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Caracterizacio de um clone /sv e obten¢io de mutantes nio patogénicos

de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

RESUMO

Através da mobilizagdo de um banco genémico de uma linhagem de X. campestris
pv. vesicatoria, patogénica para tomate, para uma linhagem de X. campestris pv. manihotis,
que apresenta mandioca como hospedeiro, foram selecionados quatro clones capazes de
reconhecer ambos os hospedeiros (Marques, 1992). Dando continuidade a este trabalho
caracterizou-se estes clones através de testes de patogenicidade em tomate e um deles,
289Nal'/73, foi selecionado por apresentar-se mais virulento neste hospedeiro. Este clone
que apresentou um inserto EcoRI de 2.2 kb foi analisado mais detalhadamente quanto ao
possivel envolvimento de genes de especificidade de hospedeiros (genes hsv) através de
testes de patogenicidade em plantas hospedeiras e ndo hospedeiras, perfil de proteinas e
sequenciamento. O clone 289Nal/73, compativel com tomate foi testado em mandioca e
tabaco (ndo hospedeiro) e nio apresentou diferenca da linhagem 289Nal’ mostrando que
genes hrp (de patogenicidade em plantas hospedeiras e de hipersensibilidade em plantas nio
hospedeiras) ndo estdo presentes no plasmidio pVM73 do clone 289Nal/73. Para testar
possivel envolvimento de genes especificos de patogenicidade (genes dsp) e superexpressio
destes genes, o plasmidio pVM?73 foi introduzido nas linhagens X. campestris pv. phaseoli
558 e X. campestris pv. manihotis 289Nal’. Os novos recombinantes foram testados em seus
respectivos hospedeiros e ndo foi verificada viruléncia mais acentuada nas linhagens
contendo o plasmidio pVM73. O plasmidio pVM73 também foi transferido para a linhagem
X. campestris pv. glycines 333 e X. campestris pv. citri 223 a fim de avaliar o seu
comportamento nestas linhagens incompativeis com tomate. Observou-se que estas
linhagens passaram a apresentar uma resposta de patogenicidade atipica neste hospedeiro. A
partir destes resultados conclui-se que genes de reconhecimento de tomate como hospedeiro

estejam possivelmente presentes no inserto EcoRI de 2.2 kb.
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DNAs gendmicos de diferentes patovares de X. campestris e Pseudomonas chicorii
1053, digeridos com EcoRlI, foram hibridizados com o inserto EcoRI de 2.2 kb do plasmidio
pVMT73. As linhagens de X. campestris apresentaram homologia em graus variaveis e
bandas polimorficas indicando que estas sequéncias devem também estar presentes em
outros patovares. Néo foi detectada homologia com P. chicorii.

O inserto EcoRI de 2.2 kb foi completamente sequenciado e a analise da sequéncia
apresentou dois quadros de leitura. Um deles apresentou homologia com genes xpsE e pefE,
ambos de X. campestris, envolvidos na secre¢do de proteinas relacionadas com a
patogenicidade, o outro quadro de leitura apresentou homologia com genes bvgS de
Bordetella parapertussis e B. bronchisseptica, envolvidos na regulagdo de transcri¢do de
fatores de viruléncia. Estes resultados sugerem que o gene hsv apresente alguma fungdo
relacionada com sistema de secre¢do ou que esteja envolvido na regulagdo de expressdo de
outros genes de patogenicidade.

O perfil de proteinas totais das linhagens 289Nal’ e 289Nal/73 apresentou-se
semelhante, indicando que o gene /4sv ndo se expressa ou se expressa fracamente no meio de
cultura utilizado.

Outro trabalho conduzido paralelamente foi a obten¢do de mutantes ndo patogénicos
de X. campestris pv. vesicatoria e a caracterizagio dos mesmos. Estes mutantes podem ser
utilizados para isolamento de genes de patogenicidade através de complementa¢do com o
banco gendmico da linhagem selvagem. Foram obtidos 11 mutantes (2.5%) a partir da
mutagénese da linhagem X. campestris pv. vesicatoria 479Nal’ com o transposon Tn5. Esta
linhagem € patogénica para tomate e pimentdo. Os mutantes foram caracterizados através de
diferentes testes de patogenicidade em tomate e pimentdo, testes de hipersensibilidade em
tabaco, testes de prototrofia, curva de crescimento, producdo de enzimas extracelulares e
perfil plasmidial. Foram obtidas diferentes classes de mutantes ndo patogénicos. Uma delas
formada pelos mutantes Mut3, Mut7 e Mut9, foram n3o patogénicos para tomate e

patogénicos para pimentio. Os demais mutantes foram ndo patogénicos para ambos os
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hospedeiros. O Mut2 mostrou-se auxotrofico e de coloragdo branca, diferindo da linhagem
selvagem e dos demais mutantes amarelos. Dentre os onze mutantes, apenas os mutantes
Mut3, Mut4, Mutl0 e Mutll ndo produziram pectinase. As demais enzimas (celulase,
protease e amilase) foram produzidas por todos os mutantes. Em meio completo, todos os
mutantes apresentaram crescimento semelhante ao da linhagem selvagem, indicando o ndo
envolvimento da “velocidade” de crescimento com a patogenicidade. Quanto ao perfil
plasmidial, todos os mutantes ndo apresentaram plasmidios enquanto a linhagem selvagem
apresentou 2: um de 31 kb e outro de 1.3 kb. Um banco de plasmidios da linhagem
selvagem utilizado para testes de complementagio dos mutantes ndo restaurou as

caracteristicas de patogenicidade dos mutantes.
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SUMMARY

By mobilization of a genomic library from a strain of X. campestris pv. vesicatoria
(pathogenic to tomato) to a strain of X. campestris pv. manihotis (pathogenic to manioc)
four clones able to recognize both the hosts were isolated (Marques, 1992). These clones
were characterized by pathogenicity tests in tomato and the most virulent (289Nal’/73) was
selected. This clone, harboring a 2.2 kb EcoRI fragment, was analysed by several
pathogenicity tests in host and non-host plants, hybridization, total protein profile and
sequencing experiments. The 289Nal’/73 strain compatible to tomato, was tested in manioc
and tobacco (nonhost) and it did not show any differences compared to the wild type strain
(289Nal’) showing that genes Arp (Hypersensitivity response and pathogenicity) were not
involved in the 2.2 kb EcoRI fragment.

The pVM73 (pUFR027+2.2 kb EcoRI insert) was transfered to different pathovars
of X. campestris and different pathogenicity tests were performed. To test the possibility of
involvement of dsp genes (disease specific) and overexpression of these genes, the X.
campestris pv. phaseoli 558/73 and X. campestris pv. manihotis 289Nal'/73 strains were
tested in their hosts and they did not present altered symptoms of the disease. Also X.
campestris pv. glycines 333/73, X. campestris pv. citri 223/73 and X. campestris pv.
phaseoli 558/73 were used in compatibility tests in relation to tomato plants. The X
campestris pv. glycines 333/73 and X. campestris pv. citri 223/73 strains presented an
atypical response of pathogenicity in tomato indicating a low level of recognition of this
host. The strain X. campestris pv. phaseoli 558/73 did not show any pathogenicity response.
Concerning these results it was concluded that a gene responsable for recognition of tomato
as a host in the 2.2 kb EcoRlI insert was cloned.

Total DNA of different pathovars of X. campestris and Pseudomonas chicorii 1053
digested with EcoRI were hibridized with the 2.2 kb EcoRl insert. The X. campestris strains
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presented variable homology and polymorphic bands showing that these sequences occurs in
other pathovars but not in P. chicorii.

The 2.2 kb EcoRlI insert was sequenced and the analysis of the sequence showed two
open reading frames (ORF1 and ORF2). ORF1 presented homology with the xpsE and pefE
genes, both involved in the secretion of proteins related with pathogenicity in X. campestris.
The ORF2 showed homology to bvgS gene from Bordetella parapertussis and B.
bronchisseptica related to the transcriptional regulation of the virulence factors. These
results suggest that 4sv gene presents some related function either to the secretion system or
in the regulation of pathogenicity genes.

The whole cell protein profile of the 289Nal" and 289Nal’/73 strains was similar
showing that there was a low or no expression of the Asv gene in the culture medium.

In the second chapter non-pathogenic mutants of X. campestris pv. vesicatoria were
isolated and characterized. Eleven mutants were obtained (2.5%) by the Tn5 mutagenesis of
the X. campestris pv. vesicatoria 479Nal’ strain (pathogenic to tomato and pepper). These
mutants were characterized by different pathogenicity tests in tomato and pepper,
hypersensity tests in tobacco, prototrophy test, growth curve, production of extracellular
enzymes and plasmid profile. Two different classes of mutants were obtained. One of them,
composed by the mutants Mut3, Mut7 e Mut9 were non pathogenic to tomato and
pathogenic to pepper. The second group, was non-pathogenic to both plant species. The
Mut2 was auxotrophic and the colony was white, whereas colonies of the wild type and the
other mutants were prototrophic and yellow. The production of extracellular amylase,
protease and cellulase were detected in all mutants except for pectinase wich was not
produced by Mut3, Mut4, Mut10 and Mutl1l. All mutants lacked plasmids while the wild
type strain exhibited two plasmids: one of 31 kb and another of 1.3 kb. A plasmid library

from the wild type strain did not complement the pathogenicity phenotype of the mutants.
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ABREVIACOES

EDTA acido etilenodiaminotetracético

Tris tris-(hidroximetil)-aminometano

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactoside
SDS Duodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
Km canamicina

Sp espectinomicina

Amp amppicilina

Gm gentamicina

Nal acido nalidixico

Sm estreptomicina

CIp “calf Intestinal Phosphatase”

pb pares de base

kb mil pares de bases »

rpm rotagdes por minuto

kV quilovolts

Vv volts



INTRODUCAO

Os principais grupos de patogenos de planta sdo constituidos por virus, fungos e
bactérias. As bactérias geralmente oferecem maiores prejuizos para a agricultura de regiGes
umidas e quentes (regides tropicais e equatoriais) onde encontram condi¢Ges climaticas
favoraveis ao seu desenvolvimento (Daniels, 1989).

As bactérias fitopatogénicas estdo agrupadas em um pequeno nimero de géneros e
entre eles estd o grupo Xanthomonas campestris. Esta espécie apresenta mais de 143
patovares distinguiveis apenas pela planta hospedeira (Bradbury, 1984; Vauterin ef al.,
1990). X. campestris pv. vesicatoria € o0 agente causador da mancha bacteriana em tomate e
pimentdo. Embora a doenga seja conhecida ha varias décadas ainda permanecem inumeras
questdes ndo esclarecidas acerca da interagio planta-patogeno.

Um dos grandes objetivos no estudo da interag@o planta-bactéria € a elucidagio do
mecanismo basico do parasitismo e dos mecanismos da doenga. Tais processos sio bem
conhecidos em bactérias patogénicas para animais, no entanto, em relagdo as bactérias
fitopatogénicas muitas questdes ainda sdo obscuras (Daniels ef al., 1988). Na tentativa de
elucidar os processos da interagdo entre bactérias fitopatogénicas e plantas, diversas areas de
pesquisas vém sendo desenvolvidas, entre elas a identificagio e expressdo de genes de
patogenicidade, natureza e fungio de seus produtos, determinagio de mecanismos
envolvidos na especificidade de hospedeiros, indugdo de reagdo de defesa de plantas e
aplicagdo de bactérias geneticamente modificadas no controle de doenga de plantas
(Chatterjee, 1978). Nos ultimos anos com o desenvolvimento de técnicas de Biologia
Molecular, muito progresso tem sido obtido na elucidag@o desta interagdo. Varios genes ja
foram clonados incluindo genes para a produgdo de enzimas extracelulares (Tang et al.,
1987, Dow et al., 1987, Gough ef al., 1988; Hu et al,, 1992), genes para a produgdo de
exopolissacarideos (Barrére ef al., 1986; Harding ef al., 1987 e Thome et al., 1987), genes
de aviruléncia (Swanson ef al, 1988; Ronald & Staskawicz, 1988), resisténcia a cobre

(Stall et al., 1986), genes de patogenicidade (Willis ez al,, 1991; Kamoun & Kado, 1990,
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Bonas et al, 1991; Schuite & Bonas, 1992; Seal ef al., 1990) e genes de especificidade de
hospedeiro (Melano & Cooksey, 1988). Porém, os papéis de muitos desses genes ainda sdo
incertos e outros deverdo ainda ser descritos.

O entendimento do processo ¢ fundamental para que se possa intervir de maneira
racional na patogenicidade deste microrganismo.

Xanthomonas é um género de bactérias Gram-negativas e como as demais bactérias
desta classe sdo excelentes modelos para a manipulagio génica (Chatterjee & Vidaver,
1986). Uma das estratégias de genética de fitopatogenicidade bacteriana muito difundida € a
obtengdo de mutantes ndo patogénicos seguida de complementagdo com DNA da linhagem
selvagem. Estes mutantes podem ser obtidos com o uso de mutagénicos quimicos, fisicos ou
elementos de transposi¢do. Dentre esses ultimos, 0 mais comumente usado é o TnS (Daniels,
1989). O transposon Tn5 possui 5700 pares de bases e possui um gene de resisténcia ao
antibiotico canamicina. O uso de transposons oferece vantagens em relagdo aos demais
agentes mutagénicos uma vez que pode ser usado como marcador fisico € genético em
bactérias fitopatogénicas (Staskawicz et al., 1987, Tang et al., 1987, Tumer et al., 1984,
Anderson & Mills, 1985, Shaw ez al., 1988; Swarup et al., 1991 e Mills, 1985).

Um dos objetivos do presente trabalho foi dar continuidade ao trabalho de Marques
(1992) que mobilizou um banco genémico de uma linhagem de X. campestris pv.
vesicatoria, patogénica para tomate, para uma linhagem de X. campestris pv. manihotis que
apresenta mandioca como hospedeiro. Foram isolados quatro clones capazes de reconhecer
ambos os hospedeiros. O presente trabalho caracterizou estes clones quanto a
patogenicidade e um deles foi analisado mais detalhadamente quanto ao possivel
envolvimento de genes de especificidade de hospedeiros (genes #Asv) através de
caracterizagdo por meio de testes de patogenicidade, perfil de proteinas e sequenciamento.

Outro objetivo do presente trabalho foi a obtengdo de mutantes nio patogénicos de
X. campestris pv. vesicatoria utilizando-se o transposon Tn5 e a caracterizagdo destes

através de testes de patogenicidade, produgio de enzimas extracelulares, caracterizagio
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auxotrofica e perfil plasmidial. Tais mutantes apresentam um grande potencial uma vez que
podem ser usados em testes de complementagdo com banco gendmico permitindo que genes

de patogenicidade sejam isolados.
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Parte 1

Caracterizacio de um gene Asv de X. campestris pv. vesicatoria
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REVISAO DE LITERATURA

1 - Bactérias Fitopatogénicas

As bactérias fitopatogénicas estdo incluidas em um numero pequeno de géneros
(Daniels, 1989). As Gram-positivas fitopatogénicas sdo pertencentes aos géneros
Clavibacter (causam cancros e murchas), Curtobacterium (causadoras de murchas) e
Rhodobacterium (causam hipertrofias). As bactérias Gram-negativas fitopatogénicas
pertencem aos géneros Agrobacterium (agente causador de galhas - hipertrofias), Erwinia
(causam necroses, murchas e podriddo ), Pseudomonas (manchas foliares, hipertrofia e

murchas) e Xanthomonas (causam manchas bacterianas em folhas e frutos e necroses).

1.1 - Xanthomonas campestris

Bactérias do género Xanthomonas pertencem a familia das Pseudomonadaceae e sao
Gram-negativas. Apresentam na maioria dos casos coloragdo amarela em meio de cultura
devido a produgdo de um pigmento denominado xantomonadina, caracteristico dessa
bactéria. Sdo moveis, apresentando flagelo polar e aerobicas (Agrios, 1988).

Quase todos os membros do género Xanthomonas apresentam associagdes com
plantas e sdo encontrados praticamente no mundo todo (Bradbury, 1984). Membros deste
género causam lesdes necroticas em folhas, caules e frutos, murchas, maceragdo de tecidos
(raizes), e hiperplasias (como o cancro citrico) em pelo menos 124 monocotiledoneas e 268
espécies de dicotiledoneas incluindo importantes espécies de valor comercial como arroz,
feijao, mandioca, algoddo, tomate, trigo, cruciferas e citricos (Leyns ef al, 1984).
Linhagens individuais atacam um namero limitado de hospedeiros e sdo agrupadas em
patovares de acordo com a planta da qual a bactéria foi isolada (Chen et al., 1994). Oito
espécies de Xanthomonas ja foram descritas e entre elas esta X. campestris. E o género
mais complexo e estd subdividido em mais de 143 patovares (Vauterin et al, 1990;

Bradbury, 1984). Uma nova classificagdo para o género Xanthomonas com base em estudos
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de hibridizagio DNA-DNA foi proposta recentemente por Vauterin ef al. (1995). Nestes

estudos os autores propdem que o género Xanthomonas seja dividido em 21 espécies.

1.1.1 - X. campestris pv. vesicatoria

X. campestris pv. vesicatoria € o agente causador da mancha bacteriana em tomate e
pimentdo. Em interagdo compativel, apds ter invadido a planta via estomatos ou lesdes, a
bactéria se multiplica nos espagos intercelulares do tecido provocando lesGes necroticas
umidas (Bonas et al., 1993). Esta bactéria causa grandes prejuizos econdmicos devido ao
baixo rendimento e qualidade dos frutos, sendo que os danos mais graves sdo apresentados
em regides de umidade relativa alta, chuvas prolongadas e temperatura préxima de 24°C

(Alippi, 1992).

Este patogeno pode ser dividido em trés grupos baseando-se na sua viruléncia em
plantas de pimentdo e tomate (Cook & Stall, 1969). XcvT, grupo virulento somente para
tomate, XcvP, virulento somente para pimentdo e XcvPT, virulenta para ambos os

hospedeiros, tomate e pimentéo.

Ultimamente a divisio mais aceita desse patovar é realizada de acordo com outras
caracteristicas além da patogenicidade: atividade amilolitica, atividade pectolitica e presenga
de determinadas bandas de proteinas. Estas caracteristicas tornam possivel o
reconhecimento de dois grupos distintos dentro do patovar X. campestris pv. vesicatoria: o
grupo A e o grupo B (Bouzar ef al, 1993). Stall et al. (1994) e Bouzar et al. (1994)
comprovaram estes dados através de analise de utiliza¢@o de fontes de carbono, serologia,

perfil de acidos graxos, sitios de enzimas de restrigdo e de bandas de proteinas. O Grupo A
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de X. campestris pv. vesicatoria, ndo produtor de amilase e pectinase, apresenta uma banda
de proteina de 32 kDa (banda a) e ndo possui banda de 27 kDa (banda ) enquanto o grupo
B, produtor de amilase e pectinase, possui a banda 3 e ndo possui a banda o (Bouzar et al.,
1993). Estudos de homologia entre DNA de linhagens do grupo A ¢ B revelou uma baixa

homologia demonstrando diferengas genéticas entre eles (Stall ez al., 1994).

Vauterin et al. (1995) propGem que X. campestris pv. vesicatoria seja dividido em
dois grupos. O antigo subgrupo de X. campestris pv. vesicatoria grupo A passaria a
pertencer ao grupo X. axonopodis pv. vesicatoria € o grupo antigo de X. campestris. pv.

vesicatoria grupo B passaria a se chamar X vesicatoria.

1.2 - Fatores gerais envolvidos na patogenicidade

Diversos fatores estdo envolvidos na interagdo de bactérias fitopatogénicas com
plantas. Sdo exemplos: a produgio de enzimas extracelulares, produgio de
exopolissacarideos, produgdo de substdncias quimicas (toxinas e horménios), fatores fisicos
(temperatutra, luz, umidade, etc.) e produtos de alguns genes da planta e do patdgeno

(Daniels, 1984b; Alippi, 1992; Agrios, 1988).

Bactérias fitopatogénicas produzem varias enzimas extracelulares que podem
degradar compostos do hospedeiro, tais como: pectinase, celulase, protease, amilase e
fosfolipases (Daniels, 1988). A importancia destas enzimas na patogenicidade varia de
acordo com a espécie. Para X. campestris pv. campestris Dow et al. (1989) e Tang et al.
(1987) relataram que protease, celulase e pectinase nio tém papel direto na patogenicidade.

Porém, sabe-se que a producgdo destas enzimas extracelulares sio fundamentais para a
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patogenicidade de outra bactéra fitopatogénica, Erwinia amylovora (Kotoujansky, 1987).
Enzimas proteoliticas e pectinoliticas produzidas e secretadas por X. campestris pv.
campestris estdo envolvidas na destrui¢do de tecidos da planta (Daniels et al,, 1987), mas
estas mesmas enzimas também s3o produzidas por um grande numero de bactérias
associadas com plantas, incluindo saprofitas (Collmer ef al., 1982; Perombelon, 1982). Em
Xanthomonas, mutantes com alteragdo na produgio destas enzimas apresentaram viruléncia
atenuada indicando que enzimas degradativas sozinhas ndo sdo suficientes para causar

doenca mas que podem participar desta resposta na planta.

O papel dos polissacarideos produzidos por bactérias ainda n3o esta bem esclarecido.
Em Xanthomonas a relagio da produgio de goma xantana (exopolissacarideo produzido por
este género) e patogenicidade ainda ndo € bem entendida (Barrére e al., 1986; Daniels,
1988; Ramirez et al., 1988). Para outro género de bactérias fitopatogénicas, Pseudomonas,
o exopolissacarideo (EPS) parece ser importante na patogenicidade. Neste género ja foi
demonstrado que EPS purificado induz alguns sintomas de doenga (Kao ef al., 1992). Em
Erwinia a produ¢do de EPS tem mostrado ter papel também na viruléncia (Bennett &

Billing, 1978; Belleman & Geider, 1992).

A produgdo de toxinas também pode ser um fator importante para a patogenicidade,
Compostos produzidos que sdo toxicos para plantas sio denominados fitotoxinas. Estas
toxinas sdo produzidas por bactérias e fungos. Como exemplo de fitotoxinas temos a
tabtoxina e a faseolotoxina. A tabtoxina é produzida por P. tabaci e é responsavel pelo fogo
selvagem em tabaco. A faseolotoxina € produzida por P. phaseolicola e causa o

crestamento bacteriano em feijdo. Tais compostos sio efetivamente importantes para a
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patogenicidade destes microrganismos (Agrios, 1988) e mutantes para a produgido de
toxinas apresenta a viruléncia reduzida como € o caso de P. syringae pv. syringae que

produz toxinas chamadas siringomicina e siringotoxina (Morgan & Chatterjee, 1985).

Além desses fatores descritos acima, existem outros da planta e do patogeno que

estdo envolvidos tanto na compatibilidade (doeng¢a) como na incompatibilidade (aviruléncia).

1.2.1 - Genes de patogenicidade

A intera¢do entre bactérias fitopatogénicas e suas plantas hospedeiras é bastante
complexa e seus mecanismos ndo sio bem conhecidos. Varios genes, tanto do patogeno
quanto da planta, estdo envolvidos nesta interagdo. Estes genes podem ter diversas fungdes,
tais como possibilitar o reconhecimento da planta e facilitar a colonizagdo do tecido
hospedeiro. Os genes bacterianos relacionados com a patogenicidade podem ser
classificados em dois grandes grupos: genes envolvidos no controle de especificidade raga-
cultivar (Staskawicz ef al., 1984) e genes requeridos para compatibilidade basica (Ellingboe,
1982).

No primeiro grupo, de genes de incompatibilidade envolvidos na especificidade raga-
cultivar, encoritram—se os genes avr, de aviruléncia, descritos em Xanthomonas,
Pseudomonas, Erwinia e Agrobacterium.

Os genes avr (“avirulence™) séo genes que restringem o nimero de hospedeiros do
patogeno. Os produtos destes genes podem interagir num modelo de interagdo “gene-a -
gene” com produtos de genes de resisténcia da planta hospedeira. Dessa interagdo resulta a
incompatibilidade e o patogeno ndo consegue colonizar o tecido da planta, isto €, o gene avr
confere ao patogeno o fenotipo avirulento em plantas que possuem o gene de resiténcia
correspondente. Para um gene avr especifico ha um de resisténcia R especifico da planta.

Nesta interagdo incompativel, moléculas sinais (elicitoras) sdo produzidas pelo patégeno
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(codificadas direta ou indiretamente pelos genes avr) e reconhecidas por receptores do
hospedeiro (codificados pelos genes de resisténcia). Desta interagdo tém-se a ativagdo de
genes em cascata que levam a reagdo de hipersensibilidade (HR, do inglés Hypersensitive
response ). Esta reagdo apresentada pela planta caracteriza-se pela morte do tecido vegetal
em torno da regido infectada pelo patogeno e produgio de compostos quimicos inibidores
de crescimento bacteriano (Staskawicz ef al.,1995; Lamb et al., 1989). A HR ¢ induzida por
varios géneros de bactérias fitopatogénicas incluindo Pseudomonas, Xanthomonas ¢ E.
amylovora (Hildebrand & Riddle, 1971). Uma resposta HR pode ser induzida em duas
situagOes: caso a planta hospedeira invadida pelo patogeno seja resistente, isto €, apresente
genes de resisténcia ( envolvimento de genes avr) ou caso a planta invadida nio seja
hospedeira do patogeno , neste caso ocorre envolvimento de genes da classe Arp que serdo
descritos posteriormente.

No segundo grupo, de genes de compatibilidade basica entre o patogeno e seu
hospedeiro, encontramos quatro classes de genes: dsp (“disease specific”), hrp
(“hypersensitive response and pathogenicity”); hsv (“host-specific virulence”) e hrm
(“hypersensitive response modulation”). Os dois primeiros sdo descritos em Xanthomonas,
Pseudomonas e Erwinia. Genes hsv foram descritos em Pseudomonas e Xanthomonas e
hrm em Pseudomonas e Erwinia.

Os genes dsp sdo especificos de doenga . SO apresentam envolvimento com a
resposta de patogenicidade, nio desempenhando papel algum na elicitagdo de resposta de
hipersensibilidade e no reconhecimento de hospedeiros. Mutantes dsp” sdo incompativeis
com todos os seus hospedeiros e induzem HR em ndo hospedeiros (Seal et al., 1990). Sao
genes ainda muito pouco conhecidos.

Genes hrp sdo responsaveis pela elicitagdo de resposta de hipersensibilidade em
plantas ndo hospedeiras e de patogenicidade em plantas hospedeiras nio resistentes.
Geralmente estdo organizados em “cluster” onde varios genes estdo envolvidos com esta

resposta. Os mutantes Arp’, além de ndo serem patogénicos para seus hospedeiros sensiveis
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ndo sido capazes de induzir HR em plantas ndo hospedeiras. Os genes hrp sdo bastante
descritos em relag@o aos genes dsp e Asv e seus papéis comegam a ser desvendados (Willis
etal, 1991).

A classe de genes hrm, envolvida na modulagdo da expressdo dos genes Arp, ainda é

muito pouco conhecida e esta geralmente agrupada com os genes Arp.

Uma outra classe de genes de compatibilidade basica ¢ a de genes Asv, de
especificidade de hospedeiros. Estes genes conferem ao patogeno a caracteristica de
reconhecer determinada planta como sendo hospedeira. S0 muito poucos os genes desta
classe descritos e nada se sabe ainda a respeito de seu produto, expressdo € como age para

conferir esta caracteristica de reconhecimento.

1.2.1.1 - Genes de aviruléncia - avr (“avirulence”)

A reagdo de incompatibilidade entre uma planta hospedeira e um determinado
patogeno envolve fatores de axhbos os organismos. A planta ¢ dita resistente quando
apresenta um gene de resisténcia especifico para um gene de aviruléncia do patogeno.
Quando um patégeno possui um gene de aviruléncia avrX (hipotético) e infecta uma planta
hospedeira com um gene de resisténcia RX (hipotético), ocorre uma interagio “gene-a-
gene” e dessa resulta uma reacio de defesa da planta denominada reagio de
hipersensibilidade (ja descrita anteriormente). Linhagens de patogeno que apresentam os
mesmos genes avr sdo agrupados em ragas (Staskawicz et al., 1984).

Staskawicz et al.(1984) construiram um banco gendémico de uma linhagem de P.
syringae pv. glycinea da raga 6, incompativel com o cultivar Harosoy & Peking de soja, e
mobilizaram esse banco para uma outra raga deste mesmo patovar (raga 5). Puderam entio
selecionar um recombinante Psg5 (pPg6l3) que se tornou incompativel com o cultivar
Harosoy & Peking de soja (caracteristica da raga 6) e manteve a incompatibilidade comum

da raga 5. O plasmidio deste recombinante, pPg613 (inserto de 27.2 kb), foi transferido para
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duas outras ragas, 1 e 4, e estas passaram a apresentar fenotipo de ragas 1 e 6 , 4 ¢ 6,
respectivamente. Estava claro que algum fator que conferia incompatibilidade com o cultivar
Harosoy & Peking de soja estava presente neste plasmidio pPg6l3. Mapeamento por
enzimas de restrigdo e mutagénese com transposon Tn5 deste plasmidio determinou o gene
de aviruléncia num fragmento de 1.4 kb. Este gene, avrA, ndo foi encontrado nas ragas 1, 4
e 5 através de hibridiza¢do. O plasmidio pPg6l3 foi introduzido em E. coli, P. fluorescens
(saprofita) e em Rhizobium japonicum, porém, nenhuma dessas bactérias foi capaz de
induzir resposta de hipersensibilidade em folhas de soja.

De maneira similar, genes avr foram clonados de outras ragas de P. syringae pv.
glycinea (Staskawicz ef al., 1987), de X. campestris pv. malvacearum (Gabriel ef al., 1986)
e de X. campestris pv. vesicatoria (Swanson et al, 1988). Staskawicz et al. (1988)
observaram que o gene avrB de P. syringae pv. glycinea pode sofrer repressdo catabolica e
¢ regulado por fatores nutricionais e sinais da planta. Este gene do patogeno se expressou na
planta, tanto em interagdes compativeis quanto incompativeis. Para a expressdo do gene
avrB em alto nivel € necessaria uma regido de 2 kb do locus hrp deste patdgeno
demonstrando que os genes avr devem sofrer regulagdo por outros genes da bactéria. Os
polipeptideos dos genes avrA, avrB e avrC de P. syringae pv. glycinea ndo apresentam
homologia com outras proteinas conhecidas, sdo hidrofilicos e ndo contém peptideo sinal ou
outra estrutura que sugira que sejam processados na membrana da bactéria (Napoli &
Staskawicz, 1987, Staskawicz ef al., 1988).

No género Xanthomonas, ja foram descritos inimeros genes avr. No patovar X.
campestris pv. malvacearum, patogeno de algoddo, DeFeyter & Gabriel (1991) localizaram
seis genes de aviruléncia em um plasmidio de 90 kb (avrB4, avrB6, avrB7, avrBlIn, avrB101
e avrB102).

X. campestris pv. vesicatoria, patogeno de tomate e pimentdo € o patovar methor
caracterizado. Este patovar pode ser dividido em trés grupos: XcvT, formado por X

campestris pv. vesicatoria virulentas apenas para tomate; XcvP, virulentas apenas para
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pimentdo e XcvPT, virulentas para tomate e pimentdo (Cook & Stall, 1969). Uma outra
divisdo também ¢ feita neste patovar, a divisio em ragas, como foi descrito por Staskawicz
et al. (1984) para Pseudomonas. Foram caracterizadas diversas ragas de acordo com os
genes avr que o patogeno possui. Um resumo dos grupos e ragas de X. campestris pv.

vesicatoria € apresentado abaixo (Minsavage et al., 1990):

Viruléncia de grupos e ragas de X. campestris pv. vesicatoria classificados de acordo

com a reagdo em tomate e pimentdo

Piment3o Tomate
Grupo Raga ECW ECW- ECW- ECW- WALTER
10R 20R 30R
(Bsl) (Bs2) (Bs3)
Tomate 1 - - - - +
(XcvT)
Pimentio 1 + + - - -
(XcvP)
Pimentio 2 + - - + +
-Tomate :
(XcvPT)
Pimentio 3 + + - + +
-Tomate
(XcvPT)
+ virulento
- avirulento
ECW- Early calwonder
ECWI1O0R, 20R e 30R-ECW contendo genes de resisténcia Bsl, Bs2 e Bs3, respectivamente.

Stall et al. (1986) localizaram um gene de aviruléncia, avrBs1, em X. campestris pv.
vesicatoria raga 2. Foi a primeira descrigdo de gene de aviruléncia em plasmidio descrito em
patogeno de planta. Tal gene encontra-se ligado a um gene de resisténcia a cobre num
plasmidio conjugativo de aproximadamente 193 kb. Transferiu-se o gene avrBsl por
conjugagdo para X. campestris pv. vesicatoria raga 1 e esta passou a apresentar HR em
pimentdo cultivar ECW-10R (caracteristica da raga 2). Dahlbeck & Stall (1979)

encontraram neste gene de aviruléncia uma alta frequéncia de mutagdo (4x10™) que converte
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o fenotipo do patogeno de raga 2 para raga 1. Kearney ef al. (1988) localizaram neste
plasmidio sequéncias 1S476 que criam homologia e poderiam promover recombinagdes
levando a uma alta frequéncia de mutag@o.

Minsavage et al. (1990) construiram um banco gendmico de uma linhagem XcvT que
foi utilizado para complementar uma linhagem XcvPT virulenta para pimentio ECW e
tomate e isolaram um gene, awrBsT, que tornou a linhagem XcvPT avirulenta para este
cultivar de pimentdo. Este gene awBsT estava localizado num plasmidio de
aproximadamente 41 kb. Estes mesmos autores também clonaram o gene de aviruléncia
avrBs2 de X. campestris pv. vesicatoria. Inocularam uma linhagem XcvP avirulenta em
folhas de pimentao ECW20R (cultivar contendo o gene Bs2 de resisténcia) e isolaram um
mutante espontineo avrBs2™ (virulento para ECW20R). Este mutante foi complementado
com um banco de XcvT e assim identificou-se um fragmento de 2.4 kb correspondente ao
gene avrBs2 localizado no DNA cromossomal. Kearney & Staskawicz (1990) descreveram
uma ampla distribui¢do e conservagdo deste gene de aviruléncia ao longo de todas as racas
de X. campestris pv. vesicatoria e de diferentes patovares de X. campestris. A homologia
funcional destes avr de diferentes patovares foi comprovada através de complementagio de
X. campestris pv. vesicatoria @vrBs2” com gene avrBs2 de X. campestris pv. alfalfae e X.
campestris pv. phaseoli tornando-a avirulenta. Tais autores também descreveram um
envolvimento deste gene na viruléncia do patogeno em plantas suscetiveis. Para a bactéria X.
campestris pv. vesicatoria ser virulenta, além de n3o poder ocorrer a interagdo “gene-a-
gene”’entre avr ¢ gene de resisténcia, o gene avrBs2 deve estar presente. Entretanto, esta
dependéncia ainda nio foi esclarecida.

Bonas et al. (1989) localizaram o gene avrBs3 em um plasmidio de uma linhagem
de X. campestris pv. vesicatoria (raca 1, grupo XcvP). Esta linhagem havia perdido
simultaneamente a habilidade de induzir HR em cultivar ECW30R e um plasmidio
conjugativo de 45 kb. Nado foi encontrada homologia deste gene em outras ragas de

vesicatoria € nem em X. campestris pv. alfalfae, X. campestris pv. campestris e X
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campestris pv. malvacearum. O fragmento de 3.7 kb que continha o gene avrBs3 foi
sequenciado e encontraram inimeras sequéncias repetidas e invertidas de 102 pb neste gene.
A sequéncia de nucleotidios e de aminoacidos codificados por este gene ndo apresentou
homologia com os genes e avrBsl e avrBs2 e seus produtos, respectivamente (Ronald &
Staskawicz, 1988), nem com avrA, avrB e avrC de P. s. pv. glycinea (Napoli & Staskawicz,
1987, Tamaki et al., 1988). O gene avrBs3 codifica uma proteina de 122 kDa e ¢ transcrito
constitutivamente em meio minimo, complexo ou em planta. Foi demonstrado que sua
expressdo € independente de fatores da planta e de genes Arp, embora esses ultimos sejam
necessarios para que linhagens de X. campestris pv. vesicatoria com gene avrBs3 elicitem
uma HR raga-especifica em plantas com o gene Bs3 (Knoop et al,, 1991). Experimentos
utilizando anticorpo anti-proteina avrBs3 foram elaborados e a proteina foi localizada no
citoplasma da bactéria. Ndo se sabe ainda como esta proteina interage com o produto do

gene Bs3 (Knoop efal., 1991).

Em 1991, Canteros et al‘» localizaram um gene avr de uma linhagem avirulenta em
tomate e virulenta em pimentdo (XcvP). O gene foi denominado avrBsP e confere
aviruléncia em tomate. Tal gene hibridizou com o gene avrBs3. No entanto estes dois genes
apresentam atividades biologicas distintas. Analise de suas sequéncias vieram confirmar a
existéncia de pequenas diferencas entre eles. Estas diferencas foram encontradas em algumas

bases da regido repetida.

1.2.1.2 -Genes de especificidade de hospedeiros: isv (“host specific virulence”)

Do género Xanthomonas apenas dois trabalhos relatam mutantes sy’ e em apenas
um deles o gene responsavel pela caracteristica foi isolado.

Mellano & Cooksey (1988) foram os primeiros pesquisadores a sugerirem a
existéncia de genes que permitiriam a esse patogeno reconhecer seu(s) hospedeiro(s). Tais

autores trabalharam com X. campestris pv. translucens. Trata-se de um patégeno que

30



reconhece como hospedeiros varias plantas, no caso cereais (trigo, centeio, aveia e triticale).
Através de mutagdes com transposon Tn5, os autores obtiveram dois mutantes com
frequéncia de 8x104, que deixaram de reconhecer determinados hospedeiros, e no entanto,
mantiveram a capacidade de reconhecer os demais hospedeiros. Assim, o mutante Xct4.1
era nio patogénico para centeio € o Xct4.5 deixou de reconhecer trigo. Através de
mutagénese com EMS (Etil Metano Sulfonato), os autores também foram capazes de
selecionar mutantes com a caracteristica de reconhecimento de hospedeiros alterada. Foram
selecionados trés mutantes Asv , com frequéncia de 2x107, um dos quais apresentou
reduzido nivel de produgdo de EPS (exopolissacarideo). Os autores nio encontraram
correlagio entre a produgdo de EPS e o reconhecimento de hospedeiros visto que outros
mutantes que produzem pouco EPS mantiveram-se virulentos para todos os hospedeiros. A
capacidade destes mutantes em colonizar e apresentar sintomas de patogenicidade foi
testada em todos os hospedeiros da linhagem selvagem. Nao so6 foi realizada uma avaliagio
macroscopica da capacidade de induzir sintomas de patogenicidade em plantulas hospedeiras
como também foram realizados experimentos onde se acompanhou a multiplicagdo das
bactérias selvagem e mutantes nos hospedeiros. Assim foi possivel determinar em plantulas
de centeio, que o numero de células do mutante Xct4.4 (EMS), manteve-se abaixo do
nimero da linhagem selvagem que lhe deu origem. E interessante notar que mesmo nio
apresentando nenhuma resposta nas plantulas de centeio, o numero de células Xct4.4
aumentou neste hospedeiro atingindo um maximo de 10'° células/g de tecido, enquanto a
linhagem selvagem atingiu um valor maximo proximo a 10''/g tecido.

A inativagdo da viruléncia em apenas um determinado membro da gama de
hospedeiro sugere a existéncia de determinantes individuais para o reconhecimento de cada
hospedeiro.

Mutantes que deixaram de reconhecer dois hospedeiros também puderam ser
selecionados. Isto pode indicar que genes Asv para estes hospedeiros estdo proximos e que

uma unica mutagdo poderia altera-los ou ainda que possa existir um unico gene responsavel
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pelo reconhecimento destes dois hospedeiros. Os autores sugerem neste trabalho que o fator
para reconhecimento de hospedeiros possa ser um sinal quimico ou estrutural produzido
pela bactéria e reconhecido pela planta, ou o reconhecimento bacteriano de algum produto
especifico da planta hospedeira (Mellano & Cooksey, 1988).

No segundo trabalho de genes Asv , Waney et al. (1991) descreveram a obtencdo de
mutantes Asv de X. campestris pv. translucens através de mutagénese com o transposon
Tn5-GUS. Estes pesquisadores obtiveram mutantes Asv™ para cevada, trigo, centeio, aveia e
triticale numa frequéncia de 7x10'2, 4x10'2, 11x10'2, 7x107 e 7x10'2, respectivamente. As
regides flanqueadoras do Tn5 de dois mutantes, hsv' W (para trigo) e Asv' B(para cevada),
foram utilizadas como sonda para localizar clones homologos num banco genomico da
linhagem seivagem. Os clones obtidos (de 35 kb para Asv' W e 38 kb para Asv’ B) foram
utilizados para complementar e restaurar a araaerisica de reconhecimento dos hospedeiros nos
mutantes. Através de subclonagem, estes fragmentos de 35 e 38 kb puderam ser restringidos
para fragmentos menores de 15.6 kb e 11.4 kb, respectivamente. Estes fragmentos menores
foram introduzidos nos mutantes € a complementagdo foi avaliada através de curva de
crescimento destes mutantes complementados nos hospedeiros para a qual se esperava a
uma compatibilidade. A complementagido foi um sucesso e o crescimento bacteriano dos
mutantes no tecido da planta hospedeira foi semelhante ao da linhagem selvagem. Uma vez
que diferentes loci foram inativados dando alteragées de reconhecimento de diferentes
plantas, os autores sugerem que hajam genes Asv especificos para cada planta hospedeira. Os
genes hsv agem de maneira positiva, isto €, sua presenga aumenta o nimero de hospedeiros
para a bactéria, enquanto os genes avr, como ja foi visto anteriormente, restringem o
numero de hospedeiros.

Até o presente momento ndo se tem conhecimento de trabalhos publicados sobre
genes hsv de Xanthomonas e nem continuagdo destes dois trabalhos acima descritos.
Também ndo ha ainda uma melhor caracterizagdo destes genes com relagdo ao mecanismo

de agdo, estrutura, expressdo e regulagio.
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Os loci hsv de X. campestris pv. translucens e outros loci de fungdes similares de P.
syringae (Salch & Saw, 1988) e P. solanacearum (Ma et al., 1988) podem representar uma
classe distinta de genes responsaveis pelo reconhecimento a nivel de género e talvez a nivel
de espécies de plantas hospedeiras. Podem também ser analogos funcionais dos genes hsn
(“host-specific nodulation™) de Rhizobium. Neste microrganismo foram descritos genes que
determinam a gama de hospedeiros, os genes Asn (Downie ef al., 1983; Hombrecher et al.,
1984; Schofield ef al., 1984; Kondorosi et al., 1984). Uma caracterizagio melhor destes
genes foi realizada em 1985 por Djordjevic e colaboradores. Através de mapeamento por
inser¢do do transposon Tn5 num fragmento de 14 kb do plasmidio Sym de Rhizobium
trifolii, os autores puderam determinar uma regidio de 1.5 kb relacionada com o
reconhecimento de hospedeiros € outras com a nodulag@o. Innes ez al. (1985) através de
fusdo dos genes Asn e nod (nodulagdo) de Rhizobium com o transposon mini-Mu-lac
puderam analisar a expressdio destes genes e constataram que em meio comum de
crescimento ndo havia transcri¢do dos genes nod, com excegdo do gene nodD, e nem de
uma regido denominada regido III, envolvida com o reconhecimento de hospedeiros. Porém,
quando adicionaram ao meio raizes de trevo (7rifolium repens, hospedeiro de R. trifolii)
ocorreu a transcrigio de todos os genes nod e da regido III (hsn) apos trés horas. Estes
dados sugerem que os genes Asn deste microrganismo, assim como a maioria dos genes

envolvidos na nodulagdo, sdo induzidos por fatores provenientes do hospedeiro.

Em R meliloti, através de sequenciamento, foram descritos 4 genes hsn (hsnA,
hsnB, hsnC e hsnD) num fragmento de 6.6 kb também num plasmidio que transcrevem
proteinas de 9.7, 41.7, 26.7 e 28.6 kd, respectivamente. A sequéncia dos produtos destes
genes hsn foram comparadas com as de outras proteinas do GenBank (USA) e foi
encontrada homologia do gene AsnA com uma proteina acyl carreadora. Os genes AsnA e
hsnB também apresentaram homologia com os genes nodE e nodF de R. leguminosarum.

Os autores concluiram que os genes hsnA, hsnB e hsnC estdo envolvidos com o controle da
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infecgdo e apenas o hsnD esta relacionado com o reconhecimento do hospedeiro (Horvath

et al., 1986).

1.2.1.3 - Genes especificos de doenca: dsp (“disease specific”)

Apenas um trabalho sobre genes dsp foi descrito no género Xanthomonas. Foi o
primeiro trabatho de clonagem de genes de compatibilidade basica de bactérias deste género.
Seal et al. (1990) trabalharam com X. campestris pv. vesicatoria. Através de mutagdes
insercionais com transposon Tn5 obtiveram o mutante M461, numa frequéncia de 1x10~,
que produziu clorose ou fraca reagdo de hipersensibilidade em tomate e pimentdo e manteve
a capacidade de induzir reag¢des de hipersensibilidade em plantas ndo hospedeiras (tabaco).
Este mutante dsp  (mutante M461) apresentou niveis normais de produgdo de todas as
enzimas extracelulares testadas: esterases, glicosidases, fosfatases, proteases,
carboximetilcelulases e amilases. Em plantulas de tomate e pimentdo este mutante
apresentou um crescimento bastante reduzido quando comparado com a linhagem
patogénica. Tanto o mutante, quanto a linhagem selvagem, ndo possuem plasmidios
indicando que o gene dsp é cromossomal. Dando continuidade a caracterizagdo deste gene
foi construido um banco genomico da linhagem selvagem e usado para complementar o
mutante M461. Um dos clones do banco (p6AD4) de 22 kb foi capaz de restaurar tanto a
patogenicidade para tomate como a sua capacidade em induzir hipersensibilidade em
pimentdo. Esta complementagio foi testada em folhas de tomate e pimentdo por infiltragio.
O mutante complementado nfo atingiu 0 mesmo nivel de viruléncia da linhagem selvagem.
Os autores acreditam que esta restauragdo parcial das caracteristicas da linhagem selvagem
possa ser devido a instabilidade do plasmidio do banco no mutante ou mesmo a baixa
expressdo do gene clonado neste plasmidio. Ndo houve mais publicagdo dando continuidade
deste trabalho ou de outros sobre estes genes. Portanto, ndo se tem maiores conhecimentos

sobre genes dsp de Xanthomonas.
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Tharaud ef al. (1990) obtiveram mutantes dsp' de E. amylovora por insergdo com
fago MudIIPR13. Através de experimentos de mapeamento localizaram estes genes numa
regido de 40 kb ja descritos como “cluster” Arp (Steinberger & Beer, 1988; Barny e? al.,
1990; Bauer & Beer, 1991). Barny ef al. (1990) considerou uma sub-regido deste “cluster”
como dsp. Trata-se de uma regido envolvida com a patogenicidade em plantas hospedeiras
mas nfo com a indugdo de HR em n3o hospedeiros. Bauer & Beer (1991) encontraram
mutantes para este “cluster” dsp que mostraram-se ndo patogénicos para hospedeiros
compativeis, porém, apresentaram uma HR atenuada nio sendo possivel delimitar duas
regides, uma dsp e outra hrp. Como foi descrito anteriormente, o mutante dsp” nada tinha

de alterado com relagdo a resposta de HR em plantas ndo hospedeiras.

1.2.1.4 - Genes de patogenicidade e de resposta de hipersensibilidade - hrp
(hypersensitive response and pathogenicity)

Os primeiros genes /rp descritos foram descritos em P. syringae. pv. phaseolicola,
agente causador do crestamento bacteriano do feijdo (Lindgren ef al.,1986). Genes desta
classe ja foram descritos em varios outros patovares deste microrganismo e também em
bactérias do género Erwinia e Xanthomonas (ver revisdo de Willis ef al, 1991). Em P.
syringae pv. phaseolicola, através de mutagdes insercionais e complementagdo com banco
gendmico de linhagem selvagem, isolou-se um fragmento de 22 kb contendo genes Arp.
Neste fragmento foram determinados nove grupos de complementagio: hrpA, hrpB, hrpC,
hrpD, hrpE, hrpF, hrpL, hrpS, e hrpR. Este “cluster” de P. syringae pv. phaseolicola €
conservado fisica e funcionalmente em outros patovares de P. syringae (Huymh et al., 1989,
Lindgren et al., 1988). Em P. syringae pv. syringae foi localizado, por mutagdo e
complementa¢do, um gene hrp denominado ArpM que ndo apresentou homologia com
nenhum outro até entdo descrito. Mais tarde este mesmo gene foi localizado em P. syringae
pv. phaseolicola (Mills & Mukhopadhyay, 1990). Neste mesmo patovar foi descrito um

“cluster” hrp/hrm 61 consistindo de 13 grupos de complementagdo mais um locus
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denominado ArmA (Huang et al, 1991, Xiao et al, 1992). Estes 13 grupos de
complementa¢ido denominados ArpI-XIII se expressam através de 8 unidades de transcrigdo
em meio minimo e no tecido de tabaco (n3o hospedeira) na mesma intensidade e sdo
reprimidos na presenga de aminoacidos complexos,como peptona, indicando que a
expressdo de tais genes irp € controlada por fatores nutricionais da bactéria (Xiao et al,
1992).

O locus hrmA tem fungio de modulagdo da expressio dos genes Arp durante
interacdo incompativel (Huang ef al,1991). Mutantes .rmA” sido patogénicos para os
hospedeiros sensiveis e ndo apresentam capacidade de induzir resposta de hipersensibilidade
em planta ndo hospedeira (Heu & Hutcheson, 1993). A expressdo deste “cluster” foi testada
em E. coli e constatou-se que estes genes ndo sO se expressavam, como a bactéria foi capaz
de induzir hipersensibilidade em folhas de tabaco. Também foi observado que esta
capacidade de elicitar a reagdo de defesa da planta era dependente de genes ompC e ompF
da bactéria, responsaveis pela permeabilidade da membrana externa a solutos hidrofilicos.
Tais resultados sugerem que a indugdo de hipersensibilidade ocorre via porinas de membrana
e que o elicitor dessa resposta da planta seja um composto hidrofilico de baixo peso
molecular (Li et al., 1992). Resultados de sequenciamento dos genes ArpJ (ou hrpX) e hrpl
(ou ArpIX) demonstraram homologia do gene Arpl com genes codificadores de uma
superfamilia de proteinas LcrD de Y. pestis associadas com a translocagdo de proteinas de
viruléncia “YOP” através da membrana da bactéria (Huang ez al., 1993).

Em P. solanacearum foi localizado um “cluster” hrp em um fragmento de 22 kb de
DNA plasmidial (Boucher ef al.,1988). Este “cluster” apresentou-se conservado em todas as
linhagens virulentas de P. solanacearum testadas e até mesmo em diferentes patovares de
X. campestris. Porém, ndo foi encontrada homologia com o género Erwinia. Arlat et al.
(1982) analisaram a organizagdo e expressio destes genes hrp de P. solanacearum e
demonstraram que este “cluster” estd organizado em pelo menos seis unidades de

transcrigdo e apresenta 19 genes (Gijsegen ef al, 1995). Os fatores que induzem ou
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reprimem estes genes sdo idénticos aos descritos para P. syringae pv. syringae.
Sequenciamento deste “cluster” hrp de P. solanacearum e comparagio com sequéncias de
DNA em banco de dados revelou grande homologia com genes de secre¢do bacteriana de
outras espécies ( Gough et al., 1992) . Estes autores analisaram os genes ArpA, hrpl e hrpO
desta bactéria e também encontraram similaridade entre estes genes e genes relacionados
com a exportagio de fatores de viruléncia de Yersinia, bactéria patogénica para humanos.
Como os genes hrp] e 1 de P. syringae pv. phaseolicola, estes genes também sio homoélogos
a hrp de X. campestris pv. campestris, E. amylovora e entre outros patovares de P.
solanacearum. Sugere-se a partir desses resultados haver um mecanismo comum de
patogenicidade entre diferentes microrganismos patogénicos. Estes autores determinaram
cinco unidades de transcrigio necessarias para a secre¢do da proteina PopAl (Arlat et al.,
1994), indutora da resposta de hipersensibilidade produzida por P. solanacearum. Gijsegem
et al. (1995) sequenciaram outros genes Arp do “cluster” hrp deste patovar e encontraram
genes homologos ao sistema de secregdio de bactéria tipo III semelhante ao de Yersinia e
que codificam proteinas relacionadas ao complexo de biogénese de flagelo de bactérias. Este
sistema de secregdo tipo III de bactéria envolve um mecanismo de secregio de produtos
protéicos que ndo apresentam peptideo sinal aminoterminal e inclui um grande nimero de
genes em “cluster” responsavel pelo transporte dessa proteina. E um mecanismo de secregio
independente de genes sec de secregdo geral de bactérias Gram-negativas do citoplasma para
o espago periplasmatico (Salmond & Reeves, 1993). Proteinas hrp codificadas por estes
genes sequenciados também apresentam homologia com proteinas de Rhizobium envolvidas
na especificidade de nodulagdo (Gijsegem et al., 1995).

E. amylovora possui um “cluster” hrp de 39.7 kb (Laby & Beer, 1992; Wei et al.,
1992). Sete loci deste “cluster” sio essenciais para a reagdo de hipersensibilidade de E.
amylovora. Estudos de expressio destes loci revelaram grande semelhanga com a expressao
dos genes Arps de Pseudomonas. Estes genes se expressam em plantas ¢ em meios contendo

manitol, sais e sulfato de amonia e sdo regulados por temperatura, pH, fontes de carbono e
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nitrogénio (Wei ef al.,1992). Laby & Beer (1992) encontraram homologia entre os genes
hrp de E. amylovora e hrp de outras bactérias, entre elas P. syringae pv. syringae e outras
espécies de Erwinia. Dentro do género E. amylovora este “cluster” parece ser conservado.
Porém, os autores ndo encontraram homologia em P. syringae pv. glycinea, X. campestris
pv. manihotis, X. campestris pv. phaseoli e X. campestris pv. vesicatoria dentre outras. Uma
melhor caracterizagdo de um gene Arp de E. amylovora foi realizada por Wei & Beer (1993)
através de sequenciamento do gene Arpl. Este gene € responsavel pela secregdo de uma
proteina elicitora de resposta de hipersensibilidade desta bactéria. Mutantes para este gene
produzem o elicitor mas ndo o exportam. Este gene € similar ao LcrD de Yersinia, hrpl de
P. syringae pv. syringae, hrpO de P. solanacearum e hrpC2 de X. c. pv. vesicatoria. Dois
outros loci estdo envolvidos na regulagdo da produgdo do elicitor e quatro outros também
estdo envolvidos na sua secregdo. Este elicitor, assim como proteinas secretadas pela familia
de proteinas LcrD ndo apresentam peptideo sinal aminoterminal.

Hwang et al. (1992) descreveram o primeiro mutante Arp  de Xanthomonas. Este
mutante de X. campestris pv. campestris, obtido por muta¢do com NTG (N-metil-N’-nitro-
N-nitrosoguanidina) nio foi capaz de causar podridio negra em todas as cruciferas testadas
e ndo induziu resposta de hipersensibilidade em plantas ndo hospedeiras. O locus de 2.1 kb
que complementou esse mutante foi designado ArpXc (Kamoun & Kado, 1990). Alelos
homologos a esse gene foram localizados por hibridizagdo em todas as linhagens de X
campestris pv. campestris analisadas. Co-inoculagio deste mutante com a linhagem
selvagem restaurou o crescimento do mutante, demonstrando que este tem deficiéncia num
fator difusivel requerido para a invasdo do tecido do hospedeiro. Através da fusdo do gene
hrpXc com o gene lux foi possivel avaliar a sua expressdo e observou-se uma alta expressio
no tecido de rabanete (hospedeiro). Estudando a expressdo deste gene através de sua fusdo
com um outro gene “reporter”’, gusA (B-glucuronidase) e car (cloranfenicol acetil-
transferase), descritos por Jefferson et al. (1986) e Kamoun et al. (1989), Kamoun et

al.(1992) observaram que mutantes irpXc (de X. campestris pv. campestris) e AirpXa (de
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X. campestris pv. armoraciae), que ndo induzem resposta de hipersensibilidade em plantas
ndo hospedeiras, quando inoculados em plantas hospedeiras induziram uma reagio de
hipersensibilidade vascular nessas plantas. Respostas semelhantes foram obtidas quando
inocularam nestas plantas linhagens de X. campestris pv. campestris incompativeis. A co-
inoculagdo de mutantes ArpXc™ com a linhagem selvagem suprimiu esta resposta vascular. A
partir destes dados os autores supdem um envolvimento desses genes com a supressido de
mecanismos de defesa da planta. Resultados similares foram observados em P.
solanacearum pv. tabaci. Folhas de feijio foram pré-inoculadas com mutantes hrp” de P.
syringae pv. tabaci e ap6s algum tempo foram reinoculadas, agora com o patovar
phaseolicola deste patogeno, e observou-se que a planta se apresentava mais resistente a
esta ultima bactéria demonstrando que mecanismos de resisténcia haviam sido ativados
(Lindgren & Jacokek, 1990). O fato do mutante hrp nio ser capaz de suprimir mecanismos
de defesa do hospedeiro explica a incapacidade de crescimento nos tecidos da planta (Bonas
et al, 1991). Por experimentos de complementagdo foi encontrada homologia funcional
entre os genes hrpXc e hrpXa com o hArpXo (de X. oryzae pv. oryzae). Estes genes sdo
funcionalmente equivalentes, podendo se complementar. Anilise de sequéncia do gene
hrpXo revelou um quadro de leitura de 1.4 kb capaz de codificar uma proteina de 52.3kDa.
Esta proteina contém um dominio consenso que pode sofrer modificagdo por uma proteina
exclusiva de plantas (meristoil transferase). Com este novo produto, a bactéria deixaria de
ser reconhecida pelos mecanismos de defesa da planta (Kamdar ez al.,1993).

Através de hibridizacdo de colonia de banco gendmico de X. campestris. pv.
campestris ¢ de X. campestris pv. vitians usando como sonda genes hrp de P.
solanacearum foi possivel localizar genes homologos nos dois patovares de X. campestris
(Arlat ef al., 1991). Por meio de “marker-exchange”, Arlat ef al. (1991) mutagenizaram os
loci hrp destes dois patovares. Foi obtida a complementagio de X. campestris pv. vitians
hrp” com “cluster” hrp de X. campestris pv. campestris, entretanto, somente alguns mutantes

de X. campestris pv. campestris hrp” foram complementados por genes de X. campestris pv.
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vitians. Ndo se sabe se esse insucesso foi devido a baixa homologia entre os genes dos
diferentes patovares ou algum outro fator.

Em X campestris pv. vesicatoria os genes hrp foram localizados num “cluster” de
cerca de 25 kb com seis grupos de complementagdo designados hrpA, ArpB, hrpC, hrpD,
hrpE e hrpF (Bonas ef al.,1991). Schulte & Bonas (1992) determinaram a orientagdo € a
expressdo destes genes através de suas fusGes com Tn3::gus. Determinou-se assim que hrpA
e hrpB sdo transcritos numa orientagdo contraria a2 dos demais genes. Quanto a suas
expressdes, medidas pela atividade de 8- glucuronidase (procedente do gene gus), observou-
se que os loci hrp eram fortemente induzidos depois da inoculagdo da bactéria na planta.
Para determinar a propriedade do fator da planta indutor destes genes foram conduzidos
varios experimentos. Os pesquisadores utilizaram filtrado de cultura de células de tomate em
suspensdo (TCM) para induzir estes genes. Concluiram que o fator indutor da transcri¢do
destes genes Arp € um composto pequeno, organico, hidrofilico e termoestavel. Como ja foi
visto no relato de expressdo de outros genes /rp, onde varios fatores podem alterar suas
expressoes, a regulagdo desses genes parece envolver diversos mecanismos.

Analise de sequéncia de alguns loci Arp do patovar vesicatoria (hrpA, hrpB e hrpC)
e comparagdo com banco de dados revelou que as proteinas codificadas por estes genes sdo
similares as proteinas dos patogenos de mamiferos Shiguella flexneri, Y. enterocolitica e Y.
pestis. Estas proteinas sio similares a ATPases e proteinas Ysc e LerD de Yersinia. Tais
resultados demonstram uma conservagio dos mecanismos de patogenicidade nos
procariotos. Os autores Fenselau er al. (1992) acreditam que os genes Arp estejam
envolvidos na secre¢do de moléculas relacionadas com o mecanismo de interagio planta-
patégeno. Os papéis dos genes hrp parecem ser bastante distintos. Alguns genes tém papel
na regulagdo da transcrigio de outros Arp, outros na sintese e exportagdo de fatores de
patogenicidade (Clarke et al, 1992; Gough ef al, 1992). Sabe-se também que mutagGes
hrp” inibem a transcrigio ou a fungdo de outros genes envolvidos na interagdo planta-

bactéria, como os genes de aviruléncia em P. syringae pv glycinea (Huynh et al., 1989,
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Lindgren et al,, 1988) e genes de aviruléncia de X. campestris pv. vesicatoria (Fenselau et
al.,1992). Com estes dados parece-nos haver uma relagdo entre os genes /rp € outros genes
de patogenicidade. Fenselau ef al. (1992) sugerem um modelo para interagio entre genes
hrp e avr: fatores da planta ativariam genes Arp e o produto desse genes formariam canais
de membrana responsaveis pela secregdo dos produtos dos genes avr. Mas isso ainda nao foi

comprovado.
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Parte 1

Caracterizacio de um gene Asv de X. campestris pv. vesicatoria
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I-1-MATERIAL E METODOS

I-1.1 - Linhagens bacterianas e plasmidios
As linhagens de X. campestris e Escherichia coli utilizadas estdo relacionadas na
tabela I.

Tabela I - Linhagens de bactérias utilizadas

Linhagem Caracteristicas Fonte ou referéncia
X. campestris Patégeno
pv.vesicatoria de tomate e pimentio
317 Tipo selvagem SBF-IB, Campinas.S.P.
479 Tipo selvagem SBF-IB, Campinas,S.P.
401 Tipo selvagem, compativel apenas SBF-IB, Campinas,S.P.
com pimentdo
411 Tipo selvagem, compativel apenas SBF-IB, Campinas.S.P.
com pimentio
484 Tipo selvagem SBF-IB, Campinas,S.P.
pv. manihotis Patégeno de mandioca
289 Tipo selvagem SBF-IB, Campinas,S.P.
289Nalf 289,  resistente a0  4cido Laboratério de Genética de
nalidixico. Bactérias-CBMEG-Unicamp
289Nal!/pUFR027 289Nalf contendo o vetor Este trabalho

pUFR027.  Compativel com

mandioca

SBF-IB - Seg¢fio de Bacteriologia Fitopatolégica, Instituto Biologico
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Tabela I -Linhagens de bactérias utilizadas (continuagio)

Linhagem

Caracteristicas

Fonte ou referéncia

289Nal’/51

289Nal'/71

289Nal' /73

289Nal'/74

pv. campestris

Callo

pv. glycines
333

333Spr

333Sp'/73

pv. phaseoli
558

558/73

pv. citri

223

289Nal’ contendo o plasmidio
pVMS51. Compativel com tomate
289Nal” contendo o plasmidio
pVM71. Compativel com tomate
289Nal’ contendo o plasmidio
pVM73. Compativel com tomate
289Nal" contendo o plasmidio
pVM74. Compativel com tomate
Patégeno de cruciferas

Tipo selvagem

Patégeno de leguminosas
Tipo selvagem

333, resistente & espectinomicina

333Sp’ contendo o plasmidio
pYM73

Patogeno de feijio

Tipo selvagem

558 contendo o plasmidio pYM73
Patégeno de citricos

Tipo selvagem, patogeno de

Citrus sinensis

Marques, L.L., 1992

Marques, L.L., 1992

Marques, L.L., 1992

Marques, L.L., 1992

Fundacdo "André Tosello",

Campinas, S.P.

SBF-IB, Campinas,S.P.

Laboratorio de Genética de

microrganismos -CBMEG-

Unicamp.

Este trabalho

SBF-IB, Campinas, S.P.

Este trabalho

SBF-IB, Campinas,S.P.
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Tabela I -Linhagens de bactérias utilizadas (continuagéo)

Linhagem Caracteristicas Fonte ou referéncia

P. chicorii Patogeno de Gérbera

1053 Tipo selvagem SBF-IB, Campinas,S.P.
E. coli

DH5a supE44, lacU169(80lacZM135), Hanahan, 1983

hsdR17, recdl, endAl, gyrd96,

thi-, reld 1.

45



Os plasmidios utilizados estio relacionados na tabela II

Tabela II - Plasmidios utilizados

Plasmidios

Caracteristicas

Fonte ou Referéncia

pUFR027

pVMS1

pVM71

pVM74

pVMT3

pBluescriptIIK S+

pK73

incW, Km", mob™, lacZa", par’
pUFRO027 contendo o fragmento
EcoRI de 3 Kb de banco
genbémico de X. campestris pv.
vesicatoria (317)

pUFRO027 contendo o fragmento
EcoRl de 22 Kb de banco
gendmico de X. campestris pv.
vesicatoria (317)

pUFRO027 contendo o fragmento
EcoRI de 6 Kb de banco
gendmico de X. campestris pv.
vesicatoria (317)

pUFRO027 contendo o fragmento
EcoRl de 22 Kb de banco
gendmico de X. campestris pv.
vesicatoria (317)

Vetor de 2,96 Kb, Amp’
pBluescriptlIKS+ contendo o
fragmento EcoRI de 2.2 Kb do

pVMT3.

De Feyter et al, 1990 (Figura 1)

Marques, 1992

Marques, 1992

Marques, 1992

Marques, 1992

Stratagene (Figura 2)

Este trabalho




PUFRO27
8.3 kb

Figura 1 - Representa¢io esquematica do vetor pUFRO027, funcional em
Xanthomonas e E. coli. Os sitios de restri¢do sio indicados pelas seguintes abrevia¢des: B,
BamHl, Bg, Bglll; E, EcoRl; H, HindlIl, K, Kpnl, P, Pstl; S, Ssfl, Ss, SstlI; Sa, Sall, Sm,
Smal; Sp, Sphl;, X, Xbal e Xh, Xhol (De Feyter, et al., 1990).
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Figura 2 - Representagdo esquematica do vetor pBluescriptIIKS+ (acima) e de sua

regido de policlonagem (abaixo). Os sitios de restricio para diferentes enzimas estdo
indicados na figura.
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2 - Cultivares de plantas
Os cultivares de planta utilizados estdo relacionados na Tabela II1

Tabela III - Cultivares de plantas utilizadas nos testes de patogenicidade

Planta Cultivar Procedéncia

Tomate Petomech VF 1&2 Petoseed Co., Inc.

(Lycopersicum esculentum)

Pimentédo Casca dura Ikeda Agroflora

(Capsicum annum)

Tabaco Petit Havana SR1 Maligna et.al., 1973

(Nicotiana tabacum)

Feijao Deconhecido Comercial
(Phaseolus vulgaris)

Mandioca Vassourinha [AC, Campinas, S.P.
(Manihotis esculentum)

{AC - Instituto Agronémico de Campinas

I-1.3 - Meios de cultura e antibiéticos

A) Meios de cultura para Xanthomonas

Para o crescimento de Xanthomonas os meios de cultura utilizados foram NYGB
(meio liquido completo) sob agitagdo de 250 rpm e NYGA (meio sélido completo) descritos

por Turner et al. (1984) 4 28°C.
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Meio NYGB (liquido)

Peptona 508
Extrato de levedura 30g
Glicerol 200¢g

Agua q.s.p. 1000ml

O meio NYGA solido foi preparado acrescentando-se 10 g de agar a cada

litro de NYGB.

B) Meio de cultura para E. coli

Linhagens de E. coli foram crescidas em meio LB (Maniatis et.al, 1982) liquido

sob agitacio de 250 rpm ou solido (com 1% de agar) 4 37°C.

Meio LB (Luria-Bertani)
Triptona : 10,0g
Extrato de levedura 5,0g
NaCl 10,0g

Agua g.s.p. 1000ml
O pH do meio foi ajustado para 7.5 com NaOH.

C) Meio para germinaciio de sementes

Para a germinagdo de sementes foi utilizado o meio MS (Murashigue & Skoog,
1962), em formas de mini-gelo (cerca de 1ml de meio por pogo contendo uma semente) para
tomate e pimentdo. A germinagio foi realizada em cdmara de germinagdo (Forma Scientific)

com fotoperiodo (8 horas de luz) e temperatura (30°C) controlados.
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Meio MS

solugdo de macronutrientes 25,0 ml
(ver quadro abaixo)
solucdo de micronutrientes 0.5ml

(ver quadro abaixo)

Vitaminas 0.5 ml
Fe-EDTA 2.5ml
Agar 10,0 g

Agua q.s.p. 1000ml

O pH do meio foi ajustado para 5.7 com NaOH.

Solugio de macronutrientes Solu¢do de micronutrientes
NH4NO3 155g1 H3BO3 6.2 gl
KNO3 19.0 g/l MnS04.H20 21.7 g1
CaClp.2Hp0 4.4gl ZnS04.TH20 9.1 gl
MgS04.7H20 3.7 g/l KI 0.83 g
KH2PO4 1.7 g/l NazMo04.2H20 0.25 gl

CuS04.5H30 0.025 g/l

CaCl2.6H20 0.025 g1

D) Antibioticos

As concentragdes dos antibioticos utilizados em meio solido foram : acido nalidixico
(Nal), 50 mg/mi; canamicina (Km), 25 mg/ml;, gentamicina (Gm), 5 mg/mi; espectinomicina
(Sp), 50 mg/mi e estreptomicina (Sm), 100 mg/ml. Em meio liquido utilizou-se a metade

destas concentragdes.

1-1.4 - Testes de patogenicidade

I- 1.4.1 - Descontaminacio e germinacio de sementes

Para descontaminar as sementes, estas foram embebidas em solugéo 10 % (V/V) de
hipoclorito de sodio comercial e 200 pl de detergente comercial/10 ml de agua esterilizada
por 5 minutos. Em seguida foram efetuadas sucessivas lavagens com agua esterilizada para

retirar o hipoclorito e o detergente.
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Descontaminadas, as sementes foram germinadas em  caixas de mini-gelo
esterilizadas por autoclavagem por 20 minutos, contendo meio MS (Murashigue & Skoog,
1962) em cimara de germinag¢do com fotoperiodo (8 horas de luz) e temperatura (30°C)

controlados.

I-1.4.2 - Teste em sementes

Este teste foi realizado segundo Gough et al. (1988).

As linhagens de bactéria a serem testadas foram crescidas em meio NYGB sob
agitagdo por 15 horas, centrifugadas a 12000 rpm por 3 minutos e suspendidas em solugdo
de NaCl 0.9 %. A absorbancia da suspensdo, medida a 600 nm, foi ajustada para 0.2 através
da adigdo de solugio de NaCl 0.9 %. As sementes descontaminadas ficaram embebidas nesta
suspensdo por uma hora sob agitagéo de 50 rpm a temperatura ambiente. Em seguida foram
secas em papel de filtro, transferidas para formas de mini-gelo com meio MS e colocadas
dentro de caixas plésticas esterilizadas e cobertas com filme de PVC. Estas caixas ficaram
em camara de germinacgdo até o final da avaliagdo do teste.

Para a contagem do numero de bactérias por plintula originada de sementes
infectadas retirou-se amostras a partir de 9 dias apés a germinagdo (periodo em que as
plantulas do controle positivo comegaram a apresentar sintomas de patogenicidade). De um
total inicial de 56 plintulas de cada tratamento, trés foram retiradas a cada dia,
aleatoriamente e maceradas em Iml de solugdo de NaCl 0.9 %. A suspensio foi diluida e
plaqueada em meio NYGA com antibidtico(s) adequado(s). Foram retiradas amostras em
intervalos de 24 horas, até o 129 dia ap6s o tratamento, quando as plantulas testadas com o

controle positivo ja se encontravam completamente apodrecidas.

1-1.4.3 - Teste em plantulas
O teste foi realizado de acordo com Daniels et al. (1984b).
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Cada linhagem foi inoculada com a ajuda de agulha em uma plantula com
aproximadamente 4 cm de comprimento. Foram testadas 50 plantulas por linhagem. As

respostas foram avaliadas nos 7 dias posteriores.

1-1.4.4 -Teste em hipocotilos

Realizado segundo Marques e Rosato (1995).

Os hipocotilos de plantulas de tomate com aproximadamente 4 cm de comprimento
foram cortados. Os segmentos de hipocétilo com cerca de 1,5 cm tiveram uma de suas
extremidades tocadas na colonia a ser testada. Em seguida o hipocotilo foi colocado numa
placa com agar-agua (1%). As placas com os hipocoétilos foram mantidas numa estufa a
280C. A avaliagdo foi efetuada nos quatro dias posteriores.

Para a contagem do numero de bactérias por hipocotilo foram colhidos trés
hipocétilos a partir do momento do indculo a cada 24 horas, de um total de 40,
aleatoriamente. Os trés hipocétilqs foram macerados em 1ml de solugdo de NaCl 0.9 %, a
suspensdo foi diluida e plaqueada em meio NYGA com antibiotico(s) adequado(s). As
placas de NYGA foram mantidas por 48 horas a 28°C e a contagem do numero de colonias

efetuada.

I-1.4.5 -Teste em folhas

Este teste foi realizado segundo Niepold efal. (1985).

As plantas foram mantidas em sacos plasticos com terra e deixadas ao ar livre.
Quando estavam com cerca de 30 cm de altura foram trazidas para o laboratério, um dia
antes de serem inoculadas. Foram molhadas em abundincia e cobertas com saco plastico
para manter os estomatos das folhas abertos e facilitar a infiltragdo das bactérias.

As bactérias a serem testadas cresceram 15 horas em meio NYGB sob agitagdo.
Foram centrifugadas e suspendidas em solugdo de NaCl 0.9 %. A absorbancia da suspensdo,

medida a 600 nm, foi ajustada para 0.5 através da adigdo de solugdo de NaCl 0.9 %. Com o
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uso de seringas hipodérmicas estas suspensdes foram inoculadas na superficie abaxial das
folhas. Foram utilizados 50 pl da suspensdo por inoculo. A planta inoculada foi novamente
envolvida em saco plastico para manter a umidade favoravel ao desenvolvimento bacteriano.
A resposta foi avaliada nos dez dias seguintes. As plantas foram mantidas a temperatura

ambiente.

I-1.5- Manipulacio de DNA

I-1.5.1 - Extra¢do de plasmidio em pequena e média escala

A extragdio de DNA plasmidial em pequena escala foi efetuada de acordo com o
protocolo de extragdo alcalina descrita por Sambrook ef al. (1989). Para a extragdo em
média escala, a partir de 30 ml de cultura apés 16 horas, o mesmo protocolo usado para
extragdo em pequena escala foi utilizado, porém os volumes das solugdes foram

modificados, guardando as proporgdes.

I-1.5.2 - Extra¢do de DNA cromossomico

A extragio de DNA cromossomico foi efetuada em média escala (Young &
Blakesley, 1991) utilizando-se SDS e proteinase K. A purificagdo desse material foi
realizada com fenol e cloroformio como descrito por Sambrook et al (1989). O DNA foi
dialisado por 48 horas em 1 litro de tampéo Tris-EDTA, pH 8.0 (Tris-HC1 10 mM e EDTA
1mM). Para concentrar 0 DNA, a desidratacdo foi efetuada com polietilenoglicol 8.000
(Sigma). A membrana de dialise contendo o DNA dissolvido nesse tampdo Tris-EDTA foi
encoberta com polietilenoglicol 8000 por um periodo de tempo suficiente para que o volume

de tampdo dentro da membrana se reduzisse a quantidade desejada.

I-1.5.3 - Digestdes de DNA com enzimas de restri¢io
Os DNAs, plasmidiais e cromossdmicos, foram digeridos com enzimas de restri¢do

de acordo com as condi¢gdes descritas pelo fabricante. Para digestdes de DNAs

54



cromossomicos, o matenal foi incubado com a enzima durante a noite (aproximadamente

por 16 horas).

I-1.5.4 - Transformacio de X. campestris

A transformacdo de X campestris com plasmidios foi realizada através de
eletrotransformagdo. A preparagdo das células competentes foi efetuada de acordo com o
protocolo descrito por Ferreira ef al. (1995). Os plasmidios foram inseridos nestas células
competentes através de pulsos de 1.8 kV/cm usando-se cubetas de 0,1 cm (condigdes
descritas pelo fabricante, BRL, para E. coli). Foram utilizados aproximadamente 100 ng de
DNA plasmidial num volume de 2 pl para transformar um volume de 60 pui de células
competentes. Ap0ds o pulso foi adicionado 1ml de meio NYGB e as células foram mantidas a
28°C por uma hora. Em seguida a suspensdo foi diluida e plaqueada em meio NYGA

contendo o(s) antibiotico(s) necessarios.

I-1.5.5 - Isolamento de fragmento de DNA de gel e ligaciio a vetores plasmidiais

Fragmento de DNA obtido a partir de digestdo com enzimas de restri¢éo e separado
por eletroforese em gel de agarose 0.8% foi retirado do gel segundo o método de Heery et
al. (1990). O bloco de agarose contendo o fragmento foi cortado e centrifugado dentro de
um tubo de microcentrifuga (0.5 ml) contendo no fundo, perfurado com uma agulha, 13 de
vidro siliconizada. Este tubo perfurado foi colocado em um outro tubo de microcentrifuga
maior (1,5 mi). Estes tubos foram centrifugados por 15 minutos a 6000 rpm, & temperatura
ambiente. O liquido coletado no tubo maior, contendo 0 DNA, foi submetido a limpeza com
igual volume de fenol e cloroférmio (1Volume: 1Volume) e precipitagio com 1/10 do
volume de acetato de potassio 3M e dois volumes de etanol absoluto para concentrar o
DNA. Este fragmento foi ligado a plasmidios previamente digeridos com enzimas de
restri¢do. A ligacdo foi realizada com T4 DNA ligase de acordo com as condi¢des indicadas

pelo fabricante (Gibco-BRL). Usou-se o produto desta ligagdo para transformar células

55



DH5a competentes. Estas células competentes foram preparadas de acordo com Nashimura
et al.(1990). Os recombinantes da transformag@o foram selecionados em placas LB com
antibidtico (resisténcia conferida pelo vetor) e Xgal (de acordo com Sambrook etal,
1989). Uma col6nia branca, contendo inserto, foi isolada e submetida a extragio de

plasmidios que foram digeridos com enzimas de restri¢do para confirmar a clonagem.

I- 1.5.6 - Hibridizacdo

Os fragmentos de DNA gendmico e plasmidial digeridos com enzimas de restrigio
foram separados por eletroforese em gel de agarose 0.8% e transferidos para membrana de
nailon Hybond-N, da Amersham (transferéncia alcalina descrita por Sambrook ef al., 1989)
que foi hibridizada com sonda ndo radioativa. A marcagdo da sonda foi efetuada com
digoxigenina utilizando-se o kit “DIG DNA labelling and detection kit” da Boehringer-
Mannheim. A hibridizaggo foi realizada de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante
do kit de marca¢do da sonda, com 50 % de formamida a 42°C por 16 horas. Apos a
hibridizagdo a membrana foi lavada uma vez com SSC 2X (8,82 g acido trissodico.2H,0 e
17.5 g de NaCl/l agua)e 0,5 % SDS por 3 minutos; duas vezes por 15 minutos com SSC 2X
e 0,1 % SDS; duas vezes por 20 minutos com SSC 0,1X e 0,1 % SDS a 60°C; 3 minutos
com SSC 1X. A hibridizagio foi detectada por quimioluminescéncia usando-se CSPD

(Boehringer-Mannheim, FRG) e filmes de raio-X Fuji (“Fuji Medical X-Ray Film”).

I-1.5.7 -Deleciio unidirecional e sequenciamento dos clones

O plasmidio contendo o fragmento a ser sequenciado foi deletado unidirecionalmente
de acordo com Henikoff (1987). Para tal, digeriu-se 10 pg do plasmidio pK73 com Apal
(sitio tinico no vetor e ausente no inserto). Esta enzima deixa extremidade 3’ protuberante
no DNA. Em seguida acrescentou-se ao mesmo sistema de digestio com Apal a enzima
HindHll e a quantidade de NaCl foi ajustada de acordo com a necessidade desta segunda

enzima (HindlII digere 0 DNA deixando extremidade 5’ protuberante). As condigdes de
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digestdo foram as mesmas indicadas pelo fabricante (Gibco-BRL). Apos as digestdes o
sistema foi tratado com igual volume de fenol e cloroférmio (1volume:1 volume) e 0 DNA
foi precipitado com NaCl 2M(1/10 do volume ) e dois volumes de etanol. O DNA
recuperado (7ug) foi submetido a dele¢do unidirecional com Exonuclease III. As delegdes
foram realizadas a 37°C e aliquotas foram retiradas a cada 30 segundos para se obter clones
com delecdes de aproximadamente 250 bases e as reagdes paralizadas com EDTA. Os
produtos destas dele¢des foram recircularizados com ligase e usados para eletrotransformar
células de E. coli DH5a competentes. Através de extragdes de plasmidio em pequena escala
(Birboin & Doly, 1979), digestdo com enzimas de restri¢do e separagdo em gel de agarose,

escolheu-se os subclones para serem sequenciados.

I-1.5.7.1 - Reac¢ido de sequenciamento

Para serem sequenciados, os subclones da delecdo foram extraidos segundo o
método de lise alcalina e purificados através de precipitagdo com polietilenoglicol (Maniatis
et al., 1989).

As reagdes foram realizadas com o Kit “T7 sequencing” da Pharmacia Biotech de
acordo com o fabricante. Os primers utilizado foram o “M13 reverse sequence primer” da
Pharmacia Biotech e 0 “M13/pUC forward amplification primer” da Gibco BRL . Para a
marcagdo da rea¢do de sequenciamento foi utilizado o nucleotidio adenosina trifosfatado

marcado com enxofre radioativo (S*°).

I-1.5.7.2 - Gel de sequenciamento

I-1.5.7.2.1 - Tratamento das placas

As placas foram deixadas por 16 horas em solugio de NaOH 0.4N. Foram em
seguida lavadas com agua e detergente e finalmente com SDS 2%. Para retirar o SDS foram

enxaguadas com agua em abundancia.
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Para desengurdurar as placas, estas foram limpadas com etanol absoluto e em
seguida acetona (produtos da Merck).

Uma vez limpa a placa menor (53 cm de comprimento/22 cm de largura) foi tratada
com a seguinte solug@o para que o gel, depois de pronto se mantivesse fixo a esta placa: 5
ml etanol absoluto:175 pl Acido Acético:17 pl “BIND SILANE” (Pharmacia). Depois de
seca, a placa foi limpa com papel absorvente umedecido com etanol absoluto para retirar o
excesso da solugdo contendo o Bind-silane.

A placa maior (60 cm de comprimento/22 cm de largura) foi tratada com uma
solugdo repelente, para que o gel ndo se fixasse nela. Usou-se 5 ml de “REPEL-SILANE”
(Pharmacia) por placa. Esta solugdo foi espalhada com um papel absorvente. Depois de seca

o excesso do repelente foi retirado com papel absorvente umedecido com agua.

I-1.5.7.2.2 - Preparacio do gel

Gel 5% ‘
Uréia 252¢g
Acrilamida 40% 7.5 ml
TBE5X (Maniatis ef al.,1989) 12,0 ml
Agua q.s.p. 50 ml

A solugio do gel foi mantida em banho-maria 3 60°C até que a uréia se dissolvesse.
Em seguida a solugdo foi filtrada utilizando-se filtros de poros com 0.45 pm (Sigma) para
retirar possiveis cristais de uréia. A solugio filtrada foram adicionados 480 pl de Persulfato
de Amonio 0.4M e 30 ul de TEMED. A solugéo foi misturada e vertida entre as placas de
vidro. O gel ficou polimerizando por 4 horas e em seguida foi deixado durante a noite
(aproximadamente por 16 horas) na geladeira.

Para preparar géis 6% seguiu-se as mesmas condigdes exceto o volume de acrilamida

40%, que neste caso foi de 9 ml.
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Antes de serem aplicadas as amostras da reagdo de sequenciamento nestes géis, foi
realizada uma pré-corrida por 30 minutos a 2000 V. O tampdo usado pra corrida de
eletroforese foi o TBE 1X (Maniatis et al, 1989). Os géis com 5% de acrilamida foram
submetidos a eletroforese a 2000 V por 8 horas enquanto que os géis de 6% foram

submetidos a eletroforese por 4 horas nesta mesma voltagem.

I-1.5.7.2.3 - Fixacdio do gel

Depois da eletroforese, os géis foram fixados em solugdio contendo 10 % de
metanol/10 % de 4acido acético por 30 minutos sob leve agitagdo. Em seguida o gel foi
rehidratado por meio de lavagem em agua corrente e mantido durante a noite
(aproximadamente por 16 horas) a 42°C para secar.

Depois de secos os géis foram expostos a filmes de raio-X de 18x43 cm por uma

semana e revelados de acordo com as condigdes descritas pelo fabricante (Amersham).

I-1.5.7.3 - Anailise de sequéncia de DNA

O resultado do sequenciamento foi comparado com bancos de sequéncias de DNA
(GenBank ¢ EMBL) através do programa FASTA (Pearson, 1990) e BLAST (Altschul, ef
al., 1990) para checar possivel homologia com outras sequéncias de DNA ja descritas.

Para localizar quadros de leitura abertos (“ORFs”), determinar a porcentagem de
guaninas e citosinas e sitios de enzimas de restricio utilizou-se o programa DNASIS

(Pharmacia).

I-1.5.8 - Padrio de proteinas totais

I-1.5.8.1 - Extracio de proteinas totais

A extragdo de proteinas totais foi realizada de acordo com Vauterin et al., 1991.

As linhagens X campestris pv. manihotis 289, X. campestris pv. manihotis

289Nal/pUFRO027, X. campestris pv. manihotis 289Nal/73 e X. campestris pv. vesicatoria
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317 foram crescidas em meio NYGB por 16 horas. Aproximadamente 1,5 ml destas culturas
foram centrifugadas em tubos de microcentrifugas por 2 minutos a 12000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento suspendido em 180 pl de tampdo de lise. por 20
mg de sedimento.
Tampio de lise:

0.6 mM Tris-HCI, pH 6.8

5% B-Mercaptoetanol

10% glicerol

2.8% de SDS

Esta solugdo foi deixada no banho a 100°C por 10 minutos. Em seguida centrifugou-
se a solugdo por 3 minutos a 12000 rpm e recuperou-se o sobrenadante que foi aplicado no

gel de acrilamida para a separagdo das proteinas por eletroforese.

I-1.5.8.2 - Gel de proteinas
Gel de resolugdo 10%

Acrilamida:Bis-acrilamida (30:0.8, V:V) 5.0mi
Tris-HCI 1M, pH 8.8 59 ml
Agua 3.6ml
TEMED 20.0 pl
SDS 10 % 150.0 ut
Persulfato de amo6nio0. 1M 750.0 ui
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Gel de empacotamento 4%

Acrilamida:Bis-acrilamida (30:0,8, V/V) 0.9 ml
Tris-HCI 1M, pH 6.8 0.9 ml
Agua 4.8 ml
SDS 10% 75.0 pl
TEMED 20.0 pl
Persulfato de amoénio 0.1M 0.35ml

Para a eletroforese utilizou-se tampio de corrida contendo 3 g Tris base, 144 g
glicina, 1 g de SDS e agua destilada q.s.p. 1000 ml.

Depois de aplicadas as amostras , o gel foi submetido a eletroforese a 70 V durante
uma hora para que as amostras passassem pelo gel de empacotamento (1,5 cm de
comprimento) e em seguida a 140 V por 3 horas (tempo que o tampdo de amostra levou
para atravessar os 8 cm de compﬁmento do gel de resolugio).

A coloragdo do gel de proteina foi realizada com prata (Blum et al,, 1987). Apos a
eletroforese o gel foi fixado durante 48 horas numa solugdo contendo 50% de etanol
comercial, 12% de acido acético €75 ul de formaldeido para cada 100 ml de solugdo. Apos a
fixagdo, o gel foi lavado 3 vezes por 20 minutos cada, em etanol 50%. Em seguida o gel foi
submergido numa solugdo de tiossulfato de sodio (20 mg/100 ml de agua) durante um
minuto sob agita¢do. Logo ap0s, lavou-se o gel durante 20 segundos por 3 vezes com agua
destilada. O gel foi transferido para uma solugdo contendo 0.2% de nitrato de prata e 75 pl
de formaldeido para cada 100ml de solugdo e deixado sob agitagdo por 20 minutos. Para
retirar 0 excesso de nitrato de prata, o gel foi lavado 3 vezes por 20 segundos cada com
agua destilada. A revelagdo foi realizada em seguida utilizando-se 6g de Na,COs, 2ml de
tiossulfato de sodio 0.02 % , 50 pul de formaldeido e agua q.s.p. 100 mi.
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O tempo na solugdo reveladora foi variavel em fungdo da quantidade de proteinas no
gel. Para bloquear a revelagdo, o gel foi lavado com agua e colocado em solugio fixadora

(50% etanol, 12% acido acético e 75 pl de formaldeido para cada 100 ml de solugéo).
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I-2- RESULTADOS

I- 2.1 - Sele¢iio do clone 289Nal’/73

Quatro clones que apresentavam compatibilidade em tomate foram isolados por
Marques (1992) através de cruzamento da linhagem X. campestris pv. manihotis 289Nal
com banco genémico da linhagem X. campestris pv. vesicatoria 317. Estes quatro clones
apresentaram os plasmidios denominados pVM51, pVM71, pVM73 e pVM74 com insertos
de 3 kb, 2.2 kb, 2.2 kb e 6 kb, respectivamente.

Dando continuidade ao trabalho de Marques (1992), os quatro clones foram
caracterizados preliminarmente quanto a patogenicidade em tomate usando-se os testes de
sementes e hipocotilos. Nestes testes usou-se como controle positivo e negativo as linhagens
317 e 289Nal’, respectivamente. No teste de sementes, os 4 clones 289Nal'/51, 289Nal’/71,
289Nal’/73 ¢ 289Nal’/74 apresentaram 60, 50, 60 e 36.7% de plintulas com sintomas
atipicos de patogenicidade, respectivamente, num total de 30 sementes testadas para cada
linhagem. Estes sintomas caracterizaram-se por amarelamento das folhas e em alguns casos
a necrose total da plantula. O sintoma tipico de patogenicidade é um enegrecimento das
folhas que se tornam umidas e que se espalha comprometendo toda a plantula. Os controles
positivo e negativo apresentaram respectivamente 90 e 30% de plantulas com sintomas.

No teste em hipocotilos, as linhagens 289Nal/51, 289Nal/71, 289Nal/73 e
289Nal’/74 apresentaram sintomas de doenga em 60, 20, 66 ¢ 13% dentre 50 hipocétilos
enquanto os controles positivo (317) e negativo (289Nal’) apresentaram 100 e 36% de
hipocotilos com sintomas da doenga, respectivamente. Como os resultados obtidos com a
linhagem 289Nal/73, que contém clonado o fragmento de 2.2 kb de X campestris. pv.
vesicatoria, foram mais proximos ao da linhagem patogénica 317, decidiu-se caracteriza-lo

melhor através de outros experimentos descritos a seguir.
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I -2.2- Caracterizac¢io do clone 289Nal'/73

I-2.2.1 - Patogenicidade em hospedeiros de X. campestris pv. vesicatoria

1-2.2.1.1 - Teste em tomate

Tomate e pimentdo sdo os hospedeiros de X. campestris pv. vesicatoria e ndo sdo
compativeis com a linhagem 289Nal' de X. campestris pv. manihotis. No entanto testes
preliminares descritos acima e obtidos por Marques (1992) mostraram que o clone
289Nal’/73 apresentou-se compativel com este novo hospedeiro. Para uma melhor
caracteriza¢io deste recombinante, foram realizados outros testes. Em todos os testes
realizados em tomate usou-se como controle positivo a linhagem 317 e como negativo a
linhagem 289Nal’/pUFR027. Usou-se a linhagem 289Nal’/pUFR027 como controle negativo
para se excluir um possivel envolvimento do vetor pUFR027 na patogenicidade.

Através do teste em sementes pode-se avaliar o comportamento do clone 289Nal’/73
em plantulas de tomate. Foi realizada contagem do nimero de bactérias nas plantulas em
intervalos de 24 horas desde o dia em que as plintulas originadas de sementes tratadas com
o controle positivo (317) comegaram a apresentar sintomas de patogenicidade (9° dia) até o
13° dia quando as plantulas deste mesmo grupo apresentaram-se completamente necrosadas.
Embora os sintomas tenham sido atipicos nas plantulas tratadas com a linhagem 289Nal’/73,
o numero de células que se desenvolveram nestas plantulas foi significativamente superior ao
da linhagem 289Nal’/pUFR027 (controle negativo) durante todo o periodo amostrado. O
clone 289Nal’/73 apresentou uma taxa de crescimento intermediaria, com diferencas
significativas, entre os controles positivo (317) e negativo (Figura 3).

No teste de inoculagdo das bactérias em plantulas, os sintomas de patogenicidade
apareceram a partir de 72 horas como no controle positivo, porém, o numero de plantulas
afetadas por 289Nal’/73, em relagdo ao controle positivo foi baixo. Foram testadas 30
plantulas para cada linhagem. Apenas 22.3% das plantulas inoculadas com 289Nal/73
apresentaram sintomas de patogenicidade enquanto os controles positivos € negativos

apresentaram, respectivamente, 95% e 5%. As diferengas observadas entre as plantulas
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Figura 3 - Unidades formadoras de colonias (UFC) por plantula de tomate apos 9
dias do tratamento das sementes com suspensdo bacteriana (teste em sementes). As

linhagens testadas foram: 317 (controle positivo), 289Nal/73 e 289Nalf/pUFR027(controle

negativo).
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infectadas com a linhagem 289Nal’/73 e a linhagem 289Nal/pUFR027 foram muito sutis
dificultando a analise dos resultados.

Pelo teste em hipocotilos de tomate (descrito no item I-1.4.4) observou-se uma
resposta bastante distinta entre o controle negativo e a linhagem 289Nal/73. O controle
negativo apresentou uma porcentagem de hipocotilos com sintomas muito menor que a
linhagem 289Nal'/73 (resuitados descritos acima no item 2.1). Esta resposta, considerada
positiva, foi caracterizada por um crescimento bacteriano em torno do hipocétilo, chegando
a cobri-lo; os hipocoétilos ficaram escuros e moles. Embora os resultados tenham sido
bastante distintos a observagdo, quando realizada a contagem do nimero de bactérias por
hipocotilo (Figura 4), observou-se pouca diferenca entre o clone 289Nal’/73 e o controle
negativo. Durante todo periodo amostrado o clone 289Nal’/73 mostrou-se bastante diferente
em termos quantitativos do controle positivo (317). Em relagdo ao controle negativo
(289Nal’/pUFR027) ndo houve diferenga significativa na maior parte do tempo amostrado,
chegando mesmo a igualar o numero de bactéria por plantula no final da amostragem (4°
dia).

Usando-se folhas de tomate adulto ( teste descrito no item I-1.4.5 ), a linhagem
289Nal’/73 apresentou uma resposta tipica de patogenicidade. Esta resposta apareceu apos
48 horas como uma lesdo imida e escura que foi se espalhando pelo tecido foliar, chegando
em alguns casos a comprometer o peciolo da folha. Foi uma resposta similar a do controle
positivo. As folhas inoculadas com a linhagem 289Nalf/pUFR027 (controle negativo)
apresentaram uma resposta de hipersensibilidade, porém tardia. Apos 72 horas iniciou-se
esta resposta que se caracterizou por uma mancha escura com bordas amareladas na regido

do indculo. Estas manchas nio se espalharam e eram secas (Figura 5).
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Figura 4 - Unidades formadoras de colonia (UFC) por hipocotilo de tomate (teste em
hipocotilos). As linhagens testadas foram: 289Nal/73, 317 (controle positivo) e
289Nalf/pUFRO027 (controle negativo).
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289Nal*/pUFR027 289Nal'173

Figura 5 - Folhas de tomate apos 5 dias da inoculagio com as linhagens X.
campesiris pv. vesicatoria 317 (controle positivo), X. campestris pv. manihotis

289Nal’/pUFR027 (controle negativo) e X. campestris pv. manihotis 289Nal/73.
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1-2.2.1.2 - Teste em pimentio

Em pimentdo, outro hospedeiro de X. campestris pv. vesicatona, tanto em plantulas
(Figura 6) como em sementes e folhas, ndo foram observadas respostas de patogenicidade
com a linhagem 289Nal/73. Todas as plantulas, sementes e folhas inoculadas com esta
linhagem e com o controle negativo (289Nal/pUFR027) apresentaram-se sadias ao final da
avaliagdo. Mesmo a linhagem 317 apresentou-se avirulenta para este hospedeiro. Por essa
razio, usou-se como controle positivo para estes testes a linhagem X. campestris pv.
vesicatoria 479, patogénica para tomate e pimentdo. O controle positivo apresentou 75% de
plantulas afetadas no teste em plantulas e em sementes 81%. No teste de inoculagido das
bactérias em plintulas, os sintomas de patogenicidade, apresentados pela linhagem X.
campestris pv. vesicatoria 479Nal’, caracterizaram-se por necrose que se iniciou pelas folhas
da pléntula e se espalhou por todo o hipocétilo. O inicio da resposta ocorreu trés dias apos a
inoculagdo e apos 5 dias a plantula apresentou-se totalmente necrosada, imida com aspecto
translicido. No teste em sementes, os sintomas de patogenicidade apareceram apos 12 dias
do tratamento das sementes e iniciavam com manchas escuras na superficie abaxial das
folhas das plantulas. Esta resposta progrediu e se espalhou por toda a plantula e no 15° dia
estavam completamente necrosadas e umidas.

Em folhas de pimentdo, a linhagem 289Nal/73 apresentou apenas uma resposta
limitada a regido do indculo, seca, como a resposta apresentada em decorréncia da linhagem
289Nal’/pUFR027 (controle negativo). Essa resposta apareceu apos 48 horas do indculo. As
folhas inoculadas com o controle positivo (479) apresentaram sintomas tipicos de
patogenicidade. A resposta apareceu apos 48 horas, eram inicialmente manchas escuras,
muito umidas e que se espalharam rapidamente além da regido inoculada comprometendo

todo o tecido foliar.
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Figura 6 - Teste em plantulas de pimentdo apos 5 dias da inoculagdo. As linhagens

testadas foram: 289Nal/73, 479 (controle positivo) e 289Nal/pUFR027 (controle negativo).
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I-2.2.2 -Inducio de hipersensibilidade em planta nao hospedeira

Folhas de tabaco, ndo hospedeiro de X. campestris pv. vesicatoria nem de X.
campestris pv. manihotis, foram inoculadas com a linhagem 289Nal’/73 para testar possivel
diferenca na capacidade deste clone e da linhagem 289Nal’/pUFR027 em induzir resposta
de hipersensibilidade em plantas no hospedeiras. Este teste mostrou claramente que tanto a
linhagem 289Nal’/73 quanto a 289Nal/pUFR027 sdo capazes de induzir respostas
semelhantes de hipersensibilidade nessa planta. A resposta apareceu apos 72 horas do

indculo. Eram lesdes escuras, com bordas amarelas, localizadas e secas (Figura 7).

1-2.2.3. - Patogenicidade em feijao ¢ mandioca

A linhagem 289Nal’/73 poderia estar apresentando modificagdes de respostas em
tomate devido a uma superexpressdo de genes de patogenicidade. Para testar tal hipotese
decidiu-se introduzir o plasmidio pVM?73 em uma outra linhagem de X. campestris e testa-la
em seu hospedeiro natural. Caso estivesse envolvida uma superexpressdo de genes de
patogenicidade esperaria-se uma resposta de patogenicidade diferente da linhagem selvagem
ao menos a nivel de intensidade da resposta. A linhagem X. campestris pv. phaseoli 558
(patogeno de feijao, Phaseolus vulgaris) foi transformada com o plasmidio pVM73 através
de eletrotransformagdo. O recombinante contendo este plasmidio foi designado 558/73 e foi
usado para teste de patogenicidade em folhas de feijao. Usou-se como controles positivo e
negativo a linhagem 558 e 317, respectivamente. Neste teste foram inoculadas suspensdes
com diferentes concentragdes de bactéria. Infiltrou-se aproximadamente 50 pl de solugdes
com absorbancia, medida a 600 nm, igual a 0.3 e 0.5, ajustadas com solugdo de NaCl
0.9%.. As linhagens 558 e 558/73 ndo apresentaram diferengas observaveis em nenhuma das
concentragbes. Apos trés dias de inoculo, nas areas inoculadas com concentragdo maior do
controle positivo (558) e do recombinante S558/73 iniciou-se uma resposta que se
caracterizou por pequenas manchas escuras. Estas manchas foram se espalhando e

coalescendo. Apds uma semana grande parte da folha ja apresentou sintoma de
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Figura 7 - Folha de tabaco ap6s 72 horas de inoculagdo com suspensdes bacterianas

das linhagens X. campestris pv. manihotis 289Nal/pUFR027, 289Nal'/73, X. campestris pv.

vesicatoria 317 e agua
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patogenicidade (manchas escuras, porém ndo muito umidas como em tomate). Estes
sintomas comprometeram areas além da regido inoculada, no entanto, apos uma semana nao
se observou mais nenhum progresso desta resposta. Nas areas inoculadas com
concentrages menores de 558 e 558/73, as respostas foram semelhantes, porém, retardadas
em relagdo aos indculos mais concentrados. Os sintomas de patogenicidade apareceram apos
5 dias e progrediram mais lentamente, chegando a apresentar aparéncia semelhante aos
indculos mais concentrados apos 10 dias. O controle negativo, 317, apresentou apenas uma
leve clorose com pequenas manchas escuras que nio coalesceram. Esta resposta foi
apresentada apos a inoculag@o e ndo progrediu.

Outro experimento semelhante foi realizado com a linhagem 289Nal’ de X
campestris pv. manihotis, patogénica para mandioca. Procurou-se verificar se a introducio
do fragmento de DNA relacionado com patogenicidade e originado de banco de outro
patovar (plasmidio pVM?73) alterava a capacidade de interagdo da linhagem 289Nal’ com
seu hospedeiro natural. Em folhas de mandioca, todas as linhagens derivadas da 289
(289Nalf/pUFR027, controle positivo € 289Nal’/73) apresentaram respostas semelhantes de
patogenicidade. A "mancha angular", resposta tipica de patogenicidade por X. campestris
pv. manihotis neste hospedeiro, foi observada a partir de 48 horas. Trata-se de uma mancha
escura ¢ umida que por acompanhar o sistema vascular das folhas apresenta um aspecto
angular. O controle negativo (317) apresentou uma resposta tipica de hipersensibilidade

apos 24 horas de inoculac@io: uma resposta seca e restrita a regido do inoculo (Figura 8).

I-2.3 - Caracterizacio do plasmidio pYM73 em outros patovares de X.
campestris

Como foi visto acima nos testes em tomate com o clone 289Nal’/73, a introducéo do
plasmidio pVM73 na linhagem 289Nal" de X. campestris pv. manihotis, resultou numa
compatibilidade desta linhagem com um novo hospedeiro, tomate. Decidiu-se a partir destes

resultados, introduzir este plasmidio em outros patovares de X. campestris ndo compativeis
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Figura 8 - Folhas de mandioca apos 7 dias de infiltragdo com as linhagens X

campestris pv. vesicatoria 317, X. campestris pv. manihotis 289, 289Nal/pUFR027,

289Nal’/73 e agua.
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com tomate e verificar possiveis alteragdes com relagdo a compatibilidade neste hospedeiro.
Decidiu-se utilizar as linhagens X. campestris pv. glycines 333Sp" (compativel com soja), X.
campestris pv. citri 223 (compativel com citricos) e X. campestris pv. phaseoli 558
(compativel com feijdo), todas ndo compativeis com tomate. Através de eletroporagdo
introduziu-se o plasmidio pVM73 extraido da linhagem 289Nal’/73 nestas linhagens. O
comportamento da linhagem recombinante 333/73 foi testada em sementes e folhas de
tomate. Os resultados do teste em sementes de tomate com este patovar sio apresentados na
Figura 9. Observa-se pouca diferenga entre as linhagens 333Sp! (controle negativo) e o
recombinante 333/73. Raras plantulas apresentaram sintomas de patogenicidade e estas
foram observadas numa mesma frequéncia entre o recombinante 333/73 e o controle
negativo(333SpT), apenas 12.5% dentre as 40 sementes testadas para cada linhagem.

Observou-se que estas duas linhagens apresentaram nos testes em folhas uma reagéo
atipica, nem de hipersensibilidade nem de patogenicidade. A principio, apresentaram uma
reagdo de patogenicidade, no entanto os sintomas ndo progrediram. Nas folhas tratadas com
o clone 333/73 observou-se que esta resposta foi mais intensa, prejudicando mais a folha.
Nio sendo, entretanto, idéntica aquela do controle positivo (317).

Os recombinantes derivados das linhagens X. campestris pv. citri 223 (223/73) e X.
campestris pv. phaseoli 558 (558/73) foram testados apenas em folhas de tomate.

A linhagem X campestris pv. citri 223/73apresentou uma resposta atipica
caracterizada por forte clorose em torno da regido inoculada. O inoculo, umido e escuro, se
propagou atingindo halos de cerca de trés vezes do seu tamanho inicial. Esta resposta
iniciou ap0s 48 horas da inoculagdo. Na linhagem selvagem X. campestris pv. citri 223
observou-se uma resposta semelhante a hipersensibilidade que também apareceu apos 48
horas da inoculagdo, porém, ndo se propagou e apresentou uma leve clorose em torno da

regido inoculada (Figura 10).
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Figura 9 - Unidades formadoras de colonia (UFC) por plantula de tomate apos 9 dias
de tratamento das sementes com suspensdes bacterianas (teste em sementes). As linhagens

testadas foram: 317 (controle positivo), 333SpT (controle negativo) e 333Spf/73.
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Figura 10 - Folha de tomate ap6s 7 dias da inoculagdo das linhagens X. campesiris

pv. citri 223 e X. campestris pv. citri 223/73.



Resultados similares foram observados entre as linhagens X. campestris pv. phaseoli
558 e o clone 558/73. Ambas as linhagens apresentaram apenas uma resposta localizada a

regido do indculo, seca e com leve clorose ao redor.

I-2.4 - Hibridizacdo de DNA total de diferentes patovares de Xanthomonas e de
Pseudomonas com o fragmento EcoRI de 2.2 kb

DNA total das linhagens de X. campestris pv. vesicatoria 317, 479, 401, 411 e 484,
X. campestris pv. phaseoli 558; X. campestris pv. manihotis 289; X. campestris pv. glycines
333; X. campestris pv. campestris Call0; X. campestris pv. citri 223 e P. chicorii 1053,
foram digeridos com EcoRI e transferidos para membrana de nailon. O fragmento EcoRI de
2.2 kb do plasmidio pVM73 foi marcado ndo radioativamente com digoxigenina e usado
como sonda para hibridizar a membrana de nailon com o DNA das diferentes linhagens
bacterianas. O objetivo desta hibridizagdo foi detectar possivel homologia deste fragmento
em diferentes patovares de X - campestris e também em outro género relacionado
(Pseudomonas). Observou-se que todas as linhagens de X. campestris pv. vesicatoria
apresentaram homologia em Southern quando hibridizados com o fragmento EcoRI de 2.2
kb marcado e as bandas obtidas desta hibridizagdo apresentaram polimorfismo (figura 11).
No DNA da linhagem X. campestris pv. vesicatoria 317 foi observada uma banda de
hibridiza¢3o de 2.2 kb. Nas linhagens 479,401, 411 deste mesmo patovar foram observadas
uma banda de hibridizagdo de aproximadamente 9 kb e na linhagem X. campestris pv.
vesicatoria 484 observou-se uma banda maior que 12 kb. As linhagens de X. campestris pv.
glycines 333 e X campestris pv. citri 223 apresentaram apenas uma banda de
aproximadamente 9 kb. Na linhagem de X. campestris pv. campestris Cal10 foi observada
uma banda maior que 12 kb. X. campestris pv. phaseoli 558 apresentou duas bandas de
hibridizagdo, uma de aproximadamente 2.2 kb e outra de 12 kb, porém com baixa

homologia. A linhagem de X. campestris pv. manihotis 289 apresentou apenas uma banda de
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Figura 11 - (I) Eletroforese em gel de agarose 0.8% de DNA total digeridos com
EcoRI das linhagens de X. campestris pv. vesicatoria 317 (B), 479 (C), 401 (D), 411 (E),
484 (F), X. campestris pv. phaseoli 558 (G), X. campestris pv. manihotis 289 (H), X
campestris pv. glycines 333 (I), X. campestris pv. campestris Call10 (J), X. campestris pv.
citri 223 (K), de P. chicorii 1053 (L) e do fragmento EcoRI de 2.2 kb do plasmidio
pVM73 (A), (M) Marcador de peso molecular (ladder 1kb, Gibco BRL). (II) Hibridizagao

com o inserto FcoRI de 2.2 kb marcado com digoxigenina.
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aproximadamente 12 kb com baixa homologia. O DNA da linhagem de P. chicorii 1053 ndo

apresentou homologia com esta sonda.

I-2.5 - Delegiio unidirecional do pK73 e sequenciamento

O fragmento EcoRI de 2.2 kb, obtido pela digestdo do plasmidio pVM73 da
linhagem 289Nal’/73 com FEcoRlI, foi ligado ao vetor pBluescriptlIKS+ (Figura 2 ), digerido
com a mesma enzima. A nova construgdo foi denominada pK73 e foi usada para
eletrotransformar E. coli DH5a.. O plasmidio pK73 foi extraido e digerido com Apal e
Hindlll para posterior delegdo unidirecional com Exolll. Os produtos da delegdo
unidirecional do pK73 com a enzima Exolll foram recircularizados com DNA ligase e
utilizados para transformar a linhagem de E. coli DHSa. Foram isolados 14 clones que
compreenderam 100% do fragmento de 2.2 kb para serem sequenciados (Figura 12). O
resuitado do sequenciamento € apresentado na figura 13

O fragmento EcoRI apresentou 2212 pares de bases. Nele foram encontradas dois
possiveis quadros de leitura (“ORFs”) numa fita: uma entre os nucleotidios 399 e 1109
(ORF1) e o outro entre 1310 ¢ 1942 (ORF2) e um outro menor, na outra fita numa das
extremidades do fragmento, entre os nucleotidios 2197 e 1887 (ORF3).

Uma analise mais minuciosa destes possiveis quadros de leitura foi realizada na
tentativa de se identificar regides promotoras. Para a ORF1, foi localizada uma regido
possivel RBS (sequéncia de Shine-Dalgarno, denominada RBS1, sublinhada ), uma provavel
sequéncia -10 entre 373 e 383 e uma -35 entre 353 e 359. Para a ORF2 uma possivel regido

RBS (RBS2, sublinhada ) esta entre o nucleotidio 1300 e 1304. A provavel regido -10 esta
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entre 1290 e 1296 e a regido -35 entre 1271 e 1275. Uma vez que a ORF3 se encontra na

extremidade do fragmento n#o foi possivel detectar uma regido promotora.
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Figura 12 - Representagdo esquematica do plasmidio pVM73 contendo o inserto
EcoRI de 2.2 kb. As setas abaixo representam as regides sequenciadas e as letras acima
representam os sitios para enzimas de restri¢io que sdo: H) Hincll; E) EcoRI; B) BamHI e

S) Smal.
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51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

GAATTCGGTT
CTTAAGCCAA

GGGCCCAGCA
CCCGGGTCGT

GTAGCCCACC
CATCGGGTGG

TATCCTCGCA
ATAGGAGCGT

GAAAGTCCGT
CTTTCAGGCA

CCGCTGGGCA
GGCGACCCGT

CGTTCGTTGC
GCAAGCAACG

=35
AATCGACAGT
TTAGCTGTCA

GTGCAGGATC
CACGTCCTAG
GGGTGGATGG

CCCACCTACC

CTTTTCGAGA
GAAAAGCTCT

GCTGCGCTGG
CGACGCGACC

ACCGCAGCCG
TGGCGTCGGC

GCGCGTTGCG
CGCGCAACGC

CCGGGGGCGC
GGCCCCCGCG

GTTCCACCGG
CAAGGTGGCC

GGCGCTCGTC
CCGCGAGCAG

TTCCAGCCGA
AAGGTCGGCT

CCTGGTAGGC
GGACCATCCG

GCAGCGAGGC
CGTCGCTCCG

TCTCACACGA
AGAGTGTGCT

CTCAAGGGTG
GAGTTCCCAC

GGCACGTGCT
CCGTGCACGA

GGCAAAACTG
CCGTTTTGAC

AACAGACAGA’

TTGTCTGTCT

CTCATGCGCC
GAGTACGCGG

CCGGACCAGT
GGCCTGGTCA

AGCAGGCCAG
TCGTCCGGTC

CGGTTCATGT
GCCAAGTACA

CGCGCCTCAG
GCGCGGAGTC

TAGCATTCCA
ATCGTAAGGT

GCCGATGCAT
CGGCTACGTA

CCACCTGGTC
GGTGGACCAG

GGTGAGCAGG
CCACTCGTCC

CCTGCCGATC
GGACGGCTAG

GGATGTGGAG
CCTACACCTC

TCTCCTGATA
AGAGGACTAT

-10
GTTATATGGT

CAATATACCA
GCCGCAGGAA
CGGCGTCCTT
CAAGCCCAGA

GTTCGGGTCT

AGTGCATGAC
TCACGTACTG

GCTGGGCCGG
CGACCCGGCC

CCGGATCCTA
GGCCTAGGAT

TGATGACCGG
ACTACTGGCC

TGCAGTCCGG
ACGTCAGGCC

GAGCTTGTGT
CTCGAACACA

CGCGGCGCTC
GCGCCGCGAG

GTCCCACTGG
CAGGGTGACC

ATCGTCGGGG
TAGCAGCCCC

CGGCGATCTC
GCCGCTAGAG

GATGGTGGGG
CTACCACCCC

GGTGTTTTTG
CCACAAAAAC
AAACCGGTGT
TTTGGCCACA
CAAGGCAAAC
GTTCCGTTTG
CGGGATCTTG

GCCCTAGAAC

GGTGGTGGTG
CCACCACCAC

CCGAGGTGCC
GGCTCCACGG

GGACTAGTGG
CCTGATCACC

GTAGATCAGC
CATCTAGTCG

GCCGCATCCA
CGGCGTAGGT

CGAGAAGATC
GCTCTTCTAG

GGCGGGCGAT
CCGCCCGCTA

CTGATGGCGA
GACTACCGCT

ATCTGCCCTG
TAGACGGGAC

GTCCACAAAG
CAGGTGTTTC

TGGCCGGCGT
ACCGGCCGCA

TTGCACTGCC
AACGTGACGG

RBS1
CATTGGCAAT

GTAACCGTTA
CCTGTGGGAG
GGACACCCTC
TTTGCCGGAT

AAACGGCCTA

ATGGTGGGAG
TACCACCCTC

CGGCGCCGAT
GCCGCGGCTA

ATCGCCCGGT
TAGCGGGCCA

AGCGCAAAAT
TCGCGTTTTA

CCTTGGGGTA
GGAACCCCAT

Figura 13 - Sequenciamento do fragmento EcoRI de 2.2 kb do plasmidio pVM73.

Os sitios de iniciagdo de transcricio (ATG) de quadros de leituras sdo apresentados em

negrito. Possiveis regides de Shine- Dalgarno (RBS), regides -10 e -35 apresentam-se

sublinhadas e os sitios de terminagdo de transcrigio aparecem em negrito com asteriscos

acima.
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751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

GACCTGCGCG
CTGGACGCGC

GAACCCCATA
CTTGGGGTAT

GCGCGGATCA
CGCGCCTAGT

GGCATCACCC
CCGTAGTGGG

GAACGGCGCC
CTTGCCGCGG

TCCCGGCCAA
AGGGCCGGTT

TCGATGGGGT
AGCTACCCCA
dk ok
CGTCCGTAGG
GCAGGCATCC

CGGATTTTTG
GCCTAAAAAC

TTGCATGCTG
AACGTACGAC

ATTGATGATG
TAACTACTAC

RBS2
GTCATCGACA

CAGTAGCTGT

TGCTGGCCCA
ACGACCGGGT

ACTCGATGTG
TGAGCTACAC

CGCAGCGGCA
GCGTCGCCGT

ATCGCGCATA
TAGCGCGTAT

CCAGGACGTG
GGTCCTGCAC

CGACGTCCTG
GCTGCAGGAC

GCGTACGGGT
CGCATGCCCA

CCCCGACCCG
GGGGCTGGGC

GCCGACGCGA
CGGCTGCGCT
TGTTCGTGCT

ACAAGCACGA

CGACGTGCCG
GCTGCACGGC

TGCTGCCAGT
ACGACGGTCA

TCTTCGGCCG
AGAAGCCGGC

TCTACCCCAA
AGATGGGGTT
TGTGTGATTG
ACACACTAAC

TCGGAGAGTC

AGCCTCTCAG

ATTGAGTTTT
TAACTCAARA

TGGACAGCGC
ACCTGTCGCG

GCAGTCCAGC
CGTCAGGTCG

GATGCACGCA
CTACGTGCGT

GCGCCAGACC
CGCGGACTGG

TCACCAAGGC
AGTGGTTCCG

GCCGATGACA
CGGCTACTGT

TCCTGGTCGC
AGGACCAGCG

GGCCAGGCTG
CCGGTCCGAC

CTGGCGGGTA
GACCGCCCAT

CGACTGGTCG
GCTGACCAGC
GCGCTACCGC

CGCGATGGCG

CTGGCCGATG
GACCGGCTAC

TACGGCATCG
ATGCCGTAGC

GGTGATCGTG
CCACTAGCAC

GGTGGATTGC
CCACCTAACG
TCGGTATGAA
AGCCATACTT

AGCGATTGGA

‘TCGCTAACCT

-35
GGATGAGATA

CCTACTCTAT

CAACGCGAGC
GTTGCGCTCG

CGCTGCGCAG
GCGACGCGTC

CCcceraeece
GGGGGACGGG

GTGGCCGTGG
CACCGGCACC

ACAGCGCCGG
TGTCGCGGCC

GCCGGTCCAC
CGGCCAGGTG

GGCCTGCTCG
CCGGACGAGC

GCGGCGACAT
CGCCGCTGTA

TGCCGTAACT
ACGGCATTGA

CCAGCTTCGT
GGTCGAAGCA

CTGCCCGGCG
GACGGGCCGC

CACAGCGTCG
GTGTCGCAGC

ACCCGCAGCA
TGGGCGTCGT

AGCCTTGGCA
TCGGAACCGT

GGCCGATGAT
CCGGCTACTA

TGGAATGGCA
ACCTTACCGA

GTGGTGGTAT
CACCACCATA

AGCCGCTGCT
TCGGCGACGA

CGGGCCTCCG
GCCCGGAGGC

GTGCGTGTGT
CACGCACACA

AGCTTTCTCT
TCGAAAGAGA

CGCAGCCTGG
GCGTCGGACC

CAGCTGCATC
GTCGACGTAG

GCCCGACGTC
CGGGCTGCAG

CACATGCCGC
GTGTACGGCG

GGGGGCGACG
CCCCCGLCTGC

GGACGACTTG
CCTGCTGAAC

CGACCAGGCC
GCTGGTCCGG

AAGGCCACCC
TTCCGGTGGG

CTGCGGCTGA
GACGCCGACT

GCGGTGCGCG
CGCCACGCGC

CCCGCTAGTC
GGGCGATCAG

GAGGCCGTTG
CTCCGGCAAC

ATGAGCCGGG
TACTCGGCCC

TTGATGAATG
AACTACTTAC

-10
GATCTACCCG
CTAGATGGGC

CGCGCAGCCC
GCGCGTCGGG

ATTCGCCCGA
TAAGCGGGCT

GCGATCCGAC
CGCTAGGCTG

CGCAGGCTGG
GCGTCCGACC

GGGACCGGCG
CCCTGGCCGC

CGTCCGCCGC
GCAGGCGGCG

CGCAGCGCTC
GCGTCGCGAG

Figura 13 - Sequenciamento do fragmento EcoRI de 2.2 kb do plasmidio pVM73

(continuagio)

84



1651

1701

1751

1801

1851

19801

1951

2001

2051

2101

2151

2201

CCCGGCTTTC
GGGCCGAAAG

CGCCTGCTAG
GCGGACGATC

TCTGCGTGTT
AGACGCACAA

GGGTAACGTC
CCCATTGCAG

CCGTTTTCGC
GGCAAAAGCG

AACTGGCCCA
TTGACCGGGT

GGTAGGCTCG
CCATCCGAGC

GACGCCTCGG
CTGCGGAGCC

CGCGGTAGGG
GCGCCATCCC

TGTCCTGCGA
ACAGGACGCT

GGGCAGCTGG
CCCGTCGACC

CGGGCGGAAT
GCCCGCCTTA

TGGCGCGCCG
ACCGCGLGGC

GCCGACGCCC
CGGCTGCGGG

CAAGGGCATC
GTTCCCGTAG

ACGGACCTAA
TGCCTGGATT

CGTAGCGGTC
GCATCGCCAG

CTAATTCCAG
GATTAAGGTC

TCAAGCTGTG
AGTTCGACAC

CCACCACATC
GGTGGTGTAG

TCGGACCTTC
AGCCTGGAAG

CGAGCTGGCG
GCTCGACCGC -

ACCTGAATCC
TGGACTTAGG

TC
AG

CATCCCCGCC
GTAGGGGCGG

TGTGGCGCCG
ACACCGCGGC

CCGTACCGTA
GGCATGGCAT

GTCCAGCTCG
CAGGTCGAGC

GAGCAGCGTC
CTCGTCGCAG

GCAGCCAACT
CGTCGGTTGA

CGCGCGTCGT
GCGCGCAGCA

GGCGGCACTA
CCGCCGTGAT

GAATCACCCG
CTTAGTGGGC

ATGCCGCTTT
TACGGCGAAA

AGGCAACTGC
TCCGTTGACG

GCCACCACGC
CGGTGGTGCG

CGGTTATCGC
GCCAATAGCG

CCGCGGCGCA
GGCGCCGCGT

ACGGGCTGTT
TGCCCGACAA

CTGTTCCATG
GACAAGGTAC

*
CGGCATAACT
GCCGTATTGA

* kA

CGGTCAGTCA
GCCAGTCAGT

TATCTTGTCC
ATAGAACAGG

GTCACCTTTT
CAGTGGAAAA

TGCCGACTCC
ACGGCTGAGG

AATGGGTGCG
TTACCCACGC

GAGGCCAGCG
CTCCGGTCGC

GACCAGGGCA
CTGGTCCCGT

ACGACCGCCT
TGCTGGCGGA

ACGGCCTCAG
TGCCGGAGTC

GCCGTTTTCA
CGGCAARAAGT
* Kk

GACTGGTGGT
CTGACCACCA

TGTGCCCAGC
ACACGGGTCG

TAGCTTGCAA
ATCGAACGTT

GCCGGTACCT
CGGCCATGGA

GGCAATTGTC
CCGTTAACAG

CCAGCATACG
GGTCGTATGC

Figura 13 - Sequenciamento do fragmento EcoRI de 2.2 kb do plasmidio pVM73

(continuagao)
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Os resultados da comparagdo destas ORFs 1 e 2 com sequéncias de nucleotidios dos
bancos GenBank ¢ EMBL apresentaram homologia com outras sequéncias ja descritas. A
ORF1 apresentou homologia (com 53.2% de identidade e uma sobreposigdo de 327 bases)
com o gene xpsE de X. campestris pv. campestris. Esta homologia foi verificada entre os
nucleotidios 675 e 1083. O gene xpsE faz parte de um “cluster” de genes envolvidos na
secre¢do de proteinas envolvidas com a patogenicidade desta bactéria (Dums ez al., 1991).
Esta mesma ORF apresentou-se homologa (53.1% de identidade e uma sobreposi¢io de 578
bases) também com o gene pefE de X. campestris pv. campestris. A homologia foi detectada
entre os nucleotidios 560 e 1190. O gene pefE faz parte do “cluster” pef também
relacionado com a secregio de proteinas.

A ORF2 apresentou homologia com genes de bactérias patogénicas pertencentes as
espécies Bordetella parapertussis e B. bronchisseptica. A homologia desta ORF com o gene
bvgS de B. parapertussis foi de 55% de identidade com uma sobreposi¢do de 472 bases e
foi encontrada entre os nucleotidios 1330 ¢ 1840. Com a outra espécie, B. bronchisseptica,
a homologia com o gene bvgS foi de 56.6% de identidade e sobreposigdo de 384 bases entre
os nucleotidios 1412 e 1870. As proteinas codificadas por estes genes bvgS sdo descritas
como proteinas sensoras envolvidas na regulagio da transcricio de fatores de viruléncia.

Naio foi encontrada homologia da ORF3 com nenhuma sequéncia descrita.

I-2.6 - Perfil de proteinas totais

A analise de proteinas totais, verificadas pela técnica de SDS-PAGE ndo apresentou
diferengas no perfil de proteinas totais das linhagens 289, 289Nal’, 289Nal’/pUFR027 e
289Nal'/73 (Figura 14). Também ndo foi encontrada nenhuma banda exclusiva da linhagem
317 no clone 289Nal’/73 (clone obtido do cruzamento da linhagem 289Nal’ com banco

genomico da linhagem 317).
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Figura 14 - Eletroforese de proteinas totais de X. campestris. (A) marcador de peso
molecular; (B) X. campestris pv. vesicatoria 317, (C) 289Nal’/73,(D) X. campestris pv.
manihotis 289, (E) 289Nal/pUFR027.
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I-3-DISCUSSAO

O clone 289Nal’/73 apresentou compatibilidade com um novo hospedeiro (tomate)
sugerindo que determinantes de especificidade do tipo Asv para tomate podem ter sido
clonados. Para se excluir a possibilidade de que os outros genes de patogenicidade
estivessem envolvidos, foram realizados testes em diferentes hospedeiros. Em todos os
testes usou-se como controle negativo a linhagem 289Nalf com o vetor pUFR027 para se
excluir qualquer efeito que este vetor pudesse apresentar nos diferentes hospedeiros. Sabe-
se que a introdugdo de plasmidios de determinados grupos de incompatibilidade numa
bactéria fitopatogénica pode alterar suas caracteristicas de patogenicidade (Moulton et al.,
1993). Estes autores observaram que em P. syringae pv. pisi a introdugdo de determinados
replicons pode levar a um rearranjo de plasmidios € como consequéncia uma aviruléncia da
bactéria.

Os genes de patogenicidade de Xanthomonas séo classificados, de forma geral, em
quatro grupos: avr ("avirulence"), Arp (“hypersensitive response and pathogenicity"), dsp
("disease specific") e Asv ("host specific virulence").

Genes avr (de aviruléncia) sdo genes que restringem o niumero de hospedeiros do
patogeno de acordo com a presenga de genes presentes nos hospedeiros (Ronald &
Staskawicz, 1988). Excluiu-se a possibilidade de envolvimento de genes avr, pois a
interagido observada no presente trabalho foi de ampliagdo da gama de hospedeiros de um
patogeno e nio restrigdo.

Quanto aos genes dsp, especificos de doenga, sdo genes exclusivamente relacionados
com a resposta de patogenicidade no hospedeiro e nio tém relagdo com a indugdo de
hipersensibilidade em ndo hospedeiros ou reconhecimento de hospedeiro. Apenas um gene
dsp foi descrito em Xanthomonas (Seal et al., 1990). Se tais genes estivessem envolvidos
com a resposta de patogenicidade apresentadas pela linhagem 289Nal/73 em tomate (ndo
hospedeiro da linhagem 289Nal’) poderiamos supor a ocorréncia de superexpressdo destes

genes. Nesse caso, seria esperado que a introdug@o desses genes em linhagens selvagens de
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Xanthomonas, acentuaria a viruléncia para seus hospedeiros naturais. No entanto isto nio
foi observado quando linhagens de X. campestris pv. manihotis 289Nal’ e X. campestris pv.
phaseoli 558 foram eletrotransformadas com o plasmidio pVM73 e testadas em seus
respectivos hospedeiros. A partir destes testes descartou-se a hipdtese de que genes
especificos de doencga estivessem envolvidos € que uma superexpressio de genes de
patogenicidade pudesse ser a causa dos sintomas de patogenicidade observados em tomate
quando inoculados com a linhagem 289Nal’/73.

Um outro grupo de genes, hrp, é responsavel pela indugdo da resposta de
hipersensibilidade em plantas ndo hospedeiras e de patogenicidade em hospedeiras sensiveis
(Willis et al., 1991). Sdo os genes de patogenicidade mais descritos em Xanthomonas. O
clone 289Nal'/73 foi testado em tabaco com o objetivo de verificar um possivel
envolvimento de gene Arp. Se tais genes estivessem presentes no plasmidio pVM73, a
linhagem 289Nal’/73 apresentaria uma resposta diferente, ao menos a nivel de intensidade,
da linhagem controle 289Nai/pUFR027. Como ndo foi observada nenhuma diferenga de
resposta entre estas linhagens neste hospedeiro, descartou-se a hipotese de se estar
trabathando com genes Arp.

A partir dos resultados obtidos com os testes de patogenicidade conclui-se que foi
clonado um fragmento de DNA envolvido com o reconhecimento de hospedeiros, do tipo
hsv .

A hibridizagdo de DNA total de diferentes patovares usando-se o inserto EcoRI
como sonda, revelou homologia com varios patovares. A homologia foi maior com DNA de
linhagens do mesmo patovar (vesicatoria) e com alguns patovares distintos (patovar
glycines, citri e campestris). Esta homologia pode indicar sequéncias com mesma fungio
(reconhecimento de hospedeiros) nestas linhagens.. Resultados mostrando genes com grande
homologia, proxima de 100%, que apresentavam papéis biologicos semelhantes, mas com

especificidades distintas foram apresentado por Canteros ef al. (1991) e Bonas ef al. (1989).
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As diferencgas encontradas por estes autores entre dois genes de aviruléncia de X. campestris
pv. vesicatoria eram de apenas alguns nucleotidios em sequéncias repetidas destes genes.

O plasmidio pVM73 apresentou comportamento semelhante nas linhagens X
campestris pv. glycines 333Sp e X. campestris pv. citri 223 que passaram a induzir sintomas
atipicos em tomate apés a introdugdo deste plasmidio. Essas duas linhagens apresentaram
um perfil de hibridizagdo semelhante ao do patovar vesicatoria (Figura 11). Nestas
linhagens, as bandas de hibridiza¢do observadas devem representar sequéncias relacionadas
com o reconhecimento de hospedeiros. Porém, as linhagens X. campestris pv. phaseoli 558 e
X. campestris pv. manihotis 289 apresentaram baixa homologia com o inserto EcoRI de 2.2
kb. Destas duas, X. campestris pv. manihotis, compativel com mandioca, foi a Gnica que
mostrou alteragdo no reconhecimento do novo hospedeiro, tomate, quando transformada
com o plasmidio pVM73. A segunda linhagem que apresentou baixa homologia, X.
campestris pv. phaseoli 558, ndo apresentou alteragdes de sintomas em tomate. Os dois
resultados discrepantes podem ser tentativamente atribuidos a diferenga na estrutura e/ou
organizagio dos genes desde que X. campestris pv. phaseoli 558 apresentou duas bandas de
homologia indicando que ela difere de X. campestris pv. manihotis 289. Ja a linhagem de
Pseudomonas, pertencente a um outro género de bactéria, que reconhece como hospedeiro
gérbera, ndo apresentou nenhuma homologia e deve apresentar um mecanismo
completamente distinto de reconhecimento de hospedeiro. Seria interessante pesquisar se
linhagens de P. solanacearum e P. syringae que tém como hospedeiro o tomate, possuem
mecanismo semelhante ao de Xanthomonas. Seria também elucidativo clonar os fragmentos
de DNAs homologos ao inserto EcoRI de 2.2 kb de outros patovares, testar seus papéis
biologicos e verificar as diferengas na sequéncia de DNA. Essas diferengas, se detectadas,
poderiam informar como € determinada a especificidade de hospedeiro.

A analise de sequéncia de DNA mostrou que ha dois quadros de leitura provaveis
que poderiam corresponder ao gene Asv. O quadro de leitura denominado ORF1 apresenta

homologia com genes envolvidos na secre¢éio de fatores relacionados com patogenicidade
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em X. campestris (Dums et al., 1991). Os genes de secre¢do geralmente fazem parte de
complexos membranares envolvidos na secregio de produtos protéicos. O quadro de leitura
denominado ORF2 apresenta homologia com regulador de transcrigdo de fatores de
viruléncia de B. parapertussis e B. bronchisseptica (Arico et al., 1991). Da comparagio de
sequéncia de DNA do fragmento EcoRI de 2.2 kb com banco de dados pode-se supor que o
gene hsv apresente alguma fungfo relacionada com o sistema de secregdo. Possivelmente o
produto deste gene necessita ser exportado, ou age a nivel de membrana como uma proteina
“sensora” ou ainda como uma proteina de fun¢do estrutural facilitando a secre¢do. Qutra
possibilidade € que o gene hsv apresente alguma fun¢io relacionada com regulagéo da
expressdo de genes envolvidos na patogenicidade.

Admitindo-se que sistemas de secregio estejam envolvidos, decidiu-se conduzir
experimentos para testar a produgdio de enzimas extracelulares e produgdo de goma pela
linhagem 289Nal’/73 que contém este plasmidio (dados ndo mostrados). Nao foram
encontradas diferencas na produgdo de pectinase, celulase e protease entre a linhagem
289Nal’ ¢ 289Nal/73(com o plasmidio pVM73). Estas duas linhagens também ndo
produzem amilase. Quanto a producdio de goma xantana, ambas as linhagens, 289Nal’ e
289Nal'/73 apresentaram o mesmo nivel de produgdo. Tais resultados mostraram que os
genes clonados n3o estdo envolvidos com a secre¢do de enzimas extra-celulares nem com a
produgéo de goma xantana.

Willis ef al. (1991) observaram que determinados genes de patogenicidade podem
estar reprimidos em meio de cultura. A semelhanca no perfil de proteinas das linhagens
289Nal" e 289Nal/73 de X. c. pv. manihotis pode significar que o gene Asv pode estar
reprimido devido ao meio de cultura utilizado, ou que a quantidade de proteina é muito
pequena e ndo observavel num gel de proteinas. Uma outra possibilidade é que a proteina
diferencial produzida pela linhagem recombinante 289Nal’/73 apresente tamanho proximo ao
de outras proteinas que ambas as linhagens produzem e que aparega no gel como uma banda

unica. Experimentos poderiam ser conduzidos onde as condiges de cultivo da bactéria
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fossem diferentes na tentativa de analisar a repressdo do gene (Xiao et al., 1992 e Schulte &
Bonas, 1992). Técnicas mais sensiveis para detectar o produto do gene, como por exemplo,
Western blot (imunobloting) de proteinas (Voloudakis e al, 1993) ou eletroforese

bidimensional (De Mot & Vanderleyden, 1989) também poderiam ser utilizadas.
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Parte 2

Isolamento e caracterizacio de mutantes nio patogénicos de X. campestris

pv. vesicatoria utilizando-se o transposon Tn5
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REVISAO DE LITERATURA

Os mecanismos basicos envolvidos na fitopatogenicidade de microrganismos estdo
comegando a ser desvendados. Inumeros genes vém sendo descritos e suposi¢des estdo
sendo feitas a respeito de suas fungdes (ver revisdo de genes de patogenicidade, item 1.2.1).
Um ponto em comum na maioria dos estudos da interagdo planta-microrganismo patogeno,
do ponto de vista do patogeno, € a obtengdo de mutantes ndo patogénicos. S@o
reconhecidos como mutantes nio patogénicos aqueles que apresentam crescimento normal
fora do tecido da planta (prototroficos), mas que de alguma maneira tém sua interagdo com
a planta hospedeira prejudicada (Daniels ef al., 1987). Por apresentar diferencas em relagio
a linhagem selvagem que os tornam nfio patogénicos, supdem-se que tais fatores alterados
estejam envolvidas na complexa resposta de patogenicidade. Sdo exemplos de fatores
envolvidos na patogenicidade as toxinas de P. phaseolicola (Patil et al., 1974) e enzimas
pectoliticas de E. chrysanthemi (Chatterjee & Starr, 1977). Mutantes defectivos para estes
fatores apresentam alteragdo na sua viruléncia, deixando evidente seus papéis na

patogenicidade (Daniels et al., 1984a).
No estudo genético da intera¢do de bactérias fitopatogénicas com seus hospedeiros

algumas etapas sdo fundamentais: a obtencdo de mutantes ndo patogénicos, a selec@o destes
mutantes e suas caracteriza¢Ges seguidas de complementagdo das caracteristicas defectivas.
O processo de obtengdo de mutantes tém sido realizado principalmente através de
insergdes aleatorias de elementos transponiveis. No entanto este ndo € o unico processo,
também s3o utilizados, em menor escala, muta¢gdes quimicas (agentes intercalantes) e fisicas
(radiagOes). Dentre os elementos transponiveis o mais comumente utilizado € o transposon
Tn5 ( Bruijn & Lupski, 1984). A introdugdo deste elemento de transposi¢do na célula

bacteriana geralmente é realizada através de conjugagdo onde o transposon, presente num
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plasmidio conjugativo passa para a célula receptora e se transpde aleatoriamente para o

DNA do novo hospedeiro causando-lhe inativagio insercional de determinados genes.

Obtidos os mutantes, a proxima etapa € o processo de selegio dos ndo patogénicos.
Este processo tem que ser capaz de diferenciar mutantes que apresentem deficiéncia em
algum fator envolvido na patogenicidade e a0 mesmo tempo ser viavel para testar um grande

niamero de mutantes (Daniels ez al., 1984a).

Varios testes de patogenicidade ja foram descritos e alguns preenchem os requisitos
de uma selecdo de mutantes ndo patogénicos dentre um grande nimero de recombinantes.
Daniels et al. (1984a) descreveram o teste em plantulas (ver descricio dos testes de
patogenicidade no item I-1.4) que € rapido, apresenta resultados satisfatorios e permite que
um grande nimero de mutantes sejam testados. Qutro teste adequado para um processo de
selecdo dentre um grande nﬁmero'- de recombinantes € o teste de hipocotilos descritos por
Marques & Rosato (1995). Nestes dois testes a avaliagdo pode ser realizada apés um curto
espago de tempo (em torno de trés dias). Qutros testes de patogenicidade ja foram descritos,
tais como testes em sementes e infiltragdo em folhas, no entanto sdo testes mais laboriosos e
que demandam tempo e custo maior, tornando-se impraticaveis quando se tem um nimero
grande de mutantes a serem testados. Estes testes, embora mais trabalhosos, apresentam
resultados bastante confidveis e grande sensibilidade, permitindo diferenciar mesmo
resultados mais sutis, 0 que os tornam adequados para uma melhor caracterizagdo dos

mutantes ndo patogénicos previamente selecionados.
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Além dos testes de patogenicidade, outros sdo realizados para caracterizar mutantes
ndo patogénicos. Estes outros testes incluem testes de prototrofia, produgdo de enzimas
extracelulares e curvas de crescimento (Daniels e al., 1987 e Daniels et al., 1984a).

Através da caracterizagdo destes mutantes pode-se classifica-los de acordo com as
classes de mutantes ndo patogénicos descritas: mutantes ndo produtores de enzimas extra-
celulares (Tang et al., 1987), ndo produtores de toxinas (Patil ez al., 1974) e mutantes para
determinada classe de genes de patogenicidade (descritos no item 1.2.1).

O presente trabalho teve como objetivo a ontengdio de mutantes ndo patogénicos
através da muta¢do de uma linhagem de X. campestris pv. vesicatoria, patogénica para
tomate e pimentdo, utilizando-se o transposon TnS, caracterizagdo destes mutantes através
de testes de patogenicidade e tentativa de complementa¢do através de cruzamento dos

mutantes com banco de DNA da linhagem selvagem.
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II - 1.1 - Linhagens bacterianas e plasmidios

I-1-MATERIAL E METODOS

As linhagens de X. campestris, E. coli e plasmidios utilizados estdo relacionadas na

tabela I.

Tabela I - Linhagens bacterianas e plasmidios

Linhagem/plasmidio

Caracteristicas

Fonte ou referéncia

X.campestris

pV. vesicatoria

479

479Nalf

Mut2

Mut7¢9

Mut5, 6,8,

Mut3, 4, 10 e 11

479Nalsp

Patogeno de tomate e
pimentdo
Tipo selvagem

479, resistente ao acido nalidixico

479Nal":Tn5; ndo compativel
com tomate e pimentdo.
Auxotrofico, de coloragdo branca
em meio NYGA

479Nal’::Tn5, ndo compativeis
em tomate € compativeis em
pimentdo

479Nal::Tn5, ndo compativeis
com tomate e pimentdo
479Nal::Tn5, ndo compativeis
com tomate e pimentdo ¢ ndo
produtores de pectinase

Mutante espontineo da linhagem
479Nal’ ndo compativel com

tomate e pimentio

SBF-IB, Campinas,S.P.
Laboratorio de Genética de
bactérias-CBMEG-Unicamp
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

SBF-IB - Segdo de Bacteriologia Fitopatologica, Instituto Biologico

97



Tabela I - Linhagens bacterianas e plasmidios (continuagdo)

Linhagem/plasmidio

Caracteristicas

Fonte ou referéncia

pV. campestris
Call0.42

pv. manihotis
289

Escherichia coli

WR6016

pRK2073

pUFRO043

Patogeno de cruciferas
Mutante por insergio do
transposon Tn5 ndo produtor de
pectinase, celulase, protease ¢
amilase

Patégeno de mandioca

Tipo selvagem

Lac, recA, F’lac::Tn5, Km' (gene

de resisténcia a canamicina)
trat, mob™’, resistente a
espectinomicina

Cosmidio de 10.3Kb, IncW, Gm?,

Kmf, mob™, lacZa™, mob™

Destefano & Rosato, 1991

SBF-IB, Campinas,S.P.

Sansonetti et.al., 1982

Leong et.al., 1982

De Feyter & Gabriel, 1991
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I1-1.2 - Cultivares de plantas
Os cultivares de planta utilizados estdo relacionados na tabela II.

Tabela II - Cultivares de plantas utilizadas nos testes de patogenicidade

Planta Cultivar Procedéncia

Tomate Angela Gigante I - 5100 Asgrow

(Lycopersicum esculentum)

Pimentdo Casca dura lkeda Agroflora

(Capsicum annum)

Tabaco Petit Havana SR1 Maligna et.al., 1973

(Nicotiana tabacum)

1I-1.3 - Meios de cultura e antibiodticos

Os meios de cultura e germinagio de sementes foram os mesmos descritos no item I-

1.3.

II-1.4 - Mutagénese de Xanthomonas com transposon Tn3

A mutagénese com o transposon TnS foi realizada através da conjugacdo da
linhagem de X. campestris pv. vesicatoria 479Nal’ (receptora) com linhagem E. coli
WR6016 (doadora) contendo o transposon Tn5 inserido num plasmidio F’lac conjugativo
(Sansonetti ef al., 1982) que ndo se replica em Xanthomonas.

Para a conjugacdo, as linhagens receptora e doadora foram crescidas em meios
liquidos apropriados com os respectivos antibidticos durante 15 horas sob agitagdo e

temperaturas adequadas. Foi centrifugada por trés minutos a 12000 rpm 1,5 ml de cultura da
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linhagem doadora. O sobrenadante foi descartado e as células suspendidas em solugdo de
NaCl 0.9 % e novamente centrifugadas nas mesmas condig¢Ges. Descartou-se o sobrenadante
e por fim as células foram suspendidas em 50 ul de solu¢do de NaCl 0.9 %. O mesmo
procedimento foi realizado com a cultura de células receptora. Estas lavagens das células
com solugio de NaCl 0.9 % foram efetuadas para retirar os antibioticos que estavam no
meio de cultura de cada célula. Em seguida as células doadora e receptora foram colocadas
num mesmo tubo e os 100 pl finais foram gotejados numa placa de meio NYGA sem
antibidtico. Apos 24 horas a 28°C foi retirada uma amostra da gota de conjugagdo, diluida
em solugdo de NaCl 0.9 % e plaqueada em meio NYGA com o antibitico para o qual a
linhagem receptora era resistente e canamicina, sendo que a resisténcia a este ultimo é

conferida pelo transposon Tn5.

II-1. § - Sele¢fio e caracterizacio de mutantes ndo patogénicos

A selegdo de recombinantes ndo patogénicos foi efetuada através de testes de
patogenicidade em plantulas de tomate utilizando-se como controle positivo a linhagem
seivagem e como controle negativo uma linhagem de X. campestris pv. manihotis, nio
compativel com tomate. O teste € descrito no item I-1.4.3. A resposta foi avaliada nos 5 dias
posteriores. Os mutantes que ndo apresentaram sintomas de patogenicidade foram
selecionados para testes posteriores.

Além de testes em plantulas de tomate usados para a selegdo inicial dos mutantes,
foram também empregados outros testes para uma melhor caracterizagdo dos mutantes
selecionados. Empregou-se testes em sementes e infiltragio em folhas de plantas adultas de
tomate e pimentdo (testes descritos no item 1-2.1.2). No teste de infiltragdo em folha de
tomate foi realizada a contagem do numero de células. Para realizar esta contagem, bactérias
crescidas em meio liquido foram centrifugadas e suspendidas em solugdo de NaCl 0.9 %. A
absorbancia da solugdo, medida a 600nm, foi ajustada para 0.5 através da adi¢do de solugdo

de NaCl 0.9%.. Todo o tecido foliar foi infiltrado com esta suspensdo bacteriana. A partir da
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hora do indculo foram retiradas amostras do tecido foliar num intervalo de 24 horas. As
plantas foram mantidas sob condigdes de fotoperiodo (8 horas de luz) e temperatura (30°C)
controlados. As amostras eram compostas de trés discos foliares de 3 mm de didmetro cada.
Estes discos foram retirados aleatoriamente, macerados em 1ml de solugdo de NaCl 0.9 %,
diluidos e plaqueados para a contagem do nimero de bactérias.

Também foi realizado o teste de hipersensibilidade em folhas de tabaco (testes

descritos no item 1-2.1.2).

I1-1.5.1 - Producio de enzimas extracelulares

Meios especiais foram utilizados para detectar a produ¢do de enzimas
extracelulares (protease, celulase, amilase e pectinase). Esses meios especiais sdo descritos
abaixo. Como controles foram utilizadas as linhagens 479Nal’ e Cal10.42, positiva e
negativa, respectivamente, para a producgio destas enzimas:

Meio para detecciio de atividade proteolitica

O meio para adetectar atividade proteolitica foi preparado de acordo com
Tang et al. (1987).

Meio NYGA contendo 0.2% de leite em p6é desnatado comercial (Molico).
As linhagens a serem testadas foram repicadas “por ponto™ neste meio e deixadas a 28°C por
48 horas. A resposta positiva foi caracterizada por halos claros ao redor da colonia e
negativa pela auséncia de halos.

Meio para deteccio de atividade amilolitica

Meio NYGA contendo 0.2% de amido soluvel. O pH foi ajustado para 6.0. A
revelagdo foi feita com vapor de iodo. Foram consideradas positivas as colOnias que
apresentavam halos claros ao redor da colonia e negativas as colonias que ndo apresentaram

halos.
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Meio para detecciio de atividade celulolitica

O meio para testar atividade celulolitica foi adaptado de Boccara ef al.

(1988).
Na2HPO04.7H,0
KH,PO,
NaCl
NH,C1
Glicose 20%
Glicerol
Carboximetilcelulose
Extrato de levedura
Agar

Agua q.s.p. 1000 ml

O pH do meio foi ajustado para 7.0.

128 g
30g
05¢g
10g
20.0 mi
5.0 ml
50g
10g
150¢g

As linhagens testadas foram repicadas “por ponto”, deixadas por 48 horas a 28°C e a

revelagdo foi realizada com solug¢io Vermelho-Congo 0.1 %. Foram consideradas como

positivas as linhagens que apresentaram halos em torno da colOnia. As negativas nio

apresentaram halos.

Meio para detecciio de atividade pectinolitica

Este meio foi adaptado de Boccara ef al. (1988)

Na2HPO4.7H,0

KH,PO,

NaCl

NH,Cl1

Glicose 20%

Glicerol

Pectina citrica

Extrato de levedura

Agar

Agua q.s.p. 1000 ml
O pH do meio foi ajustado para 7.0.

128 ¢
30g
05g
10g
20.0 mi
5.0ml
50g
10g
150¢g
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A revelagdo foi feita apos 48 horas de crescimento das coldnias neste meio a 28°C,
com brometo de amonio hexadeciltrimetil 1 %. Caracterizou-se como resposta positiva

halos em torno da colnia e como negativa a auséncia de halos.

1I-1.5.2 - Crescimento em meio minimo (teste de prototrofia)
Para se testar possivel auxotrofia as linhagens bacterianas foram crescidas em
meio minimo MPI (Sow & Demain, 1979) e deixados durante 72 horas a 28°C. O meio MPI

¢ descrito abaixo

Meio MPI
Sacarose 200g
KH,PO, 50g
MgS0,.7H,0 02g
(NH,),S0, 20g
Acido citrico 20g
H;BO; 0.006 g
Zn0O, ’ 0.006 g
FeCl;.6H,0 0.0024 g
CaCO; 002g
Hcl 0.13 ml

Agua q.s.p. 1000 ml.

O pH do meio foi ajustado para 7.0 com NaOH.

I1-1.5.3 -Curva de crescimento

O crescimento das linhagens em meto completo foi avaliado através da leitura de
absorbancia a 600 nm. As bactérias cresceram 12 horas em 5 ml de meio NYGB (pré-
inoculo) sob agitacdo de 250 rpm a 28°C. Aliquotas do pré-inoculo foram entfio transferidas
para Erlenmeyers com 50 ml de meio NYGB de forma que a absorbéncia da solugdo fosse
igual a 0.05. A partir destes inoculos foram retiradas amostras para avaliar o crescimento

destas linhagens neste meio. Os frascos com o meio de cultura foram mantidos a 28°C sob
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mesma agitagio durante todo o experimento. A cada 3 horas retiraram-se duas aliquotas de
1ml a partir do indculo inicial para medir a absorbancia da solugdo, perfazendo um total de
33 horas. A média dessas medidas foi usada para tragar a curva de crescimento das linhagens

até que atingissem a fase estacionaria.

II-1.6 - Perfil plasmidial da linhagem selvagem e dos mutantes

As linhagens mutantes e selvagem foram submetidas a extragdo de plasmidios
segundo o método de lise alcalina modificado de Birboin & Doly (1979) descrito por
Mantatis et al. (1982). Os plasmidios obtidos foram digeridos com diferentes enzimas de
restrigdo para comparar o perfil plasmidial dessas linhagens. As enzimas utilizadas foram

Accl, BamHI, EcoRl, Hincll, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sacl, Smal, Xbal e Xhol.

II-1.7 - Construciio de banco de DNA plasmidial

Os plasmidios da linhagem X. campestris pv. vesicatoria 479Nal’ foram digeridos
com EcoRIde acordo com as instru¢es do fabricante (BioLabs, Gibco BRL e Pharmacia).
A analise dos produtos das digestdes foram feitas por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

O vetor (Figura 15 ) digerido com EcoRI foi defosforilado com CIP (New England)
por uma hora a 379C. A CIP foi inativada com a adi¢8o de 5 mM de EDTA e aquecimento a
759C por 10 minutos. ApoOs a inativagdo o DNA foi purificado com mesmo volume de
fenol:cloroformio (1 volume: 1 volume). Ao vetor foram ligados os fragmentos obtidos da
digestdo do DNA plasmidial da linhagem selvagem digeridos com EcoRI. A reagdo de
ligacdo foi efetuada durante a noite (aproximadamente 16 horas) a 14°C. Foram utilizados
30 ng de vetor, 100 ng de inserto e 0.5 unidade de ligase, num volume final de 10 pi. O
produto da ligagdo foi utilizado para eletrotransformar células de E. coli DH5a. As
condigdes de eletroporagdo utilizadas foram iguais as descritas pelo fabricante (Bio-Rad).

As células transformadas foram selecionadas em placas com meio LB contendo os
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pUFR043

10.3 kb

Figura 15 - Representagio esquematica do cosmidio pUFRO043, funcional em
Xanthomonas e E. coli. Os sitios de restrigdo deste vetor sdo indicados pelas seguintes
abreviagdes: B, BamHI; Bg, Bg/l; E, EcoRI; H, Hindlll; K, Kpnl, P, PstL; S, Sst1, Ss, SstII;
Sa, Sall;, Sm, Smal; Sp, Sphl; X, Xbal e Xh, Xhol (De Feyter & Gabriel, 1991).
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antibioticos gentamicina e canamicina (a resisténcia a estes antibioticos € conferida pelo

vetor) e Xgal.

1I-1.8 - Complementacio de mutantes nio patogénicos com banco de
plasmidio

Os plasmidios do banco foram mobilizados para linhagens mutantes através de
conjugacio triparental (Leong et al., 1982). Para a conjugacdo as linhagens foram crescidas
em meios liquidos apropriados com os respectivos antibioticos durante 15 horas sob
agitacdo de 250 rpm. As culturas da linhagem doadora (banco de plasmidios), receptora
(mutantes ndo patogénicos) e linhagem “helper” pRK2073 foram centrifugadas a 12000 rpm
por 3 minutos nas seguintes propor¢des:1.5ml da receptora, 0.5mi da doadora e 0.5ml do
“helper” em tubos separados. O sedimento celular foi lavado com 200 pl de solugdo
solugdo de NaCl 0.9 %, novamente centrifugado e suspendido em 50 pl. Reuniu-se o
volume dos trés tubos e os 150 pl resultantes foram gotejados em placa de Petri com meio
NYGA sem antibiotico. Apos 24 horas a 28°C, foi retirada uma amostra da massa celular de
conjugacdo, diluida em solugdio de NaCl 0.9 % e plaqueada em meio NYGA com os
antibioticos apropriados. Através de extra¢do de plasmidios em pequena escala e digestdo
com enzimas de restricdo (EcoRlI) selecionou-se os clones que foram submetidos a testes de
patogenicidade em tomate e pimentdo (testes em sementes e folhas) para verificar uma

possivel complementagdo. Estes testes foram realizados duas vezes.
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II1-2 - RESULTADOS

I1-2.1 - Isolamento de mutantes niio patogénicos
Do cruzamento da linhagem X. campestris pv. vesicatoria 479Nal" com E. coli
WR6016 contendo o transposon Tn5, foram obtidos 11 mutantes ndo patogénicos de um
total de 444 transconjugantes (2.5%). O teste realizado para a primeira selegdo dos mutantes
ndo patogénicos feito em plantulas de tomate seguiu 0 esquema abaixo:
444 transconjugantes
1plantula/transconjugante
67 ndo patogénicos
l 1plantula/transconjugante
45 ndo patogénicos
1 plantula/transconjugante
18 ndo patogénicos
1 plantula/transconjugante
14 n3o patogénicos
20 plantulas/transconjugante

12 ndo patogénicos

{

11 ndo patogénicos

20 plantulas/transconjugante

20 plantulas/transconjugante
11 n3o patogénicos
Estes onze mutantes que ndo apresentaram respostas de patogenicidade em plantulas

de tomate foram selecionados e submetidos a outros testes para uma melhor caracterizagéo.
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I -2.2- Caracteriza¢do dos mutantes nio patogénicos

I1 -2.2.1 - Inducio de hipersensibilidade em folhas de tabaco

Todos os mutantes e a linhagem 479Nal’ mostraram-se capazes de induzir resposta
de hipersensibilidade em folhas de tabaco. Tal resposta apareceu cerca de 48 horas apos o

indculo das bactérias no tecido foliar, no mesmo periodo que a linhagem selvagem 479Nal’.

11-2.2.2 - Produciao de enzimas extracelulares
Dentre os 11 mutantes, quatro deles (Mut3, Mut4, Mut10 e Mut11) nio produziram
pectinase. A producdo das demais enzimas (protease, celulase e amilase) foi detectada por

todos os mutantes e pela linhagem 479Nal’.

II -2.2.3 - Crescimento em meio minimo

Todos os mutantes, com exce¢do do Mut2, apresentaram crescimento normal,
semelhante ao da linhagem selvagem neste meio minimo. Este mutante apresentou
deficiéncia na produgdo de algum elemento nfo identificado presente em extrato de
levedura. O mutante Mut2 além de mostrar-se auxotrofico apresenta uma coloragdo branca,

contrastando com a colorag¢do amarela da linhagem selvagem e dos demais mutantes.

II -2.2.4 - Crescimento em meio completo

Todos os mutantes apresentaram crescimento semethante ao da 479Nal’ em meio
completo NYGB. Foram elaboradas curvas de crescimento de todos os mutantes, obtidas a
partir dos resuitados de leitura de absorbancia, porém, sio mostradas nas figuras 16 e 17
apenas curvas de alguns mutantes como ilustragdo. Todas as linhagens testadas, mutantes ou
selvagem atingiram, apos aproximadamente 3 horas de inoculagdo, a fase de crescimento
exponencial que se prolongou até aproximadamente 25 horas. Neste meio, mesmo o

mutante Mut2 apresentou crescimento normal, igual ao da linhagem 479Nal".
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II -2.2.5 - Patogenicidade em pimentio

II -2.2.5.1 - Teste em sementes

As plantulas originadas das sementes tratadas com suspensdo bacteriana das
linhagens Mut7 e Mut9 apresentaram, apos 14 dias manchas escuras na superficie abaxial
das folhas. Observou-se neste teste que as plantulas tratadas com estes mutantes
apresentaram uma germinagdo e crescimento anOmalos, isto €, um numero grande de
sementes ndo germinou e o crescimento das que germinaram foi lento em relagdo a plantulas
dos outros grupos. Estas manchas, porém, ndo evoluiram para uma resposta semelhante a
apresentada pelas plantas do grupo controle positivo (479Nal’). Nestas Gltimas, apos 14
dias, as plantulas ficaram umidas e necrosadas. Nos demais mutantes ndo foi observada
nenhuma resposta, resultado semelhante ao da linhagem X. campestris pv. manihotis 289,

controle negativo.

II - 2.2.5.2 - Teste em plintulas

Este teste nido apresentou resultados satisfatorios. Mesmo o controle positivo
mostrou um grande nimero de plantulas sem sintoma de patogenicidade (43%). Apenas os
mutantes Mut7 e Mut9 apresentaram resposta semelhante a linhagem selvagem. Para estes
mutantes, o nimero de plantulas com sintomas foi de 39% e 41%, respectivamente. Todos
os demais mutantes ndo apresentaram nenhuma plantula com sintomas de patogenicidade.

Todos os tratamentos apresentaram plantulas com clorose intensa, porém com

frequéncias diferentes.

II -2.2.5.3 - Teste em folhas

Os resultados deste teste foram bastante elucidativos apos 4 dias. Os mutantes Mut7
e Mut9 confirmaram os resultados de patogenicidade obtidos nos testes em sementes e
plantulas. Vinte e quatro horas apos a inoculagio das folhas, a regido do inoculo tornou-se

umida e clara. Com 48 horas estas regides foram se tornando escuras. Ap0s trés dias a lesdo

109



Absorbancia
1,6

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0 = 1 | |
0 10 20 30

Tempo (horas)
<+ 479 Nal +Mut2 *Mut3 5Mut4 >Mut5s

Figura 16 - Curva de crescimento através da medida da absorbancia ( a 600nm) da

linhagem patogénica (479Nal’) e dos mutantes Mut2, Mut3, Mut4 ¢ Mut5 em meio NYGB.
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linhagem patogénica (479Nal") e dos mutantes Mut6, Mut8, Mut9 e Mut11lem meio NYGB.
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do tecido comegou a se espalhar e com quatro dias a resposta de patogenicidade era
bastante clara. Em uma folha inoculada com Mut7 a lesdo atingiu até mesmo o peciolo da
folha.

Um resultado impar deste teste € que o mutante Mut3, que ndo havia apresentado
nenhum sintoma nos demais testes com este hospedeiro, apresentou-se patogénico em folhas
de piment3o.

Os demais mutantes mostraram-se ndo patogénicos, como o controle negativo. Do
teste de exudagio, efetuado ao microscopio Optico comum, s6 foram observadas bactérias
nas folhas inoculadas com os Mut3, 7, 9 e 479Nal". Nestas folhas foram encontradas
colonizagio até mesmo dos tecidos adjacentes a regido do inoculo. Para comprovar que a
lesdo era realmente causada pela Xanthomonas foram reisoladas colonias de Xanthomonas

a partir dessas lesdes.

I1-2.2.6 - Patogenicidade em tomate

Todos os mutantes foram utilizados nos testes em tomate, porém, foram
selecionados apenas trés mutantes que apresentaram caracteristicas distintas nos testes
anteriores de caracterizagdo para a elaboragdo de curvas de crescimento em tecido deste
hospedeiro. Assim, escolheu-se os mutantes Mut2, auxotrofico, o Mut11, prototrofico e ndo

produtor de pectinase o Mut8, prototrofico e produtor de todas as enzimas extracelulares.

II -2.2.6.1 - Teste em sementes

Todos os mutantes ndo apresentaram sintomas de patogenicidade em sementes de
tomate. Das plantulas do grupo controle positivo, testadas com a linhagem selvagem
479Nal’, 90% apresentaram sintomas de patogenicidade a partir do 9° dia ap6s o tratamento
das sementes. Em algumas plantulas dos grupos testados com Mut2, Mut8, Mutll e X.
campestris pv. manihotis 289 (controle negativo) as folhas se apresentaram amareladas por

volta do 11° dia ap6s o tratamento. No entanto nio houve evolugio desta resposta para uma
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de patogenicidade (enegrecimento e apodrecimento da pléntula). Quanto ao numero de
células por plantula (Figura 18) € clara a diferenca entre a linhagem selvagem e os mutantes.
Nestes ultimos, o nimero de células esteve sempre abaixo das plantulas infectadas com o

grupo controle positivo.

11-2.2.6.2 - Teste em folhas

Foram testadas em folhas de tomate os onze mutantes e todos eles apresentaram
apenas respostas locais, ndo caracteristicas de patogenicidade. Eram respostas semelhantes a
resposta de hipersensibilidade, isto €, manchas escuras restritas a regido da inoculagio da
suspensdo bacteriana. Eram manchas secas que ndo se propagaram pelo tecido foliar. Estas
respostas apareceram cerca de 48 horas apos o inoculo. Os onze mutantes apresentaram tal
resposta, porém em intensidades diferentes. Esta mesma resposta foi apresentada também
pela linhagem 289 (controle negativo). A resposta de patogenicidade apresentada pela
linhagem selvagem (479Nal’) 48 horas apds a inoculagdo se apresentou como manchas
escuras, umidas e que se propagaram pelos outros tecidos da planta, incluindo peciolo e em
alguns casos o caule.

O numero de bactérias dos mutantes Mut2, Mut8 e Mutll, da linhagem selvagem
(479Nal) e do controle negativo 289Nal’ encontrado nas folhas infiltradas com as
suspensdes bacterianas ¢ apresentado na Figura 19. Com excegdo do mutante Mutll que
ndo apresentou crescimento no tecido foliar durante todo o tempo amostrado, os demais
mutantes apresentaram crescimento embora ndo tenha sido observado sintomas de
patogenicidade. O mesmo ocorreu com a linhagem 289Nal' (controle negativo) ndo
compativel com tomate. Os dois mutantes, Mut2 e Mut8, no entanto, apresentaram um
crescimento retardado em relagdo a linhagem selvagem. Enquanto a linhagem patogénica
apresentou apés 24 horas um crescimento de cerca de 10° células/disco foliar de 1 cm de

didmetro, os mutantes Mut2 e Mut8 apresentaram tal valor apenas apos 72 horas. Esses
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sementes de tomate com suspensdo bacteriana das linhagens 479Nal" (controle positivo),
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valores foram maximos para estes mutantes enquanto a linhagem selvagem atingiu valor
maximo de numero de bactérias superior a 10% células/disco foliar (Figura 19).

I1-2.3 - Isolamento de mutante espontineo nio patogénico

Nos testes de patogenicidade em folhas de tomate a linhagem 479Nal’ foi usada
como controle positivo. Para o teste utilizava-se colonia isolada em placa para se fazer
indculo em meio liquido. As bactérias crescidas neste meio liquido foram utilizadas para
inocular folhas de tomate. Num destes testes observou-se que a linhagem 479Nal’
apresentava uma resposta ndo compativel na planta. Voltou-se a colonia isolada que dera
origem ao indculo e outros testes em sementes de tomate comprovaram a nio
patogenicidade. Tal mutante foi designado 479Nalsp e apresentou caracteristicas
semelhantes aos mutantes induzidos por Tn5, descritos neste trabalho: é prototrofico, de
coloragido amarela (idéntica a da linhagem selvagem).

O mutante 479Nsp foi testado em tomate e pimentdo e mostrou-se ndo patogénico
para 4mbos os hospedeiros tanto em testes de sementes como em folhas. No teste em folhas,
assim como os demais mutantes insercionais, este mutante espontineo apresentou resposta

de hipersensibilidade.

II -2.4 - Perfil plasmidial da linhagem selvagem e dos mutantes nio patogénicos

Todos os mutantes ndo patogénicos, induzidos com Tn5 ou o mutante espontineo,
néo apresentaram plasmidio. Por outro lado as linhagens 479 e 479Nal’, ambas patogénicas,
apresentaram dois plasmidios de pesos moleculares bastante distintos: um com
aproximadamente 31 kb e outro com 1,3 kb. O perfil dos plasmidio da linhagem 479Nal’
apos digestdo com diferentes enzimas de restri¢do esta respresentado na Figura 20.

Esta perda de plasmidios, comum a todos os mutantes ndo patogénicos, sejam eles
espontineos ou induzidos, sugeriu o envolvimento de plasmidios com patogenicidade. A
partir destes dados decidiu-se construir um banco de plasmidios da linhagem selvagem

479Nal’ com posterior complementagio de alguns mutantes ndo patogénicos.
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 0.8% do perfil plasmidial da linhagem
479Nal" apos digestdo com diferentes enzimas de restri¢io. M) Marcador de peso molecular
(ladder 1kb, Gibco BRL); A) 4ccl, B) BamHl, C) EcoRl, D) Hincll, E) Hindlll, F) Kpnl,

G) Pstl, H) Sacl, I) Smal. J) Xbal e L) Xhol.
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II - 2.5 - Construgiio de banco do plasmidio 31 kb da linhagem 479Nal"

A construgdo do banco de plasmidios da linhagem selvagem 479Nal’ foi efetuada por
digestdo com EcoRlI, usando-se o vetor de clonagem pUFR043. Como pode ser observado
pela Figura 19, a digestdo do plasmidio maior com EcoRI resultou em trés fragmentos, de
15, 10 e 6 kb, que foram clonados. O plasmidio de 1.3 kb ndo apresentou sitios de EcoRI,
assim sendo ndo foi possivel cloné-lo no vetor digerido com esta enzima (Figura 20). Foram
selecionados trés clones representando este plasmidio maior da linhagem 479. A
confirmacdo da clonagem foi realizada através de extracdo e digestdo com EcoRI de
plasmidios de colonias aleatorias. Através de digestdo com esta enzima, os fragmentos
clonados foram separados por eletroforese em gel de agarose. Através da digestio com
EcoRI o fragmento de aproximadamente 10 kb niio pode ser distinguido do vetor. Para
confirmar se o clone c10 de 10 kb havia realmente sido clonado , este foi digerido com Sall
que apresenta sitio unico no vetor ( Figura 15). Com esta digestdo obteve-se um fragmento
linear de aproximadamente 20 kb, confirmando a clonagem. Os trés clones selecionados: c6,
c10 e c15 apresentando , respectivamente, os fragmentos de 6, 10 e 15 kb, foram usados
para transformar, isoladamente, por eletrotransformagdo, o mutante 479Nalsp e 0 mutante
Mutll. Assim obteve-se as linhagens 479Nalsp/6, 479Nalsp/10, 479Nalsp/15, Mut11/6,
Mut11/10 e Mut11/15 que foram testadas em sementes e folhas de tomate (como descrito
nos itens 1.4). Nenhum destes recombinantes apresentou sintomas de patogenicidade em

plantulas ou folhas, indicando que a complementagio nio ocorreu.
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I1-3 - DISCUSSAO

A mutagénese com o transposon Tn5 mostrou-se eficiente para a obten¢do de
mutantes nido patogénicos de X. campestris pv. vesicatoria tendo-se obtido uma frequéncia
de 2.5 %. Turner et al. (1984) usaram TnS para mutagenizar X. campestris pv. campestris e
obtiveram uma baixa frequéncia de recombinantes (10™*) se comparada com os resultados
deste trabalho. E conhecido o fato de que diferentes espécies de patégeno ou mesmo
diferentes linhagens de uma mesma espécie variam amplamente na frequéncia com que
sofrem mutagdes insercionais pelo transposon TnS (Daniels, 1989). Este fato pode explicar
a alta frequéncia aqui encontrada. Além de diferengas de linhagens utilizadas, outro fator
que pode ter desempenhado papel relevante € o vetor usado na transferéncia do TnS. Neste
trabalho o transposon foi transferido pelo plasmidio F’-lac, enquanto Turner ez al. (1984)
utilizaram o plasmidio pJB4JI (Beringer et al., 1978), ambos os vetores sdo “suicidas”em
Xanthomonas, isto €, ndo sdo capazes de se replicar nestes hospedeiros.

Os testes de patogenicidade mostraram-se eficientes no processo de sele¢do e
caracterizagdo dos mutantes. O teste em plantula pareceu-nos ideal para uma primeira etapa
de sele¢do uma vez que se trata de um método rapido e viavel para fazer a selecido dentre
grande numero de recombinantes. O teste de contagem do numero de células em folhas
mostrou-se muito sensivel e capaz de diferenciar mutantes com crescimento retardado no
tecido do hospedeiro, caracteristica essa que nio seria detectada apenas pela observagio na
planta. No teste em sementes, apenas a observagdo ndo mostrou-se eficiente pois foram
observadas algumas respostas atipicas com clorose e manchas nas plantulas gerando duvidas
em relagdo a uma analise final da resposta. Tais duvidas puderam ser sanadas através da
contagem do nimero de células onde linhagens patogénicas apresentam um crescimento
bastante acentuado em relag@o a linhagens ndo patogénicas.

Testes em folhas e contagem do numero de células em testes de sementes foram os

testes que apresentaram os melhores resultados, mais sensiveis e seguros. Através destes
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testes foi possivel diferenciar mutantes até mesmo pela intensidade da resposta que
apresentavam nas plantas. Pela curva de crescimento pode-se acompanhar o crescimento
bacteriano das linhagens que nem sempre acompanharam o desenvolvimento de lesdes
observaveis no tecido da planta. Um exemplo de crescimento no tecido sem apresentar
sintomas foi observado pelo mutante Mut8 no teste de contagem do nimero de células em
folhas de tomate. Apesar de ndo se esperar crescimento bacteriano nessa interagdo nio
compativel, resultados semelhantes foram obtidos por Melano & Cooksey (1988) com
mutantes Asv. Aliados, o teste de folhas e sementes foram considerados os melhores para
caracterizar os mutantes ndo patogénicos numa etapa em que o numero de recombinantes a
serem testados era reduzido.

Alguns mutantes apresentaram caracteristicas proprias que os diferem entre si € em
relacdo a linhagem selvagem. A ndo produgio de pectinase pelos mutantes Mut3, Mut4,
Mutl10 e Mutll é um exemplo. Outra caracteristica singular é a auxotrofia do mutante
Mut2. Estes mutantes podem ser usados para estudos que venham a revelar o papel destas
deficiéncias na interagdo incompativel que tais mutantes apresentam com seus hospedeiros.

Como todos os mutantes apresentaram HR (resposta de hipersensibilidade) em
tabaco (planta ndo hospedeira) ficou descartado o envolvimento de mutagGes em genes da
classe Arp que sdo genes envolvidos com a viruléncia em plantas hospedeiras ¢ HR em
plantas ndo hospedeiras (Willlis ez a/.,1991).

Alguns mutantes apresentaram-se compativeis em pimentdo € ndo compativeis em
tomate (Mut7 ¢ Mut9) enquanto os demais mostraram-se incompativeis com ambos.
Podemos entdo agrupar os mutantes em duas classes: uma formada por mutantes ndo
patogénicos para tomate e pimentdo (resultados semelhantes ao descritos por Seal ef al.
1990 ) e outra por mutantes ndo patogénicos apenas para um dos hospedeiros, tomate.

As caracteristicas dos mutantes Tn5 e a obtengdo do mutante espontdneo 479Nalsp
(ndo patogénicos e sem plasmidios naturais da linhagem selvagem), sugerem o envolvimento

de plasmidios na patogenicidade do microrganismo em questdo. Como foi citado nos
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resultados do trabalho em questdo, todos os mutantes ndo patogénicos, inclusive o
479Nalsp, ndo apresentaram nenhum plasmidio, enquanto a linhagem selvagem apresentou
dois. Moulton et al (1993) trabalhando com P. syringae pv. pisi observaram que a
introducgdo de determinados replicons nestas bactérias levava a um rearranjo dos plasmidios
nativos da linhagem. Com isto, plasmidios, ou parte deles eram perdidos € um novo perfil
plasmidial era observado. No presente trabalho, para a obtengdo de mutantes ndo
patogénicos foi introduzido na linhagem selvagem um novo plasmidio, F’-lac contendo o
transposon TnS5. Este novo plasmidio poderia, de maneira semelhante a descrita por
Moulton, ter provocado a perda dos plasmidios nativos da linhagem 479Nal’. No entanto, ha
o mutante espontineo 479Nalsp que também ndo apresenta plasmidio e que ndo recebeu
nenhum outro replicon. Seria interessante testar a estabilidade destes plasmidios da linhagem
479Nal’ ao longo de sucessivos repiques e mesmo apos a introdugio de diferentes replicons.

Na literatura, com excec¢do de genes de aviruléncia (Stall, er al., 1996; De Feyter &
Gabriel, 1991), néio ha descri¢do de genes envolvidos diretamente com a patogenicidade do
género Xanthomonas que estejam em plasmidio. Mas ha a possibilidade de que na linhagem
empregada no presente trabalho haja algum gene plasmidial envolvido, direta ou
indiretamente, com a patogenicidade.

Varias hipoteses podem ser levantadas para explicar o insucesso da complementagéo
desses dois mutantes ndo patogénicos com o banco de plasmidios da linhagem selvagem.
Uma delas é que a caracteristica de patogenicidade ndo seja codificada por genes
plasmidiais, ou seja, que a caracteristica seja cromossomica. Ha também a possibilidade de
que a caracteristica seja codificada por genes localizados no plasmidio pequeno de 1.3 kb
que ndo foi representado pelo banco de plasmidios. Também existe a possibilidade de que a
enzima usada para a construgdo do banco de plasmidios tenha fragmentado algum gene de

interesse.
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