acido maléico (0,1M de acido
maléico, 0,15M NaCl; pH 7,5) por 5 minutos; 2° Solugdo bloqueadora por 30 minutos e
depois foi incubada por 30 minutos em solugdo com anti DIG- AP (diluido 1:5000 em
solucdo bloqueadora). Em seguida a membrana foi lavado 2X 15 minutos em Solucao
tampao de acido maléico e equilibrado depois por 5 minutos em solugdo tampao de

deteccao (0,1M Tris-HCI, 0,1M NaCl, 50mM MgCl,; pH9,5).

Reacio Colorimétrica

As membranas foram colocadas em saco plastico ¢ incubadas em solugdo colorida
contendo 45ul de NBT (sal tetrazolium nitro azul), diluida em 10 ml de tampao de detecgao
e misturada com 35ul de BCIP (5- bromo-4cloro-indoyfosfato em sal toluidinium, ambos
da Promega).

Apds incubagdo por periodo de 16 horas as bandas esperadas foram nitidamente
visiveis. A solug¢do colorida foi descartada e a membrana foi lavada em 4gua por 10
minutos para interromper a reagdo. A membrana foi documentada por meio de camera

fotografica digital da Sony e posteriormente analisada.
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Analise dos resultados

A imagem foi tratada por meio de um software e processada por meio de um
programa NIH- IMAGE Software. A intensidade total de pixel na banda foi obtida pela
relacdo da area pela intensidade média.Com os valores obtidos dos trés experimentos foi
calculada a média e com esses valores normalizou- se a membrana dividindo a leitura da
sonda do DNA gendmico pela sonda da regido 16S obtendo-se a porcentagem de

homologia entre as linhagens foi comparada.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A imagem digitalizada de uma membrana obtida no processo de hibridizagdo DNA-
DNA de espécies de Xanthomonas ¢é apresentada na Figura 2. A hibridizagdo foi realizada
com DNA de 20 espécies descritas de Xanthomonas, utilizando o isolado BRAS8 de
Xanthomonas sp., agente causal da falsa estria vermelha, como sonda. A homologia do
rDNA da regido 16S nesta etapa foi assumida como equivalente para todas as espécies de
Xanthomonas, devido ao elevado grau de similaridade observado neste género para a regiao
16S do DNA (Hauben et al., 1997).

As porcentagens de homologia obtidas entre os isolados da bactéria da FEV e
isolados tipos das espécies de Xanthomonas descritas sdo apresentadas na Figura 3,
destacando-se as espécies mais distantes dos isolados de bactéria da falsa estria vermelha
que foram X. albilineans, X. vesicatoria, X. translucens pv. translucens, X. sacchari, X.
codiae, X. pisi e X. hyacinthi que apresentaram valor abaixo de 40% (Figura 3). A seguir,

posicionou-se mais um grupo com 40 a 70% de homologia, representado pelas espécies X.
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cynerae, X. vasicola pv. vasculorum, X. cucurbitae, X. bromi, X. vasicola pv. holcicola, X.
melonis, X. theicola, X. vasicola pv. holcicola (tipo), X. arboricola pv. juglandis, X. oryzae
pv. oryzae, X. campestris pv. campestris, X. fragariae e X. hortorum pv. pelargonii. Acima
de 70%, apenas X. cassavae, X. axonopodis pv. axonopodis e X. axonopodis pv.
vasculorum e o outro isolado da bactéria da falsa estria vermelha BRAG62 estiveram
presentes

De acordo com os resultados obtidos, a relagao entre isolados tipos de espécies de
Xanthomonas ¢ o isolado BRA62 da bactéria da falsa estria vermelha variou de 24,53% a
81,22%. A maior homologia, foi com Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis.
Homologia de 81,22% ¢ maior que o valor minimo de 70% necessario para definir uma
espécie (Vauterin et al., 1995), indicando que o agente causal da falsa estria vermelha deve
ser incluido como Xanthomonas axonopodis, ou seja, no grupo 9 definido por Vauterin et
al. (1995). O fato de outra espécie do grupo 9, Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum,
agente causal da gomose da cana-de-acucar, ter apresentado homologia igual a 88,91%,
cujo valor ¢ ainda maior que aquele apresentado por X. axonopodis pv. axonopodis isolado
tipo, da mais suporte a esta classificacao.

O fato de X cassavae ter apresentado homologia acima do “limite espécie”,
71,46%, pode ser atribuido as condigdes de realizagao do presente estudo favorecendo a
hibridagdo DNA-DNA. No estudo de Vauterin et al. (1995), o menor ¢ o maior valor de
homologia entre X. axonopodis (grupo 9) e qualquer outra espécie do género foi igual a
10% e 43% com X. albilineans e X. oryzae pv. oryzae, respectivamente. No presente estudo
o menor ¢ o maior valor de homologia entre a bactéria da falsa estria vermelha e qualquer

outra espécie do género foi de 24,53% e 71,46% com X. albilineans e X. cassavae,
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respectivamente. Fato semelhante foi também observado por Roumagnac et al. (2003), num

estudo polifasico para caracterizar isolados de Xanthomonas de alho e cebola.

A,

A vasicola pv. holcicola
X albilineans

X codiae
A orpzae v, Crpzae

X vasicola X pisi

& melonis X translucens
K cassavae X campestri

X fragari & cynerae
& hpacinfhi XL sp (BRAST

& axonopodis pv. arenopodiz

& sp (BRAGZ)

K vesteatdria X arboricola

X bromi
& theyeola

& cucurbifae

& horforum

K sacchari

K vasicola pv. holaleola

& aronopodis v, vasculorum

E.
K vasicola pv. holcicola X codize
K albilineans A orpeas v, Orpzae
A wasicola & pisi
A melonis & franslucens
& cassavae & campesiri

& fragarie
X hyacinthi

& aronopodis pv. aronopodis

& cynerce

K sp (BRASE)
K sp (BRAGZ
X vesicatiria K arboricola
X bromi

X fhepeola

& cucurbifae

& horforum

& saccharl

K vasicola pv. holeieola

A axenopodis pv. vasculorum

Figura 2. Hibridizagdo DNA-DNA de espécies de Xanthomonas utilizando o isolado
BRAS8 de Xanthomonas sp., agente causal da falsa estria vermelha, como sonda.(A)
Membrana hibridizada com sonda da regido ribossomal 16S do isolado BRA 58 X.sp. (B)

Membrana hibridizada com sonda do DNA génomico do isolado BRA 58 Xsp.
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Figura 3. Homologia de DNA-DNA (%) entre o isolado BRAS58 de Xanthomonas sp.,

agente causal da falsa estria vermelha, utilizado como sonda (16S/DNA gendmico), e

descritas de Xanthomonas.
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6. CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Xanthomonas sp PATOGENICA A

CANA-DE-ACUCAR ATRAVES DE REP-PCR

6.1. INTRODUCAO

Os elementos repetitivos REP, ERIC e BOX tém sido utilizados para caracteriza¢ao
de bactérias fitopatogénicas (Louws et al., 1994), incluindo Xanthomonas (Egel et al.,
1991; Louws et al., 1994; Louwis et al., 1995; Vera Cruz et al., 1996). O rep-PCR ¢ uma
importante ferramenta utilizada em estudos taxonomicos polifasicos e os seus resultados
sdao processados em um periodo relativamente curto de tempo e reflete uma visualizacao
dos grupos de maneira correlacionada com outras técnicas tal como hibridizagdo DNA-
DNA. Apesar disso, alguns laboratorios quando comparam arvores filogenéticas de uma
espécie obtida por esses elementos percebem algumas diferengas na impressao digital
genoma. Isto € para ser esperado, devido a numero diferente bandas podem ser geradas com
cada iniciador, condigdes de anelamento variam entre os iniciadores ou etapas, e
distribuicdo prevalecente dos elementos repetitivos alvos em questdo pode variar
(Rademaker et al, 2000). A forma da analise dos resultados obtidos € um parametro critica
na obtencdo do dendrograma. Com isso, além dessa técnica outras devem ser utilizadas
para estudo taxondmico de uma nova espécie ou patovar.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar sua posi¢do taxondmica com resultados

gerados por elementos repetitivos.
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6.2. MATERIAL E METODOS

Isolados da bactéria.

Isolados de referéncia das diferentes espécies de Xanthomonas reconhecidas por
Vauterin et al. (1995), provenientes da cole¢do bacteriana do Instituto Bioldgico, Secao de
Fitopatologia e Bacteriologia, Campinas, SP, Instituto Agronémico do Parana (IAPAR),
Londrina, PR, e Departamento de Biotecnologia Vegetal (DBV-UFSCar) que cederam os
isolados de Xanthomonas sp. (FEV) serdo utilizados neste estudo. Imediatamente antes de
cada teste, os isolados serdo repicados para placas de Petri contendo meio de Wilbrink
(Wilbrink, 1920) e incubados por 72 h a 28 °C. Entre um teste € outro, os isolados foram

mantidos em meio liquido com 20% de glicerol a temperatura de -80 °C.

Extracao de DNA.

O procedimento de extragao de DNA foi feito conforme pagina 14.

Condigoes para rep-PCR

Seqiiéncias iniciadoras correspondendo as regides repetitivas REP (REPIR-I [5°-
HICGICGICATCIGGC-3"] e REP2-I [5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-3"]), ERIC (ERICIR
[5’-ATGTA AGCTCCTGGGGATTCAC-3"] e ERIC2 [5°-
AAGTAAGTGACTGGGGTGACGG-3’]) e BOX (BOXAIR [5°-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’]) foram adquiridas pela Invitrogen (Sao Paulo,
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SP). Com esses iniciadores, a reagdo rep-PCR foi otimizada com base nos protocolos de
reacOes de amplificagdes do DNA gendmico de Xanthomonas albilineans (Lopes et al.
1998) o qual foi testado com isolados das Xanthomonads. O volume total de reacdo de 25ul
foi constituido para cada iniciador. A reagao de amplificagdo pelo iniciador BOX-PCR: 1X
de tampao de amplificagdo (Promega, Madson, WI), 2,5mM MgCL, 0,4mM
deoxynucleoside triphosphate, 50 ng de DNA, 2 U de Taq DNA polimerase (Life
Technologies, Gaithersburg, Md.) e 2uM do iniciador . As amostras foram amplificadas
com um ciclo inicial de 7 min a 95 °C seguido por 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 55
°C ¢ 8 min a 65 °C, com uma extensdo final de 15 min a 65 °C. A reagdo de amplificagido
pelo iniciador ERIC-PCR: 1X de tampao de amplificacdo (Promega, Madson, WI), 3mM
MgCl,, 0,624mM deoxynucleoside triphosphate, 100 ng de DNA, 2,5 U de Taq DNA
polimerase (Life Technologies, Gaithersburg, Md.) e 2uM do iniciador. Amplificagdes de
DNA foram conduzidas com um ciclo inicial de 7 min a 95 °C seguido por 30 ciclos de 1
min a 94 °C, 1 min a 44 °C e 8 min a 65 °C, com uma extensdo final de 15 min a 65 °C. A
reacdo de amplificagdo pelo iniciador REP-PCR: 1X de tampao de amplificacao (Promega,
Madson, WI), 2,5mM MgCl,, 0, 4mM deoxynucleoside triphosphate, 100 ng de DNA, 2U
de Taq DNA polymerase (Life Technologies, Gaithersburg, Md.) e 0,8uM de cada primer .
Amplificagdes de DNA foram conduzidas com um ciclo inicial de 7 min a 95 °C seguido
por 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 40 °C ¢ 4 min a 65 °C, com uma extensio final de
15 min a 65 °C. Todas as amplificagdbes de DNA foram feitas em um termociclador
automatico ABI- 9700 (Applied Biosytem, Nowalk, Conn) a fim de evitar variagdes no
resultado. As amostras apos amplificagdes com seus iniciadores foram mantidas a —20 °C.

Para analise, uma aliquota de 10 pul de cada amostra amplificada foi separada por
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eletroforese em gel de agarose 1.2% com tampao TAE 0,5X (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M
EDTA), durante 10 h a 12,5 V por cm. Produtos de amplificagdo foram corados com
brometo de etidio e foto-documentados com o equipamento EDAS (Kodak). Os produtos
do Box, Eric e Rep -PCR foram identificados como caracteres discretos (presenga ou
auséncia de banda). Coeficiente de similaridade entre isolados foi calculado com o uso do

programa MVSP.

Consisténcia dos padrdes de DNA obtidos por rep-PCR.

De acordo com estudos prévios (Louws et al., 1994), tanto a reagao de PCR como as
analises dos perfis de bandas por eletroforese em gel de agarose, foram repetidos trés vezes,

com o objetivo de considerar apenas as bandas persistentes.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os iniciadores desenhados para amplificar os elementos repetitivos BOX, ERIC e
REP permitiram a amplificagdo do DNA gendmico de 10 isolados da bactéria da FEV, 17
isolados tipos de espécies de Xanthomonas descritas por Vauterin et al. (1995),
Xanthomonas cynerae (Trebaol et al., 2000) e Xanthomonas vasicola pv. holcicola e X.
vasicola pv. vasculorum que sao patogénicas a cana-de-agucar. Os fragmentos gendmicos
bacterianos amplificados por BOX-, ERIC- e REP-PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose, resultando em perfis complexos com multiplas bandas de distintas

intensidades (Figura 4). Com os resultados obtidos na eletroforese foram construidas as
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matrizes binarias de auséncia (zero) e presenca (1) de bandas, as quais foram analisadas
pelo software MVSP para célculo das matrizes de similaridade e construcdo dos
dendrogramas. A Tabela 2, 3 e 4 e Figura 5, 6 ¢ 7 apresentam, respectivamente, as matrizes
de similaridade e os dendrogramas obtidos com os valores gerados por BOX-, ERIC- e
REP-PCR e combinando-se os trés elementos repetitivos gerando matriz € o dendrograma
rep-PCR ( ver Tabela 5 e Figura 8).

Os 10 isolados de Xanthomonas sp., agente causal da falsa estria vermelha,
apresentaram um padrdo de bandas unico, independentemente, do elemento repetitivo
analisado, demonstrando que a estrutura gendmica deste patdogeno ¢ homogénea. Esta
homogeneidade facilita a realizacdo de testes para “screening” de genoétipos de cana-de-
agUcar para resisténcia a falsa estria vermelha. Nao existe a necessidade de se utilizar varios
isolados ou realizar testes em diferentes locais para considerar a variabilidade do patogeno,
pois esta ndo existe. Estes resultados estdo em acordo com andlises prévias de fragmentos
de restricdo de DNA genomico em gel apos eletroforese de campo pulsado (PFGE), onde
sete isolados da bactéria da FEV apresentaram 96% de similaridade genética (Giglioti &
Matsuoka, 2000). Também refletem o perfil unico de bandas obtidas em uma analise mais
detalhada com os elementos repetitivos BOX, ERIC e REP, envolvendo 161 isolados da
bactéria da FEV (Marchiori et al., submetido), indicando que a populacdo deste patogeno
tem uma estrutura genética homogénea, mesmo sendo isolado de diferentes genotipos, anos
e localidades. Em termos de patogenicidade, os isolados também parecem ter a mesma
agressividade. Todos foram virulentos e, portanto, capazes de causar a FEV no cultivar
RB855113, mesmo sendo originarios de diferentes cultivares de cana-de-acucar.

Os elementos REP, ERIC, e BOX tém um potencial para formar estruturas “stem—

loop” e podem desempenhar um importante papel na organizacdo do genoma bacteriano
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(Louws et al., 1994). Como a organizacdo de um genoma ¢ moldada pela selecdo, estes
autores lancaram a hipodtese de que a distribui¢do dos elementos REP, ERIC e BOX no
genoma bacteriano pode ser indicativa de sua estrutura e evolugdo. Essa informagao, aliada
ao conhecimento da natureza clonal e da dindmica de populagdes de bactérias patogénicas
(Denny et al., 1998; Leach et al., 1990) e a homogeneidade genética de isolados da bactéria
da FEV, pode se concluir que todos os isolados de X. sp. obtidos de diferentes locais,
cultivares e anos, no Brasil, podem ser parte de um unico pool. A bactéria da FEV foi
isolada pela primeira vez em 1988 (Carvalho, 1991) e a doenca foi descrita somente em
1995 (Giglioti et al., 1996ab), embora ela estava provavelmente presente no Brasil, antes
dessas datas, induzindo sintomas que eram erroneamente creditados a uma outra doenca da
cana-de-acicar chamada estria vermelha (Acidovorax avenae subsp. avenae) (Giglioti &
Matsuoka, 2000). Tanto a bactéria com a doenca ainda ndo foram relatadas em nenhum
outro pais. Estes fatores sugerem que o pool unico da bactéria da FEV originou-se
provavelmente de uma variacdo em alguma bactéria ndo virulenta que podia estar
colonizando os tecidos da cana-de-agtcar, sem indugdo de sintomas, ou de outra espécie ou
patovar relativamente proximo. Esta homogeneidade da populagdo da bactéria da FEV pode
também sugerir que se trata de um evento relativamente recente, em termos evolucionarios.
Estas sdo questdes ainda sem resposta.

Os perfis eletroforéticos gerados por ERIC, REP e BOX-PCR para a bactéria causal
da FEV nao pareceram com nenhum daqueles obtidos para X. fragariae, X. hortorum, X.
arboricola, X. cassavae, X. codiae, X. bromi, X. axonopodis pv. axonopodis, X. axonopodis
pv. vasculorum, X. oryzae, X. vasicola, X. vasicola pv. vasculorum, X. vasicola pv.
holcicola, X. pisi, X. melonis, X. vesicatoria, X. campestri, X. translucens, X. hyacinthi, X.

sacchari, X. albilineans ¢ X. cynerae. Um perfil nico foi obtido para cada espécie ou
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patovar, permitindo a identificacdo de cada isolado de Xanthomonas analisado pelo
presente estudo. A bactéria da FEV foi também facilmente diferenciada das xanthomonads
ja isoladas da cana-de-acucar X. sacchari, X. vasculorum pv. vasicola, X. axonopodis pv.
vasculorum, X. vasicola pv. holcicola e X. albilineans.

De acordo com a Tabela 2, o maior indice de similaridade de Jaccard entre
Xanthomonas sp. e qualquer outra xanthomonad foi de 0,5 para X vesicatoria,
considerando os resultados gerados por BOX-PCR,. No caso de ERIC-PCR e REP-PCR, X.
sacchari e X. oryzae foram as mais similares, com coeficientes iguais a 0,625 e 0,583,
respectivamente. Combinando linearmente os dados obtidos com os trés elementos
repetitivos BOX, ERIC e REP, a bactéria da FEV e X. albilineans foram as mais similares,
com coeficiente de similaridade de Jaccard igual a 0,306.

Considerado os dados combinados dos elementos BOX, ERIC e REP, a maior
similaridade entre duas espécies distintas de Xanthomonas foi entre X. cassavae e X.
axonopodis pv. vasculorum, com valor igual a 0,438. Este valor ¢ ainda superior a maior
similaridade entre a bactéria da falsa estria vermelha e qualquer outra xanthomonads ja
descrita (0,306), sugerindo ser este um patdogeno unico, ainda nao descrito.

Os dendrogramas construidos através da andlise de UPGMA e apresentados nas
Figuras 5, 6, 7 ¢ 8 representam os resultados obtidos com os dados gerados por BOX-,
ERIC- e REP-PCR e pela combinagdo dos dados gerados pelos trés elementos repetitivos.
Os quatro dendrogramas agruparam os isolados de Xanthomonas sp., agente causal da FEV,
num grupo isolado e distante de todas as outras xanthomonads ja descritas. Cada espécie de
Xanthomonas também foi colocada em um ramo tnico nos quatro dendrogramas gerados,
com excecdo de X. axonopodis pv. axonopodis e X. axonopodis pv. vasculorum que

permaneceram distantes uma da outra. No entanto, os trés representantes de X. vasicola,
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isolado tipo, X. vasicola pv. vasculorum e X. vasicola pv. holcicola foram agrupados
conjuntamente.

O fato de X. axonopodis pv. axonopodis e X. axonopodis pv. vasculorum serem
alocadas em grupos diferentes (Figura 1) pode ser explicado pela variabilidade dentro dessa
espécie. Vauterin et al. (1995) identificaram o menor valor de homologia de hibridag¢do de
DNA-DNA, com valor igual a 77% entre diferentes isolados e patovares de X. axonopodis.
A andlise do perfil gendmico obtido pela combinagdo linear dos resultados gerados por
BOX-, ERIC- e REP-PCR de 37 patovares desta espécie também indicou heterogeneidade,
sendo os patovares distribuidos em seis clusters genéticos distintos (Rademaker, 2000).
Porém, ndo se pode deixar de citar que os valores de similaridade entre perfis genomicos,
por representarem indiretamente medidas de homologias na seqiiéncia de DNA,
dependentes de condi¢des experimentais especificas e de métodos de analises adotados.

Tanto ERIC-, REP- ou BOX-PCR pode ser utilizada como um método bastante
eficiente para identificagdo de xanthomonads e para determinar sua disseminagdo intra e
inter paises. Considerando as Xanthomonas ja isoladas da cana-de-agucar, a importancia
dessa diferenciagcdo rapida, relativamente simples e precisa ¢ ainda maior. Nao existem
diferengas marcantes em caracteristicas culturais, bioquimicas, fisiologicas e soroldgicas
entre esses patogenos € os sintomas das doencas por eles causadas sdo muitas vezes
insuficientes para um diagnoéstico preciso. A utilidade de rep-PCR para identificagdo de
espécies, patovares e ‘“‘strains” de bactérias fitopatogénicas ¢ amplamente descrita na
literatura (Bruijn et al., 1996), incluindo varias xanthomonads de diferentes plantas
hospedeiras e os patogenos da cana-de-agucar Xanthomonas albilineans (Lopes et al.,
1998) e X. axonopodis pv. vasculorum (Saumtally, 1996), agentes causais da escaldadura

das folhas e da gomose, respectivamente. O poder de diagnoéstico ¢ atribuido ao fato de que
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rep-PCR utiliza iniciadores derivados de seqliéncias de DNA consenso de elementos
repetitivos altamente conservados em bactérias gram negativas, permitindo a discriminag¢ao
entre espécies e entre patovares dentro de uma mesma espécie (Louws et al., 1994).
Independentemente se a espécie mais proxima da bactéria da FEV ¢ X. vesicatoria,
X. sacchari, X. oryzae ou X. albilineans (Tabela 5), considerando os resultados gerados por
BOX-, ERIC-, REP-PCR ou combinando os resultados dos trés métodos, respectivamente,
os coeficientes de similaridade de Jaccard sdo muito mais baixos que o “limite de espécie”
obtido por Rademaker et al. (2000). Valores de similaridade excedendo 0,7 e 0.5 para
BOX- e rep-PCR, respectivamente, sdo correlacionados com valores de homologia de
DNA-DNA excedendo o limite de espécie que ¢ 70%. Portanto, a bactéria da FEV ndo se
parece com nenhuma outra bactéria ja descrita e nomeada, sendo impossivel determinar sua

posicao taxondmica com base apenas em resultados gerados por elementos repetitivos.
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Tabela 2. Matriz similariedade elemento BOX-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1.X. fragaria 1

2.X. hortorum 0,1 1

3.X. arboricola 0,1 0,2 1

4.X. cassavae 0,1 0,2 0,3 1

5.X. codiae 02 01 04 01 1

6.X. bromi 0,1 02 0,7 02 0,6 1

7.X. a pv. axonopodia 05 01 01 03 04 0,3 1

8.X. a pv. vasculorum 03 01 05 02 08 04 03 1

9.X. oryzae 04 01 02 02 03 02 04 03 1

10.X. vasicola 02 01 04 03 04 03 02 05 03 1

11.X. v. pv. holcicola 02 03 03 03 04 03 0,2 04 04 0,8 1
12.X. v. pv. vasculorum 02 0,1 04 03 04 03 02 05 03 10 08 1

13.X. pisi 04 03 04 01 04 03 02 05 01 03 02 03 1

14.X. melonis 04 05 04 01 04 03 02 05 05 04 06 04 04 1

15.X. vesicatoria 03 01 02 02 03 02 03 03 01 05 04 05 03 03 1

16.X. campestri 00 03 00 03 00 00 02 00 00 00 00 00 00 00 0,0 1

17.X. translucens 03 02 00 00 00 00 01 OO OO O1 01 01 03 01 02 0,0 1

18.X. hyacinthi 03 01 00 00 01 02 03 00 00 01 01 01 03 01 01 00 08 1

19.X. sacchari 00 02 03 00 04 O7 01 02 00 02 01 02 02 02 02 00 00 0,2 1

20.X. albilineans 02 01 02 06 04 01 04 05 03 04 04 04 03 03 03 02 00 00 00 1

21.X. cynerae 03 02 07 02 03 05 03 04 02 03 03 03 06 03 04 00 02 02 03 01 1
22.X. sp (LAF 58) 0,4 0 o o1 03 00 02 03 01 03 02 03 03 01 05 00 01 01 00 04 01 1
23.X. sp (LAF 62) 0,4 0 0 o1 03 00 02 03 01 03 02 03 03 01 05 00 01 01 00 04 0,11 1 1
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Tabela 3. Matriz similariedade elemento ERIC-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1.X. fragaria 1

2.X. hortorum 0,3 1

3.X. arboricola 04 0,6 1

4.X. cassavae 0,3 06 04 1

5.X. codiae 05 05 05 0,7 1

6.X. bromi 0,3 03 04 05 0,6 1

7.X. a pv. axonopodia 03 03 03 04 04 0,2 1

8.X. a pv. vasculorum 03 03 04 07 06 04 05 1

9.X. oryzae 04 07 06 03 05 03 04 03 1

10.X. vasicola 03 08 06 05 05 05 03 03 0,7 1

11.X. v. pv. holcicola 02 08 05 05 04 03 0,3 03 05 0,8 1
12.X. v. pv. vasculoom 03 08 06 05 05 05 03 03 0,7 10 0,8 1

13.X. pisi 03 03 02 04 04 03 03 03 04 03 02 03 1

14.X. melonis 03 03 02 04 04 03 03 03 04 03 02 03 1,0 1

15.X. vesicatoria 02 05 04 05 03 02 02 03 03 04 04 04 01 0,1 1

16.X. campestri 02 04 02 05 03 01 03 05 03 03 04 03 02 02 05 1

17.X. translucens 02 03 03 03 04 02 02 03 02 02 03 02 00 00 03 04 1

18.X. hyacinthi 04 05 04 04 04 05 01 02 04 05 05 05 02 02 04 03 03 1

19.X. sacchari 02 03 03 05 03 02 03 03 01 02 02 02 01 01 06 03 04 0,2 1

20.X. albilineans 03 04 04 04 03 03 01 03 03 03 03 03 04 04 03 02 02 03 03 1

21.X. cynerae o4 05 03 04 03 02 01 03 03 03 03 03 03 03 03 05 03 04 03 05 1
22.X. sp (LAF 58) 03 02 03 05 03 03 02 04 01 01 O1 01 02 02 04 04 04 02 06 05 05 1
23.X. sp (LAF 62) 03 02 03 05 03 03 02 04 01 01 01 01 02 02 04 04 04 02 06 05 05 1,0 1
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Tabela 4. Matriz similariedade elemento REP-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1.X. fragaria 1

2.X. hortorum 0,1 1

3.X. arboricola 0,3 0,1 1

4.X. cassavae 0,2 0,1 0,3 1

5.X. codiae 03 0,1 02 0,3 1

6.X. bromi 0,2 00 02 03 0,2 1

7.X. a pv. axonopodia 04 01 03 02 0,2 0,1 1

8.X. a pv. vasculorum 01 01 01 04 03 0,3 0,1 1

9.X. oryzae 02 01 04 02 01 01 02 0,2 1

10.X. vasicola 02 01 01 03 03 02 02 04 0,2 1

11.X. v. pv. holcicola 01 01 02 03 02 02 01 03 0,1 0,3 1
12.X. v. pv. vasculoum 02 01 02 03 03 02 01 04 01 04 0,8 1

13.X. pisi 04 01 02 02 04 01 03 02 03 03 0,1 01 1

14.X. melonis 01 o1 02 01 04 01 01 02 02 01 01 01 02 1

15.X. vesicatoria 02 03 01 01 01 00 01 02 02 02 01 02 01 02 1

16.X. campestri 01 02 01 01 03 00 01 02 01 02 02 03 02 03 0,1 1

17.X. translucens 02 o1 03 03 01 01 02 04 01 02 05 05 01 01 02 0,1 1

18.X. hyacinthi 01 01 02 03 03 01 01 03 01 03 02 03 02 01 0,2 02 02 1

19.X. sacchari 01 02 01 02 01 00 01 02 03 02 02 02 01 02 0,7 01 03 0,2 1

20.X. albilineans 03 02 03 02 04 03 02 03 02 02 03 04 03 01 02 02 03 04 0,1 1

21.X. cynerae 02 o1 04 03 04 03 02 03 02 03 02 03 02 02 02 03 01 03 0,2 04 1
22.X. sp (LAF 58) 02 01 04 02 01 02 03 02 06 01 01 01 03 01 01 01 02 03 02 02 02 1
23.X. sp (LAF 62) 02 01 04 02 01 02 03 02 06 01 01 01 03 01 01 01 02 03 02 02 0,2 1,0 1

45



Tabela 5. Matriz similariedade elemento rep-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1.X. fragaria 1

2.X. hortorum 0,2 1

3.X. arboricola 0,3 0,3 1

4.X. cassavae 02 02 04 1

5.X. codiae 03 02 03 04 1

6.X. bromi 02 01 03 03 04 1

7.X. a pv. axonopodia 04 02 03 03 03 0,2 1

8.X. a pv. vasculorum 02 02 03 04 05 03 0,3 1

9.X. oryzae 03 03 04 02 03 02 03 0,2 1

10.X. vasicola 03 03 03 04 04 03 02 04 0,3 1

11.X. v. pv. holcicola 02 04 03 03 03 03 0,2 04 0,3 0,6 1
12.X. v. pv. vasculoum 03 03 04 03 04 03 02 04 03 0,7 0,8 1

13.X. pisi 04 02 02 02 04 02 02 03 03 03 0,1 02 1

14.X. melonis 03 02 02 02 04 02 02 03 03 02 02 02 04 1

15.X. vesicatoria 02 03 02 03 02 01 02 03 02 03 03 03 01 02 1

16.X. campestri 01 03 01 03 02 01 02 03 01 02 02 02 01 02 03 1

17.X. translucens 02 02 02 03 01 01 02 03 01 02 03 03 01 01 02 0.2 1

18.X. hyacinthi 02 03 02 03 03 03 01 02 01 03 03 03 02 01 02 02 0,3 1

19.X. sacchari 01 02 02 03 02 01 02 03 01 02 02 02 01 01 05 02 03 0,2 1

20.X. albilineans 03 03 03 03 04 02 02 03 02 03 03 04 03 02 02 02 02 03 0,1 1

21.X. cynerae 03 02 04 03 04 03 02 03 02 03 03 03 03 03 03 03 02 03 0,2 04 1
22.X. sp (LAF 58) 03 01 03 03 02 02 02 03 03 02 01 02 02 01 03 02 03 02 03 03 03 1
23.X. sp (LAF 62) 03 01 03 03 02 02 02 03 03 02 01 02 02 01 03 02 03 02 03 03 0,3 1 1
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Figura 7. Dendrograma gerado através do elemento repetitivo REP-PCR.
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ABOX M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

(BERIC M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

(OREP M | 2 3 4 5 6 7 8 9

10

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 4. Perfil gerado por PCR com iniciadores complementares aos elementos repetitivos, BOX-, ERIC- ¢ REP-PCR,
para os isolados representantes do género Xanthomonas. Amostras: M 1Kb 1 ,.X. fragaria 2,.X. hortorum 3,X. arboricola
4,X. cassavae 5,X. codiae 6,X. bromi 7,X.axonopodis pv.axonopodis 8,X.axonopodis pv.vasculorum 9,X. oryzae 10,X.
vasicola 11,X. vasicola pv. vasculorum 12,X. vasicola pv. Holcicola 13.X. pisi 14,X. melonis 15,X. vesicatoria 16,X.

campestri 17,X. translucens 18,X. hyacinthi 19,X. sacchari 20 ,X. albilineans 21 e X.sp 22(LAF62 ¢ 58).
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7. DIAGNOSE ESPECIFICA DE XANTHOMONAS SP. (FALSA ESTRIA
VERMELHA DA CANA-DE-ACUCAR) COM PRIMERS IDENTIFICADOS POR

REP-PCR

7.1. INTRODUCAO

Xanthomonas sp. € o agente causal de uma doenga de cana-de-agucar recentemente
descrita chamada falsa estria vermelha (FEV)(Giglioti et al, 1999). A doenca foi primeira
observada em dezembro 1995, durante inspecdo na estagdo experimental Valparaiso do
programa de melhoramento de cana-de-agiicar da Universidade Federal de Sao Carlos
(Valparaiso-SP, Brasil). A bactéria esta agora distribuida por todo centro sul do Brasil, mas
nao ha relato em nenhum outro pais. Esta doenca ¢ favorecida pela alta umidade e solo
fértil cujo sdo comuns em campos de cana-de-aglicar em 4reas baixas e em vales de rios.
Isto sugere que bactéria provavelmente e dispersa por meio aéreos, € a infecgdo ocorre
principalmente através de pequenas lesdes causadas por contato da beira das folhas. As
lesdes sdo caracterizadas pela presenca de estrias marrom paralela para o meio da folha. As
estrias podem estender da base da folha, em genoétipos altamente suscetiveis de cana-de-
acucar, pode alcancar a bainha da folha. Area da folha funcional reduzida pode ser reduzida
no campo com gendtipos suscetiveis. A freqliéncia alta (22-33%) de genotipos que sao
moderadamente ou altamente suscetiveis a FEV tem sido modificado em estagio
intermediario pela selecio em programas melhoramento no Brasil. Uso de cultivares
resistentes ¢ o meio muito eficiente de controle, fazendo necessario teste de rotina para
procura dos gendtipos de cana-de-aglicar resistente a FEV. Nao existe caracteristicas e

diferencgas significantes culturais, bioquimica e fisioldgica entre a bactéria FEV e X
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axonopodis pv. vasculorum e X. c. pv. Campestri (Giglioti et al, 2004). Contudo, perfil
obtido por gel eletroforese de campo pulsado de sete isolados de FEV ndo se assemelhou
com nenhum haplotipo ja identificado entre Xanthomonas de cana-de-aglicar e outras
Poaceae. Este estudo além disso indicou homogeneidade genética populacional da FEV
cujo foi posteriormente confirmado por B-E-R andlise. Um estudo polifasico comparando a
bactéria FEV com todas as espécies de Xanthomonas recentemente descritas (Vauterin et
al., 1995), € necessario para determinar precisamente se ela ¢ uma nova espécie
xanthomonas ou pelo menos um novo patovar de uma espécie conhecida.

Diagnose da FEV esta correntemente baseada em sintomas visual, isolamento do
patogeno da folha infectada de cana-de-agucar, meio seletivo, € métodos soroldgicos,
incluindo dot-blot. Contudo por causa da similaridade entre os sintomas visuais induzidos
por X. a . pv. vasculorum e X. v. pv. vasculorum, ambos associados com doenca gomose, X.
V. pv. holcicola (bactéria estria da folha em sorgo), Ac. avenae sub. avenae (estria
vermelha) e Herbasbirilum rubrisubalbicans (estria mancha colorida) em folha cana-de-
acgucar, FEV pode ser equivocadamente ser confundida com qualquer uma dessas doengas.
A identificacdo por dot-blot ¢ também dificil, considerando o fendmeno de reacdo cruzada.
Bactéria FEV foi sorologicamente diferenciada de outras Xanthomonas ja isoladas de cana-
de-acticar somente quando suspensdo células 10° UFC e titulo anti-soro 1/ 80000 foram
usados. Métodos teste DNA, baseado reacdo polimerase em cadeia, sdo crescentemente
popular para detec¢do sensivel e especifica de bactérias fitopatogénicas incluindo X.
albilineans (Davis et al, 1980; Pan et al, 1997 e Pan et al , 1999) e Lefsonia xyli subsp. Xyli
(Davis et al, 1980; Fegan et al, 1998 e Pan et al , 1998, agente causal da doenga folha
escaldadura e raquitismo em cana-de-agucar, respectivamente. PCR pode ser mais

especifico se o desenho primers ¢ baseado genes relacionados patogenicidade. Contudo,
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excelente resultado tem sido obtido de outras regides conservadas no genoma. O
comprimento da seqiliéncia regides espagadoras intergénicas transcrito (ITS) revelado por
PCR foi usado para detectar, identificar, e diferenciar espécies bactérias. A regido
espagadora 16-23S tem sido também usada como iniciadores (Glirtler et al, 1996).
Recentemente, seqiiéncias DNA repetitivas, cujo sdo presentes em todos procariontes
testados por dados (Versalovic et al, 1991 e 1994), tém sido amplamente aplicados para
identificacdo da impressao digital gendmica (Louws et al , 1994) de espécies ou patovares,
incluindo Xanthomonas fitopatogénicas (Gongalves et al, 2000; Mc Donald et al, 2001;
Opgenorth et al, 1996 e Pooler et al, 1996). Seqiiéncias DNA repetitivos extragénica ou
ERIC- e BOX- estao distribuidos por todo o genoma bacteriano e estdo sendo usadas com
local de primers especificos para métodos PCR baseado impressoes digitais (Versalovic et
al, 1991). Neste trabalho, nos relatamos o uso do método REP-PCR para gerar tnica
impressao digital da Xanthomonas sp, cujo foi ponto inicial para o desenho de iniciadores e
desenvolvimento de um protocolo PCR para identificacdo e deteccdo em suspensdes de

células, culturas puras, e exsudatos de folhas infectadas de cana-de-acucar.

7.2. MATERIAL E METODOS

Racas bacterianas, condicoes de crescimento e extracio DNA.

Ragas bactérias utilizadas neste trabalho estao listadas na tabelal. Dez isolados de
X. sp, agente causal da falsa estria vermelha de cana-de-agtlicar, ragas e representantes de 19

espécies de Xanthomonas (Vauterin et al, 1995), X. cynerae (Trebaol et al, 2000), e outras
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cinco xanthomonads isoladas de cana-de-agucar foram obtidas da cole¢do bactéria do
Instituto Bioldgico, Se¢do de fitopatologia e bacteriologia, Campinas, SP, Brasil, Instituto
Agronomico do Parand, londrina, PR, Brasil, e Departamento de Biotecnologia Vegetal,
Araras, SP, Brasil. Previamente a este estudo, as identificagbes de todos isolados foram
confirmadas pelo sistema “Microplacas Biolog GN”. DNA genomico total foi extraido de
1.5 ml de suspensdo bacteriana crescida durante a noite em meio “nutrient broth”, como
descrito por Ausubel et al. Concentragdes DNA foram estimadas por comparagdo com
padrao conhecido corado com brometo de etidio em gel de agarose e quantificado em

espectrofotometro.

Teste patogenicidade.

Teste de patogenicidade foi feito para confirmar o isolado BRA58 e BRA62 de
Xanthomonas sp. sdo capazes de causar a doenga na cana-de-aglicar chamada falsa estrias
vermelhas. Suspensdo bactéria foi ajustada para 10° UFC/ ml de cada isolado e foi
inoculado por injecdo no apice (5-lcm acima da ponta do crescimento apical) em uma
planta com idade de trés meses da variedade suscetivel RB 855513 crescidas em campo

comercial. Avaliacao dos sintomas foi feita apoés um meés.

Amplificacio DNA por REP-PCR e eletroforese.

PCR foi feito com 25 pl volume contendo 1X buffer PCR, 2.5mM MgCl,, 0.4mM
dNTP, 0.8 uM de cada iniciador, 100ng de DNA, e 2U de Taq. Seqiiéncias dos iniciadores

correspondente para REP (REPIR-1[5’-IIICGICGICATCIGGC-3’]) e REP2-I [5°-
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ICGICTTATCIGGCCTAC-3"]) foram sintetizados pela Promega. Amplificacio DNA foi
feita em um termociclador AB-970 com ciclo inicial de 7min a 95°C seguidos de 35 ciclos,
Imin a 94°C, Imin a 40°C, e 4 min a 65°C com uma extensao final de 15 min a 65°C. Uma
aliquota de 10ul de cada produto de PCR foi eletroforado em gel de agarose 1.5% em
tampao 0.5X buffer TAE por 10h a 5V/ cm. Produtos amplificados foram corados com
brometo de etidio e foram fotografados. Todas reacdes foram repetidas pelo menos trés

vezes. Impressodes digitais de diferentes ragas foram comparadas visualmente.

Purificacio DNA, clonagem e seqiienciamento.

Bandas REP-PCR presentes somente na bactéria da FEV foram purificadas do gel
de agarose com kit GFX PCR. O produto de PCR purificado do REP-PCR foi clonado em
pGem-T conforme as instrugdes do fabricante. Extragdo do plasmidio foi feita usando o
método de lise alcalina (Sambrook et al, 1989). Concentragdes do DNA foram
determinadas em espectrofotdmetro. Cinco clones foram seqiienciados com quimico Big

Dye no Centro de Ciéncias Agrérias, na Universidade Federal de Sao Carlos.

Analise seqiiéncia DNA assistida por computador e desenho de primer.

Alinhamento das seqiliéncias foram feitas usando software BioEdit version 5.09

(Tom Hall, Dep Microbiologia, Norte Carolina, USA) para obter seqiiéncia final para cada

fragmento selecionado. Seqiiéncia gerada foi usada para procurar seqiiéncias identidade no

banco mundial, usando o programa BLASTN do NCBI (Altschul et al, 1990). Iniciadores
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especificos para X. sp foram desenhados usando software Laser Gene (Cia Laser Gene,

USA).

Condic¢oes de PCR para amplificacio especifica de X. sp.

Mix da reagdo foi feito em gelo com iniciadores manifaturados por Invitrogen, PCR
foi feito com volume de 50ul contendo 1X buffer, 1.5mm MgCl2, 0.2mM dNTP, 0.25 pmol
de cada oligonucleotideo, e 1U de Taq polimerase. O termo ciclador GeneAmp 9700 foi
ajustado para 30 ciclos de 94°C por 1min, 60°C por Imin, e 72°C por 2min. Produtos de
PCR foram analisados em gel de agarose corado com 1% de brometo de etidio, e

fotografado com Kodak EDAS( Eastman Kodac, Nova Haven, CT, USA).

Estudo de hibridizacio por Southern blot.

Para determinar a presenca do fragmento DNA por PCR estava presente em outras
xanthomonads, o produto de PCR foi usado para hibridizar como sonda contra DNA total
extraido de todas ragas. A regido 16S rDNA da bactéria da falsa estria vermelha foi usada
como sonda controle para confirmar a presenga do DNA gendmico de todos isolados na
membrana performado na hibridizacdo. Amplificagdo de PCR de 1.5kb da regido 16S
rDNA foi feito conforme protocolo descrito por Hauben et al 1997.

Para hibridizagdes de “Southern Blot”, amostras contando 200ng do DNA genomica
de cada isolado foram eletroforados em gel de agarose 1% a 5V/ cm por 30min.
Transferéncia “southern” sobre membrana nylon carregado positivamente foi feita de

acordo com protocolos padrdes. As sondas foram marcadas e detectadas com “DIG DNA
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labelling” e “kit detection” de acordo com instrugdes manufaturadas. Condi¢des de

lavagens e hibridizacao foram de 65°C e 68°C, respectivamente.

Especificidade e sensibilidade do protocolo de PCR.

A especificidade dos iniciadores FRS1 e FRS2 foram testados contra todos isolados
de bactérias listadas no Anexo 10.1, incluindo dez isolados ndo identificados de bactérias
saprofitas e patogeno de cana-de-actcar L. xyli subsp. xyli, Acidovorax avenae subsp.
avenae e Herbabirilum rubrisubalbicans.

Para determinar a sensibilidade da deteccdo do PCR em suspensdo de culturas
puras, ragas X. sp BRA58 foi crescida em NB, suspensio de células foi ajustada para 10°
UFC/ml, foram lavados duas vezes em agua estéril, re-suspendido em 100ul de agua e as
células foram rompidas a 100°C por 10min. A suspensao foi diluida oito vezes, em dilui¢ao
em série de dez. Aliquotas de 1.5ul de cada diluicdo foram plaqueadas em meio sélido NA
para contar UFC. Diluigdo em série de dez do DNA gendmico de X. sp (BRA58) de 250ng
para 25 pg foram utilizados para detectar a sensibilidade do PCR e nivel DNA.

Amostras de folhas mostravam sintomas FEV foram coletados de cana-de-agtcar do campo
crescidas da variedade suscetivel RB855113. Uma folha assintomatica foi usada como
controle. Exsudatos foram preparados por meio soquetes 0.5 cm® do tecido da folha duas
horas a temperatura ambiente e centrifugado em tubos de Iml em agua estéril. Os tecidos
de folhas foram removidos da microcentrifuga e o exsudato foi centrifugado a 3.400x g. O
“pellet” foi lavado varias vezes e re-suspendido em 30 pl. Uma aliquota de 1.5ul foi usada

na reag¢ao de PCR.
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7.3. RESULTADOS

Teste patogenicidade.

A cultivar RB855113 de cana-de-agtcar apresentou caracteristicas sintomas descritas pela
falsa estria vermelha quando inoculado com dois isolados de Xanthomonas sp. Um més
apos inoculacdo estrias com mistura de vermelhada e cor amarela e transparente quando
vista contra luz do sol pode ser facilmente observada nas folhas inoculadas dos isolados

BRAS58 e BRA62 de X.sp (Figura 9).

RB 855113

Figura 9: Teste de patogenicidade do isolado BRASS8, Xanthomonas sp (FEV), inoculado

em cana-de-agucar da variedade suscetivel RB855113.

Perfil REP-PCR.

Os iniciadores do REP-PCR foram usados para amplificar DNA das racas
representantes cada um das seis diferentes Xanthomonas isoladas de cana-de-agucar.
Andlise individual combinada REP-PCR revelou consideravel diversidade genética entre as
diferentes espécies e patovares.Contudo, similaridade previa resultados perfil unico REP-

PCR foi obtido para cada espécie e patovar, incluindo BRAS8 e BRA62 representantes da
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bactéria falsa estria vermelha. Dois produtos REP-PCR, XSPFRS1 e XSPFRS2, em torno
de 350bp para 450 bp, aparentemente unico para Xanthomonas sp. foram selecionados com

base no tamanho de suas amplificagdes e intensidade (Figura 10).

3000
2500
2000
1500
1000
750

500

250

Figura 10. Perfil gerado por PCR com iniciadores complementares ao elemento repetitivo
REP-, para os isolados representantes de seis Xanthomonas ja isoladas de cana-de-agucar.
Amostras: M1, 1-Kb ladder marcador M2, 100-bp ladder marcador; 1 ¢ 7, X. sp BRA 62; 2
e 8, X. axonopodis pv. vasculorum MUS 53; 3, X. sacchari GLP 17; 4, X. vasicola pv.

vasculorum ZIM 97; 5, X. vasicola pv. holcicola REU 63; e 6, X. albilineans GLP 55.

Clonagem e seqiienciamento dos produtos REP-PCR.

O produtos REP-PCR XSPFRS1 e XSPFRS2 foram sucessivamente purificados do

gel com “Kit GFX PCR”, clonados no vetor pGem-T e eficientemente transformados em E.
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coli DH5a, de acordo com instru¢des manufaturadas e como descrito por Sambrook et al.
Cinco clones foram selecionados € o extragao do plasmideo foi preparada como descrito.

Os clones e produtos REP-PCR foram sucessivamente seqiienciados no ABI 3100.

Analise seqiiéncia DNA assistida por computador e desenho de primer.

Seqiiéncias foram obtidas por ambos fragmentos DNA selecionados. O niimero total
de bases para produto REP-PCR seqiienciado XSPFRS1 foi 446com conteudo GC 61.2%.
Para produto REP-PCR seqiienciado XSPFRS2, o numero total de bases foi 360 com
contetido GC de 59.4%. Resultados blast revelaram uma homologia de 96% entre seqiiéncia
XSPFRSI e a regido 164-439 do gene “XAC3306” (hipotética proteina) de X. a pv. citri, e
portanto ndo foi usado para desenho do iniciador (Figura 11). A seqiiéncias consensos
XSPFRS2 nao encontrou nenhuma similaridade com outras seqiiéncias depositadas no
NCBI e foi utilizada como base para desenho dois primers PCR 24 nucleotideo especifico

para X. sp agente causal da falsa estria vermelha de cana-de-acucar (Figura 12).
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B B T T I e B Y T I e
GCTNCGGCAGTTGGTCCGCGACCGCAGATGGAGTGCATTATGGGAATGGTCAGCGAATTCAAGCAATTCG
GCTGCGGCAGTTGGTCCGCGACCGCAGATGGANTGCATTATGGGAATGGTCAGCGAATTCAAGCAATTCG
GCTGCGGCAGTTGNTCCGCGACCGCAGATGGAGTGCATTATGGGAATGGTCAGCGAATTCAAGCAATTCG
GCTGCGGCAGTTGGTCCGCGACCGCAGATGGAGTGCATTATGGGAATGGTCAGCGAATTCAAGCAATTCG
GCTGCGGCAGTTGGTCCGCGACCGCAGATGGAGTGCATTATGGGAATGGTCAGCGAATTCAAGCAATTCG
GCTGCGGCAGTTGGTCCGCGACCGCAGATGGAGTGCATTATGGGAATGGTCAGCGAATTCAAGCAATTCG
GCTGCGGCAGTTGGTCCGCGACCGCAGTTGGAGTGCACTATGGGAATGGTCAGCGAATTCAAGCAATTCG

80 90 100 110 120 130 140
B e O s S T T e
CAATGCGCGGCAATGTCATCGACCTGGCGGTCGGTGTGGTCATCGGTGCGGCGTTCGGCAAGATCGTCAC
CAATGCGCGGCAATGTCATCGACCTGGCGGTCGGTGTGGTCATCGGTGCGGCGTTCGGCAAGATCGTCAC
CAATGCGCGGCAATGTCATCGACCTGGCGGTCGGTGTGGTCATCGGTGCGGCGTTCGGCAAGATCGTCAC
CAATGCGCGGCAATGTCATCGACCTGGCGGTCGGTGTGGTCATCGGTGCGGCGTTCGGCAAGATCGTCAC
CAATGNGCGGCAATGTCATCGACCTGGCGGTCGGTGTGGTCATCGGTGCGGCGTTCGGCAAGATCGTCAC
CAATGCGCGGCAATGTCATCGACCTGGCGGTCGGTGTGGTCATCGGTGCGGCGTTCGGCAAGATCGTCAC
CAATGCGCGGCAATGTCATCGACCTGGCGGTCGGTGTGGTCATTGGTGCGGCGTTCGGCAAGATCGTCAC

150 160 170 180 190 200 210
T e T e e I T I I e
CGCGCTGGTGGAGAAAATCATCATGCCGCCGACCGGTTAGGCCATCGGCAATGTGGATTTTTCGCGCCTG
CGCGCTGGTGGAGAAAATCATCATGCCGCCGACCGGTTAGGCCATCGGCAATGTGGATTTTTCGCGCCTG
CGCGCTGGTGGAGAAAATCATCATGCCGCCGACCGGTTAGGCCATCGGCAATGTGGATTTTTCGCGCCTG
CGCGCTGGTGGAGAAAATCATCATGCCGCCGACCGGTTAGGCCATCGGCAATGTGGATTTTTCGCGCCTG
CGCGCTGGTGGAGAAAATCATCATGCCGCCGACCGGTTAGGCCATCGGCAATGTGGATTTTTCGCGCCTG
CGCGCTGGTGGAGAAAATCATCATGCCGCCGACCGGTTAGGCCATCGGCAATGTGGATTTTTCGCGCCTG
CGCGCTGGTGGAGAAAATCATCATGCCGCCGATCGGTTGGGCCATCGGCAATGTGGATTTTTCGCGCCTG

220 230 240 250 260 270 280
S e e e I I I I
GCGTGGGTACTCACGCCGGCCGGCGTGGATGCCACCGGCAAGGAGATCCCGGCCGTTGCCATTGGCTACG
GCGTGGGTACTCACGCCGGCCGGCGTGGATGCCACCGGCAAGGAGATCCCGGCCGTTGCCATTGGCTACG
GCGTGGGTACTCACGCCGGCCGGCGTGGATGCCACCGGCAAGGAGATCCCGGCCGTTGCCATTGGCTACG
GCGTGGGTACTCACGCCGGCCGGCGTGGATGCCACCGGCAAGGAGATCCCGGCCGTTGCCATTGGCTACG
GCGTGGGTACTCACGCCGGCCGGCGTGGATGCCACCGGCAAGGAGATCCCGGCCGTTGCCATTGGCTACG
GCGTGGGTACTCACGCCGGCCGGCGTGGATGCCACCGGCAAGGAGATCCCGGCCGTTGCCATTGGCTACG
GCGTGGGTGCTCAAGCCGGCCGGCGTCGATGCCACCGGCAAGGAGATCCCAGCCGTTGCCATTGGCTACG

290 300 310 320 330 340 350
e e e e I I I I
GCGATTTCATCAACACCGTCGTGCAGTTCCTGATCATCGCCTTCGCGATCTTTCTGGTTGTCAAGCTGAT
GCGATTTCATCAACACCGTCGTGCAGTTCCTGATCATCGCCTTCGCGATCTTNCTGGTTGTCAAGCTGAT
GCGATTTCATCAACACCGTCGTGCAGTTCCTGATCATCGCCTTCGCGATCTTTCTGGTTGTCAAGCTGAT
GCGATTTCATCAACACCGTCGTGCAGTTCCTGATCATCGNCTTCGCGATCTTTCTGGTTGTCAAGCTGAT
GCGATTTCATCAACACCGTCGTGCAGTTCCTGATCATCGCCTTCGCGATCTTTCTGGTTGTCAAGCTGAT
GCGATTTCATCAACACCGTCGTGCAGTTCCTGATCATCGCCTTCGCGATCTTTCTGGTTGTCAAGCTGAT
GCGATTTCATCAACACCGTCGTGCAGTTCCTGATCATCGCCTTCGCAATCTTTCTGGTGGTCAAGTTGAT

360 370 380 390 400 410 420
E T R T Y KT I I
CAACCGCCTCACCCATCGCAAGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGG
CAACCGCCTCACCCATCGCAAGCCCGNTGCCGCCGCCCCAGATAGGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGG
CAACCGCCTCACCCATCGCAAGCCCGATGCNGCCGCCCNAGATAGGCCCGATGCNGCCGCNCCAGATAGG
CAACCGCCTCACCCATCGCAAGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGGCCCGATGCCGCCGCCNCAGATAGG
CAACCGCCTCACCCATCGCAAGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGG
CAACCGCCTCACCCATCGCAAGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGGCCCGATGCCGCCGCCCCAGATAGG
CAACCGCGTGACCCATCGCAAGCC 374

430 440
T e I I
NNCGATGCCGCCGCCCCAATATCACC
CCCGATGCCGCCGCCCNAATATCACC
NCCGATGCCGCCGCCCCAATATCACC
CCCGATGCCGCCGCCCCAATATCACC
CCCGATGCCGCCGCCCCAATATCACC
CCCGATGCCGCCGCCCCAATATCACC

Figura 11. Alinhamento das seqiiéncias XSPFRS1 com Xanthomonas axonopodis pv. citri
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GCGGCATCGGGCAGCTTGAAGCCGAAGGGAATGCCGATGTNTTCGACGCCGTTGCTCTGCCAGTTCTGTG
GCGGCATCGGGCAGCTTGAAGCCGAAGGGAATGCCGATGTATTCGACGCCGTTGCTCTGCCAGTTCTGTG
CCNGCATCGGGCAGCTTGANGCCGAAGGGAATGCCGATGTATTCGACGCCGTTGCTCTGCCCGTTCTGTG
CCGGCATCGGGCANCTTGAAGCCGAAGGGAATGCCGATGTATTCGACGCCGTTGCTCTGCCCNTTCTGTG
CCGGCANCGGGNAGAAAGAAGCCGAAGGGAACGCAGACGNATTCGACGGCGTTGCNCTGCCCGTTNTGTG
CCGGCATCGGGCAGCTTGAAGCCGAAGGGAATGCCGATGTATTCGACGCCGTTGCTCTGCCCGTTCTGTG

TACATAAGCTGCGGCAACGAGACG ———P»
PRIMER FRS1
80 90 100 110 120 130 140

B e O s S T T e
TGTCGTTGACCAGACGCAGCACGTCGGTGAAGCTGGGAGCGCGCACTTCCAGAAATAGCAGGATGCCGGT
TGTCGTTGACCAGACGCAGCACGTCGGTGAAGCTGGGAGCGCGCACTTCCAGAAATAGCAGGATGCCGGT
TGTCGTTGACCAGACGCAGCACGTCGGTGAAGCTGGGAGCGCGCACTTCCAGAAATAGCAGGATGCCGGT
TGNCGANGACCAGACGCAGCACGTCGGTGAAGCTGGGAGCGCGCACTTCCAGAAATAGCAGGATGCCGGT
NGTCGTTNACNAGACGCNGCNCGTNGGGGAANCNGGGAGNGCGCACTNCCAGAAATAGCAGGAGGCCGGN
TGTCGTTGACCAGACGCAGCACGTCGGTGAAGCTGGGAGCGCGCACTTCCAGAAATAGCAGGATGCCGGT

150 160 170 180 190 200 210
B B T I T I e T N I
GGGGTCTGTGACCCGCTGCCGGTTCTCGGTAAACGTGCTCATAGTTCGCCCAAAAAAAGCCCCGCTCAGG
GGGGTCTGTGACCCGCTGCCGGTTCTCGGTAAACGTGCTCATAGTTCGCCCAAAAAAAGCCCCGCTCAGG
GGGGTCTGTGACCCGCTGCCGGTTCTCGGTAAACGTGCTCATAGTTCGCCCAAAAAAAGCCCCGCTCAGG
GGGGTCTGTGACCCGCTGCCGGNNCTCGGNAAACGTGCTCATAGTTCGCCCAAAAAAAGCCCCGCTCAGG
GGGGACNGTGACCCGCTGCCGGNNCACGGAAAACGGGCNCANAGNCCGCCCAAAAAAAGNCCCGCTCAGG
GGGGTCTGTGACCCGCTGCCGGTTCTCGGTAAACGTGCTCATAGTTCGCCCAAAAAAAGCCCCGCTCAGG

220 230 240 250 260 270 280
E T T B T e Y I I I
GCGGGGCAAGGTGTAGATCGCGATTTCCAAGAACCCTGGAACGCTGCTAACGCAGATATTCCAAGGTCAC
GCGGGGCAAGGTGTAGATCGCGATTTCCAAGAACCCTGGAACGCTGCTAACGCAGATATTCCAAGGTCAC
GCGGGGCAAGGTGTAGATCGCGATTTCCAAGAACCCTGGAACGCTGCTAACGCAGATATTCCAAGGTTAC
GCGGGGCAAGGNGNAGATCGCGATTTCCAAGAACCCTGGAACGCTGCTAACGCATATNTTCCNTGGTCAC
GCGGGGCAAGGNGCNGATCGNGATNTCCAAGAACCCTGGAACGCTGCTAAAGCAGATATTNTTNGGTCAC
GCGGGGCAAGGTGTAGATCGCGATTTCCAAGAACCCTGGAACGCTGCTAACGCAGATATTCCAAGGTCAC

290 300 310 320 330 340 350
T P P e I A I e
GCTGCGCTGGGAGATTGCGAAGCCACCAGAAAGCGGTGTCAGCGTTCCTATATCGGCGTTCTTGAAGCGC
GCTGCGCTGGGAGATTACGAAGCCACCAGAAAGCGGTGTCAGCGTTCCTATATCGGCGTTCTTGAAGCGC
GCTGCGCTGGGAGATTGCGAAGCCACCAGAAAGCGGTGTCAGCGTTCCTATATCGGCGTTCTTGAAGCGC
GCTGCGCTGGGAGATTGCGAAGCCACTAGAAAGCGGTGTCAGCGTNCCTANACCNNCGTTCTAGAAGCGC
GCTGCGCTGGGAGATTGCGAANCCACCAGAANGCGGCGNCAGCGNNCCCAAATCGNCGATCTTGAAGCGC
GCTGCGCTGGGAGATTGCGAAGCCACCAGAAAGCGGTGTCAGCGTTCCTATATCGGCGTTCTTGAAGCGC

CCACAGTCGCAAGGATATAGCCGC PRIMER FRS2

360
R .
GCCTGCCCGA
GCCTGCCCGA
GCCTGCCCGA
GCCTGCCCGA
GCCTGCCCGA
GCCTGCCCGA

Figura 12. Alinhamento das seqiiéncias XSPFRS2 com os iniciadores (FRS1/FRS2)
utilizados na diagnose da X. sp.

62



Hibridiza¢ao Southern Blot.

O produto de 302 bp gerado pelos iniciadores FRSle FRS2 foi utilizado como
sonda para testar especificidade para ser usado com todas ragas Xanthomonas listadas na
Anexo 10.1 e técnica de hibridizagdo DNA-DNA (Hames et al, 1995). A sonda 16s DNA
de X.sp BRAS58 foram hibridizadas contra o DNA de todas Xanthomonas fixadas na
membrana, indicando a presenga de DNA para normalizagdo da hibridizagdo DNA.
Entretanto, a presenga do produto PCR 302 bp dos dois isolados de X.sp BRAS58 ¢ BRA62

confirmaram suas especificidade pela bactéria falsa estria vermelha ( Figura 13).

A, 1 * ¥ 4 5§ & T & 9% 10 11 1* 1} 14

15 16 17 12 1% M0 11 I 13 14 15

B. 1 2 % 4 5 6 7 & % 0 11 12 1% 14

15 16 17 1& 19 0 1 x 33 24 15

Figura 13. Hibridizacdo com sonda 16S (A) e com fragmento gerado com iniciadores FRS1/FRS2 (302bp),
X sp (B). Amostras: 1, X. codiae; 2, X. oryzae pv. oryzae; 3, X. pisi; 4 , X. translucens; 5, X. campestri; 6, X.
cynerae; 7 e 8 X. sp; 9, X. arboricola ; 10, X. cucurbitae; 11, X. hortorum; 12, X. sacchari; 13, X. vasicola
pv. holcicola; 14, X. axonopodis pv. vasculorum; 15, X. vasicola pv. vasculorum; 16, X. albilineans; 17, X.
vasicola; 16, X. melonis;, 18, X. cassavae; 19, X. fragaria; 20, X. hyacinthi; 21, X. axonopodis pv.

axonopodis; 22, X. vesicatoria, 23, X. bromi e 24, X. theicola.
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Sensibilidade e especificidade de PCR.

Foi possivel detectar X.sp em suspensao de culturas puras utilizadas
desenvolvimento protocolo PCR. O limite de detecgdo foi de 10° UFC/ml. Baseado em
diluicdes em série, 25ul da reagdo PCR contendo aproximadamente 150 células de
bactérias (Figura 14). Quanto ao DNA gendmico de X.sp foi usado como amostra, o nivel
detecgao do PCR foi 25pg (Figura 15A). Os iniciadores FRS1 e FRS2 ndo amplificaram
nenhum fragmento de DNA em nenhuma outra Xanthomonas listada na Anexo 10.1 (Figura
15 B).

Xanthomonas sp. foi detectada em todos exsudatos obtidos de folhas sintomaticas,

mas ndo em folhas assintomatica.

M 1 2 3 4 5 & 7T &% 9 10 11 12 13

Figura 14. Amplificagdo do fragmento de DNA 303bp com PCR de coldnia, em dilui¢do em série, utilizando
a Xanthomonas sp (BRA62). Amostras: M-1 kb ladder marcador; 1, 107 ; 2, 10% 3, 10° ; 4, 10%; 5, 10%; 6, 10%;
7, 10%; 8, 10% 9, 10 e 11, H,O; 12, controle positivo DNA (X. sp, BRA62); e 13, controle negativo

(X.axonopodis pv. vasculorum, MUSS3).
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Figura 15. (A) Limite de detec¢do para uma quantidade variavel de DNA de Xanthomonas sp. usando FRS1
e FRS2especifico para Xanthomonas sp. Amostras; M, 1 kb ladder; 1- 2, 25pg/ ul; 3- 4, 25ng/ ul; 5-6, 250
ng/ ul DNA. (B) Amplificagdo de DNA gendmico de Xanthomonads com FRS1 e FRS2. Amostras: M; 1-Kb
ladder marcador; 1, X. sp (BRASS); 2, X. sp (BRA62); 3, X. codiae; 4, X. oryzae pv. oryzae ; 5, X. pisi; 6, X.
translucens; 7, X. campestri; 8, X. cynerae; 9, X. arboricola ; 10, X. cucurbitae; 11, X. hortorum; 12, X.
sacchari; 13, X. vasicola pv. vasculorum; 14, X. axonopodis pv. vasculorum; 15, X. vasicola pv. . holcicola;
16, X. albilineans, 17, X. vasicola; 16, X. melonis; 18, X. cassavae; 19, X. fragaria; 20, X. hyacinthi; 21, X.
axonopodis pv. axonopodis; 22, X. vesicatoria; 23, X. bromi ; and 24, X. theicola.Lane:25-34, saprophytes;

35, Leifsonia xyli subsp. xyli; 36, Acidovorax avenae subsp. avenae; and 37, Herbaspirilum rubrisubalbicans
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DISCUSSAO.

Impressao gendmica usando primers franqueadores do elemento REP ¢ realizavel,
sensivel, e um método facil para diferenciar a bactéria falsa estria vermelha de outras
xanthomonads patogénicas a cana-de-agucar. Nos temos demonstrado que X.sp tem
populagdo homogénea capaz de uma facil identificagdio por REP, ERIC, ou BOX
elementos. O Rep-PCR utiliza primers derivados de seqiiéncias consenso de elemento DNA
altamente repetitivo de bactérias gram negativas e talvez tenha sido utilizado em
descriminagdo entre espécies e entre patovares dentro de uma unica espécie. Os dados
apresentados aqui também confirmam a utilizagdo do REP-PCR como ferramenta para
identificacdo de fragmentos DNA especificos para uma espécie ou patovar, conforme
suportado por Clark et al, 1998; que Rep-PCR pode ser o ponto inicial para detectar um
patdégeno especifico. O produto selecionado REP-PCR de 302bp identificado aqui ndo
estava presente em nenhuma outra Xanthomonas listada no Anexo 10.1. A informagao das
seqiiéncias do fragmento deste DNA provido e base para desenho de iniciadores especificos
para X. sp. Um das formas usadas para ser mais especifica e se basear em genes
relacionados a patogenicidade. Todavia o produto de 360 bp ndo tinha similaridade com
nenhuma seqiiéncia do NCBI, ¢ nao e conhecido sobre sua fun¢ao, e foi baseado para o
desenho de iniciador especifico para detecgdo da bactéria falsa estria vermelha.

Esse protocolo de PCR pode ser usado para detectar Xanthomonas sp em suspensao
de células, culturas puras e exsudatos de folhas sintomaticas. Iniciadores usados neste
estudo ndo amplificaram nenhum das duas xanthomonads presentemente isolado de cana-
de-agticar e de nenhuma outra espécie de Xanthomonas listado na tabela 1. O limite de

detecgio de X.sp foi aproximadamente 10° UFC/ml e 25 pg de DNA purificado.
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Sensibilidade da detec¢do do PCR para espécies bactérias ¢ dramaticamente aumentada
pela concentragdo da bactéria, sendo que o. alto titulo da bactéria falsa estria vermelha em
folhas sintomadticas de cana-de-acucar obtidas aqui foi suficiente para rapida diagnose.
Anteriormente, a diagnose da falsa estria vermelha era baseada somente na distingdo
sintomas e procedimentos soroldgicos da X. sp em tecidos de cana-de-acgticar ou culturas
puras. Por esta razdo, os oligonucleotideos e protocolos de PCR providos neste estudo
podem ser utilizados como ferramenta no auxilio de estudos epidemioldgicos, deteccao da

bactéria em outros paises, e servicos de quarentenas.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Através do sequenciamento e andlise da regido 16S do DNA ribossomal das
diferentes espécies xanthomonads foi confirmada a inclusao da bactéria da FEV no género
Xanthomonas. O menor valor de homologia foi de 96,7% com Xanthomonas albilineas.
Pela técnica de hibridagio DNA-DNA, a bactéria da FEV foi classificada como X
axonopodis (grupo 9) conforme descrito por Vauterin et al., 1995.A X. axonopodis pv.
vasculorum ¢ o isolado tipo de X. axonopodis pv. axonopodis foram as bactérias mais
proximas com homologia de 88,91% e 81,22%, respectivamente.

Além da bactéria da FEV, a cana-de-agucar ¢ entdo hospedeira de pelo menos outras
cinco diferentes xanthomonads: Xanthomonas sacchari, X. axonopodis pv. vasculorum, X.
vasicola pv. vasculorum, X. vasicola pv. holcicola e X. albilineas. Portanto, com a
classificacdo do agente causal da FEV como Xanthomonas axonopodis, dois patégenos do
grupo 9 terdo sido descritos como patdégenos da cana-de-agtcar.

Xanthomonas sacchari foi isolada de colmos de cana-de-agticar com sintomas de
escaldadura das folhas em Guadalupe e inicialmente identificada como X. albilineans mas
reclassificada por Vauterin et al. (1995). Nunca foram capazes de induzir sintomas nem
mesmo em cana-de-agucar e, portanto, tem sua patogenicidade desconhecida.

X. axonopodis pv. vasculorum & o agente causal da gomose tipo A, outra
importante doenca da cana-de-agucar. Apesar da gomose ser uma doenca tipicamente da
cana-de-acucar (Lopes et al, 1998), espécies de géneros bastante distantes como as
palmeiras Dictyosperma album, Roystonea regia, € Areca catechu, as gramineas Tripsacum
laxum, o bambu Thysanolaena maxima e Zea mays sao incluidos como hospedeiros

alternativos.
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Xanthomonas vasicola pv. vasculorum incluem isolados de X. campestris pv.
vasculorum tipo B, os quais também estdo envolvidos com a gomose da cana-de-agucar.
Contudo, essa reclassificacdo ndo foi aceita pelo “Sub-Committee on Taxonomy of Plant
Pathogenic Bactéria, pois ainda nao foram apresentadas caracteristicas de especializacao
fitopatogénica que justifique a separagao.

X. vasicola pv. holcicola é agente causal da estria foliar bacteriana de Sorghum
bicolor (“bacterial leaf streak’), uma das doengas mais prevalentes desta cultura, sendo
também isolada de Holcus spp. A partir de cana-de-agucar, a bactéria foi isolada em 1987,
nas Ilhas Reunido, a partir de tecidos foliares com estrias vermelhas. Inicialmente,
suspeitou-se que a bactéria isolada fosse um strain particular de X. campestris pv.
vasculorum, o agente causal da gomose. No entanto, a bactéria foi identificada como X.
campestris pv. holcicola, com base em aspectos culturais, reagdes fisiologicas e
patogénicas, perfil de acidos graxos e padrao de polimorfismo no tamanho de fragmentos
de DNA gendmico obtidos por cortes com enzimas de restricao - RFLP .

X. albilineans, apesar de ser mais facilmente encontrada em seus hospedeiros
alternativos, € restrita as gramineas, incluindo o milho e outras espécies dos géneros
Brachiaria, Imperata, Panicum, Pennisetum ¢ Rottboellia como hospedeiras naturais da
bactéria. Em particular, a bactéria pode sobreviver em Imperata cylindrica por um longo
periodo de tempo e, portanto, esta espécie pode ser uma constante fonte de inoculo para
novas infecgcdes de X. albilineans. No geral, quando essas gramineas estdo doentes, elas
exibem apenas finas estrias foliares ou o mais caracteristico sintoma da escaldadura das
folhas que ¢ a “linha branca de pincel” (“white percil-line”).

Os coeficientes de similaridade de Jaccard obtidos com os resultados gerados

pelos produtos de PCR dos elementos repetitivos BOX, ERIC e REP indicaram um padrao

69



unico para os 10 isolados da bactéria da FEV, indicando que a estrutura genomica deste
patdgeno ¢ homogénea. Os perfis eletroforéticos gerados por ERIC, REP e BOX-PCR para
a bactéria causal da FEV ndo pareceram com nenhum daqueles obtidos para qualquer outro
isolado tipo representando das espécies descritas do género Xanthomonas, ou
xanthomonads ja isoladas da cana-de-agucar. Considerando X. axonopodis pv. vasculorum,
agente causal da gomose tipo B, e isolado tipo de X. axonopodis pv. axonopodis, 0s
coeficientes de similaridades foram de apenas 0,25 e 0,24, respectivamente, sugerindo ser a
bactéria da FEV um patogeno unico, ainda nao descrito.

Os sintomas induzidos pela bactéria da FEV, agora Xanthomonas axonopodis, no
campo, sdo caracterizados pela presenca de finas estrias (1 mm) paralelas a nervura central
das folhas de cana-de-agticar. Freqiientemente, as estrias t€ém uma mistura de cores
vermelhas e amarelas, estendendo progressivamente da ponta para o meio e base das folhas.
Quando vistas contra a luz solar, as estrias ficam parcialmente translucentes e as mesclas
amareladas ficam mais evidentes. Em genétipos altamente suscetiveis, as estrias
freqiientemente ficam coalescentes e a cor avermelhada fica predominante. Ja4 a X
axonopodis pv. vasculorum, agente causal da gomose tipo B, causa estrias foliares de
coloracdo amarela a laranja manchadas com pontuagdes avermelhadas (Saumtally &
Dookun, 2000). Estas estrias aumentam de largura e tamanho, ficam necréticas e adquirem
coloragdo cinza. Folhas também apresentam estrias cloroticas (albinas) que podem ser
atingir a folha toda. Os colmos apresentam exsudato de goma, caracteristico da gomose,
cujo sintoma jamais foi observados em plantas com FEV. Estudos de inoculacdo cruzada
reproduziram os sintomas da FEV na variedade RB855113, mas ndo na R397; no caso da
gomose, foi verificado o oposto: sintomas induzidos na R397 e ndo na RB855113 (Marini

et al., 2003).
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Com base nas normas citadas acima, o resultado obtido nos ensaios do
presente estudo e na bibliografia consultada, define-se a posi¢do taxondmica da bactéria da
falsa estria vermelha da cana-de-agicar como sendo o novo patovar Xanthomonas
axonopodis pv. rubrilineans. De acordo com os padrdes internacionais para nomeagao de
patovares de bactérias fitopatogénicas, a classificagdo de um taxon como um patovar nao
exclui reconhecimento de diferengas bioquimicas, soroldgicas ou qualquer outra
caracteristica ndo patog€nica entre aquele ou outro patovar da mesma espécie ou
subespécie. Contudo, a definicdo de um patovar implica que outras diferencas sdo
consideradas ter menor significAncia taxonomia em comparacdo com diferengas em
patogenicidade. O termo patovar ¢ usado para referir um strain ou grupo de strains com as
mesmas caracteristicas, diferenciadas ao nivel intrasubespecifico de outros strains da
mesma espécie ou subespécie com base em distintiva patogenicidade a uma ou mais plantas
hospedeiras. Os patovares sdo usualmente distinguidos em termos de comprovadas
diferencas em gama de hospedeiro. No entanto, claras diferengas em sintomatologia na
mesma espécie de planta podem garantir designagdes de diferentes patovares.

Por fim, sequenciando-se uma banda especifica de Xanthomonas axonopodis
pv. rubrilineans gerada por PCR com iniciadores para amplificar o elemento repetitivo
REP, foi possivel desenhar primers especificos para este patogeno e otimizar um protocolo

para detecgiio de pelo menos 10° UFC/ml de extrato de folhas com sintomas.
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ANEXOS

Anexo 10.1. Lista das Xanthomonas utilizadas nos experimento com respectivo local do
isolado obtido

LAF Bactérias N° Origem Local
013 X. codiae 1389 LB

015 X.oryzae pv.oryzae 1392 1I.B

016 X pisi 1356 I.B

022 X translucens 2054 CFBP -Franga
034 X. campestri 2350 1I.B

044 X. cynerae 4188 CFBP -Franga
058 Xsp BRA 58 UBASA
062 Xsp BRA 62 CCA

102 X. arboricula 2528 CFBP-Fran¢a
103 X. cucurbitae 2542 CFBP- Franga
105 X. hortorum 4925 CFBP -Franga
106 X. sacchari GLP18 CFBP-Franga
107 X. vasicola pv. vasculorum ZIM97 CFBP -Franca
108 X. axonopodis pv. Vasculorum MUSS3 CFBP- Franca
109 X. vasicola pv. holcicola REU63 CFBP -Franga
115 X. albilineans BRA49 CFBP-Franga
117 X vasicola LMG736 CFBP-Franga
501 X.melonis 12818 IAPAR
503 X. cads savae 12801 IAPAR
517 X fragaria 12816 IAPAR
519 X. hyacinthi 12817 IAPAR
523 X. axonopodis pv. axonopodis 12798 IAPAR
524 X. vesicatoria 9785 IAPAR
527 X. bromi 12837 IAPAR
528 X theicola 12838 IAPAR
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conforme Hauben et al., 1997.

TAXON Numero de acesso EMBL
X. codiae Y10765
X.oryzae pv.oryzae X95921
X. pisi Y10758
X. translucens pv. translucens X99299
X. campestri pv. campestri X95917
X. arboricula pv. juglandis Y10757
X. cucurbitae Y10760
X. hortorum pv. hederae Y10759
X. sacchari Y10766
X. axonopodis pv. axonopodis X95919
X. vasicola pv. holcicola Y10755
X. albilineans X95918
X.melonis Y10756
X. cassavae Y10762
X. fragaria X95920
X. hyacinthi Y10754
X. vesicatoria Y10761
X. bromi Y10764
X theicola Y10763
X. populi X95922

Anexo 10.2. Numero de acesso das seqiiéncias gene 16S rDNA na biblioteca dados EMBL
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