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INTRODUCAO

Doencas em plantas podem ser definidas como um
processo de mau funclonamento de células e tecidos,
decorrentes de uma irritac8oc continua por algum agente
ratogénico ou fator ambiental. Iaso leva ao
desenvolvimento de sintomas, podendo resultar em
deterioracBfc ou morte da planta ocu de suas partes
(Agrios, 18B9). Entre os agentes patogénicos encontram-
se diversos organismos, principalmente fungos,
bactérias e virus, que levam a perdas consideraveis na
produclo agricola mundial.

A mancha bacteriana, doenca qQue ataca folhas e de
tomate e pimentlo, causada por Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xcv), pode levar s sériass perdas na
produgéo deasas colhelitas, especialmente em 4&reas
tropicais e subtropicais. Easse patégeno causa danos em
frutos, também, inviabilizando-os comercialmente.

Estudos moleculares da interacho patégeno-planta
tém se intensificado nos ultimos anos, visando elucidar
0 processo de doenca. Tém sido descritas basicamente
quatro categorias de genes envolvidos na
fitopatogenicidade: genes de aviruléncia (avr), genes
de hiperesensibilidade e patogenicidade (hrp), genes
especificos de doenca (dsp) e genes de especificidade

ao hospedeiro (hsv).



Embora alguns genes envolvidos na
fitopatogenicidade tenham sido identificados, os
mecaniemos atravée dos guais bactérias causam doenca em
plantas e como esses genes interagem , ainda sio poico
conhecidos.

Em X. c. pv. vesicatorla, foram identificados até
o presente momento alguns loci de aviruléncia (Swanson
et al., 1988; Ronald & Staskawicz, 19888; Minsavage et
al., 1990; Kearney & Staskawicz, 1990b)} e de
hipersensibilidade (Bonas et a&l., 1991; ©Schulte &
Bonas, 1992), um 1tnico locue dsp (Seal et al. , 1880) e

nenhum do tipo hsv.



OBJETIVOS

A mancha bacteriana, causada por Xcv em tomate e
pimentBo, figura entre as principais bacterioses de
plantas constatadas no Brasil (Romero, 1985), onde as
doencas em plantas podem ocasionar, de modo gerail,
perdas de 30 - 35X na produclo sgricola, havendo casos
em gque essag perdae chegam ser totais, easpecialmente
quando néo sfo adotadas medidas de controle.(ref.)

No caso dessa doenga, &as medidas de controle
disponiveis nlio tém ese mostrado muito eficazes, desde
que consistem na aplicagcBe de antibidticoe ou agentes
cipricos, levando & seleclio de linhagens resistentes.

Dado o grande valor econdSmico da cultura do
tomate, gque é uma das espécies de hortalicas de maior
consumec, além de ser a principal hortalica
industrislizada no mundc € no Brasil, um método mais
eficaz para o controle dessa bacteriose se faz
necessério.

A elucidacélo dos Processos envolvidos na
fitopatogenicidade poderd levar ac desenvolvimento de
novas medidas de controle desses doenca, mais eficazes e
economicamente mais viaveis do gque as disponiveis
atualmente.

Em vieta a esses fatos e ao pouco conhecimento
existente sobre os mecanismos de patogenicidade de X.

¢. pv. veslicatoria, o presente trabalho teve por



cbjetivo a identificagdo de genes da bactéria
envolvidos nesse processo, através dos segulintes

rassos:

a) isolamento e caracterizacBo de mutantes néo
patogénicos de Xev induzidoe por nitrosogusnidina (NTG)

e luz ultravioleta (UV);

b) construglo de um banco gendmico de Xecv;

c) conjugac8o de mutantes ndo patogénicos com o banco
gendmico, pars identificacl8o de sequéncias capazes de

complementar a mutaclo;

d)} conjugac8oc do banco gendmico de Xev com uma linhagem
de X. campestris de patovar nlo patogénico para tomate,
na tentativa de se identificar algum gene envolvido na

determinaclo de especificidade ao hospedeiro.



REVISAO DE LITERATURA

As doencas em plantas podem ser causadas por
fatores amblientais ou patégenos especificos. Entre os
fitopatégenos, os principais causadores de doenca sbo
fungoe, bactérias, micoplasmas, virue, protcozoérios,
nematdides e plantas superiores parasitas.

Bactérias foram descritas como agentes infecciosos
em plantas pela primeira vez em 1878, por Burril, que
relacionou a queima (fire blight) de pera e magd com a
presenca de bactérias. Posteriormente, E. F. Smith, =
partir de 1885, estudando numerosas doencas como
murchas de cucurbitaceass, solandceas e cruciferas,
estabeleceu definitivamente o papel de bactérias como
fitopatSgenos. Além disso, ©Smith foi o primeiro a
descrever, em 1907, a galha da coroa (crown gall)
causada por Agrobacterium , considerando inclusive a
semelhanca entre o8 sintomas da doenga e tumores
canceroeos em animais.

Esses foram alguns dos trabalhos pioneiros no
campo da fitobacterioclogia. Atualmente, dentre as
aproximadamente 1600 espécies de bactérias descritas,
cerca de 80 880 reconhecidae como fitopatbdgenos.
Algumas destas sfo subdivididas em muitos patovares ou
subespécies , que diferem de acordo com as espécies de

planta que infectam.



Atuslmente, as bactérias fitopatogénicas dividem-

se basicamente em quatro grupos principais:

1. Bactérias Gram—negativas aer6bicas, que incluem duas
das principais femilias de bactérias que interagem com
plantas - Familia Pseudomonadaceae, gque inclui os
géneros  Pseudomonas, Xanthomonas e Xylella e Familia

Rhizobiaceae, onde se sBitua 0 género Agrobacterium.

2. Bactérias Gram-negativas anaerébicas facultativas,
incluinde a Familia Enterobacteriaceae, com o género

Erwinias.

3. Bactérias Gram-positivas, incluindoc o8 géneros
Clavibacter, Rhodobacter e Cartobacterium , antes

agrupados num Gnice género, Corynebacterium.

4. Bactérias filamentosas, representadas pelo género

Streptomyces.

Essa classificaclo baseia-se em dados citados por

Agrios (1989) e Daniels (1988).



1. O GENERO Xanthomonas

Bactérias do género X&ntbomonas apresentam-ee em
forma de bastonetes, com colbénias amarelas devido so
pigmento xantomonadina, excluaivo do género, possuem um
flagelo pvolar que lhes garante a motilidade, sendo
estritamente aerébicas € a maioria de crescimento
lento (Leyns et al., 1984; Agrios, 1989).

S8c encontradas apenas em assoclacBo com plantas
ou material vegetal, conatituindo-se basicamente de
fitopat6genos e dividindo-se em cinco espécies: X.
albilineans, X. ampellna, X.axonopodis, X. fragariae e
X. campestris (Dye & Lelliot, 1974).

Leyne et al. (1884}, baseando—se em levantamento
de literatura e trabalho experimental, demonstraram gue
bactérias pertencentes a esse génerc causam doencas em
pelo menos 124 eapécies de monocotileddneas e 268
espécies de dicotiled8neas, atravég de lesfes
necrdoticas em folhas, caules e frutos, murchas,
maceracho de tecido e hiperplasias .

Xanthomonas campestrie € a espécle mals complexa e
estudada do género, tanto com relaclc & patogenicidade
- dado que é responsédvel pela maioria das doengas acima
relacionadas - quanto pela producéo de um
exopolissacarideo de ampla aplicacloc industrial, a goma
xantana (Jeaneg, 1981). Essa espécie fol dividida em

125 patovares, segundo conste no Bergey's Manual



(Bradbury et al.,1984) e atualmente, fol proposta por
Vauterin et al.(1890) uma nova classificac8oc em 143
patovareé.

Nos 1ultimos anos, estudos moleculares dos
mecanismos de patogenicidade bacteriana vé&m aumentando
e véarios tipos de genee envolvides na interacéo
bactéria-planta foram identificados. Estes seréo

abordados em maior detalhe a seguir.
2. GENES ENVOLVIDOS NA PATOGENICIDADE

2.1.Estratégias utilizadas para identificacBo de genes

de patogenicidade

A sbordagem mais utilizada no estudo da interacéo
bactéria planta a nivel molecular tem sidoc a obtencgéo
de mutantes que tenham sofrido alteracho na expresséo
de alguma func¢ao ligada a patogenicidade e
complementac8o do mesmo com bance genémico de bactéria
selvagem.

Diferentes estratégiase tém 8ido utilizadas na
obtenclo de mutantes néo patogénicos: mutagénese
quimica (Daniels et al., 1884; Bonas et a&al., 1991;
Hwang et &l. , 1992), fago Mu (McCammon et al. ,1885),
transposons (Anderson & Mills, 1985;Cuppels, 1886; Shaw

et &al., 1988; Swarup et &J. , 1891; pare revis&o, ver



Mille, 1889), mutagénese sitio dirigida por “marker-
exchange” (Ried & Collmer, 1988; Schell et al., 1888).

Outra eptratégia qQue vem sendo utilizada de forma
crescente & a identificaclo de genes induzidos pela
planta , seguida da investigacfc de seu papel na
patogenicidade (Osbourn et al. , 1987; Beaulieu & Van
Gijsegem, 1990; Kamoun & Kado, 1990).

Osbourn et a&al.. (1987) desenvolveram um método
onde fragmentos de DNA cromossbmico de X. e¢. pv.
campestris foram clonados em umn plasmidio "promotor-
probe"” carregando o gene da cloranfenicol
acetiltranaferase eem o promotor. Esse banco foi
traneferido para a linhagem elvé.gem, e as coldénias
resultantes foram testadas em ‘“seedlings” tratados com
cloranfenicol, permitindo a identificacéo does clones
carregando promotores induzidos pela planta, pois 86
cresceram as bactérias onde o promotor do gene de
resisténcia a0 antibiético houvesse s8ido ativado. Os
clones contendo esses promotores foram isolados e
utilizadose para ldentificar clones em wum banco
gendmico, que foram investigados posteriormente quanto
& patogenicidade .

Beaulieu & Van Gijsegem (1990) utilizaram-se de
outra técnica, através de um gene “reporter” sem o
promotor, neomicina fosfotransferase, em experimentos
com EArwinia chrysanthemi, de forma a causar fuséoc do

gene  reporter com promotores deesa bactéria »



conferindo resisténcia 4 canamicina nas esiltuacdes em
que o0 promotor estiver se expressando. Dessa forma , os
mutantee obtidoe por fushAc foram selecionados em placas
de meioc minimo contendo extratose de planta e
canamicina, e os clones Que cresceram nessas condicles
foram testados quanto & viruléncia em plantas. Esasses
autores demonstraram gque , através desse método, foi
poesivel identificar vdrios genes 1induzidos pela
planta, & mailoris dos quals mostrou-se envolvida na
expressfo da viruléncia em E. chrysanthemi.

Estudos dease tipo tém poseibilitado a
identificagéo de fatores potencialmente ligados &
patogenicidade, entre o8 quais podem sger destacados
enzimas extracelulares envolvidas na degradaclo de
compostos de tecido vegetal, exopolissacarideo,
toxinas, fatores reguladores do crescimento, além de
genee que complementaram mutantes nfo patogénicos cujo

produto codificado ainda nfo fol identificado.

2.2. Fatores envolvidos na patogenicidade

Entre os fatores citados acima, as enzimas
extracelulares tém-se mostrado egpecialmente
importantes como determinantes de patogenicidade em
Erwinia. Estéd bem estabelecido o papel de enzimas
pécticas no processo de patogenicidade nesee género,

tendo_ sido identificados cinco locus que codificam

10



rectato liases em Erwinia chrysanthemi. Para melhor
discussfo desse assunto, exiastem revisles na
literaturq: Collmer & Keen (1986), Kotoujansky (1987) e
Daniels (1988). Murata et al. (1991) descreveram a
clonagem de um locus em Erwinia carotovora subsp.
carotovora, aepA, qQue controla a producldo de pectinas ,
celulases e proteases, sugerindo gque esse gene tenha um
yrapel chave na patogenicidade dessa bactéria.

Em Pseudomonss solanacearum , Schell et al. (1988)
identificaram uma enzima com atividade de
poligalacturonase gque pode afetar a viruléncia da
bactéria, sem contudo Ber essencial parsa a
patogenicidade da mesma. O mesmo foi demonstrado para
essa bactéria gquante ao papel de uma celulase na
patogenicidade (Roberts et al., 1988).

Em Xanthomonas, o envolvimento de enzimas
extracelularee na patogenicidade tem eido descrito
principalmente por pesquisadores do grupoc de M. J.
Daniels. Esses pesquisadores obtiveram, em 1984,
isolamento de mutantes nfo patogénicos de X. c¢. pv.
campestris (Daniels et al., 1984a). No trabalho
seguinte (Daniels et al., 1984b) , dois dos mutantes
isolados foram complementados com um banco gendmico de
X. c. pv. campestris selvagem, sendo gque um desses
mutantes mostrou-ge defectivo quanto & produglo de

protease R poligalacturonate liase & celulase ,

11



enguanto o© outro mostrou deficiénecia de natureza
desconhecida .

Posteriormente, Turner et al. (1985) demonstraram
que o fragmento de DNA do clone cuja alteracho é
desconhecida estd localizado num “cluster” de cerca de
10.0 Kb. Dow et al. (1987) investigaram com maior
detalhe essa regibo, sugerindo seu envolvimento na
excreclo de algumass enzimas extracelulares de X.co. pv.
campestris , mediando sua translocac8o através da
membrana externa da bactéria. Esses mesmos autores
identificaram a produc8o de trés isoenzimas de
poligalscturonato liase em X. c¢. pv. campestris .

Tang et &l. (1987) mostraram que deficiéncia em
produclo de protease afeta levemente a patogenicidade
de Xanthomonas. Genes para produclo de celulase também
foram identificadoe em Xanthomonas , por Gough et al.
{1988B), através de expreesfo em linhagens de X.c. pv.
translucens  nlo celuloliticas, néo demonstrando
entretanto papel essencial na patogenicidade.

Dessa forma, esse grupo de pesqQuisadores
demonstrou que X. c¢. pv. campestris mostra atividades
pectolitica, celulolitica, proteoclitica e amilolitica,
e que essas enzimas tém um papel, ainda que néo
egsencial , na patogenicidade desea bactéria. Mutantes
pleiotropicamente defectivos nessas funcdes ou na
excreclo dessas enzimas para o meio s8c nfo patogénicos

(Dow et al., 1989).
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Outros genes , como o8 qQue controlam a excrec8o
dessas enzimas (genes out ), demonstraram ter um papel
na patogenicidade dessas bactérias. Estudos moleculares
com um dos "cluster” desses genes revelaram trés open
reading frame {ORF), das quais duas codificam
proteinas com extensive dominio hidrofébico , enguanto
a outra codifica uma proteina hidrofilica (Dume et al.,
1981).

Recentemente, Hu et &l. (1982) relstaram a
clonagem e caracterizaclo de um gene requerido parsea a
secreclo de enzimas extracelulares. Foi descritoc um
fragmento de 4.2 Kb gque apresenta 3 ORFs sucessivas,
entre as quals se identificou a semelhanca da sequéncia
de aminodcidos de uma dessas proteinas, de 83.5 KDa,com
o gene pull de Klesblella, que sabe-me estar envolvido
em processos de secreclo.

Apesar dos estudos a nivel molecular eatarem
relativamente avancados em X. c. pv. campestris , nio
e tem muita informaclo sobre a produclo de enzimas
extracelulares por outros patovarese de X. c¢. pv.
campestria e sua relagcdo com o processc patogénico.
Gholeson & Essenberg (1986) demonstraram que mutantes de
X. c. pv. malvacearum , deficientes quanto &4 produclo
de protease , nlo mostraram alteragbes gquanto &
patogenicidade em plantes de algodéo.

Em X. ¢. pv. vesicatoria, Seal et al. (1880)

descreveram o isolamento de um mutante n&o patogénico
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que produz normalmente &s enzimas extracelulares
discutidas acima.

Beaulieu et al. (1891) apresentaram um
interessante eBtudo quanto & produglc de enzimas
pécticas por X. . pv. vegicatoria, com enfoque
populacional. Os autores compararam a capacidade de
produclo de pectinas por linhagens de Xcv procedentes
de diversas regiBes do mundo, inclusive Brasil e
Austridlia, e demonstraram que ocorre variacl8o guanto A&
porcentagem de linhagens produtoras da enzima de acordo
com cada regllo estudada. Esse estudo demonstrou também
que , em Xcv , esse gene nlo tem nenhum papel aparente

na patogenicidade.

2_3. Classificac8o dos genes de patogenicidade

Baseado no conhecimento disponivel acerca dos
mecanismoe moleculares de fitopatogenicidade, propbs-se
uma classificaclc does tipoe de genes envolvidos na
patogenicidade. NesBss classificacéo consideram-ge

quatro grupos de genes:

1. hrp - hypersensitive response and pathogenicity -
genes reeponsivels pela patogenicldade em plantas
hoespedeiras e induclo de reschlo de hipersensibilidade

em plantas n8oc hospedeiras.

14



2. dsp - disease-specific - genes responséveis pela
patogenicidade mas que nlc tém funclBo na inducho de

hipersensibilidade em n&o hospedeiros.

3. avr - avirulence — genesg que conferem especificidade
entre interacﬁes raca-cultivar. S80 genes dominantes e
restringem a gama de  hospedeiros das bactériase
dependendo da presenca de genes de resisténcia nos

cultivares.

4. hsv - host-specific virulence - genes qgue foram
isolados de bactériss com amplo espectro de hospedeiros
e B8o requeridos para &8 patogenicidade apenas em

algumas das plantas hospedeiras.

Uma discusslo mais detalhada desses conceitos e
até modelos tedSricos de como esses genes devem agir no
processo patogénico podem ser encontrados em algumas
revisdes (Gabriel, 1986; Keen & Staskawicz, 1988; Keen,
1990; Gabriel & Rolfe, 1990; Willie et al. , 1991).
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3. XANTHOMONAS CAMPKSTRIS PV VESICATORIA

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria &€ o agente
causal da mancha bacterisna em tomate (Lycopersicum
esculentum) e piﬁentao (Capsicum anuum). Esse patégeno
causa danos considerdveie a folhas e caules ,
especialmente em "seedlings’”, embora a doenca seja mais
notével por seu efeito em frutos.

Nas folhas , os sintomas aparecem como pegquenas
manchas irregulares, com cerca de 3.0mm, cinza-
arroxeadas, com © centro preto e um halo amarelo
estreito. As lesdes podem coalescer, levando a
defoliaclio ou fazendo com que a8 folhas parecam
quebradicas . Em frutas wverdes, aparecem inicialmente
Pegquenos pontocs encharcados, levemente salientes, com
haloes amarelados , &atingindo de 3-6mm. Em seguida, os
halos desaparecem e &as manchas 8e tornam marron
escuras, levemente afundedas, com uma superficie
irregular, corticosa, 1lembrando crateras escurecidas
(Agrios, 1989; Robbs, 1985).

As folhas podem tornar—-se infectadas satravés de
estdmatos e ferimentos, e os frutos Batravés de

ferimentos.
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3.1. Genes de aviruléncia

Xev tem sido extensivamente estudada a nivel
molecular. Os primeiros trabalhos envolvendo clonagem
de genes desse patovar foram na identificaclo de genes
avr , determinantes de especificidade ao hospedeiro a
nivel de raca-cultivar.

Em Xecv, existe uma divislio em racas distintas, de
acordo com &8 capacidade de indug8c de sintomas ou
reacéo de hipersenaibilidade em plantas de tomate e em
diferentes cultivares de pimentdo. A resisténcia da
planta a um pat6geno depende da interaclc entre genes
especificos de amboe, manifestando-se quando um gene
dominante de resisténcia da planta interage com um gene
dominante de aviruléncia do patégenoc (Coplin, 1989).

Foram descritos trés genes de resisténcia a Xcv em
pimentéo. o] gene Bsl1 controla a resposta de
hipersensibilidade a linhagens de Xcv da ragca 2 , que
contém o gene de aviruléncia avrBsl. Os genes BHsZ e Bs3
interagem com linhagens de Xev da ragas 1, dgue
expressam, respectivamente, os locus avrBsZ e avrBs3
(Coplin, 1989).

Dalhbeck & Stall (1979) descreveram a ocorréncila
de muta¢des esponténeas determinando mudanca de raca,
com alterag8o de fendtipo de avirulento para virulento,

em alta frequéncia (4.0 x 10-4).
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Swanson et al. (1988) descreveram a clonagem do
gene avrBsl , mostrando que este estéd contido num
fragmento de 5.3Kb, e gque as mutacoes descritas por
Dalhbeck & Stall (1979) podem ser complementadas pelo
gene avrBsl eelvagem, sugerindo que essas mutacdes
pudessem estar localizadas nesse locus. Posteriormente,
Kearney et al. (1988) completaram essas informacgBes com
a 1identificacéo de wuma seguéncia de insercho de
aproximadamente 1.2 Kb, que a0 se ineerir no locus do
gene avrBsl & responsével por essga alteraclo de racsa
da bactéria. O elemento transponivel foi chamado IS5<476,
e demonstrou-se que sua posiclo no genoma em relacho ao
locus avrBsl influencia & induchlo de hipersensibilidade
e crescimentce da bactéria na planta (Kearney &
Staskawicz, 1990a).

Ronald & Staskawicz (1988), ©posteriormente,
sequenciaram o locus avrBsl e determinaram que esse
fragmento codifica wuma proteina de aproximadamente
SOK&a, que seria necesséria para a inducfc de resposta
de hipersensibilidade no hospedeiro. Esses autores
mostraram gue esse locus estd situado num plasmidio
conjugativo de aproximadamente 183.0 Kb. Stall et al.
(1886) Jja& haviam relatado a 1dentificaclio de um
plasmidio de cerca de 183 Kb em Xecv que determinava
aviruléncia e resisténcia a cobre.

Outrec locue de aviruléncia de Xev que &

plasmidial & o avrBs3, contido num plasmidio
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conjugativo com cerca de 45.0 Kb. Esse gene foi
ienlado, clonado e segquenciado , demonstrando que uma
regi8o de 3.6 - 3.7 Kb & essenclial para a sBua
atividade. Foi encontrado, por sequencismento de DNA,
uma ORF que codifica uma preteine de aproximadamente
125 KDa, aparentemente suficiente para a atividade
desse gene. Uma segunda ORF fol identificada na outra
fita (Bonas et &al., 1989). Em trabalho posterior, Knocop
et al. {(1991) relataram a identificaclio do promotor de
avrBs3 e demonstraram gue esge gene ¢€é expresso
conetitutivamente. Fol identificada uma proteina de 122
KDa , expressa intracelularmente, e com a utilizacho de
anticorpos especificos contra essa proteina, os autores
identificaram proteinas homélogas em outros patovares
de X. campestris.

O terceiro locus de aviruléncia descrito em Xcv ,
avrBs2 , €& cromossbmico e demonstrou-se, através de
hibridizacho, que €& altamente conservado entre varios
patovares de X. campestris . Fol sugerido, dado que
mutantes para essa funcfo tiveram sua viruléncia
reduzida, que esse gene é necessirioc para a expressfo
total da viruléncia do patégeno, por mecanismos ainda
desconhecidos. A ampla disseminaclo desse locus entre
os diversos patovares de JXanthomonas tem crilado
pergpectivas qQuanto so uso do gene de reegisténcia
correspondente, BsZ , no controle de varias doenges

causadas por esse género em diferentes plantas, por
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introducfco do gene de resisténcia na planta (Kearney &
Staskawicz, 1980b).

Q8 genes avr descritoe acima foram isolados a
partir de bactérias do grupo XevPT, segundo
classificacho de Reifshneider et a&alI. (1985), que
propuseram & divislfo de Xev em trés grupos , de acordo
com a viruléncia para tomate e/ou pimentlc, sendo eles:
Xovl, virulenta somente em tomate; XevP, virulenta
apenas em pimentlo; XcvPT, virulenta para ambos os
hospedeiros.

Minsavage et al. (1980) descreveram a clonagem de
um quarto gene de aviruléneis em Xcv, responsdvel por
determinar reaclo incompativel com cultivares de
piment8o, permitindo resglo compativel da bactéria
apenasgs com plantas de tomate. Este lccus foi
localizado em plasmidio & designado &avrBsT.

Canteros et al. (1991), em trabalho posterior,
identificaram o© locus avrBsP, um quintoc locus de
aviruléncia em Xcv ,que apresenta reaclo compativel com
piment&c , mas n&o com tomate. Hsse gene demonstrou
homologia ¢om o gene avrBs3, na regifo de 1.7 Kb
necessiria para sua funcionalidade.

Genes de aviruléncia té&m sido descritos em outros
ratovaree de Xanthomonas, como malvacearum (Gabriel et
al., 19868; De Feyter & Gabriel, 1991) e oryzae (Kelemu

& Leach, 1990; Reimers & Leach, 1991).
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3.2. Genes hrp - hvpersensj.bl@lty response and

pathogenicity

A reaclo de hipersensibilidade é& wuma reaclo de
defesa local da planta, acompanhada por rdadpida necrose
do tecido infectado. B induzida por microorganismos
fitopatogénicos , cujo crescimento cessa durante a
reaclo. A hipersensibllidade ocorre quando_ se
estabelecem as chamadas interacdes incompativeis
envolvendo  patbégeno-n8o  hospedeiro, ou patdgeno-
cultivar resistente (Klement, 1982).

A induclo de resposta de hipersensibilidade em nbo
hospedeiros tem sido correlacionada & presen¢a de genes
hrp - designaglo proposta por Lindgren et al. (1888)
para genee gque apresentam funcdo nas interacfes
compativel com ©  hospedeiro (patogenicildade) e
incompativel (hiperssnsibilidade) com n&oc hospedeiros.
Tem eide mostrado que esses genes estlo contidos em
largos "clusters" no genomsa de véarios fitopatdgenos.

Genes que se enguadram nessa classificaclo foram
identificados em Pseudomonas por vVvArios autores
(Niepold et a&al., 1985; Boucher et al., 1987; 1988;
Huang &t al. , 1990). Bauer et al. (1991) demonstraram
a existéncia de um "cluster” de cerca de 40.0 Kb em
Erwinia amylovora , que apresentou homelogia com
sequénciae hrp de P. syringase. Homologia fol também

detectada entre o "cluster'” de P. solanacearum e varios
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patovares de Xanthomonas campestris testados, embora
isso n8o tenha Bido identificado com relaclo aos genes
hrp de P. syringae (Boucher et al., 1887).

Em Xanthomonas, o primeiro locus hrp foi isolado
de X. ¢. pv. campestris por Kamoun & Kade (1880).
Demonstrou-se gque esse locus estd contido num "cluster”
de aproximadamente 11.0 Xb.

Bonas et al. (1991) isolaram genes hrp de X. c.
pv. vegicatoria , demonstrando gque geis locus hrp ,
designades hrp A s hrp F, encontram-se organizados num
"cluster" de cerca de 25.0 Kb. Os autores demonstraram
também gque essa sequéncis hibridizou com varios
patovares de X. campestris estudados, o mesmo nlo
ocorrendo quanto s espécies de FPseudomonas
investigadas.

Schulte & Bonas (1992) estudaram a expreaséo
desses genes de Xecv através de experimentos envolvendo
hibridizacéo de RNA. O crescimento da bactérim em meio
de cultura complexo ou meioc minimo néo induziu a
expressfo desses genes, o gue foi um contraste com o
observado In planta, onde foram detectados mniveis
elevados de expressfo . Esses asutores demonstraram que
filtrados de culturas de suspenBSes celulares de
plantas de tomate, tabaco e pimentfo estimularem a
expressfo desses genes, € lidentificaram wuma molécula
indutora com massa molecular menor gue 1.0 KDa. Estudos

quanto & expressfo de genes hrp tém sido desenvolvidos
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também em P. 5. pv. syringae (Xieo et al., 1892) e &.
amylovora (Wel et al., 1992). Num estudo mais recente,
Fenselau et a&al. (1992) fizeram uma an&lise de
sequenciemento de trée dos locue hrp de Xev. Foi
encontrada forte similaridade entre proteinas Hrp de
Xanthomonas e proteinas de Yersinia, &S. flexnerl, B.
subtilis , S. typhimurium e C. crescentus. Gough et
al. (1992) fizeram observacBes semelhantes em P.
solanacearum. Baseados nas funcdes dessas proteinas
homélogas de Hrp, os autores propuseram um modelo de
funcionamento desses genes, segundo o gqual pelc mencs
parte dos genes hrp organizados no “cluster” de Xcv
devem fazer parte de um sistema de secreclo requerido
Para a patogenicidaede em Xanthomonas . O paralelo
estabelecido entre vias de secreclo de
microorganismos patigencs de animais e vegetais,
devido & natureza altamente conservada de proteinas
envolvidas no processo, pode sugerir gue vias gersasis de
patogenicidade possam ter sofrido adaptacl8c para
funcionar como parte de um mecanismo de patogenicidade
mais éspecifico desenvolvido por cada microorganismo.
Genes hrp foram identificados em X. c. patovares
campestris e vitilans. Em X. c¢. pv. campestris, foil
demonstrado gque a sequéncia qgque contém esses genes
localiza-se numa regilfo de cerca de 25.0 Kb, sendo
sugerida a existéncia de, pelc menos, dois grupoe de

genes hrp reguladoes diferentemente.
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Apesar dos eatudos de genes hrp estarem avancando
rapidamente, ainda se desconhece a funcéo dos genes

identificados até o momento.

3.3. Genes dep (disease specific)

S8c poucos os genes dsp descritos na literatura.
Além disso, muitas vezes o8 &sutores nfc usam esse
critério de classificaclo para os genes de
patogenicidade, dificultando a organizaclo dos dados
disponiveis .

Genes dsp, ou especificos de doenca, receberam
essa designacglo para diferencié-los dos genes hrp, dado
que estfo envolvidos na determinacBio de viruléncia com
o hoepedeiro, mas nlo tém funclo na determinaclo de
respoeta de hipersensibilidade em n&o hospedeiros.

Em X. e¢. pv. vesicatoria foi descrito apenas um
gene dsp até o momento (Seal et al.,1880). Esses
autores, através de mutagénenese com Tn5, isclaram um
mutante n#8o patogénico que induziu reac8o de
hipersensibilidade em  tabaco. Esse mutante foi
complementado c¢com um banco gendmico da linhagem
selvagem , permitindo a identificacéo de uma regilo de
22.0 Kb envolvida na patogenicidade de Xcv. N&o foram
relatadas andlises de seguenciamento, nem determinagéo
do produto génico ou func8o desse locus, &até o

momento.
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Arlat et al. (1991) isolaram um locus de P.
solanacearum qué complementou uma mutagl8o do tipo dsp .
Esse locus foil locslizado numa regifoc de cerca de 15.0
Kb, contendo genes gque modulam a viruléncis 8o
hospedeiro. Esses autores demonstraram qgque trés
mutantes dsp isolados através de mutagénese com Tnd tém
as insercdes do transposon eepalhadas pelo genoma, em

regioes diestintas.

Apesar da velocidade com que o0 conhecimentoc com
relac&o. & genética da fitopatogenicidade vem
aumentando noe dltimos anos, questoes como a funcéo de
cada gene, os produtos génicos envolvidos, a interacdo

entre os mesmos, permanecem por ser esclarecidos.
4. GENES DE ESPECIFICIDADE AO HOSPEDEIRO

A determinacso de easpecificidade patégeno-
hospedeiro tem s8ido investigada por outros autores.
Encontra-se bem estabelecido para Xev um sistema de
reconhecimento patégeno hospedeiro a nivel de raca -
cultivar, através dos genes de aviruléncia, como
descrito acima. Considera-se que esses genes s&agem
negativamente na determinac8o da especificidade ao
hospedeiro, no que se refere ao patdgeno, desde que
restringem o© seu numero de hospedeiros (Keen &

Staskawicz, 1888).
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Entretanto, existem relatos de ocorréncia de
determinantes positivos da interacBo planta-patégeno.
Isso estd melhor documentado para Agrobacterium
tumefaciens . Em outros géneros, existem poucos
trabalhos disponiveis gquanto a esse tipo de gene.

Em Pseudomonas solanacearum, loci envolvidos na
determinacho de especificidade &ao hospedeiroc foram
descritos por Ma et al., 1988.

Quanto a Xanthomonas, Melano & Cookeey (1988)
isolaram mutantee de X. c¢. pv. transiucens afetados na
especificidade &80 hospedeiro. Esse patbdgeno cauea
estrias foliares em cereals e gramineas, e ataca
diversoas hospedeiros. Esses autores descreveram que,
apd6s tratamento com EMS (etil metano sulfonato), houve
uma diminuicBc da gama de hospedeiros susceptivel a
esse patégeno . As mutagdes fizeram com que a bactéria
fosse capaz de afetar alguns, mas nlo todos os
hospedeiros, demonstrando que a mutaclo néo foi em
genes de patogenicidade béAsica. 02 autores sugeriram
que genes especificos s8c requeridoe para gue a
bactéria ataque cada hospedeiro.

Waney et &l. (189891} relataram, posteriormente, a
identificaclfo de genes hsv de X.c. pv. translucens.
Foram obtidos mutantes afetados quanto & interacéo com
apenas um dos hospedeiros, mas gqgue demonstraram
interac&o compativel com todos o8 demais. Foram

obtidos mutantes alterados para cada hospedeiro,
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separadamente. Eesee é o primeiro relato de
identificaclo de genes hsv em Xanthomonas. Demonstrou-
Be que esgses genes diferem funcionalmente dos Arp ,
desde gue nfo eatfo envolvidoe na induc8o de reaclo de
hipersenasibilidade em néo hospedeiroe e nem 880
requeridos no processo de viruléncia das plantas gque
néc se constituam eeu hospedeiro especifico. KEsses
genes diferem também dos avr, por agirem positivamente
€ nAo demonetrarem especlficidade a nivel de raga-
cultivar. Foil demonstrada uma analogia funcional em
relaclo aos genes de nodulac8c hospedeiro-especifica
(hen) de Rhizobium. Fol sugerido que essa classe de
genes possa ser repponsiavel pela determinaclo da gama
de hospedeiros de um patégeno a nivel de género e
talvez espéclees de plantas.

Sawczyc et al. (19895 relataram a transferéncia de
um banco gendmico de X. c¢. pv. campestris (Xcec) para X.
c. PV. translucens (Xet), e vice-versa. Os
traneconjugantes foram testados em trigo e nabo, de
forma que clones de JXec contendo o banco genfmico de
Xet fossem inoculados em trigo, para verificar a
ocorréncia de alteracho de especificidade ao hospedeiro
a partir da introduclio de DNA de Xect, e clonee de Xct
contendoc o banco de Xecc foseem inoculasdos em nabo, com
o mesmo fim. Nos dois casoe, ndoc houve o aparecimento
de plantas doentes, demonstrando que n8o ocorreu

alteraclo de egpecificlidade so hospedeiro.
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Os estudos moleculares de fatores envolvidos na
determinac8o de especificidade a0 hospedeiro em
Xanthomonas estéo comecando a emergir, abrindo
perspectivas para o desenvolvimento de muitas pesquisas

nessa Area.
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MATERIAL E MERTODOS
1. LINHAGENS BACTERIANAS E PLASMIDIOS

As linhagens bacterianas e plasmidics utilizados
‘neste trabalho estl8o listados na Tabela 1 e Tabela 2,

respectivamente.
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Tabela 1 - Linhagens bacterianas

Linhagem Caracteristicas Fonte ou referéncia
Xanthomonas
Xcv Patédgenp de tomate
479 /Nal Mutante espontinec derivads Este
linhages 479 {IB}, Nal". Laboratério
317 Tipo selvagea Instituto
Bioldgico (IB)
7721 Mutante néo patogbnico (pat~} Este trabalho
derivado de Xcv 479/Kal"
obtide apbs tratamentoc coe NTE
7/24 Mutante pat™ derivado de Este trabalho
Xcv 479 Nal®, obtido apds
tratasento com XT6
8/31 Kutante pat~ derivado de Este trabalho
Xcv. AT9 Nalr, obtido apés
tratasento com NTG
16714 Mutante pat~ derivado de Este trabalho
Ycv 479/Mal", obtido apis
tratzmento coa WV
Xcma Patdgeno de mandioca
289 Tipo selvages Institutao
Bioléagico {IB)
289 /Nal Mutante espontdnec derivado Este trabalho

da linhages 289, Nal®

Escherichia coli

DHS5a

supEdd JaclI69{gBOTacZNIR)
hsdR17 recAl eadAl gyrA3é
thi-1 relAl

Bethesda

Recearch
Laboratories




Tabela 2 — Plasmidios

Plasmidio Caracteristicas Fonte ou
refé€rencia

pUFRO27 IncH, Nar, Mob*, De Feyter et al.,
KobP, lacle*, Par* 1990.

pVE7241 pUFRG27 + fragmento Este trabalho
EcoRl de 4.0kb de DNA
genamice de X 317

pVE7242 plUFRO27 + fragmento Este trabalho
EcoRI de ~4,0Kb de DNA
gengmico de Xcv 317

pVE7243 pUFR0O27 + frageento Este trabalho
£coRl de -3.0kb de DNA
genseica de Xer 317

pVE7244 pliFRO27 + fragsento Este trabalho
EcoRl de ~5.0Kb de DNA
genamico de ¥cv 317

pVEMA7L pliFROZ7 + fragmento Este trabalho
£coR1 de ~2.3kb de DNA
genasica de Yev 317

pVEMAZ I plIFR0O27 + fragsento Este trabalho
EcoRl de 2.3Kb de DNA
genamico de Xcy 317

pVEMAT7 4 pUFRO27 + fragaento Este trabalho
£coRI de “6.0Kb de DNA
gensmico de Xcv 317

pRE2073 derivadoc de pRK2013, Leong et at.,

npti:Tn7, Kka®, Spr, Tra*:
plasmidio "helper®

19682-




2. PLANTAS UTILIZADAS

0 hospedeiro utilizado neste trabalho para a
realizaclo dos testes de patogenicidade foi o tomate
( Lycopersicum esculentum) , cultivar PETOMECH VF 1&2,
procedente da Petoseed Co.,Inc..

Para o0s testea de hipersensibilidade, foram
utilizadas plantas de Nicotiana tabacum, cultivar PETIT

HAVANA SR1 (Maliga et al., 1973).

3.MEIOS DE CULTURA E ANTIBIOTICOS

Oe meios de cultura utilizados para crescimento de
Xanthomonas foram NYGB (meio liquido completo) e NYGA
(meio 86lido completo) (Turner et al., 1984), que ao
longo desta dissertag8o estfio referidos como meio N.

Para a caracterizaclo dos mutantes guanto ao
crescimento em meio minimo, foram utilizados o8 meios
MP1 (Sow e Demain, 1979) e M9 (Maniatie et al., 1882).
A caracterizaclio das linhagens gquanto & producdo

de enzimae extracelulares fol feita através dos meios

Beletivos citados ou descritos a seguir.

— Meio para detecclo de atividade proteclitica (Tang

et al., 1887)
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— Meio para detecclo de atividade amilolitica
Meio NYGA.
Amido soldavel 0.2%
PH 6.0

A revelaclo foi feita com vapor de 1iocdo,

rermitindo & vizualizacBo dos halos formados pelas

coldnias positivas.

— Meio para atividade lipolitica (Sierra, G. 1857)

— Meio para deteccBo de atividade celulolitica
(adaptado de Bocarra et al., 1988)

Meio M9

5.0 g de glicerol

5.0 g de carboximetilcelulose

1.0 g de extrato de levedura

15.0 g de &gar

1000 ml de Agua destilada

A revelac8o dos halos foi feite corando-se as

placas com Congo—-Red 0.1%.



— Meioc para detecclo de atividade pectolitica {(Bocarra
et al., 1988, com modificaclo do substrato utilizado)

Meio M9

5.0 g de glicerol

5.0 g de pectina citrica

1.0 g de extrato de levedura

156.0 g de &gar

1000 ml de Agua destilada

A revelacéo das placas foi feita com

hexadeciltrimetil amonium bromide 1%.

0 crescimento de K. coilil foi feito em meio LB
(Maniatis et al., 1982) liquido ou 86lido (LB + é&gar
1,5%).

A cultura in vitro das plantas fol feita em meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) sdlido ( com 1% de agar ou
Gelrite).

As concentracoes de antibiéticos utilizadas en
meio s6lido foram as seguintes: dcido nalidixico (Nal),
50 pg/ml; canamicina (¥m), 50 pg/ml; espectinomicina
(Sp), 50 ug/ml. Em meio liquido , as concentracdes

utilizadas foram metade das citadas para meio sélido.
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4 _INDUCAO DE MUTACRO
4_1_Mutagénese com nitrosoguanidina (NTG)

O tratamento das bactérias com nitrosoguanidina
foli feito segundo metodologia descrita por Adelberg et
al. (1965%5), com a modificacho de meio minimeo utilizado
noe preparo do tampho TM (Tris-maleico), que foi
substituido, neste trabalho, pelco meioc MPl (Sow &
Demain, 1979).

Foram divididos 5ml de cultura 14 - 16h de Xcv
479/Nelr (30C, 8Bob agitagcl8o) em amostras de 1ml,
distribuidas em tubos Eppendorf.

A sBolucl8c estogque de NTG fol preparada com a
édic&o de 1g de NTG (SIGMA) em 10ml de tamp8o TM. A
solucBo foi adicionada a cada amostra para uma
concentraclio final de NTG de 10mg/ml.

Os tempos de exposicdo de cada amostra a0
mutagénico foram de O min., 15 min., 30 min. e 45 min.,
regpectivamente, apdbis 0 gue as amostras foram
centrifugadas e lavadas sucessivamente em tampéo,
conforme o protocolo.

Ao final do tratamento, as células foram
ressuspendidase em soluclo salina (NaCl 0.9%), diluidas
103 wvezes e plagueadas em meio N. contendo o
antibiético apropriado (&cido nalidixico). As placas

foram mantidas em estufa a 28°oC. As colbnias crescidas
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isocladamente nas placas foram contadas parsa a

elaboraclo de uma curva de sobrevivéncia.
4_2. Mutagénese por luz ultravioleta (UV)

O tratamento com UV foi feito a partir de cultura
14 - 16h de Xev 478/Nalr. A cultura foi diluida 103
vezes em solucéo salina e 10 m]l da suspensfo bacteriana
foram espalhados sobre uma placa de Petri esterilizada,
de forme a cobrir completamente o fundo da mesma.

Foi montado um aparato colocando-se dois suportes
de madeira de meema altura (8cm) um de cade lado da
placa contendo a suspens8o de células, sobre o qual
apoiou-se uma fonte de UV (Mineralight Lamp, modelo
UVGL -~ 25, Ultra-Violet Products Inc.)}. A fonte foi
mantida em comprimento de onda - 254 nm .

0O tempo de exposiclio & luz UV variou de O segundos
(controle) a BO pegundos. Foram coletadas aliquotar de
iml da suspens8o nos seguintes tempos de exposiclo:l,
10 , 20, 40 e 80 segundos. Cada aliquota fol diluida e
plaqueada como descrito anteriormente para as células
tratadas com NTG. As placas foram mantidas em estufa a
28°C e as colbénias foram contadas, posteriormente, para

a elaboracloc de curva de sobrevivéncia.
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5. ISOLAMENTO DE MUTANTES NAO PATOGENICOS

5.1. TESTES DE PATOGENICIDADE

As linhagens utilizadas como controles positivo e
negativo nos testes de patogenicidade efetuados para
isolamento de mutantes néo patogénicos foram,

respectivamente , Xcv 479/Nalr e Xcma 289.

5.1.1. TESTE EM "SEEDLING"

0 primeiro Passo do procedimento foi a
descontaminacloc daes sementes. A guantidade desejada de
sementes foi determinada por peso e colocada em um
frasco de vidro contendo 10ml de &gua esterilizada e
uma gota de detergente liquido comum. Apdés agitaclo, as
sementes foram depositadas numa peneira esterilizada e
lavadae vérias vezes com soluclo esterilizada de
hipoclorito 5% , até a retirada total do detergente,
sendo em eeguida lavadas abundantemente em &gua
destilada esterilizada.

As sementes descontaminadas foram distribuidaes em
fé6rmase de minigelo esterilizadas, com 16 x 7
compartimentos de aproximadamente lcm® cada. Os 112
compartimentos foram preenchidos com meio de germinacdo
MS (Murashige & Skoog, 1962) contendo 1% de &gar ,

colocando~se, apds o endurecimento do meiog, uma semente



por compartimento. Ae fSrmas foram colocadas em caixas
de plastico maiores (29,5cm comprimento x 20.5cm
largura x 10cm altura - 1 f6rma/caixa , ou 3lcm comp.
X 24cm largura x 10cm altura - 2 fbrmas/caixa),
previamente descontaminadas com hipoclorito 5% e Alcool
e cobertas com filme transparente de PVC.

Para a8 realizaclo de testes em que virios
"seedlings” foram inoculados com &a mesma linhagem
bacteriana, 15 a 20 sementes foram colocadas para
germinar em placas de Petri esterilizadas contendo meio
MS. As placas foram mantidas abertas dentro das caixas
de pléastico jJé& citadas, cobertas com filme de PVC.

Essae caixas foram transferides para clmaras de
germinaclio da Forma Scientific, com as seguintes
condi¢cBes de crescimento estabelecidas: temperatura
25oC e fotoperiodo de 16h de claro /8Bh de escuro. Apéds
4-6 dias, as plantas estavam prontas para o inéculo,
que foi feito comc especificado por Daniels et at
(1884), com o auxilio de uma alga de platina tendo uma
agulha como ponta. Esea agulha fol esterilizada e tocou
a superficie da colénia a ser testada, crescida em meio
g6lido. O inéculo foli feito por perfursclo do caule do
"seedling” com a &agulha , sBendo utilizada uma pinga
esterilizada como apoio, por trae do ''seedling”, para
que o caule ndo se dobrasse.

Apés o inédculo, as ceixees contendo os “"eseedlings”

infectadose foram envoltas em sacoe pléasticos, dols por
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caixa, sobrepostos, de forma a manter a umidade,
favorecendo o desenvolvimento de sintomas. Os sintomas

foram observados ap6s 5 - 7 dias da inoculaclo.

5.1.2. TESTE EM "SEEDLINGS"™ SECCIONADOS

As plantas foram crescidas conforme descrito no
item b5.1.1. Apb6s 4 &a 5 dias da germinaclo, os
“"seedlings'” tiveram a metade superior removida com o
auxilio de uma tesoura cirirgica esterilizada.

A extremidade exposta foi inoculada através de
raspagem da les8o com um palito previamente mergulhado
em coldénia de bactéria crescida em meio sdlido.

Ap6és o 1inéculo, as caixas contendo as plantas
infectadas foram envoltas em sacoe plédsticos, conforme
descrito, para manutencho de umidade nas mesmas.

Os sintomas foram observados apdés 4-6 dias do

indéculo.

5.1.3. TESTE EM PLANTA ADULTA

Az plantas foram crescidas ao ar livre, em sacos
plédsticoa pretos de 1 litro, em terra adubsada, por 4 a
6 Bemanas, apds o que foram transferidas para o

laborstério, onde foi realizado o indculo
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0 inéculo foi feito a partir de cultura de células
crescidas 14 - 16h, diluida 101 a 103 vezes em solugho
salina, com o auxilio de uma seringa de 1ml. As
seringas , sem as agulhas, foram pressionadas contra a
superficie inferior da folha, de forma que a suspenséo
bacteriana penetrasse no tecido da planta, levando a um
encharcamento no ponto de inéeculo.

Os ramos contendo as folhas infectadas foram
cobertos por um gsco pléstico transparente vedado com
fita adesiva, para conservar a umidade, facilitando &
manifestacdo dos sintomas. As plantas foram mantidas em
laboratério. Os sintomas foram observados & partir do

terceiro/quarto dia de infecclo.

65.1.4. TESTE KM SEMENTES

Neste teste, apbs a descontaminacho das sementes
como descrito anteriormente no item 5.1.1 , foi feito
tratamentc das mesmas com cultura das linhagens a
serem testadas.

As culturas foram crescidas por 14 - 16h, sob
agitac8o , a 30oC. Em seguida, 40 ml da cultura foram
centrifugados por 10 min., 3000 rpm., 4°C. As células
rrecipitades forsm ressuspendidas em 20 ml de solucéo
ealina, e as diferentes suspensfes foram padronizadas
para uma mesma concentracdo celular, através de ajuste

da absorbé&ncia a 550nm para 0.150.

40



Ae sementes foram distribuidas em placas de Petri
estéreias , Bobre &as quals foram despejadas as
suspenstes correspondentes a diferentes linhagens. As
placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas sob
baixa agitaclBo por 2 - 3 horas em "shaker” orbital, a
30=C, apdHs o que Tforam tranferides para estufe a 28<C
até se completarem 24 h a partir do inéculo.

As sementes tratadas foram distribuidas nas férmas
de minigelo, em meio MS. Foi deixada uma fileira vazia
entre cadas controle e & linhagem a ser testada.

As foérmas foram colocadas em caixas de pléastico
maiores, cobertas com filme de PVC , sendo tranferidas
para a cémara de germlinaclo a 28B2(C, fotoperiodc de 16h
de 1luz/Bh de escuroc. As caixas foram recobertas por
dois sacos pléasticos transparentes, para auxiliar na
manutencso de umidade.

A observaglo dos sintomas comecou ap6Gs 9/10 diss

de infecc¢éo.
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. I
5.1.5. TESTKE EM HIPOCOTILO

Para este teste, apbs a descontaminaclo as
sementes foram distribuidas em formas de minigelo ou
placas de Petri contendo meioc MS, nas mesmas condicoes
descritas no item 5.1.1.

Apés b - T diass da germinacBo as caixas de
pléstico foram abertas em clmara de fluxo laminar e os
"geedlings” foram cortados em varios fragmentoes com
cerca de lcm , com o auxilio de uma tesoura cirdrgica e
pinga esterilizadas. Os fragmentos de hipocbtilo foram
depositados em placas de Petri esterilizadas.

0 in6culo foi feito segurando-se uma das
extremidades do fragmento de hipocHtilo com uma pinca
esterilizada, enquanto a outra extremidade foi
mergulhada diretamente em colbnia de bactéria crescida
em placa. Em seguida ao inéculo, os hipocbdbtileos foram
dispostos em placas de Petri contendo meio Agar/dgua
1¥, 20/placa, mantendo-se uma distlncia minima de lem
entre eles para evitar contaminacéo. A tampa dessas
placas fol recoberta internamente com papel de filtro,
para evitar aque gotas de &agua formadas na tampa da
placa, devide & evaporaclio , pudessem cair sobre oe
hipoc6btilos infectados, causando a contaminagfo entre

diferentes inéculos.
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As placas foram mantidas em estufa a 28°C e a
obeervaclo dos sintomas comegcou ao terceiro/quarto dia

de infecclo.

6.CARACTERIZACAO DOS MUTANTES NAO PATOGENICOS

6.1.CRESCIMENTO EM MEIO kaIHO

Os mutantes identificados a partir doe testes
acima descrites foram testados quanto & capacidade de
creecimento em meio minimo

Os meios minimos utilizados para a verificaclo de
auxo/prototrofia foram o MP1 e o M3 Bélides. As placas
foram mantidas em estufa =& 28¢C por 48h, quando o

crescimento fol observado.

6.2.PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARKS

As atividades enzimaticas testadas foram:
proteolitica, amilolitica, lipolitica, celulolitica e
pectolitica. A detecclo dessas atividades fol feita
através de plaqueamentc das colénias em meios seletivos
apropriados para & verificac8o de produglo de cada
enzima. As placas foram mantidas em estufa a 28eC por
48h, apdée o que fol felta & revelacho necessaria para

evidenciar a atividade de cada enzima testada. Os8 meios
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eeletives utilizados e a revelaclio das atividades

enzimadticas estéo descritos no item 3.

6.3.CURVA DE CRESCIMENTO

O crescimento in vitro das coldnias mutantes foil
monitorado através de medidas da absorbéncia (Abe)dos
melos de cultura, em espectrofotbmetro, por leitura a
550nm. Foram feitos pré-indculos das culturas
exatamente 24h antes de ser feito o inéculc e a Abs dos
pré—indculos foi padronizada para 1.0. 0O inéeulo fol
feito com adicloc de 1lml de cultura de pré-inéculo, com
a Abe padronizada em 0.6, em 40ml de meio N. liquido
contendoc o antibibético acido nalidixico.

Imediatamente ap6e o inbéculo foram coletadas as
primeiras amostras (T=0h). As amostrae consistiram de
aliquotase de 2ml da cultura , e foram coletadas em
intervalos de trés horas (duas amostras/
cultura/intervalo de tempo), até se completarem 33h do
inicio do crescimento. Os valores mé€dios das medidas de
Abs a cada intervalo de tempo foram utilizados na

elaborac&o da curva de cresgcimento.
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6.4.TESTE DE HIPERSENSIBILIDADE EM PLANTA NAO
HOSPEDRIRA

Para esse teste foram utiiizadas folhas destacadas
de Nicotiana tabacum.

O inéculo foi feito da mesma forma descrita para
teste em folhae de planta adulta (item 5.1.2), por
infiltraclo de suspensldc bacteriana, modificando-se
apenas a preparac8oc da suspensfio , que nesse caso foil
a partir de células crescidas em meio s6lido. Isso foli
feito com o auxilio de uma alga de platina, com a qual
as células foram retiradas da placa e inoculadas em
soluclBo ealina. Apbés homogenizaclo das suspensfes e
padronizagcloc das mesmes para 0.6 de Abs procedeu-se a
inoculacéo da folha.

As folhas inoculadas foram mantidaa em caixas de
plastico forradas internamente com papel de filtro
embebido em &gua esterilizada e cobertas com filme de
PVC. As caixas foram envoltas em dols sacos pldsticos
e mantidas na cémara de germinacléo .A reaclo fol

observada apds 36 - 4Bh do indbdculo.
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7 .CONSTRUGAO DO BANCO GENOMICO DE Xcv 317
7.1. EXTRACAO DE DNA TOTAL DE Xcv 317

A extracBo de DNA total de Xev 317 foi feita
através do aparelho Nucleic Acid Extractor 340A, da
Applied Biosystems, segundo especificacfes do
fabricante.

O DNA foi recuperado em filtros de membrana, gue
foram transferidos para tubos Eppendorf contendo tampéo
TE , pH 8.0 (Maniatis et al., 19882), smendo eluido e
eatocado & 4°2C. Para a eluigho do DNA, foram

adicionadoe 100pl de tampfo por filtro.

7.2. EXTRACAO DE DNA DO VETOR

0 vetor escolhido para a conetruclo do banco
gendmico foi o plasmidio pUFR027 (DeFeyter et al.,
1990), com 9.3 Kb e resisténcia a neomicina/canamicina.

A extraclo de DNA do vetor foi feita a partir de
cultura 14 - 16h de E. coli DHBa/pUFROZ7, pelo método
de 1lise alcalina (Birnboin & Doly, 1878), com as
modificacSes descritas em Sambrook et al. (1889) para

rreparac8o em grande escala.
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7.3. DIGESTAO DO DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAO

0O DNA totel de Xev 317 foi digerido 14 - 16h a
372C, com a enzima EcoRI (BRL), segundo especificacdes
do fabricante. 0 DNA do plasmidio pUFR027 foi digerido

por 4h a 37°C com a enzima EcoRI acima referida.
7.4. DEFOSFORILACAO DO VETOR

0O DNA do pUFRO27 1linearizado com EcoRI foi
defoaforilado com &a enzima BAP (Bacterial Alcaline
Phosphatase - BRL), segundo especificacsea descritas
por Sambrook et al. (19839).

0 sistema de digest8o pUFR027/EcoRl foi inativado
por aguecimento a 75°C por 10 min. e a foefatase foil
adicionada diretamente a0 sistema, na proporclo de
1U/micrograma de DNA. Eassa segunda reaglo fol inativada

por novo aquecimento a 75eC por 10 min. .
7.5. PURIFICACAO DO DNA DIGERIDO

O DNA total digerido 14 - 16h com EcoRI foi
purificado atravée do kit Geneclean (Biol01l Inc.),
segundo especificacaea do fabricante.

0O DNA do plasmidic pUFR0Z7 fol purificado pelo

mesmoe método, apds a defoeforilaglo.
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7.6. LIGACAO DO DNA INSERTO/VETOR

O sistema de ligacho fol preparado de forma que os
fragmentos obtidos com a digeastfo do DNA total de Xcv
317 com EcoRI e o vetor estivessem numa relacdo molar
de aproximadsmente 1:1.

A reaclo fol efetuada num volume total de 20ul,
contendo 300ng de DNA de inserto e 300ng de DNA do
vetor. A enzima T4 DNA LIGASE (BRL), foi utilizada

segundo especificacdes do fabricante.

7.7. TRANFORMACAQ

A tranformaclo foli realizada utilizando-se células
competentes preservadas a -~-70cC, segundo metodologia
descrita por Sambrook et al., 1989.

As células transformadas foram selecionadas por
resisténcia ao antibi6ético canamicina, e as colbnias
contendo inserto foram identificadas por selec8o em
placas contendo X-gel (5 - bromo -4 - cloro - 3 -~
indolil - B - D - galactosideo) e IPTG (isopropiltio -
B - D - galactosideo), segundo especificacles de
Sambrook et al. (18988). As coléniss brancas foram
isoladas e transferidas para placas contendo meic LB

86lido acrescido de canamicina.
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7.8. ESTOQUE DO BANCO M GLICEROL

O banco gendmico de Xcv construido em E. coli DHbBa
foi estocado em glicerol a -70oC.

A amplificacBo do banco foi efetuada colocando-se
5ml de meio LB liquido em cada placa contendo colénias
recombinantes (50/placa). As placas foram vedadas com
filme de PVC e colocadas sob baixa agitacdo em “shaker”
orbital, a 37eC, pror 2h, aspbdés o gue aliquotas de HOOul
foram retiradas de cada placa e transferidas para um
Erlenmeyer com 40ml de meio LB 1liquido contendo
canamicina. O total de colénias recombinantes obtidas
foi crescido 14 - 16hsob agitagéo, a 37¢C, e aliquotas
de 750u]l da cultura foram transferidas para tubos
Eppendorf contendo 250ul de glicercl 60X, de forma =&
dar uma concentrac8o final de 15% de glicerol.

Oeg tuboe foram estocados em freezer a -70<C.
T.9. GELCI]ID DA REPRESENTATIVIDADE DO BANCO GENOMICO
A representatividade tedbrica do banco genbmico

obtido foi calculade segundo cdlculo proposto por

Clarke & Carbon, 13876
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8. COMPLEMENTACAO DO MUTANTE COM O BANCO GENOMICO

8.1.CONJUGACAC

Foi feita uma conjugacBo en masse do banco
gendmico de Xcv 317 mantido em E. coli DHSa para uma
linhagem néo patogénica, através de cruzamentoe
triparentais (Ditta et al., 1980) envolvendo o
prlasmidio "helper"” pRK2073 (Leong et al., 1982).

Foi centrifugado 1ml de cultura 14 - 16h da
linhagem receptora em um tubo Eppendorf esterilizado. 0O
sobrenadante foi descartado e 1lml de cultura 14 - 16h
de FE. coli HB101/pRK2073 foi centrifugado no mesmo
tubo, formando um segundo sedimento. Descartado o
sBobrenadante, fol adicionado aoc tubo 1ml de cultura 14
- 18h do banco gendmico de Xecv, que fol centrifugadoc e
o sobrenadante descartado de forme que cerca de 100ul
do ligquido permanecessem no tubo. O sedimento final foi
ressuspendido nesse 1liquido residual e a suspenséo
contendo as linhagens a serem conjugadas foi
transferida para uma pleca contendo meioc N., s8em
antibiético.

Ap6s 24h mantidaes em estufa a 28oC, fol feita uma
suspenslo de células com uma aliguota da massa celular

da place, que foi diluida 101 - 102 vezeg em solucho
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salina e plagqueada em meio N. contendo os antibiéticos

apropriados para selecloc dos transconjugantes.

8.2 _SELECAO DE TRANSCONJUGANTES QUANTO A PATOGENICIDADE

A sBelec8o de coldnlas restauradas gquanto &0
fen6tipo de patogenicidade foi feita através de teste
em "seedlings”, conforme descrito anteriormente.

Os controles positivo e negativo utilizados nestes
experimentos foram, respectivamente, as linhagens 317 e

a linhagem ndo patogénica utilizada como receptora.

8.3. EXTRACAO DE PLASMIDIO

Os plasmidioe foram extraidos pelo método de lise
alcalina (Birnboin & Doly, 1979}, com as modificac¢des

descritas por Maniatis et al., 1982.

B.4. ANALISE DE CLONES QUANTO AO TAMANHO DO INSERTO

O DNA de clones positivos gquanto & patogenicidade
foi digerido com &a enzima EcoRI ( BRL), segundo
especificacdes do fabricante, para verificaclo do
tamanho do fragmento.

0 fragmento liberado com a digestéo foi
evidenciado através de eletroforese em gel de agarose

0.8%, utilizando-se tampdo TAE (Tris/Acetato/EDTA). O
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material fol corado com brometo de etideo (10ug/ml) ,
vipualizados em fonte de luz UV e fotografados com

filme Polaroid 667.

9.CONJUGACADO DA LINHAGEM 283/NAL DE Xanthomonas
campestris pv. manihotis (Xcma) COM O BANCO GENﬁHIOO DE

Xev 317

Os passos seguidos nessa etapa foram osg mesmos
descritos no item B, exceto guanto ao teste utilizado
na seleclo de clonee positivos quanto & patogenicidede,
que nesta etapa fol o teste de hipoedtilo.

0 mutante resistente a &cido nalidixico foil
isclado através de plagueamento da linhagem Xcma 289
selvagem em meio N. contendo o antibidtico, para
seleg8o de mutante esponténec de resisténcia. Coldnias
isoladas resultantes desse plagueamento foram estriadas
em placas contendo o© antibidético, permitinde sus

amplificacio.
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RESULTADOS

1.INDUCAO DE MUTACAO

1.1. Mutagénese por NTG (nitrosoguanidina)

A linhagem de Xanthomonas campestris BV
vesicatoria (Xcv) escolhida para ser mutagenizada foi a
linhagem 479, com resisténcias a dcido nalidixico (Nal},
mutante esponténeo da linhagem 478 , selecionado neste
laboratério.

O tempo de exposicldo ao mutagénicoe variou de 0O
min. (controle) a 45 min., com amostras coletadas a
iritervalos de 15 min.. Foi feita a contagem do nilmero
de colbnias sobreviventes a cada tempo e os resultados
obtidos estéo apresentados na Tabela 3. O namero de
colénias representa a média obtida da contagem de duas

placas de mesma diluigho.

Tabela 3 - Nimero de célulass obtidas apfs diferentes
tempos de exposiclo ao NTG (10 mg/ml).

Tempo NGmero de coldnias “Porcentagem

(minutos) (por ml1) de sobrevivéncia
o 6.05 x 105 100.00
10 ' 2.90 x 108 47.93
20 2.45 x 108 40.50

30 0.25 x 106 4.13

b3



Esses dados permitiram a construcfo de uma curva
de sobrevivéncia (Figura 1). As colbnias que
sobreviveram aos 20 e 30 minutos de expoeicfo, com
porcentagem de sobrevivéncia de 40.50 a 4.13%,
respectivamente, foram isoladas parae serem testadas
quanto ao fen6étipo de patogenicidade em plantas de
tomate, num total de 300 colénias.

As colbénias mostraram-se semelhantes
morfologicamente, exceto quanto a trés colbénias
brancas, gue deixsram de apresentar a coloraclo amarels

caracteristica de Xanthomonas.

1.2. Mutagénese por luz UV

Para a mutagénese com UV, a linhagem escolhida foi
a mesma citada anteriormente . A exposiclo ao
matagénico variouw de 0 a 80 segundos, com amostras
coletadas nos tempoe O, 10, 20 , 40 e 80 segundos.
Essas amostras foram diluidas e pleaqueadas e fol feita
a contagem das colbnias sobreviventes para cada
intervalo de tempo estabelecido.

Os resultadoe desse experimento sloc apresentados
na Tabela 4, onde © nimero de coldénias representa a

média da contagem de duas placas de mesma diluigdo.
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia da linhagem de

Xecv 479/Nalr apbs tratamento com nitrosoguanidina.
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Tabela 4. Namero de coldnias e porcentagem de
sobrevivéncia de c¢é6lulas tratadas com luz ultra violeta
em diferentes tempos de exposiclio .

Tempo Nimero de colbnias Porcentagen
{ segundos) (por ml) de sobrevivéncia
o~ ' 5.0 * 103 100.00
10" 0.6 * 108 12.00
20" 0.145 x 103 2.90
40" 0.01 * 103 0.20
80" 0.0005 x 103 0.01

A partir da porcentagem de sobrevivéncia foi
construido o grafico da Figura 2. Foi delimitada a
faixa de 5% - 0.01% de sobrevivéncia para o isolamento
de colbnias a serem selecionadas quanto = &
ratogenicidade e foram isoladas 890 coldnias desase
tratamento. N&o foram observados mutantes com alteracéo

de colorac8o de colénia.
2. ISOLAMENTO DE MUTANTES NAO PATOGﬁNIOOS
2.1_TESTE EM "SEEDLINGS"

0 teste em "eseedlings” foi o escolhido para a
selecéo inicial das 'células mutagenizadas, por Ja
estar bem definido na literatura (Daniels et al.,
1984), esendo wutilizado com sucesso para diversos

sistemas modelo de interaclo plaenta-patdgeno, inclusive
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia da linhagem Xcv

479/Nalr epbs tratamento com luz ultravioleta.
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tomate.

As pléntulas de tomate 1inoculadas com Xev
comecaram a apresentar sintomas ap6s 3 a 5 dias apés o
inicio da infecgloc. OUs sintomas manifestaram-se em
geral comecando por uma constricdo na regifio ao redor
do pontc de inéculo, que fol se espsalhandc ao longo do
caule, levando & necrose totasl ou aAs vezes parcial do
mesmo . O tecido necrosado apresentou-se completamente
mole e translicido, com uma coloracfo samarronzada. As
folhas tornaram-se encharcadas, totalmente necrosadas,
desfazendo-se a0 toque (Fig.3). Plantas que
apresentaram esse padrbo de evolué&o de sintomas foram
congideradas doentes. Qutro grupo de plantas,
considerado parclalmente doente, apresentou sintomas
localizados na Area de inéculo, com uma constricl8o que
nédo evoluiu posteriormente para necrose, ou o fez em
porclo muito reduzida da pléntula, podendo ocorrer
ainde manifestac8o de sintomas apenas nas folhas.
Finalmente, foram observedas plantas em que nlo houve
qualquer manifestacdo de sintoma, classificadas como
sadias (Fig. 3).

As cclénias tratadas com UV e NTG foram testadas
quanto & patogenicidade, sucessivamente, em vAarias
etapas de seleclo (Fig. 4).

Foram testadas inicialmente as 300 coldnias

provenientes do tratamento com NTG. A primeira selecéo
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Figura 3. Teste em “seedlings" de tomate

infectados com as linhagens Xcv 479/Nalr (selvagem),
mutante de NTG 7/24 e Xecma 289, utilizada como
controle negativo. Pode ser destacado na foto: A)
aparéncia das plantas sadias; B: necrose total da

planta; C: detalhe do ponto de inéculo.

59



COLONIAS BOLADAS
DOS TRAIAMENTOS
COM :
w NIG
890 300
A
A B liBS
2 soodlings
580
310 73
l 3 seedings
101 36
23
16 seedings
A 16
C
137
I 3 ssedings 3
60
l 5 seedlings
27
15 soedlings
8
30 seedling:
1

Figura 4. Esquema das etapae de seleclo efetuadas

para a 1identificacéo de mutantes ndo patogénicos, onde

A: Teste em "geedlings', B: Teste em '"seedlings”

seccionados e C: Teste em plantas adultas.
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foi realizada incculando-se um “"seedling” por coldnis,
reduzindo o ntmero destas para 185. Houve na maioria
deeses casoe um padr8o de sintoma parcial e essas
colénias foram submetidas & uma segunda selecéo,
inoculando-se dessa vez 2 “seedlinge” por colénia.
Foram selecionadas 73 colbénias nesta segunda etapa que
ndo apresentaram eintoma ou continuaram mostrando
sintoma parcial. Apde uma terceira etapa de selecho,
onde foram inoculados trés ‘“seedlings”/colénia, estas
foram reduzidas a 23 que, testadas em grupos de 15
“"seedlings’, levaram & identificaclo de 16 coldnias que
n&o desenvolveram sintomas ou gue o fizeram em menos de
50% dogs "eEeedlings” inoculados.

Quanto &s colbniss obtidas spbs tratamento com luz
UV , foram testadas 550 dae 890 na primeira melecgdo,
de onde foram destacadas 101 colénias que nho
apregentaram sintoma ou nfo apresentaram um padréo
claro guanto ao tipo de interacéo com a planta.

Asg 340 restantes foram selecionadas através de
testes em “seedlings” seccionados (item 5.1.2 do
Material e Métodos). A extremidade exposta fol
inoculada com um palito esterilizade contendo cada
colénia, individualmente. Através desse método, foram
isoladas 36 coldnias que n&o apresentaram sintoma para
verificac8o posterior através do teste em “seedlings”
convencional, desde que nfo levaram & manifestacdo de

gintoma no tecido infectado. Nesse teste, 05 sgintomas
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caracterizaram—-se por necrose do tecido da mesma forma
J& descrita para o teste de “"seedling”.

Considerando-se conjuntamente os resultados dos
dois tipos de testes efetuados com as c¢coldnias
derivadas do tratamento com luz UV, foram selecionadas
137 colbénias dentre as 880 iniciais. Estas foram
testadas novamente em grupos de trés “seedlings”,
permitindo a identificacloc de 60 colbnias que,
retestadas em c¢inco “"eeedlings"/colénia, levaram a
seleclo de 27 possiveis mutantes. Ampliando-se para 15
0 numero de "seedlings” testados a partir desta etapa,
foram isoladas 8 colénias que diferiram da bactéria
selvagem quanto ao padrdo de interagfio com a planta.
Esses possivels mutantes nlo patogénicos foram testados
ainda uma vez em “seedlings” , em grupos de 30
"seedlings” por colénia. Isso permitiu a classificacgho

dessas linhagens em trés grupos:

Grupo I - 3 colb6niass - mostrarasm-se patogénicas,

sem diferenca mulito evidente em relacfo & linhagem

selvagem. Induziram rapida evoluglo de sintomas e
apodrecimento total da maioria das plédntulas
infectadas.

Grupo Il - 4 colbnias -~ padrfoc de comportamento

n8o muito claro. Levou ao desenvolvimento de sintomas

em apenas alguns individuos, ou induziu necrose parcial
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dos individuos infectados, diferindo do controle
positivo. Esse comportamente foi condizente com o
apresentado por essas mesmas coldénias em testesn

anteriores em "seedling'.

-Grupo III - 1 coldnia - sem manifestaclo de
sintomas noe testes efetuados , fol definido como um
mutante de patogenicidade , devendo ser submetido a
estudos mais detalhados gquanto 80 comportamento
patogénico.

Deve ser destacado que esse mutante faz parte do
grupo de 36 coldnias selecionadas inicialmente através
de teste em "seedlings” seccionados, demonstrando a

aplicabilidade desse teste.
2.2. TESTES EM FOLHAS DE PLANTAS ADULTAS

Reduzido o nimero de linhagens a serem testadas,
tornou-se possivel a apllcaclo de outros tipos de teste
de patogenicidade , invidveis para a selecloc de grande
nimero de colénias.

Apbe os testes sucessivos em "seedling”, foram
realizados testes em folhas de plantas adultas (item
5.1.3 do Material e Métodos) com &as 16 coldénias de NTG,
buscando uma melhor definiclo do fendtipo daes coldnias

selecionadas.
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Noe deois primeiroa dias apés a inoculacglo, ndo
houve evolucfo perceptivel de sintomae . A lesfo, em
todos oep casoe, permaneceu resetrita ac ponto do
in6culo. A partir do 3¢ dia de infecclo, os sintomas
comegaram & aparecer em algumas plantas, enguanto em
outras o espalhamento da lesfio comecou apenas a partir
do 62 dia de infecclo ou nfio ocorreu.

O primeiro indicio de sintomas comegou com clorose
na regifio em torno do ponto de indSculoco e as vezes
murcha da folha. Os pontos iniciais de lesbo, ou seja,
ae 4reas de inSculo, mostraram—-se bastante umidos, com
encharcamentc do tecido foliar, e nas plantas que
desenvolveram sintomas foram aumentando até confluirem
e levarem & necrose total da mesma. Em outras plantas,
essa necrose ndo fol total, o8 sintomas comegaram a
se manifestar tardiamente, somente a partir do 6 dia
de infeccBo, e as lesoes espalharam—se por uma Area
muito restrita em torno do ponto de indéculo.

Un terceiro grupo de plantas néo desenvolveu
sintomae . N&o houve espalhamento da lesfico , que
permaneceu restrita ao ponto de indculo, apresentando
uma aparéncia mais seca, sem clorose da &rea ao redor,
apds 8 dias de observaclo.

Com base nessas observacSes, propbs—-se uma.
clessificacdo das c¢ol8niass testadas em trés grupos
distintos, como feito anteriormente com &s colbnias de

Uv:
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Grupo I -~ 13 colbénias - reaclo positiva na planta,
isto €&, indug8o de sintoma a partir do 3o/4c dias de
inoculaglc, levando ac apodrecimento total da folha, a

semelhanca do controle positivo, a linhagem 4789/Nalr.

Grupe Il - 1 coldnia - essa bactéria apresentou um
tempo maior para induzir sintomas nas folhas. Nas
plantas infectadas com esssa linhsgem, © easpalhamento
das lesoes comecou por volta do 52/6°c dia a partir do
in6culo, contrastando com as linhagens do Grupo I e a
selvagem, que levaram ao desenvolvimento de sintomas &
partir do 3e/4c dia de infeccho e ao 5Ho/6c dia a
necrose das folhae foi total. Além disso, o
apodrecimento do tecido infectado por essa linhagem foi

apenas parcial epés B dias de obeervacéo.

Grupos III - 2 coldniss - neste grupc, nldc houve
espalhamento da lesfo além do ponto de indculo, que
manteve wma aparéncla seca, preferencialmente ao

“encharcamento” caracteristico de coldnias do Grupo I.

As colbnias do Grupo III foram selecionadas
potencialmente como mutantes de patogenicidade e a do
grupo 11, comparadoe os resultados dos doie tivoe de
tesate efetuados, foi selecionada também Para

verlificaclo em testes posteriores.

85



Os resultados obtidoes até esta etapa na seleclio de
mutantes nfo patogénicos encontram-se sumarizados na
Figura 4.

Permanecem por ser melhor caracterizados em testes
em planta adulta e repetigcdes em maior namero de
"seedlings", 4 colénias de UV, citadas no Grupo II da
classificacfo proposta acima. Entretanto, dado que o
objetivo do presente trabalho ndo foi simplesmente a
definicso e caracterizaclo de mutantes e Ji haviam sido
egtabelecidas gquatro linhagens mutantes, priorizou-se a
caracterizaclio dos mesmog e a complementaclo de um
deles com o banco genbmico de Xev 317 a uma

caracterizacfo mais precisa deesas colénias.

2.3. SELECAO FINAL DE MUTANTES NAO PATOGRNICOS

Analisando conjuntamente os dados obtidos para as
células tratedas com os dois mutagénicos, podemos
definir basicamente 4 mutantes , 3 de NTG e 1 de UV,
designados NTG 7/21, NTG 7/24, NTG B8/31 e UV 18/14 (o
primeiro numero correspondendo a4 numeragl8o da placa da
qual o mutante fol isclado, € o segundc ntmero & sua
localizaclo na meema). A linhagem 8/31 foi classificada
dentro do grupo Il e as linhagens 7/21 e 7/24, no Grupo

111 das colénias tratadas com NTG.
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Essas linhagens foram testadas ainda uma vez em
“seedlings”, para uma verificagBoc definitiva de seu
comportamento quanto & patogenicidade. Os resultados
finais dos experimentos em “seedling” envolvendo essas

linhagens estfioc apresentados na Tabela 5 e Figura 5.

Tabela 5 - Teste de patogenicidade em “seedlings"” de
tomate com linhagens mutantes de Xcv induzidas com NTG
e UV.

TInhagenm Toentes Parclale Sadios Total
NTG 7/21 22 11 74 107
NTG 7/24 3 4 88 95
NTG 8/31 14 0 42 56
UV 16/14 6 3 93 102

2.4 _TESTE EM SHMENTES

Foram realizados testes com &8s linhagens de
mutantes de NTG: 7/21, 7/24, 8/31 e UV: 16/14,
utilizando-se culturas dessas linhagens no tratamento
de sementes, para confirmaglo doe tesates realizados em
"seedlings"”.

Nos testes realizados, a germinac8c das sementes
infectadas ocorreu 4 - 5 dias apbés a semeadura. A
manifestacdo does sintomas comegou por volta de 7 - 8
dias a partir do tratamento das sementes, com o

aparecimento de manchas na forma de pontos amarronzados
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Figura 5. Teste em “"seedlings" com os mutantes néo

pratogénicos de Xcv 479/Nalr.
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nas folhas cotiledonares e ao 1longo do caule da
pléntula, ou com o inicio de necrcse nas folhas , que
comegaram & apresentar uma aparéncia de encharcamento
do tecido. Em algumas plantas, os sintomas evoluiram
para necrose total ou parcial da pléntula, atingindo as
folhas e pelo menos a metade do caule. Plantas gque
apresentaram eese padrfo foram definidas como doentes.
Em outras plantas, o¢8 sintomas néo evoluiram,
permanecendo na forma daes manchas acima referidas, ou
apresentando necrose apenas nas folhas, sem apresentar
qualquer leséo no caule. Essas plantas foram
conesideradas parcialmente doentes. |
Finalmente, foi observado um grupo de plantas que
ndo apresentou qualquer sinal de infecglo no caule.ou
na folha, permanecendo como os individuos tratados com
a linhagem Xema 289, utilizada como controle negativo.
Os resultados desses experimentos estlo apresentados na

Tahela 6 e Figura 6.

Tabela 6§ — Testes em sementes com linhagens mutantes de
Xev 479/Nalx .

Linhagem Doentes Parciais Sadios Total
NTG 7/21 23 63 102 188
NTG 7/24 8 90 149 247
NTG 8/31 114 70 85 269

Uv 16/14 31 68 102 201
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3. CARACTERIZACAO DOS MUTANTES

O8 mutantes 1isolados foram analisados quantc Aas
caracteristicase abalxo relacionadaege, utilizando-se

sempre a colénla selvagem Xev 479 como controle.

3.1.CRESCIMENTO EM MEIO MINIMO

A capacidade de crescimento em meio minimo foi
verificada em meic MPl e MY, gue contém apenas sais
minerais e glucose como fonte de carbono.

As linhagens mutantes cresceram normalmente em
ambos o8 meios minimos testados, demonstrando que séo

prototrdficas.

3.2 PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES

Foi verificada, através de creacimento dos
mutantes em meics seletivos apropriados, & capacidade
de produclo das seguintes enzimas extracelulares:
amilage, celulase, lipase, pectinase e protease.

Todas as c¢olbnias testadas,isto €, a8 selvagem
479/Nal, Xev 317 e os mutantes 7/21, T7/24, B8/31 e
16/14, mostraram-se positivas gquanto & producldo de
todas as enzimas citadas, o que foi verificado através
da formack&c de halo em torno das coldonias produtoras

em placas de meio sblido.
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3.3.CURVA DE CRESCIMENTO

As curvas de crescimento in vitro das colénias
mutantes e da selvagem foram determinadas através de
leitura da absorb&ncia das culturas a intervalos de
tempo de trés horas. 0Os dados obtidos durante 33h de
crescimento em meio liquido estlo apresentados na curvsa

de crescimento da Figura 7.
3.4_ HIPERSENSIBILIDADE

Foi realizado um teste para a verificaglo de
inducdo ou nbo, pelos mutantes, de reacéo de
hipersensibilidade em plantas nBo hospedeiras. Eese
teste foli feito utilizando-se folhas destacadas de
plantas de tabaco, como depcrito no item 6.4 do
Material e Métodos.

Foram testadas as linhagene mutantes de NTG 7/21 e
7/24 e a de UV 16/14, além da selvagem 479/Nalr. Como
controle positivo, fol wutlilizada Xcma 289, desde que
havia sido determinado previamente que essa linhagem
induz reacso de hipersensibilidade em tabaco

Todas as linhagens testadas mostraram-se positivas
quanto & induclo de resposta de hipersensibilidade em

tabaco.
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4. CONSTRUCAO DO BANCO GENOMICO DE Xcv 317 NO VETOR
PUFROZ27

Para a construcho do banco gendmico foi feita
digestdo por 14 - 16h de 5.0ug de DNA total de Xev 317
com EcoRI. O material digerido foi purificado com
Geneclean , sendo imolados fragmentoe variando de 2.0 a
20.0Kb, numa concentraclo de 70ng/ul. O DNA do vetor
foi digerido com EcoRI por 4h, defosforilado com BAP e
purificado com Geneclean, sendo recuperado numsa
concentracglo de 100ng/ul.

Foram utilizados 600ng totais de DNA no sistema de
ligacéo numa relaclo molar de aproximadamente 1:1,
considerando-se ¢ tamanho médio de inserto como 11.0 Kb
e tendo o vetor 8.3 Kbh.

Foram utilizados 10.0ul (300ng) desse slstema para
transformaclo de E. coli DHSa , e o sistema foi
rlagueado em meilo contendo X-gal e IPTG.

Foram obtidas BS0 coldnias recombinantes dessa
transformacéoc . Meis 5.0ul do sistema de ligacéo
(150ng de DNA) foram introduzidos em E coli DHS5a por
transgformaclo e o plagueamento dos transformantes em X-
gal resultou em 2897 coldénias brancas. Dessa forma, a
partir de 450ng de DNA, foram obtidas 1187 coldnias
recombinantes.

Foi feita uma amostragem de 35 clones

aleatoriamente. O DNA desses clones foi extraido e
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digerido com EcoRI, para verificacdo do tamanho médio
do inserto em pares de bases, permitindo a aplicacéo do
cdlculo de representatividade do banco genémico
proposto por Carbon & Clarke, 1978. O tamanho mé&dio de
inaserto obtide foi 6.0 Kb, estimados através de um
programa de computador , ELETRO, desenvolvido pelo
Prof. Adilson Leite (Leite, A., comunicacéo pesscal). A
Figura 8 mostra 15 desses clones, permitindo uma
visualizaclo da variaclo de tamanho dos insertos.

O genoma de Xev foi estimesdo em 3000.0 Kb totais,
tomando como referéncia a estimativa de Gabriel et al.
(1986) para X. c. pv malvacearunm..

Aplicando-se a férmula para cédlculo da
representatividade de banco gendmico aocs resultados
apresentados e assumindco-se uma probabilidade de 890% de
todo o genoma de Xecv 317 estar representado , temos

que:

N=1in(1- 0,90) / 1In(l1 - 6000/3000000)

=z
]

1150 colénias/micrcograma de DNA/ml

Oes dados obtideoe, 11B7 colé6nilas/450ng de DNA
indicam portanto que, teoricamente, pode-se considerar
para esse banco uma probabilidade de 90-91% de estar

representando todo o genoma de Xev 317.
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Figura 8. Clones do banco genbmico de Xecv 317 -
tamanho médio dos fragmentos clonados, onde a)lambda
Hind III, b) pUFR02Z27 linearizado com EcoRI e c¢) 15
clones do banco gendmico de Xcv, amostradog a0 acaso,

digeridos com EcoRI.
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5. COMPLEMENTAGAO DO MUTANTE NAO PATOGENICO 7/24 DE Xev
479/NAL COM O BANCO GENOMICO DE JXcv 317

0 mutante NTG T/24 foi selecionado para
complementacdoc com ©o bance de Xev 317, por Bser o
mutante que apresentou a resposta mais clara nos testes
de patogenicidade realizados (ver Tabelas 5 e 6 e
Figuras & e 6), especialmente no teste em “'seedling”,
estabelecido como o teste bdsico para a selecdo inicial
quanto & patogenicidade.

Foi feita conjugaclo en masse do banco com a
linhagem mutante T/24, através de cruzamentos
triparentais. Foram isoladas 1824 colénias
transconjugantes, das <quals 382 foram utilizadas
inicislmente em testes em "seedlings', visando a
identificaclo de clones apresentando complementacso
positiva, com recuperacéo do fenétipo de patogenicidade
{ver esquema apresentado na Figura 9).

Ap6s a primeira seleclo, foram identificadas 72
colébnias que induziram sintomas pelo menos parciais em
"seedling”. Destas, foram selecionadas as 50 que deram
regpostas aparentemente mais virulentas, para testes em
grupos de 5 "seedlings”. Desse teste, foram isoladas 25
clones, que foram submetidos a uma outra etapa de
selec8o em grupos de 15 “seedlings”. Isso permitiu a
identificaclo de um clone que apresentou viruléncia

semelhante & linhagem Xecv 317,utilizada como controle
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COLON'AS O3TDAS DO CRUZAMENTO
DO BANCO DE Xcv 317 COM O MUTANTE 7/24

382
i 1 wzecirg
72
l
0
l 5 seedirgs
25
‘ 15 saeclirgs
4

Figura 9. Eaquema  das estapas de selecio
realizadas para a identificacBo de <clones com
complementaclo positiva para o mutante 7/24, apds
cruzamento deste com o banco gendmico da linhagem de

Xev 317.
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positivo, com uma porcentagem de “"seedlings” infectados
superior a B0X%¥. Além desse clone, foram identificados
outros 3 que mostraram uma resposta bastante diferente
da induzida pelo mutante 7/24, utilizado como controle
negativo nesses experimentos, mostrando-se com uma
resposta mais préxima aquela induzida pela linhagem Xcv
317.

Foram feitos novos teestes com eeses clones,
envolvendo maior nimero de "seedlings', o gue confirmou
o8 resultados citados anteriormente, isto é s
continuaram mostrando-se com uma viruléncia semelhante
ao controle positivo, Xev 317. Eesses clones foram
designados, respectivamente, pVE7241, pVE7242, pVE7243
e pPpVET244. Os repultados dos testee em "seedlings"”
observados para esses clones estdo apresentados na

Tabela 7 e Figura 10.

Tabela 7 - Testes em "seedlings"” dos clones isolados
ap6s complementac8o do mutante 7/24 com o banco
genbmico de Xcv 317.

Linhagem Doentes Sadios Total
pVET241 65 13 78
pVE7242 49 7 56
pVET243 29 6 35

pVE7244 32 7 39
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PVE7243 DVE7244

Figura 10. Teste em "seedlings" dos clones obtidos
apés complementac8o do mutante 7/24 com o Dbanco

genémico de Xev 317.



Os clones pVE7241 e pVE7242 foram submetidos =a
testes em sementes, posteriormente. 08 resultados estéo

apresentados na Tabela 8 e Figura 11.

Tabela 8 - Testes em sementes realizados com os clones
PVE7241 e pVET242.

Linhagem Doentes Parciais Sadioe Total
pVE7241 66 4 1 71
pVET242 15 13 6 34

Esses clones foram analisados quanto ao tamanho do
fragmento, em pares de base, que mostrou-se capaz de
complementar o mutante 7/24.

Os clones pVE7241 e pVE7242 apresentaram
fragmentos com tamanho estimado em cerca de 4.0 Kb. Os
clones pVET7243 e pVE7244 apresentaram, respectivamente,
fragmentos de 5.0 Kb e 3.0 Kb, aproximadamente.

08 fragmentos liberados pelos c¢clones pVE7241,
PVE7242 e pVE7243, sapbs digestlo com EcoRI, estéo

apresentados na Figura 12.

81



92.95

.\\\\\_\\‘i\“‘\’"\\"i\“’(l .
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Figura 11. Teste em sementes com os clones pVE7241

e pVE7242.
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Figura 12. Clones que apresentaram complementacéo

positiva quanto & patogenicidade , ap6és cruzamento do

banco gendmico de Xcv 317 com o mutante 7/24. a) lambda
Hind III:; b) pUFR027 1linearizado com ZEcoRI ; c)

pVE7241; d) pVE7242 ; e) pVE7243.
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6.COMPLEMENTAGAO DE UMA LINHAGEM DE Xanthomonas
campestris pv. manihotis COM O BANCO GENOMICO DE X. o.

pv. vesicatoria.

A linhagem de Xecms 289 escolhida para esses
experimentos devido ao fato de gque, utilizada como
controle negatlivo em todos oe testee de patogenicidade
realizados , nfo induziu eintomas em "seedlings", nem
hipoc6tilos, nem folhas de plantas adultas de tomate.

Foi 1isolado um mutante da linhagem Xcma 289
resistente ao antibibdtico &dcido nalidixico e o banco
gendmico de Xecv foi tranferido para Xema 289/Nalr
por conjugacéo.

Foram isolados 640 transconjugantes a partir desse
cruzamento, testados quanto a patogenicidade
inicialmente em testes de hipocédtilo.

Nesee teste de patogenicidade » o8 sintomas
observados caracterizaram-se por necrose do fragmento
de hipocétilo, que comegou a mostrar—-se tranelicido s
partir do terceiro/quarto dia de infecclo. A partir do
quinto/sexto dia, os fragmentos tornaram-se totalmente
necrosados, com o tecido completamente mole,
desfazendo-se a0 togue, ou continuaram a mostrar-se
translicidos, mas com o tecido amolecido ou
apresentando necrose de, pelo menos, metade do
fragmento. Desga forma, foram selecionados pars testes

posteriores os clones que induziram respostas que se
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enquadraram dentro desse padrlic, coneiderado positivo
gquanto & patogenicidade. Plantas gue nlAc manifestaram
qualguer tipo de sintoma, permanecendo , apés 5/6 dias
de infeccho, sem alterachfo na aparéncia do tecido,
foram consideradas sadias.

Un esquema com as vAarlas etapas de selecéo de
clones positivoe quanto & viruléncia em tomate esta
apresentado na Figura 13.

ApbSe a primeira selecfo, foram ieoladas 146 clonee
que mostraram-se positivos dentro dos padrdes citados
acima. Essas coldnias foram testadas novamente em lotes
de trées 'seedlings”, chegando-se entlo a 47 coldnias
positivas , que foram selecionadas em placas contendo
15 fragmentos de hipocétilo/placa, na terceira etapa de
seleclo. Ieso levou ao isolamento de 31 coldnias, que
retestadas em grupos de 30 hipocétilos permitiram a
identificaclo de 13 colénias positivas.

Essas 13 colbnias foram testadas ainda uma vez,
em lotes de trés placas contendo 15 hipoéb6tilos/placa
para cada coldénia. Dessa ultima andlise em hipocétilos
foram recuperados 5 clones, designadose pVEMASBI1,
pVEMAGZ, pVEMA71, pVEMA73 e pVEMAT4 , que apresentaram
resposta bastante diferente da linhagem 289/Nal,

utilizada como controle negativo.
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COLONIAS OBTIDAS DO CRUZAMENTO
DO BANCO DE Xcv COM Xcma 289/Nai

640
j 1 fragmento de hipocdtio

[ 146
] 3 fragmenio: de hboodMs

47

1 1& frogmentss do hipccdtio

31

30 fragmentes de hipocdtic

13

45 fragmentos de hipocdtio

5

Figura 13. Esquema das etapas de selecdoc de clones
de Xcma 28B9/Nelr positivos quanto & patogenicidade em
tomate, apds cruzamento desea linhagem com o banco

genomico de Xev 317.



Esses dadoe encontram-se sumarizados na Tabela 9 e

Figura 14.

Tabela 9 - Testes em hipocHtilos de tomate com clones
isolados da conjugaclio de Xcma 289/Nal com o banco
genbmico de Xcv 317.

Linhagem Doentes Sadios Total
289/Nal 36 118 154
PVEMAS1 68 ' 44 112
PVEMAG2 75 38 113
PVEMA71 44 17 61
pVEMA73 48 12 60
PVEMAT74 44 16 60

Esses clones foram testados em “seedlings” também,
para verificac8o de seu comportamento em outroc tipo de
tesﬁe de patogenicidade.

Os sintomas causados em “seedlings” por esses
clones foram atipicos. Foram definidas como doentes,
neste caso, plantes que apresentsram lesfo nas folhsas,
que tornaram-ge amareladas ou amarronzadas; como
parciais, plantas gue mostraram inicio dessaes lesoes;
e como sadias, plantas que n&o mostraram gquaisguer

alteraoges.
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Figura 14. Teste em hipocHtilos de tomate com
clones iemolados da conjugacl8o de Xcma 2Z289,/Nalr com o

banco genémico de Xev 317,
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Os resultados desses experimentos encontram-se

sumarizados na Tabela 10 e Figura 15.

Tabela 10 - Testes em “"seedling” realizados com clones
selecionados da conjugac8o de Xcma 289/Nal com o banco
genbmico de Xev 317 .

Linhagem Doentes Parciais Sadios Total
289/Nal 0 o 19 19
PVEMAS1 3 1 10 14
PVEMAG2 1 1 14 16
pVEMAT71 3 6 6 15
PVEMAT3 7 8 16 31
PpVEMAT74 3 2 i2 17

Foram realizados, ainda, testes em sementes com
dois dos clones que apresentaram maior viruléncia nos
experimentos descritos acima, pVEMA73 e pVEMA74. Os
resultados desses testes estlo apresentados na Tabela

11 e Figura 16.

Tabela 11 - Testes em sementes com o8 clones pPVEMA73 e
pPVEMA74.

Linhagem Doentes Parciais Sadios Total
288,/Nal 1 3 20 24
PVEMAT3 12 17 11 40

PVEMA74 10 5 31 46
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PVEMAG2

Figura 15. Teste em 'seedlings"” com os clones
selecionados ap6e conjugacBo de Xcma 288/Nalr* com o

banco gendmico de Xcv 317.
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Os clones gue apresentaram-se mais virulentos em
tomate, considerando-se o8 resultados de teastes em
hipocétilos e "seedlings' descritos acima, pVEMA71,
PVEMA73 e pVEMA7T4, foram analisados quanto ao tamanho,
em pares de base, dos fragmentos dque conferiram
alteraclc na interaclo de Xcma com plantas de tomate.

Os clones apresentaram fragmentos de,
aproximadamente, 2.3 Kb ~ pVEMA71l e pVEMAT3 - e 6.0 Kb
- pVEMAT4. Esses dados podem ser visualizados na Figura

17.
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Figura 17. Clones de Xcma 289/Nal* que mostraram-
se virulentos em tomate apbés cruzamento com O banco
gendmico de Xcv 317. a) lambda Hind III; b) pUFR027
linearizado com FEcoRI; c¢) pVEMA73; d) pVEMA74; e)

pVEMA71: f) plasmidios nativos de Xcma 289/Nalr.
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DISCUSSAO

1. INDUCAO DE MUTACAO

Os dados obtidoas nos experimentos de mutagénese
mostram que, nas condi¢des em que estes foram
realizados , o NTG demonstrou ser um mutagénico muito
mais poderoso que a luz UV, com freguéncia de mutantes
ndo patogénicos de 1%, enquanto entre células tratadas
com UV essa porcentagem fol de 0.1%. Isso parece ser
corroborado ©pela porcentagem de mutantes brancos
obtidos com NTG, de 1%, sendec que entre as coldnias
recuperadas do tratamento com UV mutantes brancos néo
foram observados.

A frequéncia de mutac8c obtida por tratamento com
NTG estd dentro da faixa descrita na literatura.
Daniels et al. (1984a) obtiveram uma taxa de 0.3% de
mutantes ndo patogénicos entre as células tratadas, em
X. c. pv. campestris. Bonas et al. (1991) obtiveram
2.43% e 0.6% de mutantes ndo patogénicos de X. c¢. pv.
vesicatoria , correspondentes a tratamentos de duas
linhagens diferentes. Hwang et al. (1992) obtiveram
praticamente a mesma frequéncia de mutagénese para
mutantes nfo patogénicos e mutantes brances qgque a
descrita neste trabalho, cerca de 1%.

Quanto & fregliéncle de mutagdoc induzida por luz

Uv,  Patil et al. (1974) ieolaram um mutante néo
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patogénico de Pseudomonas phaseclicola entre 108
colénias testadas, mostrando uma freqliéncia de
aproximadamente 1%, o gque contrasta bastante com a
freqiiéncia de 0,1% observadas nos experimentos aqui
descritos, no tlnico trabalhc encontrado na literatura
envolvendo genes de patogenicidade mutados com UV .

A baixa frequéncia de mutantes nldo patogénicos
induzidoe por luz UV pode ser decorrente da natureza
das mutacges causadas por esse agente mutagénico,
preferencialmente mutacbes de ponto. Isseo pode levar =&
mutacSes silenciosas, ou seJja, alteracbes no DNA gque
nfdo se expressam a nivel fenotipico, ou & manutenclo de
certa funclo residual pelo gene, de forma a dificultar
a detecglo de mutantes.

O fato de terem sido identificadas 4 colénias
tratadas com UV que mostraram alteracBo gquanto &
viruléncia, pPorém continuaram infectando uma
porcentagem das plantas inoculadas através de testes
realizados em diferentes ocasides, parece concordar com
a suprosiclio de que o gene alterado continue se
expressando, ainda que de forma reduzida. Epse tipo de
ocorrénciasa na mutagénese com UV tem s2ido relatada

(Klement et al.., 1990).
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2_ISOLAMENTO DE MUTANTES NAO PATOGENICOS

Os mutantes n#o patogénicos 1isolados, ¢trées a
partir de tratamento com NTG e um com UV, apresentaram
diferencas guanto & interacfo com a planta, com
variacho da porcentagem de viruléncia reaidual
apreesentada por cada linhagem (ver Tabhelas b e 6 e
Figuras 5 e 6). Ies0 Bugere a possibilidade de
ocorréncia de mais de um tipo de mutaclo,
pessibilitando gque essss linhagens gejam
classificadas em diferentes grupos de mutantes néo
patogénicos, & semelhanca do que foi feito por outros
autores (Daniels et gl., 1884 ; Arlat & Boucher, 1991;
Shaw et a&l., 1988).

Deve ger observado, no entanto, que diferentes
tipos de testes de patogenicidade aplicados &s mesmas
linhagens podem sugerir diferentes classificacoes
destaes entre ei. Por outro lado, os resultados obtidos
para cada linhagem em diferentes tipos de testes, se
comparadog entre si, parecem confirmar a mutaclo da
linhagem. Istc é, measmo qQue a porcentagem de viruléncia
residual varie dentro de uma mesma linhagem de acordo
com o tipo de teste aplicado, isso pode confirmar se
ocorre alteracl8o considerdvel no padr&oc de interagdo
desta com & planta. Issoc pode ser observado na Figura

18.
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Bl doentes parcials sadlos

Figura 18. Diagrama em barras, mostrando o
comportamento dos mutantes de patogenicidade de Xcv
479/Nal em dois tipos de testes aplicados, evidenciando
as diferencas dos mutantes entre i, em cada teste , e
de cada linhagem individualmente, nog diferentes

testes.
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Se coneideradc o teste em '"seedlings” para a
classificaclo dos mutantes, podem ser destacadas

nitidamente duas classes de mutantes :

1. mutantes que apresentaram uma porcentagem de
plantas inoculadas sadias na faixa de 70 - 75%,
indicando ums reduc8o da viruléncia. As linhagens 7/21

e 8/31 pertencem & esse Rrupo.

2. mutantes que apresentaram uma porcentagem de
individuoa sadios acima de 90%, mostrando uma taxa de
viruléncia residual bastante baixa. 08 mutantes 7/24 e

16/14 se enquadram nesse grupo.

Entretanto, se conslderado o teste em sementes,

pode-se observar praticamente trés classes de mutantes:

1. mutante que apresentou a menor porcentagem de
plantas doentes (cerca de 3%, apresentando
praticamente a mesma proporcl8o de plantas doentes
obtida noe testes em "seedlings”. E representada pela

linhagem 7/24.

2. constituida por duas linhagens que mostraram
regpostas bastante préximas, como pode ser observado na

Figura 18, os mutantes 7/21 e 16/14.
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3. mutante que apresentou ums alta porcentagem de

plantas doentes e parcialmente doentes, linhagem 8/31.

Como dito anteriormente, de forma geral oes dados
obtidos para cada mutante em diferentes tipos de testes
mostraram coeréncia , exceto quanto & linhagem 7/21,
que apresentou maior porcentagem de plantas doentes no
teste em "seedling” do gque no teste em sementes, ao
contrdrio das outras linhagens, cuja porcentagem de
rlantas doentes aumentou nesse segundo tipo de teste.

Isao pode sugerir a ocorréncia de mutaclo em
diferentes genes envolvidos na patogenicidade. Se forem
congideradas &8s diferengas que ocorrem quantoe &
resposta induzida ©pelos mutantes em testes em
"Beedlinge” e sementes , sBeria possivel sugerir a
existéncia de @genes de patogenicidade que ajam
preferencialmente em determinados estagios do
degenvolvimento ou em determinados tecidos da planta.
Considerando-se que o inéculo, no teste em sementes, &
feito num estdgio bastante precoce do desenvolvimento
da planta, € que os sintomas comecam a ge manifestar,
em geral & partir da folha, enguanto que em "seedlings"”
o indéculo ocorre num estagio um pouco mais adiantado do
desenvolvimento e os sintomas gquase sempre comecam pelo
caule, essa hipbtese pode Ber sugerida. O{e} gene(s)
mutado{e) em cada linhagem poderia{m) ser essencial(is)

nas condicOes em que Be efetua um dos testes, com

99



relac8o so estédgio de desenvolvimento e preferéncia por
determinados tecidos da planta, mas dlspensiavel nae
condi¢cbes do outroc teste, gerando algumas das
diferencas de reaposta constatadas aqui.

Outra explicaclo, que encontra suporte em Klement
et al. (19980), &€ de que a técnica de indculo néo tenha
eido a maie apropriada para o tipo de decenga causada
por Xcv, gerando uma porcentagem de plantas que
estivessem expressando sintomas atipicos. No caso, isso
se aplicaria mais especificamente aoc teste em planta
adulta, cuio inSculo por aspers8o de suspensio
bacteriana na superficie inferior da folha poderia ser
mais indicado para doencas como a mancha bacteriana do
que a técnica de infiltracéo.

Alternativamente, o gene mutade, devido ao tipo de
mutagénico utilizado, poderia estar expressando certa
funclo residual. Eese tipo de ocorréncia tem sido
registrada quanto ao NTG e UV (Klement et al. 1990).
Neasse caso, poderis ocorrer uma acentuaglo dessa funcéo
residual de acordo com o tipo de teste utilizado.

N&o se pode descartar, ainda, a possibilidade de
ocorréncia de varisclBo individual, entre as plantas
testadas, guanto & susceptibilidade ao patdégeno, desde
que nio foram utilizadas linhagens de plantas

isogénicas nos experimentos.
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3. CARACTERIZACAO DOS MUTANTES

0 fato de gue todap aeg linhagens mutantes
mostraram-se prototré6ficas exclui a possibilidade de
gue a reduc8o da viruléncia tenha ocorrido devido a
defliciéncia na sintese de algum requerimento
nutricional.

Além disso, os mutantes mostraram uma taxa de
crescimento igual & da linhagem s8selvagem, o que
evidencis que a altersaclBo na viruléncia dos mutantes
ndo deve ser devido a diferengas na velocidade de
reproduclo das células, o que levarim a um atraso no
ciclo de vida da bactéria, atrasando a expressfo da
patogenicidade por alteraclo de fatores que nlo tém
relac8o com o processo patogénico.

Quanto & producloc de enzimas extracelulares, os
mutantes mostraram producBoc de amilase, protease,
celulase , pectinase e lipase, além de excregfo normal
dessas enzimas. Essas enzimas tém sido relacionadas ao
processo de patogenicidade em outros patégenos, como X.
c. pv. campestris (Daniels et al., 1988B), onde foi
demonstrado que, isoladamente, essas enzimas tém papel
reduzido na patogenicidade , embora mutantes defectivos
em mais de uma dessas funcoes perdem & patogenicidade
{Dow et al. ;1889). Em outras bactérias
fitopatogénicas, como PFPseudomonasz, foi demonatrado que

enzimas extracelulares também ndo tém um papel
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indispensdvel no desenvolvimentce da doenca (Schell et
al., 1988; Roberts et al. , 1988), podendec, entretanto,
contribulr para o processo. Em Erwinia, por outro lado,
foi demonstrado Que enzimas pécticas tém um papel
crucial na patogenicidade, dado gque mutantes defectivos
na producho de pectinases sbo, em geral, néo
patogénicos.

Em Xcv, Beaulleu et al. (19981) relataram que
enzlmas pécticas nio tém funglo aparente na
patogenicidade. Seal et al. (1990) isolaram um mutante
ndoc patogénico de Xecv que nlo apresentou deficiéneia
na producdoc de enzimas extracelulares. Assim, os dados
apresentados aqui parecem concordar com a evidéncia de
que essas enzimas nflo desempenham papel relevante no
processo patogénico de Xeov.

Nos testes de hipersensibilidade realizados em
plantas n8o hospedeiras, todas as linhagens moastraram-
se positivas quanto a essa caracteriastica, demonstrando
que o gene mutado n&c & do tipo hrp. Em X. c. pv.
vesicatoria, Bonas et al. (1991) localizaram uma regibo
de éproximadamente 25.0 Kb gue contém um “"cluster” de
sels genes , designadoe hrpA a hrpF. Feol demonstrado
que alteracBoc em qgqualguer wum desses genes leva a
bactéria a perder a capacidade de inducéo de
hipersensibilidade em plantas n8c hospedeiras. Isso
sugere a exclusfo da hipdtese de que oe mutantes aqgqui

obtidos tenham sofrido mutaglo em um desses genes,
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levando &4 suposiclo de que a mutac8o tenha ocorrido
regifio do genoma distinta daquela descrita por esses

autores.
4 _CONSTRUGCAO DE UM BANCO GENGHIGO DE Xecv 317

0O tamanho médio de inserto obtido neste trabalho,
cefca de 6.0 Kb, estd abaixo do esperado em wvipta do
vetor utilizado, que pode inserir fragmentos variando
de 2.0 a 28.0 Kb (De Feyter et al., 18990). Swarup et
al. (1991) descreveram a obtencBo de fragmentos de
tamanho médioc de 22.5Kb, a partir de uma amostragem de
18 clones de um banco gendbmico de X. eo. pv. citri
construido em pUFROZ7.

Na amostragem de 35 clones feita neste trabalho,
poucos apresentaram fragmentos maiores do que o vetor.
Considerando-se que foram utilizados, teoricamente,
fragmentos variando de 2.0 a 20.0 Kb na construglo do
banco de Xcv 317, podem ter ocorrido limitagoes na
etapa de transformacldo, quando da introducdo das
moléculas recombinantes para E. coli DHS5a, uma wvez que
a eficiéncia de transformag8o diminui & medida que
aumenta o tamanho da molécula a ser introduzida.
Algumas técnicas que aumentam a eficiéncia de
transformacéo, como & eletroporacho, foram tentadas com
esse plasmidio (White & Gonzalez, 1881), utilizando-se

X. c. pv. oryzae como receptora, mas nas condigbee em



que os autores desenvolveram os experimentos néoc foram
cbtidos transformantes do patovar X. c. V.
vesicatoria, de forma que optou-se pela ndo utilizacdo
dessa técnica.

Outro fator que poderia estar interferindo no
tamanho médio dos ineertos gque se ligaram ao vetor & a
técnica de purificaclo dos fragmentos, com a utilizacdo
do Geneclean. O Geneclean pode levar A guebra de
fragmentos maiores, gerando moléculas gque tenham
perdido uma das extremidades coesivae, limitando a
gquantidade de fragmentos com maior ndmero de pares de
bases disponiveis para se ligar aoc vetor.

Poderia ser considerada  outra possibilidade,
ainda: a de gue o8 insertos maiores tenham eido
circularizados durante a ligac8o, ao invés de ligar-se
aoc vetor. As moléculas resultantes dessas ligacoes
poderiam até ter sido transformadas para E. coli, mes
ndo teriam como ser selecionadas, devido & auséncia de
marcadores, dificultando a constatac8o desse tipo de
ocorréncia.

Apepar dessa consideracBes, entretanto, o banco
gendmico construido neste trabalho, sapresentou uma
probabilidade entre S0 e 91% de estar represgentando
todo o genoma da bactéria, o que foi considerado

satisfatério.
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5. COMPLEMENTACAO DO MUTANTE DE Xcv A479/Nalr E DA
LINHAGEM DE 289/Nalr Xcma COM O BANCO GENOMICO DE Xcv
317.

5.1. Mutante 7/24

Os quatro clones que apresentaram complementacéo
positiva guanto & patogenicidade dessa linhagem
apresentaram um comportamento muito parecido gquanto a
rorcentagem de plantas infectadas nos testes em
"seedling” (mais de BO%), contrastandc com o Que havia
sido anteriormente deescrito para o mutante 7/24 (pouco
mais de 3% de plantas doentes). A restauraclo da
patogenicidade do mutante , entretanto, nd3oc ¢ levou &
atingir o mesmo nivel de viruléncia do selvagem, o Que
estd em concordlncia com dados mostrados por outros
autores (Niepold et al., 1985; Shaw et al., 1888; Seal
et al., 1990). N&o eeria esperado que isso fosse
decorréncia de instabilidade do vetor pUFRO27 em X. c.
pv. vesicatoria, desde que De Feyter et al. relataram
retenclo acima de 99% para esse plasmidio apés 36
geracgoes de crescimento em meio de cultura. Entretanto,
o comportamento desse vetor in planta n&o foi
determinado para Xcv, embora dados disponiveis para X.
c. Ppv. malvacearum mostrem Aque, sob determinadas
condicoes, bactérims recuperadas apds 10 dias de

infecglo apresentam 84% de retencéo do plasmidio. Isso



sugere aue possa oOcorrer, em Xcv, uma alteraclo da

estabilidade do plasmidio quandc a bactéria cresce Iin
planta, explicando a diferen¢a acima citada.

Alternativas poesiveis dessa suposiclo seriam
variacBes decorrentese da prépria técnica de inéculo ou
variac8o individual entre as plantas testadas gquanto a
susceptibilidade ao patégeno, como ja citado
anteriormente.

Quando dois desses clones, pVE7241 e pVE7242,
foram testados em sementes, apresentaram respostas um
pouco diferentes entre sl , contrastande com o que foi
observado em teste de ‘'seedling” , onde mostraram
respostas pratieamente idénticas . Isso evidencia mais
ums vez que a aplicaclo de diferentes tipos de testes
de patogenicidade &as mesmas linhagens pode ser uma
maneira de diferencié-las entre si, ao mesmo tempo que
rode ou nfo confirmar a alteraclo demonstrada em um dos
tipos de testes aplicados. Neste caso, o padrlo de
interacfo apresentado pelo clone pVE7241 em “"seedling”
foi confirmado pelo teste em sementes, enquanto o clone
pVE7242 mostrou um comportamento semelhante ao mutante
7/21 gquanto a esse teste, ou seja, a viruléneis foi
aparentemente menor quando em sementes, ao contrario do
que tem sido observado na maioria dos casos.

Deve ser ressaltado, porém, gue estes resultados
s8¢0 preliminares, devendo ser efetuados outros testes

tanto em “geedlings” quanto em sementes Ccom egses
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‘elones, além de anilises em planta adulta, para uma
verificaclo definitiva desses dados.

Os dados &apresentadog levam & suposiclo de que os
fragmentoe contidos nos clones que complementaram o
mutante 7/24 contém, provavelmente, um gene do tipo
dsp , iesto &, envolvido na determinacdo da doenca na
planta hospedeira, mas que nlo interfere com a inducgéo
de resposta de hipersensibilidade em plantas néo
hospedeiras. Esses dados mostram algumas similaridades
com aquelees obtidos por Seal et al. (1890), que
descreveram o isolamento de uma regido de
aproximadamente 22.0 Kb que fol capaz de restaurar a
patogenicldade de um mutante de Xev induzido por
transposon TnS. Esses autores isolaram um mutante que
se moetrou prototréfico, com &8 mesma taxa de
crescimento iIin vitro que a linhagem selvagem, sem
alteracBio de morfologia de c¢olbnia, produtor de
protease, amilase, celulase e capaz de induzir resposta
de hipersensibilidade em tabaco.

Daniels et al. (1984b) identificaram uma regifio do
genoma de X.c. PVv. campestris {posteriormente
identificada por Turner et al. (1885} comoc um "cluster”
de cerca de 10.0 Kb) envolvida na patogenicidade dessa
bactéria. N&o foi identificado o(s) produto(s)
codificado(s) por essa BeqQuéncia, mas estsa nldo foil
classificada dentro dos grupos de genee atualmente

descritos, embora sua correlacgso direta com o fendtipo
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de patogenicidade possa Bugerir que essa sequéncia
contenha genes do tipo dsp., apesar de nlo terem sido
feitas sndlises quanto & inducBo de hipersensibilidade
em plantas néo hospedeiras.

Neste trabalho, &a analise dos fragmentos dos
quatro clones positivoes quanto ao tamanho em pares de
bages evidenciou uma variaclo de fragmentoe entre ca.
3.0 a 5.0 Kb, dependendo do clone analisado (Fig. 11).
0O clone pVE7244, gque nfo aparece na foto, libera um
fragmento estimado em 3.0 Kb.

O fato de mais de um clone estar complementandoc o
mutante leva a doies caminhos . Pode ser que todos os
clones contenham um measmo fragmento, ou fragmentos
hom6logos capazes de complementar o mutante. Nesse
caso, esse fragmento teria um tamanho inferior a 3.0
Kb, gque &€ o tamanho do menor fragmento que complementou
a mutacBo e n8oc sapresentaria sitio de restricfo para
FEcoRI. Seal et al. (1990), utilizende fragmentos de
restricfo de uma reglifio de 22.0 Kb que complementou um
mutante ndo patogénico de Xecv, identificaram 17 clones
do banco gendmico que mostraram homologis com as
sequéncias utilizadas como sonda. Testados quanto &
complementacfio da viruléncia do mutante, 8 clones
mostraram complementacho positiva e dado que esses
clones foram selecionados por homologia de sequéncia,
isso sugere que se refiram a complementacho de um mesmo

locus génico. No caso dog clonee obtidos neste
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trabalho, poderia ser feito um perfil de restriclio com
diversas enzimas , para verificacfio da ocorréncia de
liberac8o de algum fragmento comum, ou uma hibridizacéo
utilizando-se o menor deles como sonda, para verificar
a existéncia de homologia entre os clones, o0 que
poderisa demonatrar ou nfo se todos carregam um mesmo
fragmento capaz de complementar o mutante.

Se, entretanto, essa abordagem néo revelasse
homologia entre os clones, poderia eatar acontecendo
mutacloc em mals de um locus génico. Sabe-ese que genes
de patogenicidade fregquentemente estBoc organizados em
“cluster” no genoma (Turner et al., 1985; Bonas et al.,
1990) e poderia ter slde causada uma mutac8o que
atingisse loci adjacentes, de forma que o mutante
fosse defectivo em mais de uma funcldo génica. Essa
mutagl8oc envolvendo maie de um gene serias a responsdvel
pelo fenétipo nlo patogénico apresentado pelo mutante,
de forma que a complementacho de apenas um doeg loci
mutados foaee suficiente para restaurar a
patogenicidade. Isso explicaria como diferentes clones
poderiam estar complementandc um mesmo mutante.

Em X. e¢. pv. campestris, um modelc nlo muito
distante do Pproposto acima foli observado gquanto A&
deficiéncia na producfo de enzimas extracelulares
envolvidas na degradacg8o de compostos da planta. O
papel de cada enzima na patogenicidade fol verificado

iscladamente, demonstrando que nenhuma delas &
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eassencial a patogenicidade. Entretanto, mutantes
defectivos na sintese ou excregclo de véarias dessas
enzimas mostraram-se nfoc patogénicos (Daniels et al.,
1984; Dow et al., 1887), e a restauracBo de produclo de
alguma dessas enzimas poderia recuperar a virulé&ncia do
patégeno.

Permanece por ser esclarecido, portanto, gual das

suposicoes acima & a que pe aplica a esse caso.

5.2. Xcma 289/Nalr

O resultadoe de cruzamento de wuma linhagem de
Xcme , n8o patogénica para tomate, com um banco
genbmico de Xecv 317, sugerem a existéncia de algum
determinante positivo no reconhecimentco entre Xev e
tomate, seu hospedeiro, que poderia ser codificado por
genes do tipo hsv. Foram identificados, entre os clones
derivados desse cruzamento, 5 clones que apresentaram
viruléncia aumentada em tomate, com relacho & linhagem
289/Nal original, apés etapas sucessivas de seleclo em
tomate. ApdSe teste em "seedlings” com esses clones,
foram observados 3 clonee que continuaram mostrando-se
com diferenca mais acentuada com relacldo ao controle
negative (Figura 19).

0 tipo de abordagem desenvolvida foi tentada por

ocutrog sutores (Sawczyce et al. ,1989), que relataram a
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Figura 19. Diagrama em barra mostrando o)
comportamento dos clones de Xema 289/Nalr,

complementada com o bhancce gendmico de Xev 317 ,

arresentando alteracéo da viruléncia em tomate.



transferéncia de um banco genfmico de X. c. pv.
campestris (Xcc) para X. c. pv. translucens (Xect), e
vice-versa. Os transconjugantes foram testados em trigo
e nabo, de forma que Xecc contendo o banco gendmico de
Xet fossem inoculados em +trigo, para verificar se
ocorreria alteraclo de especificidade aoc hospedeiro , e
clones de Xct contendo o banco de Xecc fossem
inoculados em nabo, com o mesmo fim. N&o ocorreu
alteraclo de eapecificidade ao hospedeiro em nenhum dos
casoe testados, isto € , néo houve o aparecimento de
plantae doenteg s partir desses experimentos.

Os dados obtidos neste trabalho contrastam com os
resultados de Sawczyc et al.(1989). Oe trés clones mais
virulentos demonetraram que a introducfoc de DNA
heterdlogo de um patégeno de tomate (Xev) em um
patégeno de mandioca (Xema) fez com que este Gtimo, por
mecanismos nfo conhecidos, passasse a reconhecer o
tomate como hospedeiro, levando ao desenvolvimento de
sintomas nesta espécie de planta, em trés tipos de
testes de patogenicidade realizados (Figura 20).

N&o se pode afirmar com certeza que essa alteracgfo
foi decorrenfe da introduclo de algum locus do tipo hsv
sem que sejam efetuados experimentos complementares. Se
faz necessédria a realizaclo de uma série de testes de
patogenicidade com os clones obtidos, especilalmente os
clones pVEMA71, pVEMA73 e pVEMA74, para uma confirmac8o

definitiva do tipo de interacéo e melhor
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caracterizaclo desses clones quanto & patogenicidade em
tomate. Testes em planta adulta envolvendo esses clones
poderiam dar uma idéia mais clara da alterac8c no
padréo de interaclfo entre JXcma € tomate. Deversi ser
feita, paralelamente, a andlise molecular dos
fragmentos obtidos, com sequenciamento e comparacho da
sequuéncia com banco de dados para a identificagfo do
produtce génico envolvido.

Até o momento, um unico locus hsv foi descrito em
Xanthomonas, em X. c¢. pv.translucens, Qque apresenta
ampla gama de hospedeiros. Genes hsv em patovares qgue,
a rrincipio, apresentam uma gama, regstrita de
hospedeircose, ainda nfo foram descritos.

X. ec. pv.vesicatoria se enquadra nessa categoria.
Entretanto, estudos mais detalhados Qquanto & relacéo
exata de hospedeiros de cada patovar de Xanthomonas
precisam ser realizados, dado que ocorre reaclo
compativel entre alguns patovares e plantas que ndo sdo
classificadas cOomo seus hospedelros. Ieso foi
constatado por Danieles et al. (1984a), que demonstrou
que X. ¢. pv. veslicatoria pode causar doenga em
cruciferas, normalmente atacadas pelo patovar
campestris. Da mesma forma, em experimentos realizados
com hipocodtilos, foil observado gque X. c. pv. campestris
levou hipocétilos de tomate 4 necrosge total,
demonstrando grau de severidade, dentro desse teste,

muito préximo ap de Xev (dados n&o mostrados). Assim,
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néo se pode aasumir sem questionamehto a classificaclo
de um patdgeno como pertencente a um grupo com ampla
gama de Thospedeirose ou com numero restrito de
hoapedeircs, sem que s2 tenha por base estudos dessa
natureza.

Assim, embora Xcv apresente um mecanismo bastante
elaborado de reconhecimento de hospedeiro a nivel de
raga-cultivar, pode ser considerada &a hip6Htese de que
ocorra um mecanismo diferente quanto ac reconhecimento
a nivel de espécie e género de hospedeiros, envolvendo
algum fator positivo na determinacio da especificidade.
Waney et al. (1991) sugeriram que genes do tipo hsv
eatejam envolvidos na determinac8o de especificidade ao
hospedeiro a esses niveis.

Entretanto, embora menos provavel, néo pode ser
descartada a possibilidade de que tenha sido clonado
algum gene regulador de genes de patogenicidade ,
causande uma superexpressdoc da patogenicidade de Xcma
2B9/Nalr levando esga linhagem &a induvzir o
aparecimento de sintomas atipicos em tomate. Mesmo a
clonagem de um gene gue determine a produclo de algum
fator envolvido na patogenicidade poderia causar esse
efeito, devido a uma elevaglo da qguantidade de algum
composto ligado a mecanismos gerais de patogenicidade,
por exemplo, de tal forma aue mesmo um patdSgeno nlo
especifico poderia causar lesoes & planta. Isso poderia

ser - checado testando-se esses clones em ocutros
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hoepedeirosg, para verificar se a inducldo de sintomas
por Xcma em tomate é€ especifica ou seria reflexo de uma
egpécie de "efeito de dose”.

O mecanismos envolvendo a expressfo da viruléncia
dos clones de Xcma contendo DNA heterdlogo de Xev em
tomate deverfio ser elucidados apds a concretizac8o dos

experimentos complementares sugeridos acima.
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CONCLUSOES
Podem ser destacadas as seguintes conclusbes:

1. O NTG mostrou-ase um mutagénico mais poderoso do que
a UV, com um a frequéncia de mutaclo 10 vezes maior,

nas condicoes testadas.

2. Foram obtidoe 4 mnmutentes n8o patogénicos de Xcv

479/Nal , 3 induzidos por NTG € um por UV.

3. Ocorre diferenca na interaclico entre a planta e as
linhagens mutantes, de acordo com o tipo de teste de

patogenicidade realizado.

4., QO teste que se mostrou mais drastico gquanto &
infecclo foi o teste em sementes. O teste em "eseedling”
foli considerado o melhor dentre os testes utilizados,
por ser rapido e simples , permitindo a selecdo de
grande numero de colénias. 0 teste em hipocdtilos
também & bastante réapido e simples, mas n&o mostrou-se
un teste seguro para a selecloc de mutantes, devido &
gravidade da lesfio e guantidade de inéculo, o que
facilita muito a infecclo pelo patdégeno especifico da
planta, mesmo em se tratando de mutantes com alteraclo

na viruléncisa.
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5. Osg testese de patogenicidade propostos neste
trabalho, em "seedlings” seccionados e em hipocé6tilos,
estes mostraram-se viaAvels para a selecdo de grande
numero de colbénias. Embora o teste em hipocétilos, como
observado acima, nléo seja um teste seguro para a
selec8o de mutantes, mostrou-se muito eficaz nas
condig¢bes em que foi desenvolvido. 0 teste em
"seedlings"” seccionados fol o responsavel pela selecdo

inicial do mutante de UV descrito anteriormente.

6. Os mutantes isolados mostraram-se prototréficos;
produziram enzimas extracelulares como lipase, amilase,
protease, celulase e pectinase, bem como mostraram-se
capazes de excretar essas enzimas para o meio;
apresentaram taxa de crescimento praticamente idéntica

4 da selvagem.

7. 0O(s) gene(s) contido (s8) nos fragmentos clonados
néo sioc do tipo hkrp , dado que, mesmo com a
patogenicidade em tomate alterada, continuaram

induzindo reac8o de hipersensibilidade em tabaco.

8. 0 banco gendémico de Xcv 317 mostrou-se teoricamente

com representatividade aproximada de 80.5¥%.
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8. O mutante 7/24 fol o gque apresentou a resposta mails
clara gquanto a alteraclo de viruléncia, gendo por isso

escolhido para s complementac8c com o banco genémico.

10. A complementacéo positiva do mutante 7/24 com o
banco de Xev 317 mostrou qQue as sequéncias que
complemeritaram o clone estfo contidae em fragmentos de

3.0 Kb a 5.0 Kb, aproximadamente.

1. A complément.ac&o da linhagem X. c¢. pv.manihotis
289/Nalr com o banco gendSmico de Xev 317 levou &
identificacfo de 3 clones que mostraram viruléncla a
plantas de tomate, em trés tipos de teste efetuados :

hipocétiloa, "seedlings" e sementes.

12. Ocorreu alteraclio da especificidade ao hospedeiro
de Xcma, patégeno de mandioca, quanto ao tomate, a
partir da introduclo de DNA heterdlogo de patbégeno de

tomate, Xev 317.

13. Os clones posltivos identificados nesses
experimentos apresentaram fragmentos de 2.3, 6.0 e 2.3
Kb. Apesaf da resposta de patogenicidade induzida pelos
clonee que apresentaram o mesmo tamanhe de fragmento
ter sido bastante proéxima em hipocdtilos e "seedlings”,
ndo se pode afirmar que egejam o© mesmo clone,

especialmente porgque esses clones, guando crescidos em
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meio s6lido, apresentam morfologia de colbénia muito

diferente.



PERSPECTIVAS

08 resultados deste trebalho abrem algumsase
possibilidades de pesquisa, visando a complementacéo de
dados agul obtides ou uma investligaclo male detalhads

do que poderia Be caracterizar em resultados

preliminares, em alguns experimentos. Podem ser
sugeridos:
1. Caracterizaclo dos fragmentos gque apresentaram

complementaclo positiva do mutante nlo patogénico
quantoc ao perfil de restricéo com varias enzimas, ou
andlises de hibridizaclo dos mesmos, evidenciando se os
diferentes clones obtldos apresentam ou ndo o mesmo

fragmento.

2. Complementaclo dos outros mutantes, especlialmente
16/14, induzido por uv, com os clones que
complementaram o mutante 7/24, para verificar ee a
mutacao'nas demais linhagens ocorreu no mesmo locus do

mutante 7/24.

3. Se ndo houver complementaclo e for verificada a
ocorréncias de mutagfo em outro leocus, complementar os
demais mutantes com o banco gendmico, o gue permitiria
a identificacéo de outros genes envelvidos na

patogenicidade de Xcv.
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4. UtilizacB0 do banco gendmico de Xecv 317 nos mais
variadoe estudos de patogenicidade em bactérias do

género Xanthomonas.

5. Mapeamento por delecBo com enzimas de restricBo ou
por transposic&o com Tn®d dos fragmentos obtidos, para
localizacho da regilo funcional capaz de complementar a

mutac8o.

6. Sequenciamento doe fragmentos citados acima e
comparac8o das segquéncias com informacoes disponiveis
em banco de dados, para verificaclBo de homologima com
alguma proteina cuja func8o seja conhecida, na
tentativa de 8se identificear como ¢ gene em questlo

poderia agir no processo patogénico.

7. Quanto aos clones que demonstraram complementacéo
pogitiva em Xcma, levando esse patdgeno de mandioca a
desenvolver sintomas em tomate , estes poderfo Bser
conjugados com outros petovares de X. campestris que
também ndo causem dano em tomate, como glycines,
passiflorae. Dessa forma, poderada ser verificado Be esse
patovares passar&o a mostrar—-se patogénicos em tomate a
partir de introdugs&o de DNA heterdloge de Xev 317, o
que poderia demonstrar que esses fragmentos realmente
carregam algum gene de especificidade ao hospedeiro

{hsv).
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8. Paralelamente, poderéd ser feito o sequenciamento dos
fragmentos dos clones gque levaram Xecme a 1induzir
gsintomas em tomate, com o mesmo objetivo citado acima

para os fragmentos que complementram o mutante 7/24.

9. Ap6és &a caracterizaclo dos genes através de
mapeamento e sequenciamento, estes poderfio servir como
sonda na identificaclo de sequéncias homblogas em

outrosg patovares de X. campestris.

10. Poderéo ser realizados experimentos de
complementacdo com os mutantes brancoes obtidos a partir
de mutagénese com NTG, permitindo & identificagéo de
genes envolvidos na produclo do pigmento xantomonsadina,
bem como a investigac8o da funclo desse pigmento

durante o processo de infeccBo da planta.
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RESUMO

A linhagem 4789/Nalr de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xecv), causadora da mancha bacteriana em
tomate e pimentlo, foi tratada com nitrosoguanidina
(NTG) e 1luz ultravioleta (UV). Foram isolados 4
mutantes ndo patogénicos, 3 de NTG, designados 7/21%,
T/24, 8/31 e 1 de UV, designado 16/14, identificados
através de vérias etapas de eseleclo em diferentes
tipos de testes de patogenicidade . Esses mutantes
mostraram-se prototréficos, apresentaram a mesma taxs
de cresclmentc que a linhagem selvagem, produziram
enzimas extracelulares como amilase, lipase, protease,
pectinase e celulase e foram capazes de induzir
respaosta de hipersensibilidade em tabaco.

Foi construido um banco gendmico de Xev 317 para
complementacfo de mutagcBc quanto & patogenicidade,
utilizando-se um plasmidio, pUFR0O27 como wvetor. Esse
banco foi tranferido para o mutante 7/24, por
conjugaclo. Dentre os 382 transconjugantes testados
gquanto & patogenicidade em "seedlings" . foram
identificadoe 4 clones qQue sapresentaram complementacéo
positiva. Analisados <quanto &ao tamanho de inserto
respongavel pela complementacdc e foram encontrados
fragmentos de, aproximadamente, 4.0 Kb para dois dos

clones, € de 5.0 Kb e 3.0 Kb para os demais.
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Paralelamente, o banco de Xcv 317 foi tfansferido
para X. c¢. pv. manihotis 289/Nalr» (Xcma), pvatbgeno de
mandioca gque nAo cauesa gqualguer tipo de sintoma em
tomate, na tentativa de se identificar algum gene
envolvido na especificidade so hospedeiro.

A partir de 640 transconjuganteeg obtidoe, apés
vérias etapae de eeleclo em testes em hipocétilos,
foram identificados % clones gue mostraram viruléncia
contra tomate. ApHs testes em “"seedlings”, e alguns em
sementes, foram identificados 3 clones de Xema gque
induziram manifestac8o de sintomas a partir de
introducio de DNA heterdlogo de Xev 317, sugerindo a
identificac8o de algum gene envolvido na determinacéo
da especificidade ac hospedeiro. Analisados quanto ao
tamanho de  inserto , esses clones apresentaram

fragmentos de 2.3 Kb , 8.0Kb e 2.3Kb, respectivamente.
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ABSTRACT

Xanthomonas campestris pv. veslcatoria 1is the
causal agent of leaf spot on pepper and tomato.

Four non-pathogenic mutants were isolated from the
pathogenic strain 479/Nalr after mutagenesis with NTG
and UV. The mutants were screened through different
pathogenicity tests. They were prototrophic, showed the
same growth rate of the wild type , produced amilase,
protease, cellulase, pectinase and lipase and induced
hypersensitive response on tobacco.

A genomic library of X. e¢o. pv. vesicatoria
pathogenic strain 317 was used for complementation of
non—-pathogenic mutantea . The plasmid pUFR0OZ27 was used
as d cloning vector. The genomic bank was introduced in
a8 NTG-induced mutant by triparental conJugation. Four
clones that showed ©positive complementation were
isolated, showing inserts of aproximately 3.0, 4.0, 4.0
and 5.0 Kb.

The genomic library of Xecv 317 was also transfered
to X. e¢. pv. manihotls strain 289/Nal¥r, a non-
prathogenic pathovar for tomatq, in order to identify a
gene involved on host specificity.

Five clones that showed virulence response on
tomato were isolated after several tests in
hypocotiles. Three clones coneldered more aggreseive

were chosen after tests on seedlings and seeds. These
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clones showed inserts of aproximately 2.3, 6.0 and 2.3
Kb. The results cbtained suggest that these inserts can

be involved on host specificity determination.
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