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RESUMO

A bacteriose do maracujazeiro (PassHiora spp.), causada por Xanthomonas
campestris pv. passiflorae (XCP), & um das principais moiéstias desta cultura,

sendo fator limitante para sua exploragdo comercial. Cinquenta e quatro linhagens

de X. c. pv. passilorae foram analisadas pelas técnicas de serologla, por melo de
testes de dupla difusdo em agar e de eletroforese em gel de poliacrilamida com
sGdio dodecil sulfato (PAGE/SDS) de proteinas totais. Foram produzidos antissoros
para duas linhagens de X. ¢. pv. passifiorae originarias de Passiflora alata (AS-
XCP-444-P.alata e AS-XCP-1171-P.alata) e um antissoro para X €. pv.
passifiorae isolada de P.edulis (AS-XCP-748-P.edulis). Antigenos nas formas de
suspensao  bacteriana (SB), suspensfo bacteriana autoclavada (SBA),
exopolissacarideos (EPS), complexo proteico das membranas (CPM) e
glicoproteinas (GP) foram testados por dupla difusdo em &gar com os irés
antiesoros. As cinguenta e quatro linhagens foram submefidas & PAGE/SDS da
fracdo SB. Para dez das linhagens testadas, as fragles SBA, EPS, CPM e GP
também foram submetidas a PAGE/SDS. Os resultados mostraram que os
antigenos na forma de SB 8 CPM s80 0s mais indicados para experimentos visando
a diagnose de X. ¢. pv. passiflorae em material suspeito de infecgdio. Os antigenos

na forma de SBA, EPS e GP nédo devem ser utilizados para diagnose de X. ¢. pv.
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passifiorae mas, se purificados, podem ser utilizados em estudos visando a
separagdo de X. ¢. pv. passiflorae em serogrupos. Os perfis de protelnas tofals das
fragGes SB apresentaram grande similaridade e também para a PAGE/SDS, SB e
CPM foram as frag8es que revelaram os melhores resultados. Os perfis proteicos
obtidos para X. ¢.pv. passifforae foram comparados com perfis de Xanthomonas
axonopodis pv. mangHeraindicae, X. a. pv. phaseolf, X. campesitris pv.
campestris e X. vesicatoria. Ndo fol possivel detectar-se bandas que pudessem
ser consideradas como marcadoras para o pv. passiflorae. As linhagens originarias
de P. alafa ndo sdo diferenciadas daquelas isoladas de P. edulls por nenhuma das

fécnicas utillizadas. Além disso, todas as linhagens testadas apresenfam grande

similaridade, independente do hospedeiro e localizagdo geografica de origem.
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SUMMARY

The paisson-fruit (Passfflora spp.) bacteriosis caused by Xanthomonas
campestris pv. passiflorae is't‘he main disease of this culture, being a limit factor
for its commiercial exploitation. Fifty-four X. ¢. pv. passifiorae strains were analysed
by serology through agar double diffusion fests (a.d.d) and by soluble proteins
electrophoresis in polyacrylamide gel with sodium dodecy! sulphate (PAGE/SDS).
Antisera were produced from two Xanthomonas campestris pv. passifiorae
strains of P. alata (AS-XCP-444 P. alata and AS-XCP-1171- P. alata) and one
antiserum from a Xanthromonas campestris pv. passifiorae strain isolated from P.
edulls (AS-XCP-748-P. edulls). Antigens in the forms of bacterial suspension (BS),
autoclaved bacterial suspension (ABS), exiracellular polysaccharides (EPS),
membrane protein compiex (MPC) and glycoprotein (GP) were tested by agar
double diffusion with the three antisera. The BS fraction of the fifty-four strains were
submitted to PAGE/SDS. Ten strains were also submitted to the ABS, EPS, MPC
and GP to PAGE/SDS. The resuits showed that the BS and MPC antigens were the
most indicated for the experiments aiming de X. ¢. pv. passifiorae diagnosis, in the
material under suspection of infection. The ABS, EPS and GP cannot be employed
for X. c. pv. passiflorae diagnosis. However if purified, they can be used in studies

aiming X. ¢. pv. passiflorae strain separation in serogroups. The profiles of soluble
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proteins showed similarity as for PAGE/SDS, the BS and MPC fractions generated
the best resulfs. The profiles of soluble proteins from M. e. pv. passifiorae were
compared with Xanthomonas axonopodis pv. mangiferaindicae, X. a. pv.
phaseoll, X. campestris pv. campestris ¢ Xveslcatorla. However it was not
possible to detect bands that could be used as a pattern to X. ¢. pv. passifiorae.
The strains of P. alafa and P. edulls could not be differed from each other by the
above mentioned techniques. Furthermore, all the strains that were tested showed

similarity, not depending upon host or geographical origin.
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro possui um grande numero de espécies, sendo o
maracujazeiro roxo (Passiflora edulis SIMS ), o maracujazeiro amarelo (P.edulls f.
flavicarpa DEG) e o maracujazeiro doce (Passiffora alata AlT) as espécies
exploradas comercialmente. Em nosso pals esta cultura passou a apresentar
grande importancia econdmica a partir do inicio da década de 80

A bacteriose ou mancha olecsa do maracujazeiro, causada por

Xanthomonas campestris pv. passifiorae, foi descrita e caracterizada como uma
nova molestia por PEREIRA (1968), estando atuamente relatada em todos os
Estados onde o maracujazeiro é cultivado com fins comerciais. E uma moléstia
considerada limitante para a expanséo desta cuitura, principalmente por nfio poder
ser controlada de maneira adequada por métodos quimicos. Até o momento, a
ocorréncia de X.c.pv.passifiorae s6 foi relacionada no Brasil e na Australia, sendo
que neste allimo pals h& dados relacionados somente & ocorréncia desta
fitobacteriose. Por este motivo, as informacg8es disponiveis na literatura relativas a
este patdgeno ainda s@o escassas, principalmente aquelas relacionadas 2 sua
variabilidade, incluindo as caracierlsticas serologicas e eletroforéticas,

Plantas infectadas por X. e. pv. passifforae mostram redugéio no perlodo de
exploragao comercial, apresentando frutos de baixe valor ou improprios para o

consumo. A disseminacdo deste patégeno a longas distincias ocorre principalmente

peio uso de sementes contaminadas, que normalmente ndo apresentam sintomas
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visiveis. Esfes fatos, aliados a inexisténcia de agrotéxicos eficientes registrados para
0 controle desta moléstia, aumentam ainda mais a sua importancia.

Recentemente, VAUTERIN et al. (1995} desenvoiveram estudos envoivendo
a hibrizagdo DNA-DNA, a utilizacdo de diferentes fontes de carbono, e o perfil de
proteinas totais, reclassificando as bactérias do género Xanthomonas de cinco
para 20 espécies. Dentro dessa reclassificacfio, X. ¢. pv. passifforae nio foi
enquadrada em nenhuma destas espécies, permanecendo como um patovar de

Xanthomonas sp. Entretanto, esta proposta ndo fol aceita, permanecendo como

patovar de X. campestris (YOUNG et al,, 1996),

G conhecimento das caracteristicas serolgicas e dos perfis eletroforéticos
das linhagens de X. e. pv. passHlorae pode propiciar methor conhecimento da
iteracao planta patégeno, auxiliando também nos exames em materiais ou em
lotes de sementes suspeitos de infecclo, permitindo uma diagnose mais rapida.
Estas f{écnicas de identificagdo t&m import@ncia ndo somente do ponto de vista
epidemioldgico, mas principalmente no controle desta fitobacteriose, através
emprego em frabalhos de indexac¢do, permitindo a seleg@o de iotes de sementes
isentos da bactéria.

Desta forma, este frabalho foi desenvolvido com o objetivo de se avaliar a
variabilidade serol6gica e eletroforética de linhagens de Xanthomonas campestris

pv. passiflorae isoladas de Passfflora sp., P. edulls, P. edulls f. flavicarpa e P.

alata, provenientes de vérias regiSes do Brasil, englobando as principais regides
produtoras, através de reagbes de dupla difuséio em agar, com antigenos na forma

de suspensfes bacterianas (SB), suspensdes bacterianas autoctavadas (SBA),
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proteinas exfraidas da membrana (complexo proteico da membrana - CPM),
exopolissacarldeos (EPS) e glicoproteinas (GP) extraidas da capsuia bacteriana, e
também por meio de perfis eletroforéticos de proteinas totais através, procurando
caracterizar um padro eletroforético para o patovar passffiorae e criar um banco
de dados que possibilite a rapida identificac8io e classificagBo de linhagens de X. ¢.

pv. passifiorae.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 . A bacteriose do maracujazeiro

A bacteriose do maracujazeiro, causada por Xanthomonas campestris pv.
passiflorae (Pereira 1969) Dye 1978, ja foi relatada nos Estados da Bahia, Cear4,
Distrito Federal, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, S&o Paulo, e
mais recentemente, como problema nesta cultura no Estado de Santa Catarina

(MARQUES et al.,1994; PERUCH et al., 1987).

2.1.1. Etiologia

PEREIRA (1968) foi 0 ploneiro no desenvolvimento de trabalhos visando a

identificacdo do agente eticlégico dessa bacteriose. Para fanfo, realizou

experimentos relacionados as caracteristicas morfolégicas, bioquimicas, culturais,

de patogenicidade, a sensibilidade & antibibticos, o que permitiv idenfificar o

patbgeno como Xanthomonas passifiorae, descrevendo, desta forma, uma nova
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doenga e uma nova espécie bacteriana. Posteriormente, este patégeno foi
reclassificado por DYE (1978) como o patovar passifiorae de X. campestris.

Além de X. ¢. pv. passifiorae, outras bactérias podem afetar o maracuja,
mas ainda ndo foram relatadas em nosso pais, sendo que aigumas podem
apresentar sintomatologia similar aguela da mancha oleosa. De acordo com
BRADBURY (1886) ja foram relatadas como patogénicas nesta cuitura as bactérias
Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend 1907) Conn 1942), P. syringae

pv. syringae Van Hall 1902, P. virldiflava (Burkholder 1930) Dowson 1939 e P.

syringae pv. passifiorae (Reld 1938) Young, Dye & Wilkie 1978. JABUONSKI et
al. (1986) também relacionaram Erwinfa carofovora subsp. carofovora, causando
sinfomas de podriddo mole. Dessas bactérias, as mais importantes, pelos prejuizos
ocasionados, s30 Pseudomonas syringae pv. passiiorae, observada na Africa do
Sut, Austrélia e Nova Zeldndia e X. ¢. pv. passiflorae, assinalada na Australia e no
Brasil

Por ocasido da descrigdo deste patégeno e dos sintomas que ele

ocasionava, PEREIRA {1968) relatou que nas folhas, o sintoma mais evidente
consistiv em manchas pequenas, que sob condigbes farovaveis podem atingir um
centimetro de diametro, delimitadas e circuiares, raramente angulares. Apresentam
coloracdo verde escura, anasarcadas, de aspecto oleso e franslicidas, quando
yistas contra a luz. Evoluindo, estas lesfes podem ocasionar seca e queda das
folhas. A partir das les@es foliares, a infecgdo pode se tornar sistémica e afingir os
ramos, que sofrem uma seca progressiva, acompanhada de escurecimento dos

feixes vasculares. Esse tipo de infecgdo ocasiona crestamento foliar intenso,
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popularmente conhecido como “4gua guente”, & pode se originar tanto a partir de
uma lesfo angular, quanto pela penetracdo da bactéria em ferimentos ou aberturas
naturais, tais como os estdmatos ou hidatodios. Esse crestamento pode atingir
grandes areas, que S€ tornam pardacentas, fransiacidas contra a luz e
acompanhadas de escurecimento de pequenas porgdes das nervuras. Folhas que
apresentam este tipo de sintoma desprendem-se facilmente dos ramos, resuitando
em desfoiha intensa. Estudos em desenvolvimento sugerem a agdo de uma toxina
produzida pela bactéria como responsével pela indugao desse tipo de sintoma
( BERIAM, MALAVOLTA JR. & ROSATO, dados n3o publicados). Nos frutos, as
lesOes apresentam-se como areas circulares ou iregulares, de cor verde escura a
pardacenta (dependendo do estagio de desenvolvimento da les@o), oleosas, com
margens bem definidas , tomando-os improprios para a comercializacdo. Além da
bacteriose do maracujazeiro, & comum detectar-se em planfas os fungos
Colletotrichum gloesporiodes Penz e Septoria passifiorae Lown, levando a um
quadro sintomatologico denominado “morte precoce’, que diminui o periodo de vida
e de exploragiio comercial desta cultura. Em testes efetuados em casa-de-
vegetagfio, somente X. €. pv. passifiorae ocasionou 08 sintomas acima descritos.
Desta forma, a bacteriose do maracujazeiro desempenha fundamental papel na
morte precoce o maracujazeiro (DIAS & TAKATSY, 1987,1980, MELLO &
OLIVEIRA, 1887; KIMURA, KOSTLER & AKIBA, 1989).

Embora P. syringae pv. passifiorae ainda ndo tenha sido relatada em nosso
palis (BRADBURY, 1986), existe a possibilidade de introdug@o desse patégeno por

meio de sementes ou mudas contaminadas, frazidas ilegalmente para o Brasil.
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A partir dos relatos de PEREIRA (1968), outros estudos foram desenvolvidos
com X. e.pv.passiflorae, relacionados 4 ocomréncia, as medidas de controle, as
caracteristicas morfolégicas, fisitlogicas, bioquimicas, eletroforéticas e da interagao
planta- patdégeno,

OLIVEIRA & MELLO (1987) efetuaram um levantamento na qualidade de
sementes de frutos de maracujazeiro, através do plagueamento em meio de Batata-
Dextrose-Agar e detectaram a presenga de varios fitopatégenos, incluindo fungos e

bactérias do género Pseudomonas e X. ¢. pv passifiorae.

OLIVEIRA et al. (1988) observaram plantas de maracujazeiro amarelo
apresentando amarelecimento das folhas e seca dos ramos e ponteiros, evoluinde
para intensa desfolha e definhamento da planta. Testes de patogenicidade
mostraram tratar-se de X. e¢. pv.passiflorae, com a caracteristica de colonizar
sistemicamente as plantas infectadas, o que ja havia sido assinalado por PEREIRA
(1968), com sintfomas similares aqueles observados no campo.

ALMEIDA et al. (1994) descreveram, pela primeira vez, a ocorréncia de
finhagem ndo pigmentada de X. ¢. pv. passfflorae, em isolamento efetuado de
material infectado provenienfe de Vera Cruz, Estado de Sdo Paulo. Testes
hioguimicos, culturais, de patogenicidade e de eletroforese em gel de poliacrilamida
com sodio dodecil sulfato permitiram identificar essas linhagens com pertencentes

ao patovar passifiorae.

PICCININ, MALAVOLTA JR. & PASCHOLAT! (1995) desenvolveram

experimentos visando determinar o efeito da concentracdo de inoculo e da

temperatura (20 °Ce 35 OC:) na severidade de X. ¢.pv. passiflorae. Por meio da
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inoculacdo artificial de suspensdes bacterianas de diferentes concentragGes (10°,
107, 5 x 107 @ 10° UFC/mL) pela técnica de aspersfo, verificaram que o aumento no
numero de células hacterianas inoculadas provocou o aumento no nimero de
lesfes localizadas e sistémicas, quando as plantas foram mantidas tanto nas
temperaturas de 20 °C como a 35 °C. O perfodo de laténcia nas piantas mantidas a
20 °C foi ao redor de 15 dias, enquanto que naquelas plantas mantidas a 35 OC;
houve diminuigdo no periodo de laténcia, passando a ser de 7 dias, fator que pode

explicar a maior ocorréncia da doenga em regibes de clima quente.

WENDELAND, UENO & LEITE JR. (1996) desenvolvendo frabalhos
relacionados com a variabllidade de X. e.pv. passffiorae, empregando para tanto
testes bioguimicos, fisicldgicos e o perfit de proteinas totais por PAGE/SDS,
verificaram que apenas uma das linhagens testadas apresentou perfil proteico
distinto dos demais, ndo sendo evidenciada uma banda de 35,6 kDa, caracteristica
das demais linhagens, mostrando, enfretan{o, bandas de 39,2, 54,7 e 56,6, que nao
foram detectadas nas demais linhagens testadas.

TAHARA & ROSATO (1997) estudaram o efeito de extratos de plantas
compativeis e Incompativeis na expressdo de proteinas especificas de X. ¢. pv.
passifiorae. A determinag@o da cinética de proteinas produzidas em meios de
cultura contendo extratos de folhas de maracujazeiro mostrou que, apds 15 h de

incubacgdo neste meio de cultura, hd expressdo de proteinas com 20 e 50 kDa, ndo
se detectando uma protelna de 29 kDa, concluindo gue os extratos de folhas de
maracujazeiro podem induzir ou reprimir a agdo de aiguns genes responsaveis pela

expressao de proteinas especificas,
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2.1.2. Prejuizos causados e medidas de controle

Feram desenvolvidos varios trabathos visando a determinag3o do grau de
suscelibilidade ou resisténcia de gendtipos de maracujazeiro a bacteriose.
KURODA (1981) trabalhou com testes de patogenicidade de X. c. .pv.

passlitorae, por meio de inoculagdo em folhas novas de quatro espécies de

maracujazeiro, alravés da inoculagdo por risca, concluindo que a espécie Passiflora
alata é a mais suscetivel; P. edulls f. flavicarpa, suscetivel, P. edulls, progénie
marmelo, medianamente resistente e P. maliforme, resistente.

RODRIGUES NETO, SUGIMORI & MALAVOLTA JR. (1984) relataram a
ocorréncia natural de X. ¢ pv. passifiorae em Passiflora alata. Esses autores
realizaram experimentos visando determinar o comportamento de diversas espécies
e variedades de Passfffora frenfe a bacteriose, afravés da Inoculagfo arlificial de
suspensdo bacteriana pela técnica de pontuagdes das folhas, Foram consideradas
resistentes as espécies P. molissima, P. cincinata, P. foefida , a introducdo |
48669 e o Maracuja Selvagem Grande. As espéclies P .edulls e P. edulls .

flavicarpa, bem como o maracuja de Boi-Bahia “Vasconcelos” e o maracuja

Peroba foram considerados suscetivels. A espécie P. quadrangularis e as
variedades de P. alafa Guacu, Goias, EPAMIG 5, EPAMIG 6 e EPAMIG 7 foram

classificadas como altamente suscetiveis.
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ALMEIDA, MALAVOLTA JR. & RODRIGUES NETQ (1982) desenvoiveram
estudos com o objetivo de se avaliar a agdo de antibi6ticos contra sete linhagens de
X. ¢. pv. passifiorae, com o uso dos seguintes produtos: Agrimicina (oxitefraciclina
+ esfreptomicina), Agrimicina 500 (sulfato de cobre + oxitefraciclina), Hokko
Kasumin (kasugamicina) e Mycoshield { oxitetraciclina ). Tais antibidticos foram
adicionados ao meio de Nutriente-Agar, nas concentragGes de 10, 100 e 1000 ppm
e posteriormente distribuldos em placas de Petri, com o plagqueamento de 0,1mL da

suspensdo bacteriana de cada linhagem por placa. Todos os produtos foram

eficientes na concentracBo de 100 ppm, exceto a kasagumicina, notando-se
também a diminuigdo do tamanho das colénias com a utilizag@o de oxitetraciclina,
na concentragao de 10 ppm.

O confrole guimico da hacteriose do maracujazeiro em condig@es de campo
por meio de fungicidas (oxicloreto de cobre a 30% e a 50%, oxicloreto de cobre +
maneb + zineb) s6 se mostrou eficiente quando aplicade quinzenalmente, Tentativas
de poda de limpeza apresentaram resultados satisfatérios em alguns casos;, em
outros casos, foram prejudiciais (TORRES & PONTE,1992).

MAKIMOTO et al. (1994) empregaram produtos com ag3o bactericida (calda
bordalesa pré-fabricada, oxicloreto de cobre + mancozeb e sulfato de
estreptomicina + oxitetraciclina), obtendo controle da bacteriose do maracujazeiro,

porém sem que tenha ocorrido incremento na produgao.
PICCININ & PASCHOLATI (1995) desenvolveram frabalhos visando o
confrole bioldgico da bacteriose do maracujazeiro, ufilizando como agente de

biocontrole o fungo Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen. As suspensfes
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centendo as leveduras (25 mg/mL) foram aspergidas 24 horas antes e ap6s a
inoculagio da bactéria (107 bactérias/mL). Os resultados obtidos mostraram que 0
tratamento com leveduras diminuiu tanto o ndmero de fes8es focalizadas como o de
lesGes sistémicas. Além da diminuicdo do nimero de lesfies, também houve
aumento no periodo de laténcia, que passou de seis dias (plantas ndo tratadas) para
12 dias (plantas tratadas).

DIAS (1990) e DIAS & TAKATSTU (1990) desenvoiveram frabathos

relacionados a “morte precoce” do maracujazeiro. Essa anomalia esta caracterizada

pela desfolha precoce intensa, murcha, seca dos ramos terminais e morte
descendente. Pode eventualmente ocorrer recuperacio da planta mas as brotag8es
novas apresentam os mesmos problemas, com a consequente morte de planfa.
Esse quadro vem se tormmande generalizado no Brasil, reduzindo drasticamente o
perfodo de cuitivo comercial do maracujazeiro para menos de dois anos. Das
plantas com sintomas de morte precoce foram Isolados os fungos C.
gloesporicldes e S. passiflorae. Porém, quando além desse fungos, também era
detectada a presenca de X. ¢. pv. passhlorae o quadro sintomatologico também
era mais severo, acarretando a morte da planta num periodo entre quatro meses a
um ano apds confirmacdo da infecgdo.

Segundo Takatsu (apud DIAS, 1980), a bacteriose do maracujazeiro 6 um
das causas mais im;ﬁortantes da intensa desfolha de plantas em qualquer idade,
seca de ramos e redugio na produgdo do maracuja. A infecgdo ocorre com maior

frequéncia afravés dos hidatédios, provocando grandes dreas murchas ou
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necrosadas, aquosas no inicio. Posteriormente, hd enegrecimento dos vasos,
caracterizando uma forma tipica de lesfo vascular.

Apesar das tentativas de detec¢fio de X. ¢. pv. passifforae em sementes
terem sido infrutiferas quan.do se empregou o plaqueamento direto em meio seletivo
SX-Agar. (DIAS, 1990), essa forma de transmiss3o foi comprovada através do
plantio de sementes originarias de plantas severamente afetadas pela bacteriose.
Além disso, o fato de se obter taxas de infecgio entre 1,8% e 0,3 a 0,5% para

sementes n&do fratadas e tratadas com hipoclorito de sédio, respectivamente,

constitui uma indicagBo que as bactérias podem estar localizadas tanto na parte
interna como na externa da semente (DIAS, 1880). BARBOSA et al. (1993)
plantaram sementes originarias de frutos colhidos em Janauba, Minas Gerais, em
tubetes contendo vermiculita estéril. De um total de 200 sementes germinadas,
apenas duas plantas se mostraram infectadas. Os testes de termoferapia indicaram
a possibilidade do tratamento térmico de sementes de maracujazeiro infetadas pela
bacteriose, efetuada a 50 °C, durante 15, 30 ou 45 min.

Os dados de DIAS (1990) E DIAS & TAKATSU (1980) relacionados a
caracterizacdo de linhagens de X. e. pv. passifiorae através de patogenicidade,
testes bioquimicos, fisiolégicos e culturais, sensibilidade a antibidticos, viruléncia das
linhagens de X. ¢. pv. passiiorae, franslocagfio da bactéria nos tecidos da planta
hospedeira e tfansmisséo via sementes permitiram concluir que; (a) a bacteriose do
maracujazeiro € o fator mais importante do quadro de “morte precoce”; (b) as
variagbes bioquimicas estdo relacionadas com a produgdo de H,S, amilase,

utilizagdo de alguns carboidratos; (c) as linhagens de X. ¢ pv. passiiorae nfo
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puderam ser divididas em grupos ou ragas, s6 o0 sendo em fun¢éio da variabilidade
de viruléncia observada entre as linhagens. Foram detectadas espécies altamente
susceliveis a esta bacteriose e algumas espécies com mais resisténcia; (d) a
impossilidade da detecc¢éo ée bactérias em sementes empregando meios seletivos,
50 sendo comprovada pelo planfio de sementes originarias de frutos altamente
infectados; (e) finaimente, a termoterapia pode ser uma alfernativa promissora para
confrole da bacteriose do maracujazeiro. Conclufram ainda que o maracuja roxe é o

mais resistente & bacteriose quando comparado ac maracuja amarelo.

2.1.3. Técnicas de identificacéo

Os trabalhos de caracterizacfio de X. e¢. pv. passiflorae. envolvem
principaimente a bacteriologia cléassica (testes bioquimicos e sintomatologia), nfo
havendo, até o momento, nenhum ftrabatho em literatura relacionade a serologia
aplicada a identificacfio e caracterizagfio de X. e¢. pv. passiflorae. Entretanto, vém
sendo realizados frabalhos com elefroforese ‘buscando principalmente avaliar

diferencas ou similaridades entre linhagens de diferentes origens.

2.1.3.1. Serologia
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A utilizagdo de métodos serologicos aplicados ac estudo de fitobacténas
constitui-se em uma técnica auxliar na correta identificacdo desse importante grupo
de fitopatégenos.

Ha uma série de técnicas serolbgicas que podem ser ulilizadas para a
identificacdo de fitopatégenocs, destacando-se aquelas que fazem uso de anticorpos
nao purificados, incluindo a microprecipitagdo, a agluinagdo em meio liquido, a
precipitagdo em gel de agar, a imunoelefroforese e aquelas técnicas que utilizam

anticorpos marcados, como a imunofluorescéncia (IF), o ELISA ("Enzyme-Linked

immunosorbent Assay), o ‘immunoblofing”, as técnicas com marcagiio radioativa de
anticorpos, etc (SCHAAD, 1976, HAMPTON, BALL & DE BOER,1990; KLEMENT,
RUDOQLPH & SANDS,1880; GOTO,1992).

A escolha de antigenos bacterianos para a produgdoc de antissoros
especificos esta relacionada com o fipo de estudo que se pretende desenvolver. Em
fitcbacteriologia, as formas de antigeno que s&o mais comumente utilizadas, tanto
para a producdo de antissoros (antigenos imunizantes} como para as reacgfes
serologicas (antigenos reagentes) podem ser divididos em células bacterianas totais
(€B), células bacterianas fixadas pelo formol (CBF), células bacterianas fixadas pelo
glutaraldeido (CBG), extratos bacterianos, | constituldos  basicamente por
glicoproteinas (GP) extralidas da capsula bacteriana, protelnas de membrana, como

o complexo proteico da membrana {CPM) ou ainda os componentes bacterianos
purificados, enquadrando-se nesse grupo 0s lipopolissacarideos (LPS), os
exopolissacarideos (EPS) e o0s ribossomos (DIGAT & CAMBRA,1876;

THAVEECHAI & SCHAAD, 1886; HAMPTON, BALL & DE BOER,1890).
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Segundo SCHAAD (1976), uma das questSes mais importantes na utiiizaqao
de técnica serolégica é a escolha do tipo de antigeno a ser utilizado. As vantagens
em se produzir antissoros a partir de antigenos purificados estd em se empregar
esses antissoros em testes com extratos de plantas ou de suspensdes bacterianas,
minimizando dos riscos da ocorréncia de reagBes inespecificas, o que iria confra
uma das principais e mais importantes caracteristicas da serologia - a aita
especificidade.

CHARUDATTAN, STALL & BATCHELOR (1973) separaram 72 linhagens de

Xanthomonas vesicaforia' (ex Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings
1995 em dois serotipos, por testes de dupla difusfo em agar, através do uso de
suspensles bacterianas sonicadas, células bacterianas inteiras e células bacterianas
autoclavadas como antigenos. Embora tenha sido possivel a separacdo em dois
serotipos, ndo foi observado relacionamento entre os dados de serologia e os de
patogenicidade, visto que foram detectadas linhagens tanto de tomate como de
pimentio nos dois serotipos.

RIGAT & CAMBRA (1976) desenvolveram trabalhos visando a detecgdo de
racas de Ralsfonia solanacearum Yabuuchi, Kosako, Yano, Hotta & Nishiuchi
1995 (sin. Pseudomonas solanacearum, Burkholderia sofanacearum). Através
do uso de polissacarideos extraceiulares, antigenos somaticos e da fragio GP,

demostraram que tanto o EPS como os antigenos somaticos diferenciam

! a classificagtio de X. c. pv. vesicatoria foi recentemente revista (VAUTERIN et al., 1995), sendo atualmente
classificada como uma espécie - X vesicatoria.
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R.solanacearum de outras espécies bacterianas, porém a especificidade de racas
de R.solanacearum a6 foi conseguida com a fragfio GP como antigeno imunizante.
YANQ et al (1979) caracterizaram serologicamente 15 linhagens de
Xanthomonas spp. pela técnica de hemaglutinagdo passiva. Os resultados obfidos
permitiram separar as linhagens empregadas em nove serotipes,
MASUDA (1980) desenvolveu metodologia para a detecgio de X
atbilineans (Ashby 1928) Dowson 1943 em exiratos de vasos de colmos de cana-

de-agucar afetados pela escaldadura das folhas. Através de técnica seroibgica, foi

possivel revelar a presenca de X. albllineans em cana-de-aglcar com infecgio
latente (ou seja, sem a manifestagdo de sintfomas), atraves de reac¢fes de
agiutinacdo em micropipetas, com antissoros preparados a partir de células inteiras.
Segundo aquele autor, X. albliineans possul dois componentes antigénicos
somaéticos e, provavelmente, dois componentes de natureza exopolissacaridica.
SUGIMORI (1981) usando a técnica serologica de dupla difusdo em agar,
comparou linhagens de X. axonopodis pv. malvacearum (Smith 1901) Vauterin,
Hoste, Kersters & Swings, 1995; X. a. pv. phaseoli (Smith) Vauterin, Hoste,
Kersters & Swings 1995 e X. a. pv. manthotis (Bondar 1915) Vauterin, Hoste,
Kersters & Swings 1995, com antissoros produzidos pela técnica do linfonédulo,
diferenciando serclogicamente esses frés patovares. Os antigenos na forma de

EPS foram os que apresentaram as reagles mais especificas. Concluiu que a

técnica seroldgica é importante na diagnose, identificagfio e taxonomia de bactérias

do género Xanthomonas.
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RODRIGUES NETQ (1984) frabalhou com bactérias do género
Pseudomonas, ndo fiuorescentes, patogénicas as gramineas. Empregou como
antigenos imunizantes a fragdo GP e concluiu que essa fragdo pode ser Gtil na
diferenciacdo de serotipos dessas bactérias. O autor ainda verificou a exirema
similaridade no relacionamento serolégico de P. avenae Manns 1809 e P.
rubriiineans (Lee, Purdy, Bamum e Martin 1825) Stapp 1928, principaimente
naquelas linhagens isoladas de mitho. BENEDETT! (1981) comparou as espécies

de P. avenae e P, rubrilineans originarias de diferentes hospedeiros, por

eletroforese em gel de poliacriiamida, sugerindo a sinonimia entre essas espécies.
Q trabatho desenvolvido por BENEDETTI (19€1) esta de acordo com os dados de
RODRIGUES NETO (1984) e os estudos de RAMUNDO & CLAFIN (1990), que
comprovaram a sinonimia entre P. avenae e P. rubrilineans.

ALVAREZ, BENEDICT & MIZUMOTOQ (1985) desenvolveram estudos
visando diferenciar X. campestris pv. campestris (Pammel 1985) Dowson 1538,
de oufros patovares do grupamento "campestris”. Para {anto, foram produzidos
anticorpos monoclonais (AM) para linhagens de X. ¢ pv. campesfris originarios de
diferentes localidades. Através do emprego de AM as linhagens analisadas foram
subdivididas em seis grupos. Concluiram que os AM permitem uma rapida
identificac@o de linhagens de X. e¢. pv.campestris, podendo ser utilizados em
estudos epidemiol0gicos da moléstia “podriddo negra” das cruciferas,

THAVEECHAI & SCHAAD (1988) produziram antissoros para X. ¢. pv.

campestris empregando como antigeno imunizante o CPM. A andlise quimica

dessas proteinas de membrana revelou que, além das proteinas, hd nesse material
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carboidratos e pequenas fragfes de EPS. A produgdo de antissoros para peptideos
purificados a partir do CPM, por gradiente de densidade em solugio de sacarose e
por elefroforese em gel de poliacrilamida, mostrou que esses antissoros sé reagem
coin os antigenos homaologos, nédo reagindo com proteinas de membrana de outras
fitobactérias. Concluiram que os determinantes antigénicos especificos para
subespécies estdo constituldos por peptidecs da membrana intema,

AZAD & SCHAAD (1988) determinaram as rela¢les serologicas existentes

entre linhagens de Xanthomonas transiucens pv. translucens (Jones, Johnson &

Reddy 1817) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 19895, produzindo antissoros para
linhagens dessa bactéria a pariir do CPM. Afravés de testes de dupla difusdo em
agar, demonstraram que o CPM apresenta determinanies antigénicos a nivel
infrasubespecifico e que a técnica de dupla difusdo em agar é confiavel na correta
identificacdo de X L. pv. fransiucens.

SUGIMORI (1989) desenvolveu um estudo comparativo entre trés linhagens
apigmentadas de Xanthomonas [X campestris pv.mangiferaeindicae (Patel,
Moniz & Kulkaami 1948) Robbs, Ribeiro & Kimura 1974; X. axonopodis pv.
manihotis e X. a. pv. ricini (Yoshil & Takimoto 1928) Vauterin, Hoste, Kersters &
Swings 1985 |, separando esses patovares em serotipos diferentes, por reactes de
dupla difuso em agar e a partir de antissoros produzidos a partir de células
bacterianas inteiras. |

VALARINI (1890} caracterizou seroiogicamente linhagens de X. a. pv.
phaseoli (Smith) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995, produtores e nio

produtores do pigmento melanina, através de reagBes de dupa difusdo em dagar
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com antissoros obtidos a partir de células bacterianas inteiras. Q antissoro produzido
para X. a. pv. phaseofl reagiu somente com os antigenos homélogos, ao passo que
o antissoro produzido para aquelas linhagens produtoras de pigmento, além de
reagir com o antigeno horﬁélogo, também reagiu com X. a. pv. phaseoll. Aquele
autor desenvolveu ensaios visando a detecc¢@o por serologia de X. a. pv. phaseolf
em sementes de feijoeiro e concluiy que os festes de dupla difusdo em agar néo
sao exequiveis para esse objetivo, dada a baixa concentragdo das bactérias nas

sementes.

MARINGONI (1993) detectou variabilidade serolGgica entre linhagens de X.
a. pv. phaseoll produtoras e néo produtoras de melanina, em testes de dupla
difusdo em agar. Através de antissoros obtidos a partir de células totais
formalizadas, o autor verificou que anfissoros para linhagens pigmentadas e nao

pigmentadas sé reagiram com os respectivos antigenos homologos.

2.1.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com
sodio dodecil sulfato

As proteinas extraidas de fitobactérias sdo importantes fontes de informacgao

na caracterizagdo, classificagdo e identificagdo desses microrganismos
(KERSTERS,1990).

A tecnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com sédio dodecil suifato
(PAGE/SDS) apresenta grande sensibilidade e vem sendo correntemente ufilizada

na caracterizacdo de microrganismos. Alravés da PAGE/SDS é possivel obter-se o
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“eletroforegrama” ou a ‘impressdo digitali” de um determinado microrganismo e, a
partir desse padrdo, montar dendrogramas com o grau de relacionamento entre os
organismos estudados. Pela PAGE/SDS é possivel discriminar-se o grau de
similaridade entre microrganismos de maneira andloga aquela obtida por
experimentos de hibridizagdo DNA-DNA (JACKMAN,1985; KERSTERS, 1980). A
analise dos resultados possibilita armazenar os perfis eletroforéticos de linhagens de
referéncia em um bance de dados e compara-os com agueles obfidos de

microrganismos desconhecidos (M. GOODFELLOW, informagdo pessoal).

Ha um grande nimero de trabalhos relacionados em literatura que fazem uso
na PAGE/ SDS para a caracterizagio e identificaciio de fitobactérias.

HUISINGH & DURBIN (1967) realizaram estudos comparativos entre
linhagens de Agrobacferium tumefaclens (Smith & Towsend 1907) Conn 1942, A.
radiobacter e A. rhizogenes (Riker, Banfiedl, Wright, Keitt & Saggen 1830) Conn
1942 Através de PAGE/SDS detectaram a presenga de padries de proteinas
similares dentrc de uma mesma espécie e padres diferentes enfre as irés espécies
estudadas.

KERSTERS & DE LEY (1975) identiﬂcaram e agruparam varias bactérias
por PAGE/SDS. Determinaram véarios fatores que podem influir na reprodutibilidade
da fecnica, como as condigbes do crescimento bacteriano, o tempo de
centrifuga¢do na preparagao de amosiras e as condigdes nas quais se realiza a
prépria eletroforese.

BERIAM et al. (1992) estudaram comparativamente o perfit de proteinas de

membranas de linhagens de Agrobacterlum sp., originarios de videira (Vitis sp.)
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coletadas em Sdo Paulo e Rio Grande do Norte, com linhagens de A. tumefaciens
biovar 1 e A. vitls Ophel & Kerr 1990 por PAGE/SDS. Detectaram diferengas no
perfit de proteinas, tanto inter como infraespecificas.

MURRAY et ai. (1890) caracterizaram por meic de eletroforese linhagens de
Erwinia carofovora (Jones 1901) Bergey, Harrison, Hammer & Huntoon 1823,
utifizando lipopolissacarideos. Compararam os dados obfidos por PAGE/SDS com o
sistema de separacdo das linhagens de E. carofovora por serologia. Concluiram

haver correlacdo entre o0s dados obtidos por PAGE/SDS com a separacio em

serovares e sugerem n#do ser necessaria a produgéo de antissoros especificos para
08 serovares, sendo que tal separagao pode ser conseguida por PAGE/SDS.

NOGUEIRA et al. (1980) e NOGUEIRA (1991) caracterizaram linhagens de
Pseudomonas syringae pv. tabacl (\Wolf & Foster 1917) Young, Dye & Wilkie
1978, isoladas de feljoelro (Phaseolus vulgaris L), fumo (Nicotlana fabacum L) e
pepino (Cucumis safivus L) utilizando PAGE/SDS, tanto de proteinas totais, como
de proteinas exiraldas de membranas. As linhagens provenientes de feijoeiro foram
diferenciadas pela presenc¢a de uma banda proteica de 24kDa.

DRISTIG & DIANESE (1990) desenvolveram estudos dos biovares 1, 2 e 3
de R. solanacearum por melo de PAGE/SDS de protelnas de membranas. e
verificaram que os biovares 1 e 3 apresentam uma banda proteica com 35-37 kDa,
ausente nas linhagens do biovar 2.

BENEDETTI (1981) caracterizou linhagens de P. avenae ¢ P. rubrilinacans,

procedentes de milho, teosinte, arroz e cana-de-aglcar, coletados em diferentes



22,

regides geograficas, por PAGE/SDS. As andlises revelaram diferencas nos padrfes
de proteinas de membranas de baixo peso molecular.

WILLEMS et al. (1987) reclassificaram a espécie Xanthomonas ampellna
para um novo género, Xyfophilus, com uma Gnica espécie, X. ampelinus,
baseando-se em caracteriticas enzimaticas, hibridagdo DNA-RNA, composigio de
bases do DNA e PAGE/SDS de proteinas totais. Todos as linhagens de X.
ampelinus mostraram padrGes proteicos similares nas eletroforeses e segundo

Kersters (apud WILLEMS et al.,1987), linhagens que possuem alto grau de

similaridade de proteinas em elefroforese também apresentam alto grau de
simitaridade gendmica,

BENEDETTI et al. (1990) compararam através de PAGE/SDS de proteinas
totais, linhagens de X. campestris patogénicos & cana-de-aglicar com linhagens de
X. a. pv. vasculorum (Cobb 1894) Vauterin, Hoste, Kersters e Swings 1995 e
notaram semelhangas no perfil de proteinas entre os linhagens comparados.

VAUTERIN et al. (1991b) empregando 61 linhagens de diferentes
procedéncias dividiram os patétipos de X. a. pv. effri (Hasse 1915) Vauterin, Hoste,
Kerslers e Swings 1995 em cinco grupos, baseados no perfil de proteinas totais
detectados por PAGE/SDS,

VAUTERIN et al. (1991a) compararam 307 linhagens de Xanthomonas
spp., englobando todas as espécies do género descritas na época. Concluiram que,
quando a PAGE/SDS é usada em condigles padronizadas apresenta valor na

identificacio de linhagens ndo caracterizadas ou novas dentro do género

Xanthomonas.
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RODRIGUES NETO et al. (1993) desenvolveram estudos comparativos com
inhagens de X. a pv. eltrl, utilizando 46 linhagens com ampla diversidade
geografica e com linhagens originarias de sete espécies citricas, por PAGE/SDS.
Os resultados mostraram a presenca de bandas padrdes para a espécie, além de
uma banda caracteristica, de alto peso molecular, para linhagens do patétipo A.
Embora o perfii proteico das 35 linhagens estudadas do patétipo A seja homogéneo,
os dados obtidos pelos autores permitem dividir o patétipo A em trés sub-grupos.

RODRIGUES NETO et al. (1992) caracterizaram linhagens de Xylelfa

fastidiosa Wells, Raju, Hung, Weisburg, Mandelco-Paul & Brenner 1987 por
PAGE/SDS de proteinas totais. Exiratos de proteinas de X. fastidiosa de citros,
videira, Ambrosia artemisla, Platanus occidentalis e Prunus sallcina foram
comparados e os resulfados indicaram que os padrdes de proteinas totais foram

similares para todas as linhagens
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens bacterlanas

Foram empregadas cinquenta e quatre linhagens de Xanthomonasg
campestris pv. passifiorae (XCP) nos estudos seroldglicos e eletroforéticos deste
trabaiho, originarias de diferentes regifes geograficas do Brasil.

Plantas hospedeiras, origem e cédigo das linhagens de Xanthomonas
campesgiris pv. passifiorae utilizados neste estudo estdo relacionados no
QUADROQ 1.

Para todos os experimentos desenvolvidos neste trabatho, as linhagens
bacterianas foram cultivadas em placas de Pefri, em meio Nutriente Agar (NA),

conforme LEVINE (1954), por um perfode de 48h, a temperatura de 28°C.



QUADRO 1- Plantas hospedeiras, origem e c6digo das linhagens de Xanuromongi’

campestrls pv. passifforae ulilizados nos estudos comparativos de
serologla em testes de dupla difus&o em agar e eletroforese em gel de

poliacritamida com sédio dodecil sulfato (PAGE/SDS)

PLANTA ORIGEM CODIGO-
HOSPEDEIRA 1BsBF"
Passiflora.alata Campinas, SP 428
P. alata Campinas,SP 4444
P. alata Campinas, SP 445
P.alata Guaigara,SpP 658
P. alata Indalatuba SP 11719
P.alata Amoreira, PR 1257
P.edulls Campinas, SP 120
P.edulls Valinhos 124
P.eduils Registro, 8P 617
P.edulis Propia, PE 748
P.edulls Braganca Paulista, SP 177
P.edulla Vera Cruz,SP 941
P.edulis Vera Cruz 8P a6 v
F.edufls Tupl, 8P 996
P.edulis Tup3 P ga7
P.eduills Vera Cruz,SP 1007V
P.edulls Pllar do Sul-SP 1039
P.edulls Paullnia-SP 1040
P.edulis 5,Jodo Boa Vista-SP 1151
P.edulls Jaguariuna-Sp 1154
P.edulls Dracena-SP 1166
FP.edulls Cosmépolis-SP 1168
P.edulls Ouro Verde SP 1239
P.edulis Guaimbé-PR 1261
P.edulis ltatiba, SP 1294
P.edulls f.Mlavicarpa Londrina, PR 1254
P.edulis .Mlavicarpa Siqueira Campos PR 1255
P.eduils I.flavicarpa Londrina, PR 1270
P.edulls 1. Ravicarpa Apticarana PR 1271
P.edulls {.flavicarpa Marumbi PR 1272
P.edulls .flavicarpa Londrina, PR 1273
P. edulis F-Ravicarpa Londrina PR 1268
P.edulls f.flavicarpa Morretes, PR 8716 "
P.eduils {. flavicarpa Londrina, PR 11330 ™
P.edulls I.flavicarpa Amoreira, PR 11342 %
P.edulls tflavicarpa Nova Esperanca PR 11407 ™
Passlilora sp. Vargem Bonita DF 1314
FPassiflora sp. Resarva G, DF 1315
Pasglflora sp. Brazlandia, DF 1316
Passitlora sp. Feira de Santana, BA 1317
Passlilora sp. Araguan, MG 1318
PassHiora sp. Vargem Bonlta, DF 1320
PassHlora sp. Brazandla, DF 13214
Passifiora sp. Planaltina, DF 1322
Paasiflora sp. Serra do lbiapaba, CE 1323
Passiflora sp. Serra do Ibiapaba, CE 1324
Passifiora sp. Brasfla, DF 1326
Fassiilora sp. Ponte Alta, DF 1327
Passlifora sp. Feira de Santana, BA 1328
Passiflora sp. Sefra do tbiapaba, CE 1332
Fassiiora sp. beira de estrada, SE 1333
Passifiora sp. Braslia, DF AT-712W
Passifiora sp. Brasilia, DF AT-117%
Passiffora sp. Propia, CE AT-720 %

Y IB9BF - Colegao de Culturas da Segéo de Bacteriologia Fhopaloidgica do Instituto

Biolégico

2 inhagens utllizadas na preparo de antissoros

SHinhagens apigmentadas

“ linhagens n&o Incorporadas & Coleclo de Culturas IBSBF
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3.2 Preparo da suspensoes bacterianas, suspensoes bacterianas

autoclavadas, complexo proteico das membranas, exopollssaca-

rideos e gllcoproteinas

Foram preparadas suspensdes bacterianas adicionando-se uma algada do
crescimento bacteriano em tubos de ensalo contendo 5 mL de 4gua destilada. Em
seguida, este material foi homogeneizado em agitador rotativo, por 3 min, a 25 Cc.

Parte desta preparagfo foi autoclavada a 121 “C, por 15 min e denominada

suspenséo bacteriana autoclavada (SBA) (ESQUEMA 1).

A preparacdo do complexo proteico da membrana (CPM) foi feita com
algumas modificacfes introduzidas no método de THAVEECHAI & SCHAAD
(1986). As células bacterianas de cada placa foram coletadas com alga de
Drigalsky, em 2,5 mlL de solugdo de cloreto de lftio (LIiCl) 0,2M. Estas suspens@es
foram colocadas a 45 “C, por 180 min, com agitacfio constante (cerca de 250
rpm). Em seguida, as suspensdes foram submefidas a dois ciclos de
cenfrifugaciio (12000g/15 min e 40000¢/40 min—éf}C). Os precipitados foram
descartados (P-1 e P-2} e os llquidos sobrenadantes (LS-2) foram ultracentrifugados
a 100000 g por 120 min. Os liquidos sobrenadantes (LS-3) foram descartados e os
precipitados (P-3) ressuspendidos em égua destilada a 1/20 do volume original,
constituindo o CPM (ESQUEMA 1).

A extracdo dos exopolissacarideos fol baseada em metodologla proposta por
DE BOER & SCHAAD (1880). O crascimento bacteriano fol coletado em 2 mL de
tamp#o fosfato salino (PBS) 0,01 M, pH 7, agitado vigorosamente em agitador

rotativo , por 1 min, a temperatura de 25 °C e em seguida centrifugado a 12000 g,
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por 60 min. O precipitado (P-4) foi descartado e o liquido sobrenadante (LS-4)
tratado com quatro volumes de acetona a -20 YC.Este material foi mantido por 16 h
a 8 °C, sendo posteriormente centrifugado a 12000 g, por 30 min. Descartou-se o
liquido sobrenadante (LS-5) e o precipitado (P-5) fol ressuspendido em 200 pl de
agua destilada, constituindo a fra¢do EPS (ESQUEMA 1).

As glicoproteinas da céapsula bacteriana (GP) foram extrafdas seguindo
metodologia descrita por DIGAT & CAMBRA (1976), com pequenas modificacBes.

O crescimento bacleriano foi coletado com &gua destilada (2,5 ml/placa). Esta

suspensao foi agitada (aproximadamente 250 r.p.m.) durante 30 min, a temperatura
de 25 °C. A suspensiio foi centrifugada a 12000g, por 30 min, a 4 °C. O liquido
sobrenadante (L5-6) Toi descartado e o precipitado (P-6) foi submetido a filtragem
em papel de filtro, ajustando-se o pH do filirado para 7. Este filtrado foi tratado com
igual volume de solugdio saturada de suifato de amoénio [(NH4).S04} e mantido por
16 h a 8 °C. Em sequida, o material foi centrifugado a 15000 g, por 30 min, a 4 °C.
O liquido sobrenadante (L.S-7) foi descartado e o precipitado (P-7) ressuspendido
em 1/10 do volume original em agua destilada, sendo posteriormente dialisado
contra agua destilada, por 48 h, constituindo-se na fragdo GP (ESQUEMA 1).

No QUADROQ 2 estdo relacionadas as linhagens utilizadas nos testes
serologicos, com antigenos na forma de suspensfio bacteriana (EB), suspensio

bacteriana autoclavada (SBA), exopolissacarideos (EPS), complexo proteico das

mermbranas (CPM) e gliproteinas (GP),



29,

sopezyn souabue NG
B 0.Z1

L s

i J3T ZZel 8Tk 186
L R

eI Lzet 2921 966
| N

OEEL 3 1744 3 a9zl 086
| L

SLIg kR siel 14747 (X2
| s

oL LY e 88zl UL
L |

ely siel biLL 8t
L s

Zhily gLl 838t 898
] N

gesl vith 89il 18
s

zesi 414} veLL 504
|

R B8ZL beLL v
me

_ £LZ1L 0oL 8y

d5 | Wd0| 543 ¥BS| 8S| use| | dO| Wdd | Sd3 | VES| €S| ymsa | <O | WdD | Sd3 | VES| BS| sesal

(dD) seujsioidol|B & (NdD)

seueiquau sep odjeloid osjdwios (§43) scepleoeESSIjodoXs (YES) BpRARIOOINE BUELSRq Opsuadsns (gg) eueusioeq
cesuadsns :sousbjue soalsadsal se woo Jebe we oesnyp ejdnp ap S3)S8] SOU SBPRZIjN sevoyrssed Ad o'y ap susbeuu - Z ONAYAD



30,

3.3. Preparo de antissoros e testes seroldgicos de dupla difusiio em
agar
Linhagens de Xanthomonas campestris pv. passifiorae origindrias de
P.afata e P.edulls foram utilizados para a producio de antissoros e testes
serologicos de dupla difusdo em &gar.

Foram preparados antissoros para as linhagens IBSBF-444-P.alata, IBSBF-

748-P.edulls e IBSBF-1171-P.afata, tendo sido codificados, respectivamente, como

AS-XCP-444-P.alata, AS-XCP-748-P.edulls e AS-XCP-1171-P.alata.

Cs antigenos para imunizagdo foram preparados a partir do crescimento
bacteriano nas condigbes anteriormente citadas. Ap6s o crescimento, adicionou-se
agua deslilada em uma placa de cada uma destas linhagens e o material foi
homogeneizado durante 3 min em agitador rotative de tubos. Essas suspensfes
foram utilizadas como antigeno no preparo de antissoros especificos.

G esquema de imunizacdo dos antigencs via linfonodulo (OLIVEIRA, 1875)
foi feito em coelhos pesando em média 2 kg. Antes da primeira inje¢3io de antigeno,
os animais foram sangrados para a obtenclo do soro normal (SN), empregado
como controle negativo das reagbes serolégicas.O namero de imunizagdes por
animal foi variavel, na dependéncia dos titulos dos antissoros obtidos, determinados
por reagles de dupla difusdo em égar. As sangrias foram efetuadas semanaimente,
pela veia marginal da oretha (20 ml/sangria). Ap6s a sangria, 0 sangue foi
conservado a temperatura de 25 °C por 1h e em seguida armazenado a 8 °C,

por 16 h. Esse material foi entdo centrifugado (16000¢/3 min), coletando-se os
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antissoros, que foram armazenados em frascos plasticos, em volumes (200uL), a -
20 “C.

Os testes de dupla difusdo em &gar foram efetuados em iaminas de
microscopia Optica. Em cada lamina foram adicionados 3 mL de égar fundente, a
1% em solugdo salina (NaCl 0,85%) contendo 0,02% de azida de s6dio. Apds a
solidificagdo, as [@minas foram furadas seguindo-se protocolos previamente
determinados. Antigenos e antissoros foram colocados nos respectivos orificios.As

laminas foram mantidas a temperatura ambiente, até 72 h. Posteriormente, as

laminas foram lavadas em solucBo salina (24 horas), desidratadas e coradas com

negro de amido.

3.3.1. Analise estatistica das reagdes serologicas com antigenos
na forma de suspensdo bacteriana

Os resultados das reagles seroldgicas de dupla difusBio em agar entre
antigenos na forma de suspensfo bacteriana e os antissoros AS-XCP-444-P.alata,
AS-XCP-748-P.edulis e AS-XCP-1171-P.afata foram analisados pelo programa
NTSYS-pc, Versbo 1.8 (Applied Biostatistc, Inc.), comparande as linhagens
analisadas e gerando uma matriz de similaridade (SM, coeficiente "simple
matching™. A partir destas malrizes, foram construidos dendrogramas

representando as semelhancas entre as linhagens pelo UPGMA ("Unweighted pair-

group using averages) de acordo com FANTINATT! (1897).
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3.4..Eletroforese em gel de policacrilamida com sédlo dodecli sulfato
(PAGE/SDS)

Linhagens de XCP cultivadas em NA por 48h a 28 °C foram submetidos a
PAGE/SDS.

Aliquotas dos ifsolados de X. ¢. pv. passifiorae, retiradas diretamente de
placas de cultura (cerca de 20 mg) foram homogeneizadas em tamp#o de amostra
e submetidas a aquecimento a 100 °C, durante 5 min. Em seguida, esses materiais

foram centrifugados a 16000 g, por 3 min. Os precipitados foram descartados e aos

liquides sobrenadantes foram adicionados Iguais volumes do tamp#o de amosfra.
Os materiais assim preparados foram conservados a - 20°C, até serem utilizados
nas eletroforeses (APENDICE 1)

As amostras para as eleftroforeses, constituidas por protelnas totais (PT)
foram disfribuldas em géis na concentraciio de 10%, em placas verlicals e
submetidos a uma diferenca de potencial de 140 V, por 150min, seguindo
metodologia descrita por HAMES & RICKWQOD (1881). Apds esse perfodo, 08
géis foram fixados por 16 h, & temperatura de 25 °C. Em segulda, os géls foram
corados por prata, seguindo a técnica descrita por BLUM, BEIER & GROSS (1987)
(APENDICE 2).

Além das linhagens de XCP relaclonadas no QUADRO 1, também foram

submelidas a8 PAGE/SDS as linhagens de Xanthomonas axonopodis pv. phaseolf
(XAP) (IBSBF-1152), X. campesftris pv. campesfris (XCC) (IBSBF-1160), X
campestris pv.mangiferaeindicae (IBSBF-657 e 873) e Xanthomonas

veslcatorfa (XV) (IBSBF-1145) para fins comparativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1. Serologia
Os resuitados dos testes de dupla difusdo em agar das cinquenta e quatro

linhagens de X. ¢. pv. passiflorae utilizando-se os antissoros AS-XCP-444-P. alata,

AS-XCP-748-P. edulis e AS-XCP-1171-P. alafa podem ser observados na
TABELA 1 e no ESQUEMA 2.

O numero maximo de linhas de precipitagdo observado para todas as formas
de antigenos testadas (SB, SBA, CPM, EPS e GP) foi trés. Essas linhas,
classificadas como linha "a”, linha "b” e linha "¢”, expressam a posicdo dos arcos de
precipitagdo (antigenos/antissoros) nos testes de dupla difusdec em éagar
(ESQUEMA 2).

Para os trés antissoros ulilizados, as fragles que apresentaram os maiores
percenfuais de reacdes positivas foram SB e CPM. As fragles SBA e GP foram as
gue mostraram 0s menores percentuais de reagdes positivas.

Os trés antissoros testados foram produzidos a partir de antigenos na forma
de suspensies hacterianas. Isto explica o alto percentual de reagles positivas
observado nas reacgfes serolégicas de dupla difusdo em agar com este tipo de
antigeno. A analise da TABELA 1 mostra que nos antigenos do tipo SBA, nos

extratos bacterianos (GP e CPM} ou ainda nos componentes bacterianos purificados
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TABELA 1 Resultados dos testes seroidgicos de dupla difusao em agar entre 0s
antissoros AS-XCP-444-P. alafa, AS-XCP-748-P. edulls e AS-XCP-
1171-P. alata e as fragles SB (suspensbes baclerianas), SBA
(suspensbes bacterianas autoclavadas, CPM (complexo proteico da
membranas); EPS (exopolissacarideos) e GP (glicoproteinas} de
cinquenta e quafro linhagens de Xanthomonas campesilris pv.
passiiorae. '

AS-XCP- | AS-XCP- | AS-XCP-
444 748 | M71 | %MEDIA
al 784 61,7 54 9 65,3
sB |b| 881 | 728 | 838 | 812
c| 777 | 442 | 525 | 58,1
al 12,1 314 | 26,7 234 |
sBA |b| 60 | 100 55 5.9
el 171 | 100 | 250 | 174
2l 622 | 728 | 905 | 852 |
cPM |bl 350 | 336 | 357 | 3438
e 350 74 1 471 | 19,8
al 667 | 311 | 496 | 491
EPS |b| 430 | 411 | 458 | 433
el 288 | 285 | 275 | 286
i g A LA st
2l 300 | 300 | 500 | 366
GP |b| 200 | 200 | 30,0 | 233
c| 200 | 10,0 | 10,0 | 133

1 L )

Resultados expressos em percentagens da linhas de precipitagio "a", "b" e “¢".
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(EPS), as reagdes positivas foram detectadas em menor percenfual. Para cada
uma das formas de antigenos testadas (SB, SBA, EPS, CPM ¢ GP) ha selegio de
antigenos diferentes, ndo s6 com relagdo a localizacdo desfes antigenos na célula
bacteriana (antigenos flagelares, capsulares, da membrana), mas também com
respeito as caracteristicas quimicas destes antigenos {proteinas, lipoproteinas,
lipopolissacarideos, glicoproteinas).

Para o AS-XCP-444-P. alata foi verificado que entre as frés linhas de

precipitacao observadas, a linha de precipitagdo "b” foi detectada em 88,1% do

linhagens testadas com antigenos na forma de SB. J& na frac8o CPM, o maior
percentual de reagbes positivas foi detectado para a linha de precipitag@o “a”, com
92,2% de reagbes positivas. Os testes com antigenos na forma de SBA foram. os
que apresentaram os menores percentuais de reagdes positivas, seguido por GP.
Nao foi detectado, em nenhuma das linhagens testadas para SBA, a linha de
precipitacao “b". Para os antigenos na forma de EPS e GP, as reagdes positivas
foram principalmente com a linha de precipitagdo “a” (TABELA 1 e ESQUEMA 2).
Para o0 antissoro AS-XCP-748-P. edulis, dentre as f{rés linhas de
precipitagdo, a linha de precipitacdo "b" foi a detectada no maior namero de

linhagens bacterianas (72,8%), conforme a TABELA 1 e 0 ESQUEMA 2.
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Para o AS-XCP-1171-P. alata, a. semelhanga do que fol observado para ¢
AS-XCP-444-P. alata ¢ AS-XCP-748-P. edulls, na fracdo SB a linha de
precipitagiio “b” foi a observada em maior percentual (82,8%). Para a frago CPM,
o maior percentual de linhas positivas foi verificado para a linha de precipitagdo “a”
(TABELA 1). As formas de antigenos que apresentaram os menores percentuais de
reagdes positivas também foram SBA e GP.

A observacao de TABELA 1 mostra que os maiores percentuais de reagtes

positivas foram oblidos com o emprego de SB e CPM. Quando se analisa o total de
reacles positivas (linhas “a™ "b” + “¢”) entre os antigenos na forma de 3B e CPM é
verificado alto percenfual de reac¢les positivas para SB que €, em media, superior
aquele observado para a fragdo CPM. Desta maneira, a comparagdo entre estas
duas formas de antigeno (SB e CPM) deixa clarc que a fragdo SB é a mais indicada
para fins de identificagdo do agente causal, visto que, além de reagir com grande
parte das linhagens de X. c¢. pv. passifforae, & a que se obtém com maior
facilidade e rapidez denfre as formas de antigeno testadas.

SCHAAD (1989) considera como um principais problemas da técnica de
dupla difusdo em agar a dificuldade de se obfer anfissoros que reajam com um
grande numero de linhagens bacterianas dentro de um mesmo taxon. Entretanto,

para X. ¢. pv. passfﬂorae 0s dados apresentados na TABELA 1 mostram que

antissoros produzidos a partir de células totais (SB) sdo indicados para detecgdo de
linhagens desta fitobactéria, uma vez que altos percentuais de resultados positivos

foram obtidos nas reacdes de dupla difusao em agar.
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SCHAAD (1976) considera que uma das questfes mais importantes na
ulilizagdo de iécnica serolégica é a escolha do tipo de antigeno que deve ser
utilizado para a produgdo de antissoros. As vantagens em se produzir antissoros a
partir de antigenos purificados estda em se empregar esses antissoros em testes
com macerados de plantas ou de suspensdes bacterianas, minimizando dos riscos
da ocorréncia de reagles inespecificas, o que iria contra uma das principais e mais
importantes caracteristicas da serclogia - a alta especificidade. Como uma das

principais finalidades desse tabalho foi utilizar os antissoros com fins de diagn6stico,

a escolha da fracio SB foi a mais indicada, visto reagir com grande niimeros de
linhagens de X.c. pv. passiflorae, sem ter apresentado rea¢bes positivas com
macerados de plantas sadias. Entretanto, em decorréncia da nédo identificagfo de
algumas linhagens, mesmo que em pequeno nimero, os {estes serolégicos também
com a fracdo CPM talvez possam minimizar este problema.

Testes de dupla difusdo em agar empregando-se fecido vegetal macerado,
com sintomas caracteristicos de X.e. pv. passiflorae e os trés antissoros foram
positivos. Tais resultados, confirmados por testes de patogenicidade, permitem
concluir que a detecgdo e a confirmacdo da identidade desta bactéria em materiais
suspeitos de infecgdo pode ser efetuada sem a necessidade do isolamento e
purificagdo da do agente causal.

Os resultados obtidos também evidenciam que antigenos na forma de SBA,
EPS e GP nao sdo indicados para a identificacio efou diagnose de X. ¢. pv.
passfiforae, em festes de dupla difusdo em agar. Estas formas de antigeno,

principalmente a fracdo SBA, apesar de ndo ter aplicabilidade na diagnose,
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provavelmente possam ser uteis para experimentos visando a separa¢do das
linhagens desta fitobactéria em serogrupos.

Embora a fragdo CPM fambém apresente altos percentuais de reagles
positivas, reconhecendo grande parte das linhagens testadas, a sua utilizac&o para
fins de diagnéstico apresenta algumas desvantagens quando comparada a frag3o
SB. Estas desvantagens relacionam-se principalmente a extragfio da fragio CPM,
que envolve isolamento, purificagdo e multiplicacdo de células bacterianas em larga

escala. Além disso, a maior especificidade da fracde CPM pode apresentar

problemas, deixando de reconhecer algumas linhagens de X.c.pv.passifiorae e
consequentemente, implicar em falsos resultados negativos.

A observagdo do ESQUEMA 2 tambem permite concluir que ha diferengas
enfre os frés antissoros testados, porém n#o foi possivel separar as linhagens de X.
¢. pv. passiflorae isoladas de P. edulfs daquelas provenientes de P. alata pelos
testes de dupla difusdo em agar.

A anglise estatistica dos resultados dos testes de dupla difusdo em agar para
os antigenos na forma de suspensdo bacteriana pode ser observada nas FIGURAS
1,23

Os dendogramas de AS-XCP-444- P. alata e AS-XCP-1171- P. alata s#o
semefhantes (FIGURAS 1 e 3). Ambos apresentam dois grupos com similaridades
superiores a 65%. Qﬂando as mesmas linhagens slo comparadas utiizando-se o
AS-XCP-748- P. edulis nota-se a presenga de irés grupos com similaridades

superiores a 60% (FIGURA 2).
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FIGURA 1 - Dendrograma comparativo entre linhagens de Xanthomonas
campesiris pv. passiflorae em testes de dupia difus&o em dgar
com o anfissoro AS- XCP-444- P. alata e antigenos na forma de
suspensao bacteriana (SB).
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FIGURA 2 - Dendrograma comparativo entre linhagens de Xanthomonas
campesiris pv. passiflorae em testes de dupla difusio em 4gar

com o antissoro AS- XCP-748- P. edulis e antigenos na forma de
suspensdo bacteriana (SB).
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FIGURA 3 - Dendrograma comparativo entre linhagens de Xanthomonas
campeslris pv. passifiorae em testes de dupia difuso em agar
com o antissoro AS- XCP-1171- P. alata e antigenos na forma de

suspensdo bacteriana (SB).
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Os dados obtidos com as analises estatisticas usadas para a construgio
destes dendrogramas, embora permitam separar as linhagens testadas em varios
grupos, nao possibilitam diferenclar linhagens originarias de P. afata daquelas

provenientes de P. edulis.

4.2. Eletroforese em gel de pollacrilamida com sodio dodecil
sulfato(PAGE/SDS)

Foram analisadas cinquenta e quatro linhagens de X ¢. pv. passifiorae

através de PAGE/SDS de protelnas totais. Além das eletroforeses com protelnas
soluveis, as fragbes SBA, EPS, CPM e GP das linhagens relacionadas no
ESQUEMA 2 foram submetidas ao mesmo tipo de eletroforese, de maneira similar
aquela descrita para as proteinas solGveis (fracio SB).

A linhagem XCP-1320 apresentou duas bandas com pesos moleculares de
15 e 21 kDa, ndo observadas nas demais linhagens. A andlise visual dos géis
também mostrou que algumas linhagens (XCP-121, XCP-148, XCP-444 XCP-617
e XCP-1007) ndo apresentaram uma banda de 25 kDa, observada nas demais
linhagens testadas.. Alem disso, as linhagens XCP-960 e XCP-941 apresentaram
uma banda de 28kDa, ndo observada nas demais linhagens testadas.

Nas linhagens XCP-AT-720, XCP-1322, XCP-8716, XCP-11323, XCP-120 e
XCP-1288 verificou-se a presenga de uma banda de 31,2 kDa (FIGURA 4).

A comparag8o do perfil eletroforético de proteinas totals das linhagens de X.
¢. pv. passifiorae com linhagens de X. a. pv. mangiferaindicae, X_ a. pv. phaseoli,

X. ¢. pv. campestris e X. vesicatoria mostra algumas diferencas, porém n3o foi
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FIGURA 4 - Elefroforese em gel de poliacriiamida com sédio dodecll sulfate de
algumas linhagens de Xanthomonas campesfris pv. passifiorae.

FIGURA & - Elefroforese em gel de poliacrilamida com sddic dodecil sulfafo
comparando uma linhagem de Xanfhemonas campesfiis pv.
passifforae (XCP) e duas linhagens de Xanthomonas campesiris
pv. mangliferaeindicae (XCM)
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possivel detectar-se de maneira clara e precisa bandas que pudessem ser
consideradas como marcadoras para X. ¢. pv. passifiorae. A observacsio entre as
linhagens de X. ¢.pv.passifiorae e X. a. pv. mangiferaindicae mostra um perfil de
proteinas totais (SB) exiremamente similar (FIGURA. 5).

WENDLAND, UENO & LEITE JR. (1996) desenvolveram frabalhos
comparativos entre linhagens de X. ¢. pv. passifiorae e verificaram que uma das
linhagens apresentava um perfil proteico diferente das demais, com a auséncia de

uma banda de 356 kDa e a presenga de bandas de 39,2, 54,7 e 565 kDa,

exclusivas desta linhagem. O perfit eletroforético determinado no presente trabalho
para esta mesma linhagem ndo permitiu evidenciar tais diferencgas.

Um dado interessante seria submeter linhagens de X. ¢. pv. passifiorae a
PAGE/SDS de proteinas tolais logo apés o isolamento da bactéria da planta
hospedeira e comparar estes perfis com aqueles obtidos com a partir de linhagens
liofilizadas. Segundo TAHARA & ROSATO (1997), linhagens de X. e. pv.
passiflorae cultivadas em meios de culturas contendo extrato de folhas de
maracujazeiro podem expressar ou nao certas proteinas. A comparagio entre
linhagens recem isoladas com aqueles mantidas sob liofilizacdo pode dar indicativos
se a indugcdo ou repressdo de genes também pode ocorrer “in vivo”. Algumas

inhagens de X. ¢. pv. passifiorae produzem substincias fitotéxicas (BERIAM &

MALAVOLTA JR, & ROSATOQ, dados ndo publicades), que quando inoculadas em
folnas de maracujazeiro induzem sintomas similares aqueles produzidos nas

inoculagdes com a prépria bactéria,
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A analise da fracdo SBA por PAGE/SDS mostrou que, embora algumas
linhagens (XCP-444 ¢ XCP-1171) tenham mostrado a presenc¢a de bandas ap6s a
coloragdo por prata, estas bandas foram difusas, sem definic8o, n8o permitindo a
identificagdo de bandas individualizadas semelhantes aquelas observadas nos géis
de SB. A autoclavagem das suspensdes bacterianas (121 Scr20 min;j
provaveimente deva ter desnaturado as proteinas Esta auséncia de bandeamento
esta de acordo com o que foi observado nas reacdes serolégicas. A fracio SBA foi

& que apresentou o menor nimero de reagbes positivas. Como sugerido por DE

BOER & SCHAAD (1990), a possivel explicag3o para este fato é que deva ter
ocorrido selegdo de antigenos, principaimente aqueles constituldos por carboidratos.
As analises das fragcfes EPS por PAGE/SDS evidenciaram a presenca de
bandas, provavelmente resultantes da contaminacio da fragfio EPS por proteinas
durante o processo de exiragfio, para as linhagens XCP-445, XCP-748, XCP-860,
XCP-1171 ¢ XCP-123%. Para a linhagem XCP-960 foram visualizadas bandas
proteicas de baixo, médio e aito peso molecular, variando de 10 a 120 kDa.

As elelroforeses da fragie CPM nilo apresentaram um padrio de
bandeamento bem definido, inviabilizando qualquer tipo de andlise. Os perfis de
proteinas de membranas de oufros patovareé de X. campestris (X ¢. pv.
campestrls, p.ex) ou mesmo de outras espécies (X. axonopodis pv. cltr)
mostram perfis protéicos bem definidos, com bandas enfre 10 a 120 kDa,
permitindo, inclusive, a diferenciacéo de pat6tipos dentro do patovar cfirf de X.

axonopodis (RODRIGUES NETO, BERIAM & OLIVEIRA, 1992). Embora as

eletroforeses de CPM das linhagens de X. ¢. pv. passhTorae tenham sido realizadas
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nas mesmas condicdes daquelas padronizadas para X. ¢. pv. campestris e X. a.
pv. efirf, provavelmente deva ter ocorrido desnaturacic de proteinas das linhagens
de X. c. pv. passifiorae, o que pode ter acarretado o bandeamento difuso
observado.

A revelagao dos géis de poliacrilamida por prata (BLUM, BEIER & GROSS,
1887) é extremamente sensivel, detectando proteinas na ordem de nanogramas.

Para as linhagens de X ¢. pv.campeslris e X. a. pv. citri, os perfis proteicos s3o

revelados, em média, dentro de dez minutos, ao passo que para as linhagens de X.

¢. pv. passifforae a revelacdo de algumas bandas sé ocorreu apés 20 min de
tratamento na solugdo reveladora. Este € um dado adicional mostrando que as
proteinas de membrana das linhagens de X. ¢. pv. passifiorae ndo devem ser
armazenadas nas mesmas condigfes padronizadas para outras Xanthomonas
(-20°C) quando o objetivo & a determinagio do perfil eletroforético.

Nas eletroforeses das fragcfes GP s se observaram bandas proteicas para
as linhagens XCP-445 e XCP-1288. Quando esfes resultados s30 comparados
aqueles obtidos nos testes serologicos, observa-se que tanto o isolado XCP-445
como o isolado XCP-1288 apresentaram reacdes serologicas positivas com os irés
antissoros (AS-XCP-444-P. alata, AS-XCP-T48-P. edulls e AS-XCP-1171-p.
alata), conforme se observa no ESQUEMA 2.

As linhagem XCP-860 e XCP-1007 també&m reagiram com os trés antissoros,

mas gquando XCP-960 fol submetida a PAGE/SDS ndo foi detectada nenhuma

banda proteica. Embora a fragdo GP de XCP-1007 ndo tenha sido submetida 3

PAGE/SDS, a comparagdo dos dados de serologia e elefroforese da linhagem
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ACP-960 com as demais esfirpes sdo diferentes para a fragcio GP. Estas diferencas

podem estar relacionadas ao fato destas duas estirpes serem apigmentadas.
Alinhagem XCP-1261, incotporado a Colegao de Culturas IBSBF como X. ¢.
pv. passifiorae, apresentou perfil de protelnas muito diferente quando comparado
as demais linhagens testadas. Além disso, serologicamente ndo reagiu com nenhum
dos trés antissoros produzidos para X.c.pv.passififorae e ndo apresentou
patogenicidade quando inoculado artificiaimente em plantas de P.edulls. Esses

dados permitem afirmar que a linhagem XCP-1261 nao pertence ao género

Xanthomonas, demonstrando que tanto as reac¢fes de dupla difusdo em agar com
a PAGE/SDS sdo técnicas que permitem a correta identificagdo de X. e¢. pv.
passifiorae.

Os resultados de PAGE/SDS estdo de acordo com os resultados oblidos
nos padrées por PCR ( “Polymerase Chain Reaction), gue mosiram grande
similaridade enfre as linhagens de X. ¢ pv. passHfiorae (E R.Gongalves,
comunicagao pessoal),

Os resuttados obtidos pelo estudo serolégico e perfil elefroforético das
linhagens de X.c.pv.passifiorae evidenciam que ambas as técnicas podem ser
utilizadas na identificacdo desta fitobactéria. Dentre estas duas técnicas, os testes

serolégicos de dupla difus@o em dgar com antissoros produzidos a partir de
suspensbes bacterianas apresentaram resultados rapidos e seguros. As técnicas
seroldgicas de dupla difusdo em agar podem ser uma alternativa para a deteccgio

de X. ¢. pv. passifiorae em lotes de sementes. Como sementes infectadas
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constituvem a principal forma de disseminagdo deste patégenc, a sele¢iio de
sementes sadias & uma importante medida visando o controle da bacteriose do
maracujazeiro.

Os resuitados obtidos por eletroforese mostram uma grande similaridade
entre as linhagens testadas, mesmo enfre aquelas origindrias de diferentes
hospedeiros, regifes produtoras ou mesmo de linhagens de X. ¢. pv. passifiorae
causadoras de sintomas localizados ou sistémicos. As pequenas diferengas

observadas nos tesles seroldgicos ndo permitem também a separagio das

linhagens empregadas em grupos serol6gicos nitidamente diferenciados.

Os dados oblidos neste frabalho sugerem também que as diferengas
observadas na interacdo patégeno-hospedeiro relatadas por DIAS (1980) e
OLIVEIRA et al. (1988) devem ser decorrentes princiipalimente de fafores climaticos
ou pela variabilidade genética do hospedeiro ou mesmo da idade das folhas
empregadas nos testes de patogenicidade e ndoc da diferenca em patogenicidade e
viruléncia das linhagens testadas, permitindo. inferir que materiais vegetais
selecionados para resisféncia @ mancha oleosa em uma regido devem apresentar
esta mesma caracteristica em outras regifes onde eventualmente venham a ser

cultivados.
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5. CONCLUSOES

Os resultados oblides neste trabalho permitem chegar as seguintes

concluses:

1. Das diferentes formas de antigenos de X. ¢. pv. passifiorae analisadas, a
fragdo SB €& a mais indicada para fins de diagnostico da bacteriose do
maracujazeiro, causada por X. e. pv. passifforae, incluindo-se testes com tecido

vegetal.

2. A fragdo CPM também pode ser utilizada com fins de diagn6stico, mas
apresenta como principais desvantagens a necessidade do isolamento, purificacgo e

posteriormente a extragdo do complexo proteico da membrana.

3. Os antlgenos na forma de SBA, EPS e GP nfo sfo indicados para a

identificac@o de X. e. pv. passifiorae, quando o principat objetivo é o diagnéstico.

4. Linhagens origindrias de P. alafa e P. edulls sfo serologicamente

similares, ndo sendo possivel diferencia-las por testes de dupla difusdo em agar.
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5. Em PAGE/SDS a utilizagfo da fragio SB 6 a que permite meihor

caracterizac@o das linhagens de X. ¢. pv. passifiorae.

6. As linhagens analisadas apresentaram grande similaridade, indepedente

do hospedeiro e localizagdo geografica de origem.
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APENDICE 1 Soluches para preparo do gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sédio (PAGE/SDS) *

GEIS (EM mL)

RESOLUCAC EMPACOTAMENTO
tris-HCH1,0M, pH 8 8 59
tris-HCI 1,0M, pH 6,8 0.9
acrilamida/bisacrilamida 50 0,8
{30g:0,8g) |
agua destilada 59 09
3DS a 10% 0,18ul 0,075uL
TEMED
{N,N,N' N'tetrametiletilenodiamina) 0,02uL 0,02uL
solugo de persulfato de amédnio a
2.5% 1.5ml 0,75mi.

" adaptado de HAMES & RICKWOOD (1981)
1. Tampdo de Amostra
Tris-HCI 63mM pH 6.8, SDS 2,0%, 2 Beta -Mercaptoetanol 5,0% e
Sacarose 10%

2. Tampé&o do Reservatério 10X concentrado

Tris 0,25M, Glicina 1,92M, 8DS 1%
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APENDICE 2 SolugGes e sequéncia para coloragio dos géis de poliacrilamida com

prata®
PROCEDIMENTOS SOLUCOES
1.Fixac8o {(minimo de 1 h) etanol 8 50%, dcido acético 12% e formeldeido 75ul ()

2. Lavagem do gel
Lavar trés vez/ 20min cada vez

etanol a 50% em 4gua desillada

3.Tratamento com tiossulfato de sédio
(N823203.5H20)

Manter o gel nesta solucdo por 1 min,

com agilacao conslante.

Na,5,04.5H;0, 20mg/100mL de dgua destliada)

4. Lavagem do gel

Lavar trés vezes/20s cada vez.

dgua destilada

5. Tratamento com prata
Manter o gel sob agilagio constante por
20min

nilrato de prata (AgNOJ),
formaldeido, em dgua destilada,

a 02%, conlendo 75pL de

6. Lavagem do gel

semelhante ao lem 4

7.Liquido revelador
0 ternpo de revelagiio é proporcional 8
quantidade de proteinas presentes no gel

carbonato de sodio a 6%, contendo dmg de Na,$5,0;5H,0 (2
mL da solucdo empregada no Hem 3) e 50ul de formaldeido,

para um total de 100mL

8.Lavagem do gel

lavar duas vezes com Agua destilada, 20s/lavagem

9.interrupcdoe da reaclo

elanal a 50%, dcido acélico 12% e formaideido 75ul

* De acordo com BLUM, BEIER. & GROSS (1987)




