UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA SECRETARIA

DE
POS-GRADUAGAO
&

MARIANA FERREIRA TONIN

“CARACTERIZACAO TAXONOMICA DE ESPECIES DO

GENERO Xanthomonas”

Tese apresentada ao Instituto de

| Este exemplar corrasponds & redazA0 f Dt o it o o
= , ) . e i
da tese defendida pelo(a) ganmda‘m (8 Molecular, na 4rea de Genética de
Wﬁwﬁﬂ,’/—} F@WM NIV Microorganismos.
N
r Va}é el mIS ! dO?a
‘eapo\’ugﬁ»jﬁkm D m
g v

(\
Orientadora: Profa. Dra. Suzete Aparecida Lanza Destéfano

Campinas, 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROBERTA CRISTINA DAL EVEDOVE TARTAROTTI — CRB&/7430
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Tonin, Mariana Ferreira, 1978-

Te14c Caractenzacéo taxondmica de espécies do género
Xanthomonas / Mariana Ferreira Tonin. — Campinas, SP:
[5.n], 2012

Orientador: Suzete Aparecida Lanza Destéfano.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Analise de sequéncias génicas por multilocus. 2.
Hibridizac&o gendmica comparativa. 3. Primers
especificos. 4. Polimorfismo de fragmento de restrigéo.
I. Destéfano, Suzete Aparecida Lanza. 1. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. 1ll. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Diagital

Titulo em Inglés: Taxonomic characterization of Xanthomonas species
Palavras-chave em Inglés:

Multi locus sequence analysis

Comparative genomic hybridization

Specific primers

Restriction fragment lenght polymorphism

Area de concentragao: Genética de Microorganismos
Titulagdo: Doutor em Genética e Biologia Molecular

Banca examinadora:

Suzete Aparecida Lanza Destéfano [Onentador]

Fabiana Fantinatti Garboggini

Julio Rodrigues Neto

Ivan Paulo Bedendo

Ricardo Harakava

Data da defesa: 06-03-2012

Programa de Pds Graduagao: Genetica e Biologia Molecular

il




Campinas, 06 de Margo de 2012

BANCA EXAMINADORA
- Profa. Dra. Suzete Aparecida Lanza Destéfano ~T 2an ’)“—“t’D J/fg%g
(Orientadora) V7 Assi 5
N
Profa. Dra. Fabiana Fantinatti-Garboggini ;){'aly\cm, A)lw\g#\ R‘ML’; i~
A \J ¢

Dr. Jalio Rodrigues Neto

Assinzitura
4
. o
Prof. Dr. Ivan Paulo Bedendo
~~._/ ~ASSinatura
I3 d A
. » - ‘h
Prof. Dr. Ricardo Harakava \13\ @L )——\\/r/u\.x\k@w
{ Assinatura
Profa. Dra. Valéria Maia de Oliveira
Assinatura
Prof. Dr. Luis Otavio Saggion Beriam
Assinatura

Profa. Dra. Laura Ottoboni

Assinatura

il



Nas grandes batalhas da vida, o primeiro passo para a vitoria é o desejo

de vencer.

Mahatma Gandhi



Aos meus pais, Fernando e Ana Margarida, meus maiores exemplos de
cardter, dedicacao e responsabilidade nos estudos e na profissdo, de
solidariedade e respeito, de fé, esperanca e luta nos momentos mais

dificeis e, principalmente, de amor incondicional, sendo sempre presentes

na vida dos filhos. Simplesmente os melhores pais do mundo (in memorian).

Ao meu marido, Umberto, que estd ao meu lado em todos os momentos

com seu amor, sua calma, e com seu apoio e incentivo.

Ao meu filho, Bruno, luz, amor e razdo da minha vida.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Suzete Aparecida Lanza Destéfano, Susi, por todos estes anos de
ensinamentos, amizade, carinho, conselhos, apoio nas horas dificeis e, principalmente,
pela confianca que sempre teve em mim e em meu trabalho. Com ela aprendi a adorar o
que faco, vibrar com cada resultado e ter a certeza da minha escolha profissional. Desde
a iniciagdo cientifica, hd quase doze anos, construimos além de uma relacdo

profissional, uma grande amizade.

Ao Dr. Juilio Rodrigues Neto, curador da Cole¢do de Culturas de Fitobactérias
do Instituto Biolégico (IBSBF), pelo fornecimento das linhagens utilizadas neste

estudo, pelas sugestdes, conselhos, amizade e confianga.

A agéncia financiadora Fundagdo de Amparo 2 Pesquisa do Estado de Sdo Paulo

(FAPESP) pelo suporte financeiro do projeto e concessdo da bolsa de Doutorado.

Ao Prof. Dr. Ricardo Harakava (Laboratério de Bioquimica Fitopatoldgica do

Instituto Bioldgico) pelo sequenciamento das amostras.
Ao Prof. Dr. Fabiano Thompson (UFRJ) pelos primers utilizados neste estudo.

Aos amigos do Laboratério de Bacteriologia Vegetal, que compartilharam
experiéncias pessoais e profissionais, Nice, Rafa, Dé Sal6, Bruna, Vivian, Anne, Jaque e
Talitha. Também, os amigos que convivem comigo diariamente e dividem varios
momentos no trabalho, cafés, almogos, risadas dentro e fora do laboratério e sdo muito
especiais, Dani-Dani, Ré, L1, Lari, Daysi, Alex, Lucas, Karen, Victor, Soninha, Celeste,
Irene, Beriam, Julio e Susi. Obrigada por torcerem por mim e comemorarem comigo

cada conquista.

As amigas muito especiais, Daniele Bussioli Alves Corréa, minha “assessora
para assuntos cientificos e em informdtica”, e Denise Salomdo Herndndez Chuahy,
Dani-Dani e D& (Ome). Essas meninas com quem eu tenho a sorte de conviver dentro e
fora do laboratério, fazem meus dias mais alegres com suas palhacadas, seguraram
minhas maos em momentos dificeis, dividiram comigo a felicidade do nascimento do

meu filho Bruno e s@o pessoas que, com certeza, estardo ao meu lado sempre.

As amigas muito especiais, Renata Comparoni e Jaqueline Reboucas Cachatori,

Ré e Jaque, que sempre estiveram ao meu lado, torceram por mim, vibraram comigo a

vi



cada conquista e continuam dividindo todos os momentos importantes da minha vida.

Obrigada pela amizade e carinho sempre.

Aos professores Dra. Fabiana Fantinatti-Garboggini (CPQBA/DRM -
Unicamp), Dr. Jdlio Rodrigues Neto (LBV — Instituto Bioldgico), Dr. Ivan Paulo
Bedendo (Departamento de Fitopatologia — ESALQ-USP) e Dr. Ricardo Harakava
(Lab. Bioquimica Fitopatoldgica — Instituto Bioldgico), pela participa¢do na banca de

defesa de Tese.

A minha familia, meus queridos tios Nelly, Swami e Leta e minha vézinha
Mercedes, por toda preocupacdo, carinho e amor que sempre tiveram por mim. A tia
Nelly, que vibrou intensamente com o doutorado, sempre me incentivou e, embora nio

esteja presente fisicamente, com certeza estd muito feliz por esta conquista.

Aos meus cunhados, Ruy, Natdlia, Daniela e ao meu sogro Roque, pela torcida,
pelo apoio, pelo carinho sempre e por serem pessoas tdo especiais. E a0 meu sobrinho

Guilherme por me alegrar com seu amor, com seu olhar e com seu sorriso lindo.

A minha sogra, Cleuza, por cuidar do Bruno com todo amor, paciéncia e
dedicacdo, para que eu pudesse ir para o laboratério com tranquilidade. Sem sua grande
ajuda, teria sido muito mais dificil concluir este doutorado. Uma pessoa muito especial,

obrigada pelo carinho com o Bruno e comigo.

Aos meus irmaos, Carolina e Fernando, minhas almas gémeas. Junto aos nossos
pais sempre formamos uma familia feliz e cercada de amor e nos momentos mais
dificeis de nossas vidas, a doenca e a perda dos nossos pais precocemente, nos unimos
ainda mais e nos tornamos um s6. C4 e Nando, pela nossa amizade, pela nossa uniao e,

principalmente pelo nosso amor, obrigada! Amo voces!

Ao meu marido, Umberto, por ser uma pessoa tdo especial, por estar sempre ao
meu lado, pela paciéncia, pelo apoio e incentivo durante o doutorado, e por ser um

marido, pai, profissional e ser humano exemplar. Amo vocé!

Ao meu filho, Bruno, por ficar o dia todo longe da mamae tdo pequeno e entender
que ela precisa trabalhar, por me divertir com nossas brincadeiras e, principalmente, por
me fazer feliz com seu sorriso e com seu amor. Obrigada por ser este filho maravilhoso,
esta crianca educada, prestativa, amorosa e por trazer luz e alegria a minha vida e a
nossa familia. Vocé é a coisa mais importante da minha vida, “mamdinha” te ama

muito!

vii



Aos meus pais, Fernando e Ana Margarida, os melhores pais do mundo, por todo
o amor e dedicacdo aos filhos, por terem sido pais totalmente presentes, pela dedicacdo
e responsabilidade no trabalho nos proporcionando uma 6tima qualidade de vida, pelo
investimento em nossos estudos que foi fundamental para que eu pudesse ingressar na
graduagdo e pos-graduagdo da UNICAMP, e pelo exemplo de seres humanos
maravilhosos que nos deixaram. Ao meu pai, que assumiu o papel de mae quando ela
nos faltou e cuidou sozinho do neto ainda bebé para que eu pudesse voltar para o
laboratério. Obrigada por serem exemplos de tudo o que eu quero ser, tenho muito
orgulho de ser filha de vocés e sei que estio espiritualmente presentes em nossas vidas e
felizes com mais esta etapa concluida. O nosso amor estd cada dia mais vivo, amo

vocés!

A Deus, por me dar saide, determinacdo e por colocar pessoas tdo especiais e
iluminadas na minha vida. E também por me dar forcas para continuar e superar tantos

momentos dificeis.

viii



SUMARIO

iX



LISTA DE TABELAS ....couiiteninntinnnsnnsnessnessesssessassssssssssasssessssssasssssssessassssssassssssss xiv

LISTA DE FIGURAS.....coiiiitininticsnnsnnssicsssssesssnssssssesssisssssstsssssssssssssssssssssasssssssssss Xvi
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........oooveseresrenssesssessesssssssssesssssssssassss xix
RESUMO...uuiiitiiiiiinniiniisnninssinsnnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss xxii
ABSTRACT aiiiiiiiintinntisnicsnisssissssisssnsssssssssesssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssssssss XXV
INTRODUGAOQ ....ccoecverercreeresessessessssesssssssessssssessssssssssssessssssasssessassssesssssssassssessassssosess 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA ....coueirmmnsesssmnnsssssssnsssssssssssssesssssssssssssssssasssssssssssssass 5
1. GENETO XANINOMOMAS «uuueneeenvieessensarssensnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 7
1. 1. XantROMONAS CAMPESIITS .......eueeeeneeeeevreereressenssssssssssesssssssssssssssssssssasssssasssssassns 9
1.2. Xanthomonas translUCens ...................uccueevuernuininersueniensaiissenssessessssesssessnne 12
1.3. Xanthomonas cucurbitae e Xanthomonas melonis...................oeeueeevvevevresennnns 13
2. Analises de MUltiloCus (IMLSA)...ccccveeeeerrrseeeecssssseeecssssssessssssssesssssssssssssssasssssssasssss 15
3. GEINE FPOB...ccaeeicnveiinsarinssaressssnesssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssss 18
Q. GOIIE FPOA cucceuveiissrniesssaresssssesssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssss 21
5. GOINE GIPA .ccuuuiivsrerinsraricssanicssanisssasisssasesssssesssssesssssesssssessssssssasssssasssssasssssasssssasssssasssssasas 22
0. GEIIE T'ECA ueueeeevecrisrensnnssenssnsnnssecssissnsssessssssssssessssssssssessssssssssesssessssssassssssssssassssssasssese 23
7. Regido espacadora 16S-23S DNAT.......iiiiisiisiinsninsnncssnssnnssssncsssssssssssssssssssssns 24
OBJETIVOS ..uuoiiiiinineissnnssnsssnssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 27
1. ODJetivo Geral.....uuicccceiccnreicssanicssanesssanesssasesssssesssssessasssssasssssasssssasssssssessssssssasssssasssses 29
2. ODjetivos ESPECIIICOS. .cccirererrerserssancssanssancssssssancssasssassssssssassssssssassssssssassssssssassssssssase 29
MATERIAL E METODOS ...cooeeeuenreeeasnneesssnsesssssssssssssssssssssssssssessasssassasssassssssassassses 31
1. LINNAGENS...cuuiiiireicsssnisssnncssnncsssnnssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnsssssnssss 33
2. Reativacao de culturas e condicoes de CUltivo........ceueiesurcssercsnncssnissnncssnncsancssseanes 35
3. Extracao de DINA eNOMUCO.....ccccevvireuressnissancssancssisssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssessssnss 35
4. Amplificacao por PCR dos diferentes genes.........cceeeeeeevercssanccsssnccssssessasesssasssssanes 36
5. Andlises de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment
Length Polymorphism) do gene
FPOB ..cuuuueiicniraniicsssrnnicsssssssicsssssssesssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssans 39
6. Analise dos padroes de fingerprinting........eccsiossesssercssscsssssssssssasssssssssssssssssassssass 39
7. SeqUENCIAMEINLO.....cccereeerseicssrcsssnsssncssansssnessnsssessssssssassssnssssssssssssssssssssssssssssssassssssssass 39



8. Analise de MultiloCus (IMLLSA)....cccervreeeecrrrneeccssseeeessssesesssssssessssssssssssssssssssasassesses 40
9. Desenho e sintese de primers eSPeCifiCoS......cccevrerceresrcssarssanessasesanesasssasessassssssssasns 41

10. Niveis de sensibilidade da técnica de PCR utilizando-se os primers

deSENVOIVIAOS.....cccvuiiiiiiiiiniiniistnnsnisssnisnissnisssisssnsssnssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssnns 41
11. Hibridizacao DNA-DNA.......cuiiiiriirissecsrensancssnssenssecssissnsssessssssssssssssssssssssssassssssss 41
11.1. Formato SIot-bDlotting.........cccveecssercssnicssnccssanecssanscssasscssassssasssssasssssasssssases 41
11.2. Marcac¢ao nao radioativa da SONda .........cceveecscnicsssnicsssnecsssnessssnessnsesssnses 42
11.3. HiDIIdiZACAO c.vvvrerrunrecsnressnnessnrssssnrssssnssssssssssssssssssssnsasssssssssssssssssssssasssssnsss 43
11,4, DELECCAO ceuurrrernrecsnressssnessssessassesssssesssssosssssossssssssssesssssasssssssssssssssssssssssessssass 43
11.5. Analise dos resultados ........ccecceveesecsecsecsenssnssessnssnssessesssssssssssssssssssssssssssssssns 43
RESULTADOS E DISCUSSAQ ....ccoueumennsensscnsssnsssmsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssass sos 47
Parte I. Artigo: Phylogenetic analysis of Xanthomonas based on partial rpoB gene
sequences and species differentiation by PCR-RFLP.........cccccecenvercncercnccnnccseanes 47
Parte II. Caracterizacio genética de linhagens classificadas como Xanthomonas sp.
por MLSA e hibridizacao DNA-DNA......ccoovierrrrccssarcsssarcssssssssssssssssssssssssssssssonss 71

1. Amplificacdo com o par de primers axolF/axo2R especifico para a espécie
Xanthomonas AXONOPOAIS .......eeveeseresssaressssesssisssasesssasesssssesssssssssssossasssssasssssasssssns 71

2. Hibridizac2o DNA-DNA ....ciiiiisinsnsecsnnssenssncssnssscssessssssesssessssssssssessssssssssessasssee 72
3. Analise de MUultilocus (IMLLSA) c.ccccccrreeeeccrssneeccsssaneeccsssseeccssssssscssssssasessssssssssssssasseses 75
Parte III. Diferenciacdo dos patovares da espécie Xanthomonas campestris,
patogénica as cruciferas, e desenho de primers
ESPECITICOS. .eeerererarersaieranessasssanessasssasesasssasessssssasessssssassssssssassssssssasssssessasessssssassssssssassss 87

1. Diferenciacao dos patovares de X. campestris por PCR-RFLP do gene rpoB..... 87
2. Desenvolvimento de primers para a eSpécie X. CAMPeSIIiS ....oueeevessercssressases coarons 89

2.1. Testes de especificidade e determinacdo do nivel de sensibilidade da

técnica de PCR utilizando-se 0 par de primers
g 0101332 75 111 SRR 90
Parte IV. Desenvolvimento de primers para X. translucens, patogénica as
SraMIiNEAS € CETEAIS .covurerrersssressersssressassssrsssssssasesssssssssssssssassssssssasssssssssssssssssassssssssassss soas 94
1. Desenho do par de primers tranS1F/trans2R.......ccccccrveeecssanccssancsssascsssascsssnsessanse see 94

X1



1.1. Testes de especificidade e determinacdo do nivel de sensibilidade da

técnica de PCR utilizando-se o par de primers
tranS1F/rans2Rueiiiiciiiiiniiinnisnicnninnecsnissncssnesssessssssssssssasssssssssssssssnss 95
Parte V. Desenvolvimento de primers para as espécies X. cucurbitae e X. melonis,
PALOZENICAS A0 MNEIAOD ..veeeerrerenrreresssanesssancsssnnessannesssssesssssosssssessasssssasssssasssssasssssasssssasassnns 98
1. Desenho do par de primers mecF/MecR.........coueicrveicnrnicssnnicssanccssanisssasesssancsssasens 98

1.1. Testes de especificidade e determinacdo do nivel de sensibilidade da

técnica de PCR utilizando-se 0 par de primers
MECEF/MECR . uuiiiiiiiiiitictiniinicninnnnisnisnissecsissssstsssicssssssssssssssssssssessssssssns 99
CONCLUSOES.....coucumiuninsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 103
REFERENCIAS .cooueumeeenmereemmssenmsssensssesssssesssssesssssessssssssssssssssesssssessssssssssases ssssssssessss 107
APENDICES «...cucumneenmneenssenssssensssesssssesssssessssssssssessssssssssssssssssssssass sessssssssssssssssssessasss 125

APENDICE 1 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do gene
atpA (Neighbor joining — KilUIA 2)......cceveecssssncsssancsssascssssscssassessssssssasssssasssssasesss 127
APENDICE 2 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do gene
rpoA (Neighbor joining — KiIUIa 2)......eccceeeccseecssssncsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 128
APENDICE 3 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do gene
rpoB (Neighbor joining — KiMUIA 2).......ccceeicnssecsssascssssscsssssessassessasssssssssssasssssasess 129
APENDICE 4 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do gene
recA (Neighbor joining — KIMUIA 2).....cccceeccssercssssscssssscssssssssssssssssssssssssssssssssassses 130
APENDICE 5 - Arvore filogenética construida & partir das sequéncias da regido
espacadora 16S-23S DNAr (Neighbor joining — Kimura 2).........ceceeesseicsnsccsanes 131
APENDICE 6 - Arvore filogenética contruida a partir das sequéncias
concatenadas dos genes recA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S DNAr
(Neighbor joining — KiMUIa 2)....cceeccceeecsssncssssssossssscssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassses 132
APENDICE 7 - Arvore filogenética contruida a partir das sequéncias
concatenadas dos genes atpA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S DNAr
(Neighbor joining — KiMUIa 2)....ceeccceeccssssccssarsossssscssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassses 133
APENDICE 8 - Arvore filogenética contruida a partir das sequéncias

concatenadas dos genes afpA, recA, rpoA e rpoB (Neighbor joining - Kimura

Xii



APENDICE 9 - Valores de similaridade (%) das sequéncias concatenadas dos

genes rpoA, rpoB e regiao espacadora 16S-23S DNAT......cccccevviercerccnncssnicsssonnes 135

xiii



LISTA DE TABELAS

X1V



Tabela 1. Linhagens de Xanthomonas utilizadas neste estudo. .......cccceeerveneercarccsennes 33
Tabela 2. Seqiiéncia dos primers utilizados neste estudo. ........ccceeveercanecssanccssanecseanes 37
Tabela 3. Pares de primers, regioes amplificadas, tamanhos dos fragmentos,
concentracoes de reagentes e programas de amplificacio utilizados nos
EXPETIIMEINLOS «uvveeerererssanessnsessassossasssssasssssasssssssesssasssssssesssssesssssessasssssssssssssssssasssssasssssasas 38
Tabela 4. Valores de homologia (%) obtidos nos experimentos de hibridizacio
DNA-DNA com diferentes linhagens de Xanthomonas sp. utilizando-se como sonda
X.a. pv. axonopodis (IBSBF 1444T) ou X.c. pv. campestris (IBSBF 1163T). .......... 74
Tabela 5. Resultados obtidos nos experimentos com as linhagens de

XANINOMOTAS SP. eeverrreressssscssnscssssssssasesssasesssasssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssss 80

XV



LISTA DE FIGURAS

XVi



Figura 1. Lesoes tipicas de “V” invertido causadas por X. campestris (Infec¢cio
NATULAL. ceceeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeneeeeeseseseassssesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 1
Figura 2. Estria bacteriana causada por X. translucens........cccccceeceeecsssrccsssnessasessnanes 1

Figura 3. Doenca causada por X. melonis em estagio avancado (Infeccao natural). 1

Figura 4. Amplificacao por PCR utilizando-se o par de primers axolF/axo2R..... 12
Figura 5. Membranas obtidas nos experimentos de hibridizacao DNA-DNA......... 13
Figura 6. Membranas obtidas nos experimentos de hibridizacio DNA-DNA........ 15

Figura 7. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias concatenadas dos
genes rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S DNAr de linhagens do género
XaANTHOMONAS .cccuuerieiiieniinicsnnssnnisnnsssncssensssnsssnssssncssnssssssssessssssssssssassssassssssssassssssssassanee 17
Figura 8. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias concatenadas dos
genes atpA, rpoA, rpoB, recA e regiao espacadora 16S-23S DNAr de linhagens do
ZENEro XanthomMONAS.....ccceierreicirnicssanicssanesssanesssascsssssesssssessassessssssssasssssasssssasssssasssssases 78
Figura 9. Digestao dos produtos de amplificacio correspondentes a parte do gene
rpoB utilizando-se as enzimas Cfo I; Cfo I/Afa I; Cfo I/Mbo L.......cccceeveiecrurcccnnnes 88
Figura 10. Digestao dos produtos de amplificacao correspondentes a parte do gene
rpoB utilizando-se a combinacao das enzimas Cfo I/Alu L...........cccvveevcuiecuecncercnnnne 88
Figura 11. Produtos de amplificacio utilizando-se o par de primers
TFPOB2F/XCAMR. c..cuuentiiriiiictticiintticnnnntinnecsanisstsssnisssessssssssnsssessssssssssssssssssssssssssases 91
Figura 12. Produtos de amplificacao utilizando-se o par de primers rpoB2F/xcamR
com diferentes quantidades de DNA da linhagem X.c. pv. campestris .....ccccccceeunes 91
Figura 13. Produtos de amplificacao utilizando-se o par de primers trans1F/2R.. 96
Figura 14. Produtos de amplificacio com o par de primers trans1F/trans2R ....... 96
Figura 15. Produtos de amplificacio utilizando-se o par de primers
trans1F/trans2R com diferentes quantidades de DNA da linhagem X.t. pv.
EFANSIUCENIS.ccoutiiiuinieensnnisnicsenssanissnnsssncsanssssssssessssnesssssssssssasssssssssssssssssassssssssassssssssassane 97
Figura 16. Produtos de amplificacio utilizando-se o par de primers
MECF/MECR.....uueieiiiiiiitecintentctentnstectessessessesssessessssesssssssssssssssssssssases 99
Figura 17. Produtos de amplificacio utilizando-se o par de primers

IMECH/MECR . e eeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeecesescesescsssssssssssssssssssssssssssssses 100

XVii



Figura 18. Produtos de amplificacao utilizando-se o par de primers mecF/mecR
com diferentes quantidades de DNA da espécie X. cucurbitae .......ccccceeveeerencscanenns 100
Figura 19. Produtos de amplificacio utilizando-se o par de primers mecF/mecR

com diferentes quantidades de DNA da espécie X. melonis. ......cceeeeecuressercssncsasenns 101

XViii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

X1iX



16S
16S-23S
atpA
BSA

°C
DGGE
DNA
DNAr
dNTP
EDTA

g

gyrB
h

HCl
IBSBF
ICMP
LiCl
LMG
M
MEGA
mg
MgCl,
min
mL
MLSA
MLST
mM

ug

UM
NA

RNA ribossomal em procariotos

regido espacadora entre os RNAs ribossomais 16S e 23S
gene codificante da unidade o da ATP sintase

albumina sérica bovina

graus Celsius

Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis

acido desoxirribonucléico

acido desoxirribonucléico ribossomal
desoxirribonucleotideo trifosfatado

dcido etilenodiamino tetracético

gramas

gene estrutural da subunidade B da DNA girase

hora

cido cloridrico

Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico
International Collection of Micro-organisms from Plants, New Zealand
cloreto de litio

Laboratorium voor Microbiologie, Belgium

molar

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

miligrama

cloreto de magnésio

minuto

mililitro

Multilocus Sequence Analysis

Multilocus Sequence Typing

milimolar

micrograma

microlitro

micromolar

Nutrient Agar

XX



NaCl

NCPPB
ng

pb
PCR
pH
qsp
recA
RFLP
RNA
RNase
RNAr
rpm
rpoA
rpoB
SDS

seg

TAE

Taq

TE

Tris

Tris- HC1
U

UFRJ

cloreto de sédio

ndo avaliada

National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, United Kingdom
nanograma

linhagem patotipo

pares de base

Polymerase Chain Reaction

potencial hidrogenidnico

quantidade suficiente para

gene codificante da recombinase A

Restriction Fragment Length Polymorphism

acido ribonucléico

ribonuclease

dcido ribonucléico ribossomal

rotagdes por minuto

gene codificante da subunidade a da RNA polimerase
gene codificante da subunidade 3 da RNA polimerase
dodecil sulfato de s6dio

segundo

linhagem Tipo

Tris - Acetato - EDTA

Thermus aquaticus (enzima DNA polimerase)

Tris - EDTA

Tris (hidroximetil) aminometano

Tris (hidroximetil) aminometano — dcido cloridrico
Unidade

Universidade Federal do Rio de Janeiro

UNICAMP Universidade Estadual de Campinas

XX1



RESUMO

XXii



Espécies pertencentes ao género Xanthomonas sao responsaveis por doencas que
podem causar grandes perdas econdomicas em diversas culturas. Esses fitopatégenos tém
sido objeto de diversos estudos taxondmicos resultando em significativas alteracdes na
classificagdo em nivel inter e infraespecifico. O presente estudo teve por objetivo
caracterizar taxonomicamente bactérias do género envolvendo: (1) diferenciacdo e
andlises filogenéticas de espécies do gé€nero Xanthomonas; (2) esclarecimento da
posicdo taxonOmica de linhagens classificadas como Xanthomonas sp.; (3)
diferenciacdo de patovares da espécie X. campestris; (4) desenvolvimento de primers
especificos para X. campestris, X. translucens, X. cucurbitae e X. melonis.

O par de primers rpoB2F/rpoB3R, desenhado a partir de sequéncias do gene
rpoB, foi empregado em experimentos de amplificacdo utilizando-se DNAs de 26
espécies do gé€nero Xanthomonas e os produtos de amplificacio (800 pb) foram
digeridos com diversas endonucleases. Os perfis de restri¢do obtidos com a utiliza¢ao
da enzima Hae III permitiram a diferenciacio da maioria das espécies, incluindo os
patégenos de mesmo hospedeiro como X. albilineans e X. sacchari (patogénicas a cana-
de-acucar); X. cucurbitae e X. melonis (patogé€nicas ao meldo); X. vesicatoria, X.
gardneri e X. euvesicatoria/X. perforans (patogé€nicas ao tomateiro). Ainda, os produtos
de amplificacdo do gene rpoB foram seqiienciados e a arvore filogenética construida a
partir destas sequéncias também possibilitou a diferenciagdo das espécies do género,
indicando que o gene rpoB pode ser considerado um marcador molecular eficiente para
o estudo das relacoes filogenéticas de espécies do género Xanthomonas.

Os DNAs de linhagens classificadas como Xanthomonas sp. também foram
analisados por meio de experimentos de amplificagcdo com primers especificos para a
espécie X. axonopodis, de hibridizacio DNA-DNA, e andlise de multilocus utilizando-
se sequéncias dos genes rpoB, rpoA, atpA, recA e regido espagadora 16S-23S DNAr. Os
resultados mostraram que as linhagens de X. sp. pv. viticola, X. sp. pv. betae € X. sp. pv.
paulliniae pertencem a espécie X. axonopodis, entretanto, nao foi possivel definir a
posicdo taxondmica das linhagens de X. sp. pv. arracaciae, X. sp. pv. esculenti e X. sp.
pv. eucalypti, embora vdérias ferramentas tenham sido utilizadas. Assim, somente
estudos complementares deverdo ser conduzidos visando esclarecer a classificagdo

dessas linhagens.
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Nesse estudo também foram analisadas as espécies X. campestris, X.
translucens, X. cucurbitae e X. melonis. Visando a diferenciacdo dos patovares da
espécie X. campestris, os DNAs destas linhagens foram submetidos a experimentos de
PCR-RFLP do gene rpoB e as digestdes duplas utilizando-se Cfo I/Mbo 1. Os resultados
permitiram a diferenciacdo dos patovares X.c. pv. raphani, X.c. pv. barbariae, X.c. pv.
incanae, X.c. pv. armoraciae e X.c. pv. campestris/ X.c. pv. aberrans.

Ainda, os dados obtidos nas andlises do gene rpoB permitiram o
desenvolvimento de primers especificos para as espécies X. campestris, patogé€nicas as
cruciferas (rpoB2F/xcamR) e X. translucens, patogé€nicas a gramineas e cereais
(trans1F/trans2R). Além disso, andlises de sequéncias da regido espacadora 16S-23S
DNAr possibilitaram o desenho do par de primers mecF/mecR, especifico para X.
cucurbitae e X. melonis, espécies patogénicas ao meldo. A especificidade destes primers
foi confirmada em experimentos de amplificagdo utilizando-se DNAs de algumas
bactérias de diferentes géneros isoladas de mesma espécie de plantas hospedeiras. O
nivel de sensibilidade da técnica de PCR utilizando-se os primers desenvolvidos foi de

0,1 pg para rpoB/xcam, de 0,01 ng para trans1F/trans2R e de 1 pg para mecF/mecR.
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Xanthomonas species are responsible for diseases causing economic losses in
many crops. These phytopathogens have been subject of several taxonomic studies
resulting in significant changes at interespecific or infraspecific level. This study aimed
the taxonomic characterization of Xanthomonas species including: (1) differentiation
and phylogenetic analysis of Xanthomonas species; (2) clarification of taxonomic
position of strains classified as Xanthomonas sp.; (3) differentiation of the pathovars of
X. campestris; (4) development of specific primers for X. campestris, X. translucens, X.
cucurbitae and X. melonis.

The rpoB2F/rpoB3R primers, designed from rpoB gene sequences, were
employed in amplification experiments using DNAs from 26 species of Xanthomonas
genus and the products (800 bp) were digested with different restriction enzymes.
Profiles using Hae 111 allowed to differentiate the most species of the genus, including
pathogens the affect the same plant host as X. albilineans e X. sacchari (pathogenic to
sugarcane); X. cucurbitae e X. melonis (pathogenic to melon); X. vesicatoria, X.
gardneri and X. euvesicatoria/X. perforans (pathogenic to tomato). Amplification
products of the rpoB gene were sequenced and the phylogenetic tree constructed from
these sequences also allowed the differentiation of the Xanthomonas species, indicating
that the rpoB gene can be used as an efficient molecular marker for phylogenetic
relationships studies within the Xanthomonas genus.

DNA of the strains classified as Xanthomonas sp. were also analysed by the
amplification experiments using specific primers for X. axonopodis species, DNA-DNA
hybridization and multilocus sequence analysis of the genes rpoB, rpoA, atpA, recA and
intergenic spacer region 16S-23S rDNA. Results showed that the strains of X. sp. pv.
viticola, X. sp. pv. betae and X. sp. pv. paulliniae belong to X. axonopodis species,
however, it was not possible to define the taxonomic position of X. sp. pv. arracaciae,
X. sp. pv. esculenti and X. sp. pv. eucalypti, although different approaches have been
used. Thus, further studies should be conducted in order to clarify their classification.

In this study X. campestris, X. translucens, X. cucurbitae and X. melonis were
also analyzed. In order to differentiate the pathovars of the X. campestris specie, the
DNAs of these strains were submitted to PCR-RFLP analysis of the rpoB gene and the
double digestions using Cfo I/Mbo 1 allowed the differentiation of the pathovars X.c. pv.
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raphani, X.c. pv. barbariae, X.c. pv. incanae, X.c. pv. armoraciae and X.c. pv.
campestris/ X.c. pv. aberrans.

Also, the data obtained in the rpoB gene analysis allowed the development of
specific primers for the species X. campestris, pathogenic to crucifers (rpoB2F/xcamR)
and X. translucens, pathogenic to grasses and cereals (trans1F/trans2R). Furthermore,
intergenic spacer 16S-23S rDNA sequences analysis enabled the development of the
mecF/mecR primers, specific for X. cucurbitae and X. melonis, both pathogenic to
melon. The specificity of these primers was confirmed by amplification experiments
using DNAs from bacteria belonging to different genera pathogenic to the same plant
hosts. Sensitivity level of the PCR technique using the primers developed was 0,1 pg

for rpoB/xcam, 0,01 ng for trans1F/trans2R and 1 pg for mecF/mecR.
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INTRODUCAO






O género Xanthomonas engloba diversas espécies fitopatogénicas que atacam
plantas economicamente importantes incluindo arroz, feijdo, mandioca, tomate, trigo,
citros, ornamentais, entre outros. Esses fitopatégenos tém sido objeto de intmeros
estudos taxondmicos baseados em testes bioquimicos, seroldgicos, de patogenicidade,
utilizacdo de fontes de carbono (BIOLOG), andlises de 4acidos graxos e perfis de
proteinas e também em métodos moleculares incluindo hibridizacaio DNA-DNA,
andlises do gene 16S RNAr, perfil plasmidial, rep-PCR (Repetitive Sequence-Based
Polymerase Chain Reaction) ¢ AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), o
que tem resultado em altera¢Ges taxondmicas em nivel inter e infraespecifico dentro do
género.

Virias técnicas baseadas em DNA tém sido empregadas para a caracterizacio e
determinagdo de relagdes filogenéticas de diferentes espécies bacterianas. Marcadores
moleculares como o gene 16S RNAr e regido espacadora 16S-23S RNAr t€m sido
amplamente utilizados, entretanto, em alguns casos, o alto grau de similaridade dessas
regides entre diferentes espécies de um mesmo gé€nero tem provocado a busca de novos
marcadores moleculares para um melhor entendimento das relagdes filogenéticas dentro
de um determinado grupo. Devido ao alto nivel de similaridade do gene 16S RNAr
dentro do género Xanthomonas, outros marcadores moleculares tém sido utilizados para
a diferenciacdo de espécies desse género como a regido espagadora 16S-23S RNAr e os
genes gyrB, dnak, fyuA, gyrB e rpoD, empregados em andlises de multilocus. O gene
rpoB, que codifica a subunidade beta da RNA polimerase, tem sido empregado como
uma ferramenta alternativa para estudos de comunidades microbianas, uma vez que é
um gene housekeeping, de copia tnica no genoma e conservado, porém com dominios
de sequéncias varidveis. Nesse sentido, esse gene foi investigado como marcador
molecular para o estudo das relacdes filogenéticas dentro do género Xanthomonas.

Em 1995, espécies pertencentes a esse gé€nero foram submetidas a um estudo que
resultou em significativas alteragdes taxondmicas. Devido a essas alteracdes, algumas
espécies patogénicas a uma ampla gama de hospedeiros foram classificadas como
Xanthomonas sp., uma vez que ndo puderam ser alocadas em nenhuma espécie
estudada. Neste grupo estdo incluidas linhagens de X. sp. pv. viticola (patogénica a
videira), X. sp. pv. eucalypti (patogénica ao eucalipto), X. sp. pv. paulliniae (patogénica
ao guaranazeiro), X. sp. pv. arracaciae (patogénica a batata-baroa), X. sp. pv. betae

(patogénica a beterraba) e X. sp. pv. esculenti (patog€nica ao quiabeiro).



Devido aos prejuizos causados por fitopatdogenos a correta classificagao,
identificacdo e/ou detec¢do sdo fundamentais para pesquisas de melhoramento vegetal
visando o desenvolvimento de plantas resistentes, para a aplicacio de medidas que
dificultem a disseminagcdo do patdégeno e, consequentemente, permitam um maior
controle das doencgas e, principalmente, evitar a introdu¢do de doengas em dreas
indenes. Além disso, o desenvolvimento de uma ferramenta rdpida e confidvel de
detecgdo destes fitopatogenos € de extrema importincia para que medidas de controle
sejam colocadas em pratica visando a redugdo de perdas econdmicas.

O presente trabalho teve por objetivo a caracterizagdo taxondmica de espécies do
género Xanthomonas envolvendo: (1) diferenciacédo e andlises filogenéticas de espécies
do género Xanthomonas; (2) esclarecimento da posicdo taxondmica de linhagens
classificadas como Xanthomonas sp.; (3) diferenciacdo de patovares da espécie X.
campestris; (4) desenvolvimento de primers especificos para X. campestris, X.

translucens, X. cucurbitae e X. melonis.
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1. Género Xanthomonas

O género Xanthomonas compreende bactérias fitopatogénicas que estdo
distribuidas mundialmente, s3o responsdveis por doencas em diversas plantas
economicamente importantes e t€m sido objeto de vdrios estudos taxondmicos
(BRADBURY, 1984; LEYNS et al, 1984). Estes fitopatdgenos afetam
aproximadamente 400 hospedeiros incluindo arroz, citros, banana, repolho, tomate,
pimentdo, feijao (RYAN et al., 2011), causando vérias perdas econdmicas através de
lesdes necréticas em folhas, caules e frutos, murchas, maceracdo de tecidos e
hiperplasias (LEYNS et al., 1984; VAN DEN MOOTER; SWINGS, 1990). Bactérias
do género Xanthomonas também sdo responsaveis pela producdo de goma xantana, um
exopolisacarideo de grande utilizagdo na indistria alimenticia, té€xtil, entre outros
(PAUL et al., 1986). Sao bactérias Gram-negativas, com células em forma de bastonetes
moéveis com flagelo polar, estritamente aerdbias, seu crescimento ocorre em
aproximadamente 48 horas e ndo ocorre em pH abaixo de 4,5 ou em temperaturas de 4
°C ou 37 °C (VAUTERIN et al., 1995). Em sua maioria, as colOnias apresentam
coloracdo amarelada devido a presenca do pigmento xantomonadina, que é uma
caracteristica taxondmica importante uma vez que é exclusiva do género (STARR;
STEPHENS, 1964).

A primeira descricdo de uma bactéria que atualmente seria incluida no género
Xanthomonas foi realizada por Wakker (1883) que classificou como Bacterium
hyacinthi o patégeno responsdvel pela doenga conhecida por amarelo do jacinto.
Posteriormente as bactérias fitopatogénicas foram agrupadas por Winslow e
colaboradores (1917) em dois géneros, Erwinia e Phytomonas. O género Phytomonas
agrupava basicamente todas as bactérias patogénicas e nos anos 30 Burkholder propds o
desdobramento do género em diversos grupos devido a heterogeneidade das espécies.
Dowson (1939) prop0s a criagdo de novos géneros incluindo o género Xanthomonas,
que inicialmente compreendia 19 espécies. Posteriormente Young e colaboradores
(1978a, 1978b) sugeriram que as espécies bacterianas deveriam ser agrupadas em nivel
infra-especifico de acordo com sua patogenicidade a hospedeiros especificos
estabelecendo-se, assim, o termo patovar. Porém esta classificacdo nem sempre foi bem
definida devido a variacdo nas interacdes patdogeno-hospedeiro (EGLI; SCHMIDT,
1982).



Ap6s diversos estudos e novas classificacdes, surgiu a necessidade de uma
revisdo taxondmica do género e uma ampla reclassificacdo foi proposta por Vauterin e
colaboradores (1995). Os autores dividiram o género em 20 grupos, que passaram a ser
considerados espécies gendmicas, sendo Xanthomonas campestris designada como
espécie tipo do género. Esta reclassificacio foi proposta com base em estudos de
utilizacdo de fontes de carbono (BIOLOG) e hibridizacio DNA-DNA (VAUTERIN et
al., 1995). A técnica de hibridizacio DNA-DNA consiste em comparar um DNA
cromossomico marcado radioativamente, colorimetricamente ou por
quimioluminescéncia (sonda) com outros a serem analisados e observar o grau de
homologia entre eles. Se a porcentagem obtida for maior que 70 % entre o DNA
analisado e a sonda, considera-se que estes pertencem a mesma espécie gendmica
(STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994). Esta técnica é laboriosa e de dificil
padronizagdo entre laboratdrios, porém é um experimento obrigatério para estudos que
resultem em alteracdes taxondmicas como a reclassificacdo e proposi¢do de novas
espécies.

De acordo com a reclassificag@o proposta por Vauterin e colaboradores (1995) o
género Xanthomonas ficou composto pelas espécies: Xanthomonas albilineans,
Xanthomonas  arboricola,  Xanthomonas  axonopodis, = Xanthomonas  bromi,
Xanthomonas campestris, Xanthomonas cassavae, Xanthomonas codiaei, Xanthomonas
cucurbitae, Xanthomonas fragariae, Xanthomonas hortorum, Xanthomonas hyacinthi,
Xanthomonas melonis, Xanthomonas oryzae, Xanthomonas pisi, Xanthomonas populi,
Xanthomonas  sacchari, Xanthomonas  theicola, Xanthomonas translucens,
Xanthomonas vasicola e Xanthomonas vesicatoria. Também foi criado o grupo
Xanthomonas sp. compreendendo a 66 antigos patovares de X. campestris que nao
foram alocados em nenhuma das espécies descritas.

Recentemente alguns autores descreveram novas espécies dentro do género
Xanthomonas. Baseado em testes de patogenicidade, utilizacdo de fontes de carbono
(BIOLOG) e hibridizacio DNA-DNA, Trébaol e colaboradores (2000) descreveram
uma nova espécie do gé€nero responsidvel pela mancha bacteriana da alcachofra
denominada Xanthomonas cynarae.

Ainda, Jones e colaboradores (2004) reclassificaram como X. euvesicatoria e X.
perforans os patdgenos de tomateiro e pimentdo classificados anteriormente como X.

axonopodis pv. vesicatoria grupos A e C, respectivamente; e confirmaram a



classificagc@o do patdgeno X. gardneri como espécie do género. Estas proposicdes foram
publicadas na Lista de Validagao n° 109 (JONES et al., 2006).

Novas espécies também foram propostas reclassificando outros patovares de X.
axonopodis: 1. Xanthomonas citri que ficou subdividida em X. citri subsp. citri (sin. X.
axonopodis pv. citri), agente causal do cancro citrico e X. citri subsp. malvacearum (sin.
X. axonopodis pv. malvacearum), agente causal da mancha angular do algodoeiro; 2.
Xanthomonas fuscans que ficou subdividida em Xanthomonas fuscans subsp. fuscans
(sin. X. axonopodis pv. phaseoli var. fuscans), responsavel pelo crestamento bacteriano
do feijoeiro e Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (sin. X. axonopodis pv.
aurantifolii), agente causal da cancrose em liméo galego e laranja lima; 3. Xanthomonas
alfalfae que ficou subdividida em Xanthomonas alfalfae subsp. alfalfae (sin. X.
axonopodis pv. alfalfae) que causa mancha foliar em alfafa e Xanthomonas alfalfae
subsp. citrumelonis (X. axonopodis pv. citrumelo) que causa mancha bacteriana em
citros (SHAAD et al., 2005; SHAAD et al., 2006).

Ainda, algumas linhagens classificadas anteriormente como Pseudomonas
syringae pv. dysoxyli, Xanthomonas sp. (isoladas de eucalipto e plantas ornamentais), X.
campestris pv. laureliae e X. campestris pv. eucalypti, patogénicas a uma ampla gama
de hospedeiros, em sua maioria plantas ornamentais, foram reclassificadas recentemente
por Young e colaboradores (2010) como Xanthomonas dyei, proposta como uma nova
espécie do género dividida em diferentes patovares.

Atualmente o género Xanthomonas compreende 28 espécies subdivididas em

diversos patovares determinados de acordo com o hospedeiro (www.xanthomonas.org).

1.1. Xanthomonas campestris

A espécie Xanthomonas campestris representava a espécie com taxonomia mais
complexa no género, sendo subdividida em 143 patovares (VAUTERIN et al., 1990;
BRADBURY, 1984). A diferenciacdo dos patovares de X. campestris foi demonstrada
através de métodos seroldgicos (BENEDICT et al., 1990), andlise fenotipica e padrdes
eletroforéticos de proteinas celulares (QHOBELA et al., 1991), perfis de dcidos graxos
(VAUTERIN et al., 1992) e proteinas de membrana (OJANEN et al., 1993).

Com base em estudos de hibridizagdo DNA-DNA, Vauterin e colaboradores

(1995) reclassificaram a espécie X. campestris em apenas seis patovares patogénicos a



cruciferas (couve, couve-flor, repolho, nabo, brocolis, etc): aberrans, armoraciae,
barbariae, campestris, incanae e raphani.

Xanthomonas campestris pv. campestris, responsavel pela podriddo negra das
cruciferas, invade as folhas através dos hidatdédios e estdmatos, ou raizes por meio de
ferimentos, e, posteriormente invade o sistema vascular da planta através das nervuras,
resultando em necrose e murcha, acompanhada de apodrecimento da medula, devido a
associacdo deste patégeno com microrganismos secunddrios (RODRIGUES NETO;
MALAVOLTA JR., 1995).

As linhagens isoladas de plantas com sintomas tipicos de podriddo negra (“V”
invertido) nas folhas (Figura 1), geralmente s@o designadas como pertencentes ao
patovar campestris, enquanto que aquelas isoladas de manchas foliares, com lesdes
delimitadas pelas nervuras, ndo sistémicas, estdo alocadas nos patovares aberrans,
armoraciae ou raphani (ZHAO et. al., 2000). Entretanto linhagens isoladas de podriddo
negra podem causar mancha foliar quando inoculadas artificialmente em plantas
(ZHAO et. al., 2000) e patégenos causadores de mancha foliar podem desenvolver

lesdes semelhantes a podriddao negra (MOFFETT et al., 1976).

Figura 1. Lesdes tipicas de “V”
invertido causadas por X. campestris
(Infecg@o natural).

A espécie Xanthomonas campestris € frequentemente transmitida pelas sementes
e significativas perdas agricolas podem ocorrer quando hd apenas uma semente
infectada em um lote de 10.000. Além disso, a probabilidade de disseminagdo do
patégeno aumenta significativamente principalmente na produgdo de mudas em
condi¢des imidas e de superlotacio (WILLIAMS, 1980; ROBERTS et al., 1998).

Alvarez e colaboradores (1994) diferenciaram os patdgenos causadores das duas

doengas de cruciferas através de testes de patogenicidade, porém ndo conseguiram
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diferenciar os patovares armoraciae, aberrans e campestris por métodos moleculares e
imunolégicos.

Fargier e Manceau (2007) efetuaram um estudo com os patovares de X.
campestris e observaram sintomas de trés doencas distintas: podriddo negra das
cruciferas causada por X.c. pv. campestris, mancha foliar de cruciferas e solaniceas
causada por X.c. pv. raphani e crestamento bacteriano de cruciferas ornamentais
causado por X.c. pv. incanae. Neste mesmo estudo os autores observaram que as
linhagens classificadas como X.c. pv. barbarae e X.c. pv. armoraciae niao
desenvolveram sintomas de doengas quando inoculadas artificialmente em beterraba e
rabanete, respectivamente.

Diversas técnicas moleculares t€m sido utilizadas para se investigar a
diversidade genética da espécie X. campestris, dentre elas eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE) (VALVERDE et al., 2007), rep-PCR (Repetitive Sequence-Based PCR)
(ZHAO et al., 2000; TSYGANKOVA et al., 2004; VALVERDE et al., 2007) e AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (IGNATOV et al., 2007; VALVERDE et
al., 2007). Ainda, a deteccdo e identificacdo da espécie foram alcancgadas pela utilizacdo
de sonda de DNA em experimentos de hibridizagdo de coldnias realizados por Shih e
colaboradores (2000) e por dot-blot (PARK et al., 2004). Primers especificos a partir de
sequéncias do gene hrpF (hypersensitive response and pathogenicity) também foram
desenvolvidos (PARK et al., 2004; BERG et al., 2005). Berg e colaboradores (2005)
desenvolveram primers que se mostraram especificos para a espécie X. campestris e
seus patovares permitindo sua detec¢do em tecido vegetal lesionado e em lotes de
sementes com apenas uma semente infectada artificialmente em 10.000 saudaveis. No
estudo efetuado por Park e colaboradores (2004) os autores verificaram que foi possivel
a deteccdo do patégeno em um ndmero minimo de células de 1,3 X 10* UFC/mL a
partir de uma suspensio de cultura pura da bactéria e também em sementes e em folhas
de repolho infectadas naturalmente.

Ainda, andlises de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) da espécie X.
campestris foram efetuados por Fargier e colaboradores (2011) com objetivo de se
observar as relacdes filogenéticas entre os patovares desta espécie. Na darvore
filogenética construida a partir das sequéncias dos genes dnak, fyuA, gyrB e rpoD,
foram observados alguns agrupamentos heterogéneos, ou seja, compostos por linhagens
de diferentes patovares indicando uma alta diversidade genética dentro deste grupo de

fitopatdgenos.
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1.2. Xanthomonas translucens

As linhagens de Xanthomonas patog€nicas a gramineas e cereais anteriormente
classificadas como pertencentes a espécie X. campestris foram reclassificadas com base
em estudos de hibridizacio DNA-DNA e utilizacdo de fontes de carbono (BIOLOG)
como X. translucens dividida nos patovares: X.t. pv. translucens, X.t. pv. cerealis, X.t.
pv. undulosa, X.t. pv. hordei, X.t. pv. secalis, patogénicos aos cereais; e X.tf. pv.
arrhenatheri, X.t. pv. graminis, X.t. pv. phlei,. X.t. pv. phleipratensis e X.t. pv. poae,
patogénicos as gramineas (VAUTERIN et al., 1995).

Os sintomas tipicos da doenca causada pela espécie X. translucens consistem em
lesdes castanho-claras alongadas que se apresentam com vdarios centimetros de
comprimento nas folhas (Figura 2), sendo que os primeiros sintomas podem ser
percebidos com o aparecimento de listras transliicidas, facilmente observadas através da

luz incidente (DUVEILLER et al., 1997).

Figura 2. Estria bacteriana
causada por X. translucens.

Este grupo de fitopatégenos tem sido alvo de diversos estudos devido as perdas
econdmicas que acarretam em culturas economicamente importantes como capim-
cevadinha, cevada, centeio e trigo (BRAGARD et al., 1995). Bragard e Verhoyen
(1993) realizaram um estudo empregando testes serologicos com anticorpos
monoclonais e policlonais e os resultados revelaram que os patovares cerealis, hordei,
secalis, translucens e undulosa formaram um grupo homogéneo, ndo podendo ser
diferenciados. Esses mesmos resultados foram obtidos em andlises de 4cidos graxos
efetuadas por Stead (1989). Um estudo mais amplo de andlises de proteinas, acidos

graxos e hibridizagdo DNA-DNA envolvendo diferentes espécies do género
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Xanthomonas, além da espécie X. translucens e seus patovares, revelou a formagéo de
um grupo separado denominado “translucens group”, ndo sendo possivel a
diferenciagdo infra-especifica (VAUTERIN et al., 1992).

Ainda, a diversidade desta espécie tem sido investigada por meio de RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) de DNA gendmico (ALIZADEH et al.,
1997), ribotipagem (BRAGARD et al., 1995) e AFLP (BRAGARD et al., 1997).

Com relagdo a detec¢do e identificacdo de X. translucens, Maes e colaboradores
(1996) desenvolveram um par de primers que mostrou-se especifico para esta espécie,
permitindo, inclusive, a deteccdo destes patégenos em lotes de sementes.

Em outro estudo, Mitkowski e colaboradores (2005) isolaram o patégeno
responsavel pela doenga que causa graves lesdes destruindo grandes dreas em gramados
utilizados em campos de golfe nos Estados Unidos e, com base em testes de
patogenicidade em Poa annua, anélises de dcidos graxos e de sequéncias do gene 16S
RNAr, os autores identificaram o patdgeno como X. translucens pv. poae.

Andlises dos perfis ARDRA (Amplified Ribosomal Gene Restriction Analysis)
efetuados por Rademaker e colaboradores (2006) distinguiram e espécie X. translucens
das outras espécies do gé€nero e andlises dos padrdes de fingerprinting obtidos através
da técnica de rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic- PCR) pemitiram a
diferenciagdo da maioria dos patovares da espécie. Ainda neste estudo, os autores
identificaram bactérias isoladas de aspargos ornamentais como pertencentes a espécie X.
translucens pv. undulosa o que representou um fato inédito, uma vez que os patégenos

pertencentes a espécie X. translucens t€ém como hospedeiros cereais e gramineas.

1.3. Xanthomonas cucurbitae e Xanthomonas melonis

Xanthomonas cucurbitae é o agente causal responsavel pela mancha bacteriana
das cucurbiticeas (melancia, meldo, pepino, moranga, abdbora). Esta doenca se
caracteriza inicialmente por lesdes translicidas na parte inferior das folhas, que se
tornam angulares e circundadas por um halo com o decorrer do tempo, podendo
aumentar e coalescer. Nos frutos as lesdes sdo profundas com centro bege e halo
marrom escuro podendo causar rompimento da epiderme e conseqiiente podriddo (EL-

HENDAWY, 1999).
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A disseminacdo desse patdgeno ocorre através das sementes € no campo a
dispersdo ocorre através de chuva e vento. O desenvolvimento dos sintomas ocorre
geralmente nos periodos de alta temperatura seguidos de chuva ou irrigacdo da
planta¢do (SADDLER, 2000).

A ocorréncia da espécie X. cucurbitae foi relatada em abdbora nas Ilhas Reunido
(PRUVOST et al., 2008) e em frutos de melio no arquipélago de Seychelles, na Africa
(PRUVOST et al.,, 2009) através de testes de patogenicidade, AFLP (Amplified
fragment length polymorphism) e MLSA (Multilocus Sequence Analysis) utilizando-se
os genes atpD, dnaK e gyrB. Ainda, andlises morfoldgicas, testes bioquimicos, de
patogenicidade e andlises do gene 16S RNAr confirmaram a identidade de linhagens
isoladas de abdbora no Nepal como pertencentes a espécie X.  cucurbitae
(LAMICHHANE et al., 2010).

No Brasil, esta espécie foi observada nos estados do Ceard, Distrito Federal,
Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (MARINGONI et al., 1988;
MALAVOLTA JR. et al., 2008; VIANA et al., 2010).

Outro patégeno responsdvel por causar doenca em meldo, detectado pela
primeira vez na regido de Presidente Prudente (SP), foi descrito por Rodrigues Neto e
colaboradores (1984) como Xanthomonas campestris pv. melonis, posteriormente
reclassificado por Vauterin e colaboradores (1995) como Xanthomonas melonis. Essa
espécie bacteriana também ja foi relatada na Regido Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste
(VIANA et al., 2010).

A doenga foi denominada barriga d’dgua e geralmente é detectada pés-colheita
dos frutos, uma vez que externamente essa doenga ndo exibe sintomas. X. melonis induz
sintomas de escurecimento e decomposicdo da polpa dos frutos de meldo (Figura 3),
ndo afetando outras partes da planta e em condi¢des experimentais, ndo induz sintomas
em outras cucurbiticeas como abdbora, melancia, moranga e pepino (RODRIGUES

NETO et al., 1984).
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Jilio Rodrigues NSL - ‘

Figura 3. Doenca causada por X.
melonis em estigio avancado
(Infecgdo natural).

Segundo Viana e colaboradores (2000), a recomendacao de prevengdo da doenga
seria por meio da utilizacdo de sementes certificadas, obtidas de empresas idoneas e a
moderagao na utilizacdo da dgua de irrigagéo, planejando-se adequadamente a aplicacéo
do volume e da freqiiéncia das irrigacdes. Ainda, as condicdes predisponentes para
ocorréncia dessa doenca ainda ndo estdo bem esclarecidas, entretanto, segundo os
autores, temperaturas elevadas durante o periodo da colheita e no armazenamento
parecem acelerar o seu desenvolvimento. Também, umidade excessiva, seja por chuvas
pesadas ou devido a irrigacdo abundante, préximo ao periodo da colheita pode
influenciar na disseminacgdo e na posterior infeccao de frutos sadios no campo (VIANA

et al., 2001).

2. Analises de Multilocus (MLSA)

Uma abordagem alternativa para andlises de relacdo filogenética entre um grupo
de linhagens € comparar sequéncias selecionadas de DNA. A tecnologia principal para a
realizacdo deste método, o sequenciamento de DNA, ¢é relativamente rdpida, altamente
reprodutivel e prontamente disponivel para qualquer grupo de pesquisa através de
centros especializados em seqiienciamento. Além disso, bases de dados de sequéncias
de DNA e programas de computador para andlise de sequéncias também estdo
facilmente disponiveis. Por estas razdes, as andlises de sequéncias de DNA tém
assumido um papel cada vez mais importante em recentes estudos taxondmicos
(ZEIGLER et al., 2003).

Os genes housekeeping (genes constitutivos estruturais ou de regulacdo celular)
estio amplamente distribuidos dentre os genomas bacterianos, geralmente se

apresentam em coépia uUnica e t€m sido propostos como marcadores filogenéticos
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eficientes para identificacdo e classificacdo de bactérias (PALYS et al., 1997, 2000;
ZEIGLER et al., 2003). O uso de varios destes genes na taxonomia bacteriana tem se
mostrado o método mais adequado para andlises em nivel de género e espécie, uma vez
que integram as informagdes de diferentes reldgios moleculares em todo cromossomo
bacteriano (LERAT et al., 2003; PALYS et al., 1997, STACKEBRANDT et al., 2002;
VENTURA et al., 2004; ZEIGLER, 2003).

Nas andlises de multilocus (MLSA - Multilocus Sequence Analysis) as
sequéncias dos genes housekeeping sdo utilizadas em andlises filogenéticas e na
construcdo de matrizes de similaridade, sendo bastante eficientes na separagdo de
espécies (CHRISTENSEN et al. 2007). Esta técnica foi proposta por Maiden e
colaboradores (1998) como uma ferramenta molecular alternativa em estudos de
sistemdtica microbiana e consiste no sequenciamento e andlise de 5 a 7 genes
conservados, geralmente housekeeping, espacados ao longo do genoma bacteriano com
pelo menos 100 kilobases (Kb) de distancia. Estudos de MLSA tém sido realizados para
diferenciacdo, classificacdo e identificacdo de diversos microrganismos. Thompson e
colaboradores (2005) efetuaram um estudo com microrganismos do género Vibrio,
encontrados em habitats aqudticos e em associagdo com eucariotos, utilizando
sequéncias dos genes rpoA (subunidade alfa da RNA polimerase), recA (recombinase
A), pyrH (uridilato quinase) e 16S RNAr em anélises isoladas e MLSA, e verificaram
que a andlise das sequéncias dos genes housekeeping foram mais discriminatérias do
que o observado para o gene 16S RNAr, permitindo a clara diferenciacdo das familias
Vibrionaceae, Photobacteriaceae, Enterovibrionaceae e Salinivibrionaceae.

Ainda, andlises de multilocus de microrganismos do género Stenotrophomonas,
encontrados no ambiente como organismos de vida livre, em associacdo com plantas e
como patdgenos oportunistas, forneceram informagdes suficientes para a classificacdo
adequada das espécies do género e também propiciaram a criagdo de um banco de dados
com base nas sequéncias concatenadas dos genes recA, rpoA, uvrB (subunidade beta da
nuclease de excisao), atpA (subunidade alfa da ATP sintase) e 16S RNAr (RAMOS et
al., 2011).

Os dados obtidos em anélises de MLSA do género Mycobacterium a partir dos
genes argH (argininosuccinato liase), cya (adenilato ciclase), g/pK (glicerol quinase),
gnd (fosfoglutonato desidrogenase), murC (UDP-N-acetilmuramato-L-alanina ligase),
pgm (fosfoglucomutase), pta (fosfotransacetilase), e purH (proteina bifuncional da

biossintese de purina) permitiram a diferenciacdo das espécies estreitamente
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relacionadas Mycobacterium abscessus, Mycobacterium bolletii, e Mycobacterium
massiliense, contribuindo com estudos taxondmicos deste género de importancia clinica
associado a uma ampla gama de doencas em humanos (MACHERAS et al., 2011).

Estudos de MLSA também tém sido efetuados com bactérias fitopatogénicas
incluindo o género Xanthomonas. Young e colaboradores (2008) utilizaram sequéncias
concatenadas dos genes dnaK (chaperonina), fyuA (receptor tonB-dependente), gyrB
(subunidade beta da DNA girase) e rpoD (subunidade sigma da RNA polimerase) das
espécies Tipo do género Xanthomonas e obtiveram topologia similar a obtida na arvore
filogenética construida a partir de sequéncias do gene 16S RNAr. As andlises de MLSA
diferenciaram claramente a maioria das espécies incluidas no estudo, indicando que esta
técnica mostrou-se uma ferramenta eficiente para investigacdes adicionais da
classificacdo das espécies do género Xanthomonas, para a confirmagdo de espécies ja
determinadas e identificacdo de linhagens como novas espécies. Baseado nestes
resultados foi efetuado um estudo posterior que sugeriu a reclassificacio de
fitopatégenos patogénicos a uma ampla gama de hospedeiros nativos e introduzidos na
Nova Zelandia, em sua maioria, plantas ornamentais. Com base em anélises de MLSA
0s autores observaram que as linhagens classificadas como Pseudomonas syingae pv.
dysoxyli, Xanthomonas sp., X. campestris pv. laureliae € X. campestris pv. eucalypti
constituiram um agrupamento separado das outras espécies Tipo do gé€nero na arvore
filogenética construida a partir das sequéncias concatenadas dos genes dnaKk, fyuA, gyrB
e rpoD, propondo a reclassificacdo destas linhagens como pertencentes a uma nova
espécie denominada Xanthomonas dyei (YOUNG et al., 2010).

Espécies do género Streptomyces, que constitui outro grupo de fitopatégenos,
também foram avaliados pela técnica de MLSA utilizando-se sequéncias dos genes
atpD (cadeia beta da ATP sintase), recA, rpoB, trpB (subunidade beta da triptofano
sintase) e gyrB. Neste estudo foi possivel a clara diferenciacdo das espécies tipo do
género e identificacdio de linhagens causadoras da sarna da batata no Brasil,
confirmando a eficiéncia desta técnica para este género (CORREA, 2011; LABEDA,
2011).

Ainda na area da fitopatologia Frapolli e colaboradores (2007) efetuaram
andlises de MLSA para investigacio das relagdes genéticas e evoluciondrias de
linhagens de Pseudomonas fluorescentes responsaveis pelo biocontrole de fitopatogenos
presentes no solo. Neste estudo as anélises individuais e combinadas das sequéncias dos

genes rrs (sintese de proteinas), dsbA (pontes dissulfeto), gyrB, rpoD, fdxA
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(ferredoxina), recA, rpoB, fusA (fator gama de elongac@o na sintese protéica), rpsL
(proteina ribossomal) e rpsG (proteina ribossomal) permitiram a diferenciacdo destas

linhagens, contribuindo com estudos filogenéticos deste grupo de microrganismos.

3. Gene rpoB

A RNA polimerase € uma enzima fundamental no processo de transcri¢do e nas
vias regulatdrias, controlando a expressdo génica em todos 0Os organismos vivos
(BORUKOV; NUDLER, 2003). Esta enzima, em bactérias, é responsavel pela sintese
de RNAm, RNAr e RNAt e é formada por cinco subunidades incluindo a subunidade
beta que esta relacionada com a maioria de suas fungdes cataliticas e é codificada pelo
gene rpoB, um gene housekeeping altamente conservado, embora com dominios de
sequéncias varidveis, e de copia unica no genoma (JIN; GROSS, 1989). A importincia
da utilizag@o deste gene tem sido relatada em andlises filogenéticas e de identificagcdo de
bactérias, especialmente em estudos de linhagens estreitamente relacionadas
(ADEKAMBI et al., 2008).

Mollet e colaboradores (1997) realizaram estudos com linhagens da familia
Enterobacteriaceae comparando-se os genes 16S RNAr e rpoB e os resultados
revelaram maiores niveis de divergéncia intra e inter-especifico com as andlises do
gene rpoB comparado com o gene 16S RNAr.

Andlises das sequéncias do gene rpoB (825 pb) de espécies do género
Bartonella, relacionadas com doengas como a endocardite, permitiram a selecdo de
enzimas de restricdo que através de experimentos de PCR-RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) possibilitaram a identificacio de 94 microrganismos isolados de
amostras clinicas (RENESTO et al., 2001).

Também na drea clinica, andlises filogenéticas e experimentos de PCR-RFLP do
gene rpoB (329 pb) permitiram a diferenciacdo de algumas espécies do género Borrelia.
Além disso, andlises das sequéncias revelaram diferencas que possibilitaram o desenho
de primers para diferentes espécies deste género, indicando que o gene rpoB pode ser
utilizado como um marcador molecular bastante eficiente para diferenciacio e
identificacdo destes patdgenos bacterianos que, transmitidos por carrapatos, atingem as
articulagdes e o sistema nervoso causando a doenga de Lyme (LEE et al., 2000).

Kim e colaboradores (2001) efetuaram experimentos de PCR-RFLP do gene

rpoB (342 pb) com espécies de Mycobacterium e obtiveram a diferenciacdo das
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linhagens de crescimento rapido e lento utilizando-se a enzima Hae III. Também, os
perfis gerados com a enzima Hind 1l diferenciaram o complexo M. tuberculosis e
digestdes simultaneas com Mva I e Acc 1l possibilitaram a diferenciacdo de 6 subspécies
de M. kansasii e de espécies estreitamente relacionadas, indicando que este método é
eficaz ndo s6 para a diferenciacdo mas também para a rdpida deteccdo e identificagdo de
micobactérias patogé€nicas de importancia clinica (KIM et al., 2001).

A identificag@o de 105 linhagens de Legionella isoladas de amostras ambientais
e clinicas da Coréia e Japao foi possivel através da comparacio das similaridades entre
as sequéncias e andlises filogenéticas do gene rpoB (KO et al., 2002). Também, a
diferenciacdo, detec¢io e identificacdo de espécies de Legionella foi possivel
utilizando-se a técnica de PCR-RFLP do gene rpoB (KO et al., 2003).

Adékambi e colaboradores (2006b) propuseram a descricdo de Mycobacterium
conceptionense, uma nova espécie do género Mycobacterium associadas a osteites pos-
traumadticas baseado também em andlises filogenéticas do gene rpoB, um critério de
validacio ja utilizado para a descri¢do de novas espécies deste género (ADEKAMBI et
al., 2003; ADEKAMBI et al., 2004; ADEKAMBI et al., 2006a).

O gene rpoB também foi utilizado com sucesso na diferenciacdo de espécies do
género Acinetobacter e na identificacdo de isolados de importéncia clinica pertencentes
a este género através de andlises filogenéticas (GUNDI et al., 2009).

Em outro estudo baseado em sequéncias dos genes rpoB e 16S RNAr foi obtida
a diferenciacdo da maioria das espécies do género Aeromonas, responsdveis por causar
doencas em animais aquaticos e homeotérmicos, incluindo humanos. Ainda, foi possivel
a identificagdo de isolados em nivel infra-especifico, indicando que o gene rpoB pode
representar um marcador molecular eficiente para a rapida identificacdo de isolados de
amostras clinicas e ambientais (LAMY et al., 2010).

O gene rpoB também tém sido usado em estudos de diversidade de amostras
ambientais como uma alternativa ao gene 16S RNAr, uma vez que a heterogeneidade
entre as multiplas cOpias deste dltimo gene em muitas espécies pode levar a uma
interpretacdo erronea dos resultados. Os efeitos desta heterogeneidade entre as copias do
gene 16S RNAr nas andlises de comunidades microbianas foram avaliados em um
estudo com isolados bacterianos de algas vermelhas Delisea pulchra e da superficie de
rochas marinhas realizados por Dahll6f e colaboradores (2000). Comparando-se andlises
de PCR-DGGE (Denaturing Gradiente Gel Electrophoresis) dos genes 16S RNAr e

rpoB foi observada uma superestimacdo do nimero de espécies de laboratério em
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amostras ambientais nos experimentos com o gene 16S RNAr enquanto que com o gene
rpoB obteve-se os resultados esperados, indicando que este gene pode fornecer dados
mais confidveis e pode permitir uma melhor compreensio da diversidade em
comunidades microbianas (DAHLLOF et al., 2000).

Ainda na drea ambiental, andlises microbianas do solo do Cerrado utilizando-se
também a técnica de PCR-DGGE dos genes 16S RNAr e rpoB, revelaram melhores
resultados com este tltimo gene do que com o gene 16S RNAr devido a sua presenga
em cépia Unica no genoma bacteriano, confirmando que o gene rpoB pode ser utilizado
com eficiéncia em estudos de diversidade microbiana do solo (PEIXOTO et al., 2002).

Da Mota e colaboradores (2004) efetuaram um estudo do género Paenibacillus
utilizando-se sequéncias do gene 16S RNAr e rpoB e obtiveram uma maior
discriminacdo entre as espécies Tipo com o gene rpoB. Também, a andlise das
sequéncias deste gene permitiu a identificacdo de Paenibacillus fixadores de nitrogénio
isolados da rizosfera de diversos cultivares de milho.

Estudos filogenéticos do género Vibrio efetuados por Ki e colaboradores (2009)
baseados em sequéncias do gene rpoB, permitiram uma maior diferenciacdo de espécies
em comparacdo com os resultados obtidos com o gene 16S RNAr. Ainda, a partir de
sequéncias do gene rpoB, foram desenhados primers especificos para o género Vibrio
que possibilitaram detec¢do deste grupo de microrganismos em amostras de dguas
costeiras, indicando que este gene foi eficiente na diferenciacdo de espécies e na
detec¢do de vibrios em amostras ambientais.

Berneche-D’ Amours e colaboradores (2011) efetuaram um estudo com bactérias
fixadoras de nitrogénio do gé€nero Frankia através de andlises filogenéticas do gene
rpoB que revelaram a separagdo de linhagens estreitamente relacionadas e
agrupamentos de acordo com a compatibilidade com a planta hospedeira. Os resultados
indicaram que o gene rpoB pode ser utilizado como marcador molecular eficiente para a
avaliacdo de relacdes filogenéticas entre as espécies do género e para futuros estudos
ecoldgicos do processo de simbiose.

Na éarea da fitopatologia, o gene rpoB também tem sido utilizado como um
marcador molecular bastante eficiente em estudos de diversos organismos. A
diferenciagdo de espécies de Streptomyces spp.e de linhagens isoladas da sarna da batata
provenientes da Coréia foi obtida utilizando-se sequéncias do gene rpoB (MUN et al.,

2007).
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Estudos filogenéticos de linhagens dos géneros Burkholderia, Ralstonia,
Comamonas e Brevundimonas empregando-se os genes rpoB, gyrB e rrs revelaram que
todas as linhagens estreitamente relacionadas puderam ser claramente separadas nas
andlises efetuadas com as sequéncias do gene rpoB, indicando que este gene representa
uma ferramenta eficaz para a identificacio de espécies dos gé€neros estudados (TAYEB
et al., 2008).

Kim e colaboradores (2003) analisaram cinco géneros de actinomicetos
comparando-se as sequéncias do gene rpoB e obtiveram a clara diferenciacdo dos
géneros Streptomyces, Micromonospora, Tsukamurella, Amycolaptosis e Nocardia, que
ficaram agrupados separadamente. Ainda, foi possivel a identificacdo de actinomicetos
isolados do solo como pertencentes aos gé€neros Streptomyces e Micromonospora,
indicando que o gene rpoB pode ser um marcador molecular eficiente para a

diferenciagdo deste grupo de microrganismos em nivel de género.

4. Gene rpoA

O gene rpoA codifica a subunidade alfa da RNA polimerase, subunidade mais
caracterizada em Escherichia coli e responsdvel pela montagem da estrutura da RNA
polimerase proporcionando suporte para a montagem das subunidades f e f’
(ISHIHAMA, 1981). Esta enzima contém determinantes localizados na por¢do N-
terminal responsdveis pela interagdo proteina-proteina (dimerizacdo) (KIMURA;
ISHIHAMA, 1995). A porcdo C-terminal estd envolvida na intera¢do com varios
ativadores transcricionais, ligando a proteina a sequéncias especificas de DNA
(RUSSO; SILHAVY; 1992; ROSS et al., 1993).

Estudos filogenéticos baseados apenas em sequéncias do gene rpoA t€m sido
realizados, porém ha um maior nimero de relatos deste gene em andlises combinadas
com sequéncias de outros genes housekeeping.

Park e colaboradores (2010) utilizaram sequéncias do gene rpoA (445 pb) de
espécies do género Streptococcus e obtiveram a clara diferenciacdo das espécies S.
pneumoniae, S. mitis e S. oralis que ficaram alocadas em grupos separados na arvore
filogenética, o que ndo foi possivel com o gene 16S RNAr. As andlises das sequéncias
também revelaram maior diversidade genética em nivel infraespecifico (92,3 — 99,3 %

de similaridade) em comparagdo ao gene 16S RNAr (96,8 — 100% de similaridade),
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indicando que o gene rpoA pode representar um marcador molecular eficiente para a
identificacdo e classificacdo de espécies do género Streptococcus.

Naser e colaboradores (2005; 2007) utilizaram as sequéncias do gene rpoA e
pheS em em estudos dos géneros Enterococcus e Lactobacillus. No estudo do gé€nero
Enterococcus, as espécies foram claramente diferenciadas nas andlises do gene rpoA
com valores de similaridade acima de 76%, enquanto que os valores de similaridade
obtidos nas andlises do gene 16S RNAr foram superiores a 97%, indicando que este
gene pode ser utilizado como uma ferramenta confidvel para identificacdo de espécies
clinicas e ambientais do género Enterococcus além de ser um excelente método de
deteccdo de novas espécies (NASER et al., 2005). Os mesmos autores efetuaram um
estudo com linhagens do género Lactobacillus e observaram que as andlises simultaneas
das sequéncias dos genes rpoA e pheS forneceram um sistema de identificacio confidvel
para quase todas as espécies do gé€nero. O estudo concluiu que as sequéncias destes
genes podem ser utilizadas como um marcador molecular alternativo ao gene 16S RNAr
por apresentar alto poder dicriminatério entre as espécies estreitamente relacionadas

(NASER et al., 2007).

5. Gene afpA

z

O gene atpA € responsavel por codificar a unidade alfa da ATP sintase
bacteriana, enzima relacionada a sintese de ATP acoplada ao transporte de prétons
(MULLER; GRUBER, 2003). Em organismos com cadeia respiratéria, a fungdo
primdria desta enzima € acoplar a diferenca de potencial eletroquimico em todo o
interior da membrana com a sintese de ATP a partir de ADP e fosfafo. Em bactérias que
ndo possuem cadeia respiratdria, o papel da ATP sintase € criar um gradiente de préton,
processo dirigido pela hidrolise de ATP (KASIMOGLU et al., 1996). O gene atpA é um
gene housekeeping de ampla distribuicdo entre os organismos e é conservado entre
bactérias. Estudos baseados em sequéncias do genoma total e em diferentes loci de
varios grupos bacterianos sugerem que o gene atpA pode ser um marcador alternativo
para andlises filogenéticas e identificacdo (ZEIGLER, 2003).

Andlises de sequéncias do gene atpA (1102 pb) revelaram a mesma relagio
filogenética em comparag@o com as sequéncias do gene 16S RNAr, porém foram muito

mais discriminatérias para a diferenciacdo de espécies do género Enterococcus. Todas

as espécies do género foram diferenciadas baseado nas sequéncias do gene afpA com no
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maximo 92% de similaridade, indicando que este gene pode ser utilizado como uma
ferramenta eficiente para identificacdo e andlises filogenéticas de espécies de
Enterococcus clinicamente importantes (NASER et al., 2005).

Thompson e colaboradores (2007) efetuaram estudos do género Vibrio com
sequéncias do gene atpA (1322 pb) que também revelaram resultados similares aos
obtidos nas andlises filogenéticas do gene 16S RNAr, porém com o gene atpA foi
observada uma maior diferenciacdo entre as espécies com similaridades acima de 80%.
Os resultados mostraram claramente que a andlise das sequéncias do gene afpA € uma

alternativa eficiente para estudos filogenéticos e identificagc@o de vibrios.

6. Gene recA

A recombinase A € uma proteina onipresente em eubactérias e estd entre as mais
conservadas entre organismos bacterianos. E uma protefna multifuncional que estd
relacionada com recombinagdo homodloga e mecanismo de reparo do DNA, atuando na
ligacdo de trechos de fita simples, desenrolando a dupla hélice e encontrando regides de
homologia entre cromosomos na recombinagdo homoéloga (KREUTZER et al., 1994). A
recombinase A € codificada pelo gene recA que, devido a sua ampla distribui¢do entre
0s organismos € por ser um gene housekeeping, tem sido relatado como um marcador
molecular potencial para desvendar relagdes filogenéticas entre niveis taxondmicos
como familias, classes e filos (EISEN, 1995; ZEIGLER, 2003).

Payne e colaboradores (2005) efetuaram um estudo com a gene recA do género
Burkholderia, que englobou espécies de importincia ecoldgica, biotecnoldgica e
patogénica. A partir de andlises filogenéticas deste gene foi possivel a diferenciacdo de
espécies do género, incluindo a discriminag¢do do complexo B. cepacia, confirmando a
eficiéncia deste gene como ferramenta molecular para identificacdo de espécies de
Burkholderia.

Thompson e colaboradores (2004) efetuaram um estudo utilizando-se sequéncias
do gene recA da familia Vibrionaceae e os resultados revelaram similaridades de no
maximo 84% entre os gé€neros Vibrio e Photobacterium, e nas andlises com linhagens
da familia Vibrionaceae foram observados valores de similaridade entre 83% e 99%,
indicando que este gene apresentou poder discriminatério muito maior do que o

observado com o gene 16S RNAr (similaridades superiores a 98%).
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Com o objetivo de se avaliar o gene recA como uma ferramenta para
identificacdo de linhagens do género Streptococcus, Zbinden e colaboradores (2011)
efetuaram andlises das sequéncias deste gene (313 pb) que permitiram a diferenciacéo
de membros do grupo S. mitis. Neste mesmo estudo foram identificados seis
nucleotideos especificos para a espécie S. pneumoniae e os autores concluiram que a
andlise das sequéncias do gene recA pode ser implementada como uma técnica em

diagnosticos de rotina em laboratorios.

7. Regiao espacadora 16S-23S DNAr

Os genes do operon ribossomico (DNAr) codificam os RNAs ribossomais 168S,
23S e 5S que constituem o ribossomo, uma organela de funcfo essencial para a
sobrevivéncia de todos os organismos vivos (WOESE, 1987; GURTLER; STANISICH,
1996). O operon DNAr contém, geralmente, o gene 16S, uma regido espagadora, o gene
23S, uma segunda regido espacadora e o gene 5S, no sentido 5° para 3’. (GURTLER;
STANISICH, 1996).

Andlises da regido espacadora 16S-23S DNAr tém sido efetuadas para
diferenciagdo de espécies bacterianas de diversos grupos taxondmicos. Estudos da
regido espacadora 16S-23S DNAr permitiram a diferenciacdo de linhagens de
Staphylococcus aureus através da técnica de PCR, revelando polimorfismo nesta regido
para estes microrganismos (DUBEY et al., 2009).

Mora e colaboradores (2003) efetuaram um estudo com as espécies do género
Streptococcus baseado em sequéncias da regido espagadora 16-23S DNAr e obtiveram a
clara diferenciacdo de todas as espécies.

Em estudo realizado por Magray e colaboradores (2011) foram analisadas
sequéncias do gene 16S RNAr e regido espacadora 16S-23S RNAr que permitiram a
identificacdo de um isolado bacteriano de amostras de 4gua como pertencente a espécie
Escherichia coli, o que é de grande importancia uma vez que este patdgeno caracteriza
contaminagio fecal.

Ainda, andlises comparativas de sequéncias do gene 16S RNAr e regido
espacadora 16S-23S RNAr também foram efetuadas para confirmacgio da identidade de
linhagens probidticas do género Lactobacillus previamente identificadas por testes
bioquimicos. Os resultados mostraram que algumas espécies foram erroneamente

identificadas pelos testes bioquimicos e foram reclassificadas através das andlises das
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sequéncias do gene 16S RNAr e regido espacadora 16S-23S RNAr, indicando que estes
marcadores moleculares podem ser utilizados para uma répida e confidvel identificacdo
destes microrganismos (CHIN et al, 2011).

Na d4rea da fitopatologia estudos filogenéticos também tém sido realizados
baseados em sequéncias da regido espagadora 16S-23S DNAr incluindo
microrganismos de grande importincia econdmica. Através da técnica de PCR-RFLP
desta regido, foi possivel a diferenciagdo em nivel infra-especifico de Pseudomonas
syringae, indicando grande variabilidade destas sequéncias neste grupo de fitopatogenos
(MANCEAU; HORVALIS, 1997).

Ainda, Kong e colaboradores (2005) realizaram estudos filogenéticos com
linhagens pertencentes aos patovares de P. savastanoi e P. syringae utilizando-se
sequéncias da regido espacadora 16S-23S RNAr. Neste mesmo estudo os resultados das
andlises das sequéncias permitiram a identificagdo de nucleotideos especificos que
possibilitaram a diferenciacdo de P. syringae pv. tagetis e P. syringae pv. helianthi dos
outros patovares analisados e também foi observada uma baixa diversidade genética
entre linhagens de P. syringae pv. tagetis.

A regido espagadora 16S-23S RNAr também tem sido utilizada em diversos
estudos do género Xanthomonas. Honeycutt e colaboradores (1995) desenvolveram um
par de primers que detectou variacdes no tamanho das sequéncias desta regido em
algumas espécies do género Xanthomonas incluindo X. albilineans, indicando que este
marcador molecular pode ser utilizado para o diagndstico destas espécies.

Em outro estudo baseado na regido espagcadora 16S-23S RNAr, Maes e
colaboradores (1996) desenvolveram um par de primers que mostrou-se especifico para
os patovares da espécie Xanthomonas campestris que causam doengas em brassicas,
podendo ser utilizado para a deteccdo destes fitopatdgenos em sementes e assim,
auxiliar no controle da doenca.

Andlises filogenéticas das sequéncias desta regido com espécies do género
Xanthomonas, revelaram topologia similar a obtida com as sequéncias do 16S DNAr,
além de apresentar maior diversidade genética (16,2 %) quando comparado ao gene 16S
RNAr (1,8 %), (GONCALVES; ROSATO, 2002).

Destéfano e Rodrigues Neto (2002) efetuaram um estudo com as linhagens de
Xanthomonas patogénicas aos citros utilizando-se a técnica de PCR-RFLP da regido
espacadora 16S-23S RNAr e obtiveram a clara diferenciagdo da espécie X. citri (sin. X.

axonopodis pv. citri), agente causal do cancro citrico, das espécies X. fuscans subsp.
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aurantifolii (sin. X. axonopodis pv. aurantifollii) e X. alfalfae subsp. citrumelonis (sin.
X. axonopodis pv. citrumelo). Os resultados obtidos foram de grande importincia uma
vez que as espécies X. citri e X. fuscans subsp. aurantifolii causam sintomas bastante
semelhantes e a correta identificagdo destes patdgenos é fundamental para que sejam
executadas medidas de controle adequadas.

Outro estudo utilizando-se a técnica de PCR-RFLP da regido espacadora 16S-
23S RNAr foi realizado por Destéfano e colaboradores (2003) tendo como objetivo a
diferenciacdo das espécies do género Xanthomonas patogénicas a cana de acucar. Os
autores obtiveram a diferenciacdo das espécies X. axonopodis pv. vasculorum (sin. X.
campestris pv. vasculorum Tipo A), X. vasicola pv. vasculorum (sin. X. campestris pv.
vasculorum Tipo B), X. albilineans e X. sacchari e também a classificacido de linhagens
das espécies X. campestris pv. indeterminado e Xanthomonas sp. como pertencentes as
espécies X. axonopodis pv. vasculorum e Xanthomonas sacchari respectivamente. Estes
resultados confirmaram que a técnica de PCR-RFLP da regido 16S-23S RNAr pode ser
utilizada como um método simples, rapido e confidvel para o diagnéstico de linhagens
do género Xanthomonas associadas a doencas de cana de agucar.

Os resultados obtidos nestes estudos do género Xanthomonas contribuiram para
que esta regido fosse incluida nas andlises de MLSA, pois embora nio seja um gene
housekeeping, geralmente utilizado nestas andlises, apresenta uma variabilidade

genética capaz de diferenciar as espécies deste género.
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OBJETIVOS
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1. Objetivo Geral

Caracterizag@o taxondmica de espécies do género Xanthomonas

2. Objetivos especificos

* Diferenciacdo das espécies Tipo do género Xanthomonas por PCR-RFLP e
andlise filogenética do gene rpoB;

* Esclarecimento da posicdo taxonomica das linhagens de X. sp. pv. viticola (sin.
X.c. pv. viticola), X. sp. pv. betae (sin. X.c. pv. betae), X. sp. pv. paulliniae (sin.
X.c. pv. paulliniae), X. sp. pv. arracaciae (sin. X.c. pv. arracaciae), X. sp. pv.
esculenti (sin. X.c. pv. esculenti) e X. sp. pv. eucalypti (sin. X.c. pv. eucalypti)
por meio da técnica de MLSA e hibridizacio DNA-DNA;

* Diferenciagdo dos patovares da espécie Xanthomonas campestris;

e Desenvolvimento de primers para as espécies Xanthomonas campestris,

Xanthomonas translucens, Xanthomonas cucurbitae € Xanthomonas melonis.
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MATERIAL E METODOS
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1. Linhagens

As linhagens de Xanthomonas utilizadas neste estudo foram cedidas pela

Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico (IBSBF), do Laboratério de

Bacteriologia Vegetal do Centro Experimental do Instituto Biol6gico, Campinas, SP, e

estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Linhagens de Xanthomonas utilizadas neste estudo.

Outras
Linhagem IBSBF Hospedeiro Procedéncia
colecoes
Acidovorax avenae subsp. citrulli 18517 | LMG 5376" | Citrullus lanatus EUA
Bacillus licheniformis 955 Cucumis melo Brasil
Pantoea agglomerans 1417"| LMG 2565" | cereais Canada
Pectobacterium carotovorum subsp. T T
863" [ LMG 2404 | Solanum tuberosum Dinamarca
carotovorum
Pectobacterium atrosepticum 18197 | LMG 2386" | Solanum tuberosum Reino Unido
Pseudomonas cichorii 1784" | LMG 2162" | Cichorium endivia Alemanha
Pseudomonas fuscovaginae 975" | LMG 2158" Oryza sativa Japao
Pseudomonas syringae pv. . b
1258" | LMG 5070" | Cucumis sativus EUA
lachrymans
Pseudomonas syringae pv. b p | Brassica oleracea var. Nova
11217 LMG 5071
maculicola botrytis Zelandia
Pseudomonas syringae pv. syringae 2817 | ICMP 3023" | Syringa vulgaris Reino Unido
X. albilineans 1374" | ICMP 196" | Saccharum officinarum Ilhas Fiji
) ) ] T T ] Nova
X. arboricola pv. juglandis 1375 ICMP 35" | Juglans regia
Zelandia
X. axonopodis pv. axonopodis 14447 LMG 538" | Axonopus scoparicus Coldmbia
873 | NCPPB 3110 | Mangifera indica Brasil
X. axonopodis pv. mangiferaindicae
1230 Mangifera indica Brasil
X. axonopodis pv. vitians 17097 | ICMP 336" | Lactuca sp. EUA
X. bromi 1567" LMG 947" | Bromus carinatus Franca
X. campestris pv. campestris 1163" ICMP 13" | Brassica oleracea var. Inglaterra
gemmiifera
X. campestris pv. aberrans 885" | ICMP 4805" | Brassica oleracea Austrélia
X. campestris pv. armoraciae 1102° ICMP 7° | Iberis sp. TanzAnia
X. campestris pv. barbariae 7737 LMG 547" | Barbarea vulgaris EUA
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884°F

ICMP 1404°

Raphanus sativus

X. campestris pv. raphani EUA
X. cassavae 270" LMG 673" | Manihot esculenta Malawi
X. citri subsp. citri (sin. X. b b Nova
1412 ICMP 24" | Citrus limon
axonopodis pv. citri) Zelandia
X. codiae 1389" | LMG 8678" | Codiacum variegatum var. | EUA
pictum
] T - ] ) Nova
X. cucurbitae 268 LMG 690" | Cucurbita maxima
Zelandia
X. fragariae 13717 | ICMP 5715" | Fragaria hib. EUA
X. hortorum pv. hederae 1391"|  LMG 733" | Hedera helix EUA
X. hyacinthi 1390" LMG 739" | Hyacinthus orientalis Holanda
X. melonis 68" | LMG 8670" | Cucumis melo Brasil
X. oryzae pv. oryzae 17327 | 1CMP 31257 | Oryza sativa fndia
X. pisi 1356" LMG 847" | Pisum sativum Japao
X. sacchari 13137 LMG 471" | Saccharum officinarum Guadeloupe
b NCPPB )
X. sp. pv. arracaciae 358 » | Arracacia xanthorrhiza Brasil
2436
X. sp. pv. betae 857" | ICMP 8917" | Beta vulgaris Brasil
X. sp. pv. esculenti 849" | ICMP 5729 | Abelmoschus esculentus Brasil
X. sp. pv. eucalypti 1738" | ICMP 5382" | Eucalyptus maculata var. Austrélia
citriodora
b o | Paullinia cupana var. )
X. sp. pv. paulliniae 828" | ICMP 8919 Brasil
sorbilis
1967° | ICMP 3867" | Vitis sp. India
X. sp. pv. viticola 1370 Vitis vinifera Brasil
1926 Vitis vinifera Brasil
X. sp. pv. vitiscarnosae 20367 ICMP 90° | Vitis carnosa fndia
X. sp. pv. vitistrifoliae 1968" | ICMP 5761" | Vitis trifolia fndia
X. theicola 15657 | LMG 8684" | Camellia sinensis Japao
X. translucens pv. arrhenatheri 1344" | ICMP 7727 | Arrhenatherum elatius Suica
X. translucens pv. cerealis 580" | ICMP 1409" | Bromus inermis EUA
X. translucens pv. graminis 688" | ICMP 5733" | Dactylis glomerata Suica
X. translucens pv. hordei 686" | ICMP 5735" | Hordeum vulgare India
X. translucens pv. phlei 1340° | ICMP 7725" | Phleum pratense Noruega
X. translucens pv. phleipratensis 692" | ICMP 5744 | Phleum pratense EUA
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X. translucens pv. poae 1339° | ICMP 7726" | Poa trivialis Suica
X. translucens pv. secalis 827" | ICMP 5749 | Secale cereale Canada
X. translucens pv. translucens 581" | ICMP 5752 | Hordeum vulgare EUA
X. translucens pv. undulosa 579" | ICMP 5755 | Triticum turgidum Canada
b b Nova
X. vasicola pv. holcicola 865 LMG 736" | Sorghum bicolor
Zelandia
T T Nova
X. vesicatoria 1338 LMG 911" | Lycopersicon esculentum
Zelandia

T = linhagem tipo; ¥ = linhagem referéncia do patovar; IBSBF (Cole¢io de Culturas de Fitobactérias do Instituto
Bioldgico, Campinas, SP, Brasil); LMG (Laboratorium voor Microbiologie, Belgium); ICMP (International Collection
of Micro-organisms from Plants, New Zealand); NCPPB (National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, United

Kingdom).

2. Reativacio de culturas e condicoes de cultivo

As linhagens de Xanthomonas preservadas por liofilizacdo foram reativadas de
acordo com as instrucdes do Curador da Colecdo IBSBF e cultivadas em meio NA
(Extrato de carne 3,0 g; Peptona 5,0 g; Cloreto de Sédio 5,0 g e Agar 15 g, q.s.p. 1000
mL), exceto as linhagens pertencentes as espécies X. albilineans e X. fragariae que
foram cultivadas em meio YSG (Extrato de Levedura 5,0 g; Glucose 5,0 g; Fosfato de
Amdnia Monobisico 0,5 g; Fosfato de Potdssio Dibasico Anidro 0,2 g; Agar 18 g, q.s.p.
1000 mL). As culturas foram incubadas a 28°C por 48 horas.

3. Extracio de DNA genomico

As culturas de Xanthomonas spp. foram submetidas a extracdo de DNA de acordo
com a metodologia descrita por Pitcher e colaboradores (1989).

Cerca de 100 mg de biomassa de bactéria foram transferidas para 5 mL de meio
liquido e incubadas a 28°C por 12 a 16 horas, sob agita¢do constante de 150 rpm. A
cultura liquida foi submetida a centrifugacdo, as células foram suspensas em 100 puL de
solu¢do de TE pH 8,0 (10 mM Tris; 1 mM EDTA) contendo 2 mg/mL de lisozima,
homogeneizadas com a utilizagdo de vortex e incubadas a 37 °C por uma hora. Apds
esse periodo foram adicionados 500 pL de solu¢do de tiocianato de guanidina 5 M e a
mistura foi agitada brevemente. Em seguida, adicionou-se 250 puL de acetato de amdnio

7,5 M misturando-se por inversdo e incubando-se as amostras no gelo por dez minutos.
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Adicionou-se, posteriormente, 500 puL de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1 v/v) e
apos agitacdo manual vigorosa, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos
sendo a fase aquosa transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado com 0,54
volume de isopropanol (cerca de 450 uL) a solugdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 2
minutos e o sedimento foi lavado trés vezes com etanol 70%, aplicando-se pulsos curtos
de centrifugacdo. O sedimento foi seco a temperatura ambiente e depois suspendido em
200 pL de tampao TE pH 8,0. Adicionou-se 2 uL. de RNAse (10 mg/mL) e a solugéo foi
incubada a 37 °C por uma hora. Posteriormente, adicionou-se 40 pL de LiCl 4 M e 1
volume de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1), cerca de 240 uL. Apds centrifugacio
de 10 min a 12000 rpm, a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, o DNA
foi precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, cerca de 400 uL, e os sedimentos
lavados duas vezes com etanol 70%. Apds secar em temperatura ambiente o DNA foi
suspendido em 20 a 50 uL de d4gua milli-Q e estocado a 20 °C negativos.

A pureza e quantificacdio do DNA das amostras foram realizadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,6% em tampao TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/0,001 M
EDTA). Os géis foram corados com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados em
transiluminador sob luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de

fotodocumentagdo Alpha Innotech 2200.

4. Amplificacao por PCR dos diferentes genes

Nesse estudo foram analisados diversos genes e utilizados diferentes pares de
primers e suas sequéncias estdo listadas na Tabela 2. Os experimentos de amplificacdo
foram realizados preparando-se reacdes de 25 uL, contendo 200 ng de DNA
cromossdmico, 1X tampdo da enzima Tag DNA polimerase (Fermentas) e 1X BSA
(Bovine Serum Albumine) (10 mg/mL). As concentragdes dos reagentes e 0s programas
de amplificacdo foram padronizados para as linhagens de Xanthomonas através de
experimentos de gradiente de temperatura e testes com varia¢des nas quantidades dos
reagentes utilizados nas reagdes (Tabela 3). As regides amplificadas e os tamanhos dos
fragmentos obtidos variaram de acordo com os pares de primers utilizados (Tabela 3).

Os primers correspondentes ao gene rpoB e os pares de primers especificos para
as espécies X. campestris, X. translucens, X. cucurbitae e X. melonis foram

desenvolvidos neste estudo.
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Para a andlise de multilocus foram amplificadas partes dos genes rpoB
(subunidade beta da RNA polimerase), rpoA (subunidade alfa da RNA polimerase),
atpA (unidade alfa da ATP sintase), recA (recombinase A) e regido espacadora 16S-23S
DNAr. Os primers correspondentes aos genes rpoA, atpA e recA foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Fabiano Thompson da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). Os primers pHR e p322-anti, correspondentes a regido espacadora 16S-23S
DNAr, estdo descritos na literatura (MASSOL-DEYA et al., 1995; HONEYCUTT et
al., 1995).

Os experimentos foram realizados em termociclador MyCycler, Bio-Rad. Os
produtos da amplificagdo foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose
1% a 2% de acordo com o tamanho do produto de amplificagdo. Os géis foram corados
com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados e fotografados em sistema digital

Alpha Innotech 2200.

Tabela 2. Seqiiéncias dos primers utilizados neste estudo.

Cédigo | Sequéncia do primer (5> - 3°)* |n’. nucleot.
xcamR CGTTGCGGCGTCGATCT 17
atpA3F CGCATCCTBGARGTKCCG 18
atpA7R GCRCGCTCSAGCARRCG 17
pHR TGCGGCTGGATCACCTCCTT 20
p322anti| GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC 21
recASF GGYGAGATGGGMGAYCAG 18
recA7R | TTKCCYTGSCCGATSCGCTC 20
rpoAlF | TCGAWGGBBTDCAGGAAGA 19
rpoA3R GGCGGCCARTTVTCSAR 17
rpoB2F TCAAGGAGCGTCTGTCGAT 19
rpoB3R TCTGCCTCGTTGACCTTGA 19
trans1F CACGATTCTAAGAGCCGC 18
trans2R GCCGCGCTTGGCGTTC 16
mecF TGGGAGAGCACCTGCTTTG 19
mecR GCCACCAACGCGAACATA 18
axolF ACAGGCTCCACCATTTGA 18
axo2R | CCTCAACGACACGTTTAGATAG 22

B (C/G/T); D (A/G/T); H (A/C/T); K (G/T); M (A/C); N (G/A/C/T);
R (A/G); S (C/G); V (A/C/G); W (A/T); Y (C/T)
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Tabela 3. Pares de primers, regides amplificadas, tamanhos dos fragmentos, concentracdes de reagentes e programas de amplificacao
utilizados nos experimentos

Pares de o< . primers dNTPs Taq DNA pol . <
primers Regiao amplificada pb (uM) (mM) (Ulreaciio) Programas de Amplificacao
rpoB2F/rpoB3R parte do gene rpoB 800 0,4 0,2 2,0 94 °C/2 min; 35X (94 °C/30 s,
63 °C/30 s, 72 °C/1 min); 72° C/5 min
94 °C/2 min; 35X (94 °C/30 s,
rpoA1F/rpoA3R parte do gene rpoA 700 0,5 0,2 3,0 58 °C/30 s, 72 °C/1 min): 72 °C/5min
94 °C/2 min; 35X (94 °C/30 s,
atpA3F/atpA7R parte do gene atpA 600 0,5 0,2 4,0 61 °C/30 s, 72 °C/1 min);
72 °C/5 min
94 °C/2 min; 35X (94 °C/30 s,
recASF/recA7TR parte do gene recA 400 0,5 0,2 2,0 65 °C/30 s, 72 °C/1 min): 72 °C/5 min
95 °C/2 min; 30X (94 °C/1 min,
pHR/p322anti regido espagadora 16S-23S DNAr 1000 0,4 0,2 2,0 60 °C/1 min, 72 °C/3 min);
72 °C/5 min
regido do gene rpoB especifica para 94 °C/2 min; 35X (94 °C/30 s,
rpoB2F/xcamR X. campestris 700 0.4 0.2 2,0 63 °C/30 s, 72 °C/1 min), 72 °C/5 min
regido do gene rpoB especifica para 94 °C/5 min; 35X (94 °C/30 s,
transF/irans2R X. translucens 300 0.4 0.2 2,0 65 °C/30 s, 72 °C/1 min), 72 °C/5 min
parte da regido espacadora 16S-23S X 3001) tae) 95 °C/2 min; 30X (94 °C/1 min,
mecF/mecR | DNAr especifica para X. cucurbitae e 'C"gg(r) tae 0.4 0.2 2,0 55 °C/1 min, 72 °C/3 min),
X. melonis . 72 °C/5 min
(X. melonis)
axolF/axo2R regido especifica para X. axonopodis 200 0,4 0,2 2,0 95 °C/2 min; 30X (94 °C/1 min, 67

°C/1 min, 72 °C/3 min); 72 °C/5 min




5. Analises de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Length Polymorphism) do gene rpoB

O gene rpoB foi avaliado como marcador molecular para a diferenciacao das espécies
Tipo do género Xanthomonas e posteriormente diferenciacdo dos patovares da espécie X.
campestris (Tabela 1). Para as amplificagdes foi utilizado o par de primers rpoB2F/rpoB3R
e os produtos de amplificagdo desse gene (800 pb) foram submetidos a digestdes com as
enzimas de restricao Afa I, Alu 1, Cfo 1, Dde 1, Hae 111, Hinf 1, Hpa 11, Hsp 92 1I, Mbo 1 e
Taq 1 (Fermentas). Nas reacdes foram utilizados 5 pLL do produto gerado pela amplificacao,
em reacoes de 15 pL contendo 5 U da enzima por reagdo. As condi¢des de temperatura
foram empregadas de acordo com as instrucdes do fabricante (Fermentas). A observacdo do
perfil de restri¢cdo foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 4%. Os géis
foram corados com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados e fotografados em sistema

digital Alpha Innotech 2200.

6. Analise dos padroes de fingerprinting

Os perfis obtidos por PCR-RFLP do gene rpoB das espécies Tipo de Xanthomonas
foram analisados através do sistema bindrio (bandas presentes, 1 ou ausentes, O para cada
linhagem). Os fragmentos abaixo de 100 pb nao foram considerados nas anélises. A matriz
de similaridade foi construida utilizando-se o programa de similaridade para dados
qualitativos (SIMQUAL), com o coeficiente de Jaccard (Sj). Os dendrogramas foram
construidos utilizando-se o algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Mean) por meio do programa NTSYS-PC (Rohlf, 1992). As
andlises de agrupamento foram baseadas nos perfis de restricdo gerados. Os perfis de
restricdo obtidos foram confirmados utilizando-se o programa insilico.ehu.es (Bikandi et

al., 2004).

7. Sequenciamento

Os produtos de amplificacdo correspondentes as partes dos genes rpoB, rpoA, atpA,
recA e regiao espagadora 16S-23S DNAr das linhagens de Xanthomonas foram purificados

utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com
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as recomendagdes do fabricante, para posterior sequenciamento. Apds as purificacdes, os
DNAs foram quantificados em gel de agarose 1%.

As reagdes para sequenciamento foram efetuadas utilizando-se o kit Big Dye (Applied
Biosystems) e empregando-se os mesmos primers da amplificagdo por PCR (Tabela 2). As
purificagdes das reacdes foram realizadas de acordo com recomendacdes do fabricante do
kit. As amostras de DNA foram secas, suspensas em tampao apropriado e submetidas a
eletroforese no seqiienciador automatico, marca Applied Biosystems-Hitachi, modelo ABI
Prism 3700 DNA Analyzer. O sequenciamento foi efetuado no Laboratério de Bioquimica
Fitopatoldgica do Instituto Biolégico, Sao Paulo, SP, em colabora¢do do Prof. Dr. Ricardo

Harakava.

8. Analise de Multilocus (MLSA)

Nas andlises de multilocus foram utilizadas seqii€ncias dos genes rpoB, rpoA, atpA,
recA e regido espacadora 16S-23S DNAr das linhagens de Xanthomonas, assim como a
seqliéncia dos mesmos genes de Stenotrophomonas malthophilia K279a, utilizada como
grupo externo, disponivel na base de dados do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.ecov/Genbank) sob numero de acesso NC_010943.1. As

seqliéncias foram editadas e alinhadas utilizando-se o programa BioEdit (HALL, 1999).
Posteriormente foram construidas arvores filogenéticas utilizando-se o método Neighbor-
Joining (SAITOU; NEI, 1987) no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). Anélises de
bootstrap com 1000 repeti¢des foram realizadas para prover suporte aos ramos das drvores
filogenéticas obtidas, estimando a sua consisténcia interna. A partir dos dados de
alinhamento também foram construidas matrizes de similaridade das seqiiéncias para as
andlises com o gene rpoB e para as andlises de multilocus utilizando-se as sequéncias
concatenadas dos genes rpoB, rpoA e regiao espacadora 16S-23S DNAr. As matrizes foram
construidas utilizando-se o parametro Kimura 2 de correcao (KIMURA, 1980) por meio do

programa MEGA 5.
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9. Desenho e sintese de primers especificos

As sequéncias obtidas foram alinhadas e os primers especificos foram desenhados a
partir de diferencas observadas na sequéncias do gene rpoB (primers especificos para X.
campestris e X. translucens) e regido espacadora 16S-23S DNAr (primers para X.
cucurbitae e X. melonis); e a sintese dos primers foi efetuada pela empresa Invitrogen.
Posteriormente, a especificidade de cada conjunto de primers foi confirmada em
experimentos utilizando-se DNAs de bactérias pertencentes a outros géneros e patogénicas
as mesmas plantas hospedeiras. Os produtos obtidos foram visualizados em gel de agarose
2% corado com brometo de etideo (10 mg/mL), visualizados em transiluminador de luz

ultra-violeta e fotogratados em sistema digital Alpha Innotech 2200.

10. Niveis de sensibilidade da técnica de PCR utilizando-se os primers

desenvolvidos

O grau de sensibilidade da técnica de PCR empregando-se os primers desenhados
foi determinado por meio de testes utilizando-se dilui¢des seriadas do DNA gendmico das
linhagens de X.c. pv. campestris (IBSBF 1163h), Xx.1. pv. translucens (IBSBF 581T), X.
cucurbitae (IBSBF 268 )/ X. melonis (IBSBF 68 ") nos experimentos de amplificacdo
utilizando-se os pares de primers rpoB2F/xcamR, translF/trans2R e mecF/mecR,
respectivamente. As quantidades de DNA variaram de 200 ng a 0,01 pg. Os produtos das
amplificacdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%, corado com

brometo de etideo (10 mg/mL) e fotografado em sistema digital Alpha Innotech 2200.

11. Hibridizacao DNA-DNA

Os experimentos de hibridizacio DNA-DNA foram realizados de acordo com a

metodologia descrita por Gongalves e colaboradores (2000).

11.1. Formato Slot-blotting

Os DNAs a serem transferidos para as membranas de nitrocelulose, cerca de 200 ng,
foram fervidos em tampao TE (IM pH 8) por 10 minutos para desnaturacdo e passados

imediatamente para o gelo. Posteriormente, adicionou-se 1 volume de SSC 20X (citrato de
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sodio 0,3 M; NaCl 3 M) as amostras desnaturadas que permaneceram no gelo. A membrana
de nitrocelulose foi lavada em SSC 10X e colocada no sistema de Slot-blotting. Um volume
de 0,5 mL de SSC 10X foi aplicado em cada canaleta do slot para lavagem. Apds a
lavagem, 200 ng das amostras de DNA foram aplicadas e transferidas para a membrana por
meio de bomba de vacuo. As canaletas 1A e 1B foram utilizadas como controle, contendo o
DNA da linhagem utilizada como sonda. Depois de todo o volume das amostras ter passado
pela membrana, foram adicionados 0,5 mL de tampao SSC 10X para lavagem das canaletas
e ao final, a bomba ficou ligada por mais 5 minutos para secagem da mesma. A membrana
foi retirada e colocada sobre papel de filtro umedecido com solu¢do de desnaturagdo (NaCl
1,5 M; NaOH 0,5 M) por 20 minutos. Posteriormente, a membrana foi transferida para
papel de filtro umedecido com solucao de neutralizagdo (NaOH 20 mM; acetato de amonio
1 M) por 10 minutos, colocada sobre papel de filtro e queimada por 2 horas a 80 °C em
forno de hibridizacdo. Foram preparadas trés membranas para a hibridizacado DNA-DNA
(repeti¢des) e uma membrana para a hibridiza¢do utilizando-se como sonda o gene 16S

RNAr.

11.2. Marcacao nao radioativa da sonda

Foi utilizado o Kit de marca¢do ndo radioativa DIG (DIG DNA Labeling and
Detection Kit — Roche). O DNA a ser marcado (cerca de 500 ng) foi diluido para um
volume total de 15 pL e desnaturado por aquecimento por 10 minutos em 4gua fervente e
posterior passagem para o gelo. Para o controle da reagdo de marcacdo utilizou-se 5 uL. do
DNA-controle (tubo 2) contido no kit. As amostras no gelo a serem marcadas, adicionou-se
2 uL de hexanucleotideos (tubo 5), 2 uL da mistura de dNTPs (tubo 6) e 1 uL da enzima
Klenow (tubo 7). Incubou-se a 37 °C por aproximadamente 18 horas. Adicionou-se entdo, 2
uL de EDTA 0,2 M, pH 8,0 para parar a reacdo. O DNA marcado foi precipitado
adicionando-se 2,5 uL de cloreto de litio (LiCl) 4 M e 75 puL de etanol absoluto gelado (20
°C negativos); e mantido por 30 minutos a 70 °C negativos. Posteriormente, centrifugou-se
por 15 minutos e o sedimento foi lavado com 50 pL de etanol 70% gelado. O DNA

marcado foi seco brevemente sob vacuo e dissolvido em 50 pL de tampao TE.
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11.3. Hibridizacao

Foi adicionado aproximadamente 0,2 mL de solu¢do de pré-hibridiza¢iao (SSC 5X;
N-laurilsarcosina 0,1%; SDS 0,02%; formamida 50%, agente bloqueador 2%) para cada
cm’ de membrana. A membrana foi embebida em solucdo SSC 6X até completa hidratagao
e transferida para uma garrafa de hibridizacdo. Adicionou-se a solucdo de hibridizagao e
incubou-se por 4 horas sob leve agitacdo a 68 °C (pré-hibridiza¢do). Apds este periodo, a
sonda foi desnaturada em banho-maria fervente por 5 minutos, e transferida imediatamente
para o gelo. Nova solugdo de hibridizacdo foi adicionada as garrafas contendo as
membranas a serem hibridizadas. Em seguida, adicionou-se a sonda e incubou-se durante a
noite a 68 °C, sob leve agitacdo. Apds hibridiza¢do, as membranas foram lavadas 2 vezes
por 5 minutos em SSC 2X e SDS 0,1% a temperatura ambiente, num volume suficiente
para cobri-las. Em seguida foram realizadas duas lavagens de 15 minutos em SSC 0,1X e

SDS 0,1% a 68 °C sob constante agitacao.

11.4. Deteccao

Depois das lavagens, as membranas foram incubadas por 5 minutos em tampao de
acido maleico (dcido maleico 0,1 M pH 7.,5; NaCl 0,15 M). Em seguida foram incubadas
por 30 minutos em 100 mL de solucdo bloqueadora 1%. O anticorpo conjugado anti-DIG-
AP foi diluido para 75 Um/ml (1:10000) em solucdo bloqueadora e adicionado as
membranas e incubado por 30 minutos, sob baixa rotagdo. Apds este periodo, foram
efetuadas duas lavagens de 15 minutos com 100 mL de tampdo de 4acido maleico. As
membranas foram entio equilibradas por 5 minutos em 50 mL de tampao de detecc¢ao (Tris-
HCL 10 mM pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl, 10 mM). O substrato quimioluminescente CSPD
foi diluido (1:100) em 10 ml do tampdo de detec¢do e adicionado as membranas. Apds
incubacdo de 5 minutos as membranas foram colocadas em sacos pldsticos, seladas e

expostas a filmes de raio-X por aproximadamente 10 minutos.

11.5. Analise dos resultados

Ap6s a revelagdo, os filmes foram digitalizados (scanner) e a leitura dos sinais de

hibridizacdo foi realizada com a utilizagdo do programa Kodak Digital Science 1D Image
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Analysis Software (DC120). Nas andlises, a membrana hibridizada com o gene 16S RNAr
(similaridade deste gene € de aproximadamente 100% no género Xanthomonas) foi
utilizada para a normalizacdo das quantidades de DNA, uma vez que o célculo das
concentracoes de DNAs a serem transferidos para as membranas foi baseado em
comparacdo visual com o DNA do fago lambda. O sinal correspondente ao controle da
sonda foi considerado como controle positivo da hibridiza¢do (100% de homologia). Por
exemplo, se a leitura da banda para a linhagem utilizada como sonda (controle) foi 18,66 de
intensidade, valor fornecido pelo programa de leitura, assumiu-se que ela continha 200 ng
de DNA hibridizado, ou seja, 100% de hibridizacado DNA-DNA. Todas as outras leituras
foram normalizadas com este controle, sendo que a porcentagem de homologia foi
determinada por regra de trés, a partir dos valores de intensidade gerados pelo programa.
Para valores de homologia acima de 70% considera-se que as linhagens pertencem a

mesma espécie (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).
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Abstract

The rpoB gene was evaluated as an alternative molecular marker for the
differentiation of Xanthomonas species and to better understand of the phylogenetic
relationship within the genus. PCR-RFLP experiments using Hae III allowed differentiating
Xanthomonas species, mainly those that affect the same plant host such as X. albilineans
and X. sacchari, pathogenic to sugarcane; X. cucurbitae and X. melonis, which cause
disease in melon; and X. gardneri, X. vesicatoria and X. euvesicatoria/X. perforans,
pathogenic to tomato. Phylogenetic relationship within the genus Xanthomonas were also
examined by comparing partial rpoB gene sequences (612 nucleotides) and the
Xanthomonas species were separated in two main groups: Group I, well-supported by
bootstrap values of 99%, comprised X. euvesicatoria, X. perforans, X. alfalfae, X. citri, X.
dyei, X. axonopodis, X. oryzae, X. hortorum, X. bromi, X. vasicola, X. cynarae, X. gardneri,
X. campestris, X. fragariae, X. arboricola, X. cassavae, X. cucurbitae, X. pisi, X.
vesicatoria, X. codiaei and X. melonis. Group II, well-supported by bootstrap values of
99%, comprised X. albilineans, X. sacchari, X. theicola, X. translucens and X. hyacinthi.
The similarity values observed among the species with the rpoB gene sequences in this
study ranged from 87.8% to 99.7%. Some species that showed 100 % of similarity values
in the PCR-RFLP analysis were not grouped in the phylogenetic analysis, suggesting that
the differences observed in the sequences analysis of rpoB gene are not in the restriction
sites recognized by the restriction enzymes. The results of PCR-RFLP of rpoB gene
indicate that this technique can be used for diagnosis and identification of some closely
related species within the genus, representing a rapid and inexpensive tool that can be
easily standardized between laboratories. Also, the results obtained in phylogenetic analysis
suggest that the rpoB gene can be used as an alternative molecular marker for the genetic

relatedness in Xanthomonas genus.

Introduction

The genus Xanthomonas comprises a great number of bacterial species with
different physiological and pathological characteristics responsible for diseases in many
economically important crops, including rice, beans, cassava, tomato, wheat, citrus,

crucifers and many others. Xanthomonas species have been subjected to several taxonomic
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studies using biochemical tests (Van Den Mooter & Swings, 1990), pathogenicity tests on
host range (Berthier et al., 1993), SDS-PAGE (Vauterin et al., 1991) and analysis of fatty
acids (Yang et al., 1993). However, such techniques are time-consuming as they require
days or weeks of manipulative procedures for their evaluation.

Molecular studies have also been performed, including DNA-DNA hybridization
(DDH) (Vauterin et al., 1992; Vauterin et al., 1995), analysis of the sequences of 16S
rDNA (Moore et al., 1997), PCR-RFLP analysis of rpfB and atpD genes (Simdes et al.,
2007), analyzis of the sequences of the intergenic spacer region 16S-23S rDNA (Gongalves
& Rosato, 2002), the gyrB gene (Parkinson et al., 2009), comparison of the profiles of
repetitive extragenic palindromic PCR (rep-PCR) (Rademaker et al., 2005) and multilocus
sequence analysis (MLSA) (Young et al., 2008; Young et al., 2010) and these techniques
have shown significant results for the differentiation of species of Xanthomonas.

The rpoB gene has been used as another molecular marker for identification,
differentiation and phylogenetic analysis of several species of bacteria. This gene is a
highly conserved housekeeping gene with a single copy in the genome and encoding the
beta subunit of RNA polymerase, responsible for the most catalytic functions of the enzyme
(Jin & Gross, 1989). Since 1997, numerous studies have been developed using the rpoB
gene, mainly in the clinical (Adékambi et al, 2008) and environmental areas (Dahllof et
al., 2000; da Mota et al., 2005). Recently, studies of the rpoB gene in Streptomyces (Mun
et al., 2007), Burkholderia, Ralstonia, Comamonas, and Breviundimonas (Tayeb et al.,
2008) revealed significant results in the identification of species of these genera, suggesting
that this gene can be a powerful tool to study different microorganisms.

In this study, partial sequences of the rpoB gene from 26 species of Xanthomonas
were determined to infer the phylogenetic relationship within the genus. Also, the
usefulness of rpoB gene as a molecular marker for the differentiation of the Xanthomonas

species was evaluated.
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Materials and methods

Bacterial strains

The type and pathovar reference strains of Xanthomonas used in this work were obtained
from the Phytobacteria Culture Collection of Instituto Biolégico (IBSBF), Sao Paulo,
Brazil (Table 1) and were grown in Nutrient Broth (0.3% ; Bacto Beef Extract; 0.5% Bacto
Peptone; 0.5% NaCl) or Nutrient Agar (NA), except for the X. albilineans, which were
cultivated in YSG (0.05% NH4H,PO4; 0.05% K,HPOy; 0.02% MgS0,4.7H,0; 0.5% Yeast
Extract; 0.5% Glucose; 1.5% Agar) at 28 °C for 48 hours. For DNA preparation, the strains
were grown in 5 mL of the appropriate medium for 28 °C/16-18 hours/150 rpm
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Table 1. Strains used in this study and GenBank accession numbers of rpoB gene sequences

T

Strain IBSBF Other Collections Host Origin Genbank
accession n°

X. albilineans 1374T ICMP 196T Saccharum officinarum Fiji Island HM469984
X. arboricola pv. juglandis 1375P ICMP 35P Juglans regia New Zealand HM469985
X. alfalfae (syn. X. axonopodis pv. alfalfae) 2730P ICMP 5718P Medicago sativa Sudan JF409701

X. axonopodis pv. axonopodis 1444T LMG 538T Axonopus scoparius Colombia GU074403
X. bromi 1567T LMG 947T Bromus carinatus France HM469986
X. campestris pv. campestris 1163T ICMP 13T Brassica oleracea var.gemmifera UK GU074401
X. cassavae 270T LMG 673T Manihot esculenta Malawi HM469987
X. citri subsp. citri (syn. X. axonopodis pv. citri) 1412P ICMP 24P Citrus limon New Zealand GU074402
X. codiaei 1389T LMG 8678T Codiaeum variegatum var. pictum USA HM469988
X. cucurbitae 268T LMG 690T Cucurbita maxima New Zealand HM469989
X. cynarae 1532T ICMP 16775T Cynara scolymus France JF409702

X. dyei pv. dysoxyli 2935p ICMP 545 P Dysoxylum spectabile New Zealand JF409706

X. euvesicatoria 2363T ICMP 109T Capsicum annuum USA JF409703

X. fragariae 1371T ICMP 5715T Fragaria hib. USA HM469990
X. gardneri 2373T ATCC 19865T Solanum lycopersicum Yugoslavia JF409705

X. hortorum pv. hederae 1391P LMG 733P Hedera helix USA HM469991
X. hyacinthi 1390T LMG 739T Hyacinthus orientalis Netherlands HM469992
X. melonis 68T LMG 8670T Cucumis melo Brazil HM469993
X. oryzae pv. oryzae 1732P ICMP 3125P Oryza sativa India HM469994
X. pisi 1356T LMG 847T Pisum sativum Japan HM469995
X. perforans 2370T ICMP 16690T Solanum lycopersicum Brazil JF409704

X. sacchari 1313T LMG 471T Saccharum officinarum Guadeloupe HM469996
X. theicola 1565T LMG 8684T Camellia sinensis Japan HM469997
X. translucens pv. translucens 581P ICMP 5752P Hordeum vulgare USA HM469998
X. vasicola pv. holcicola 865P LMG 736P Sorghum bicolor New Zealand HM469999
X. vesicatoria 1338T LMG911T Solanum lycopersicum New Zealand HM470000

= Type strain © = Pathovar reference strain; IBSBF (Phytobacteria Culture Collection of Instituto Bioldgico, Brazil); ATCC (American Type Culture Collection, USA); ICMP
(International Collection of Micro-organisms from Plants, New Zealand); LMG (Laboratorium voor Microbiologie, Belgium).
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DNA extraction and PCR conditions

The DNA extraction was performed according to Pitcher er al. (1989). The primers
corresponding to rpoB gene, rpoB 2F [5° TCA AGG AGC GTC TGT CGA T 3’] and rpoB
3R [ TCT GCC TCG TTG ACC TTG A 3’], were designed from xanthomonad
alignments of rpoB sequences available from GenBank of X. campestris pv. campestris
(accession number NC_010688.1), X. oryzae pv. oryzae (accession number NC_006834.1)
and X. axonopodis pv. citri (accession number NC_003919.1). The amplifications were
performed using 200 ng of genomic DNA in 25 YL reaction solutions containing 2.0 u Tag
polymerase (Invitrogen), 1 X Tag buffer, 200 phM dNTPs mixture, 1,5 mM MgCl, and 0.4
UM of each primer. The cycling conditions were: an initial denaturation step at 94 °C for 2
min; followed by 35 cycles of 94 °C for 30 sec, 63 °C for 30 sec and 72 °C for 1 min; and a
final extension at 72 °C for 5 min in a termocycler (Geneamp PCR System 9700; Perkin-
Elmer Corporation, Norwalk, Conn). The amplified region (795 pb) corresponded to
positions 1508 to 2303 of a total with 4152 nucleotides (nt).

Restriction fragment analysis

The PCR products were restricted with either Afa I, Alu I, Cfo 1, Dde 1, Hae 111, Hinf 1, Hpa
IT, Hsp92 11, Mbo 1 and Tagq I under conditions specified by the manufacturer (Fermentas).
The restriction fragments were separated by eletrophoresis in 4% agarose gels in 1 X TAE
buffer (40 mM Tris-acetate/ 1 mM EDTA). The gels were stained with 0.1 pg mL" of
ethidium bromide and then visualized and photographed under UV light using a digital
system (Alpha Innotech 2200). The restriction patterns were confirmed using the software
insilico.ehu.es (Bikandi et al., 2004). Dendrogram was constructed using fragments higher
than 100 bp, scored for the presence or absence, using Jaccard (J) coefficient and UPGMA
algorithm from the NTSYS-PC program (Rohlf, 1992).

rpoB gene sequencing

For the rpoB gene analysis, the PCR products corresponding to part of rpoB gene were
purified using the GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) under
conditions specified by the manufacturer and the sequencing reactions were done with an

ABI Prism Big Dye terminator cycle-sequencing kit (Applied Biosystems) using the
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primers rpoB 2F/3R. The sequences were read with an ABI 377 automatic sequencer

(Perkin Elmer).

Phylogenetic analysis

Nucleotide sequences were aligned through Clustal W algorithm using the BioEdit program
(Hall, 1999) and both ends of alignment were trimmed to 612 nt corresponding to positions
1609 to 2220 of rpoB gene (4152 nt) of Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331
(GenBank accession number NC_006834.1, gene: rpoB, locus-tag: XO03591) obtained
from GenBank.. Topology of the phylogenetic tree constructed with nucleotide sequences
was assessed by the neighbor-joining (NJ), maximum parsimony (MP) and maximum
likelihood (ML) methods with 1000 bootstrap replications and similarity matrix was
constructed using evolutionary distances obtained by the p-distance method. Phylogenetic
and molecular evolutionary analyses were conducted using MEGA version 5 (Tamura et
al., 2011). Stenotrophomonas maltophilia K279a (GenBank accession number

NC_010943.1) was used as outgroup.

rpoB amino acid alignments

The rpoB partial sequences (612 nt) were alignmed with rpoB gene sequences from X.
campestris pv. campestris (accession number NC_010688.1), X. oryzae pv. oryzae
(accession number NC_006834.1) and X. axonopodis pv. citri (accession number
NC_003919.1) obtained from GenBank, translated to amino acids by using the BioEdit
program (Hall, 1999) and the similarity matrix was constructed based in these sequences
using evolutionary distances obtained by the p-distance method using MEGA version 5

(Tamura et al., 2011).

Accession numbers
The rpoB sequences used in this study were deposited in GenBank databases and are listed

in Table 1.
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Results and Discussion

PCR-RFLP of the rpoB gene

The 795 bp fragment corresponding to part of rpoB gene was amplified from all 26
type strains of Xanthomonas analyzed by PCR using the primers rpoB2F/3R. Amplification
products were digested with restriction enzymes Afa I, Alu 1, Cfo 1, Dde 1, Hae 111, Hinf 1,
Hpa 11, Hsp 92 11, Mbo 1 and Taq 1. The most of enzymes used revealed no significant
differences within the genus Xanthomonas with similar restriction profiles. Hae III
digestion proved to be more efficient in the species differentiation as observed for X.
albilineans, X. axonopodis, X. bromi, X. codiaei, X. cucurbitae, X. fragariae, X. sacchari
and X. theicola (Fig. 2, lines 1, 4, 5, 9, 10, 13, 19 and 20). Some species showed the same
profile and were separated in groups: X. alfalfae, X. citri, X. dyei and X. vasicola (Fig. 1,
lines 2, 8, 12 and 22); X. arboricola, X. cynarae and X. gardneri (Fig. 1, lines 3, 11 and
24); X. campestris and X. oryzae (Fig. 1, lines 6 and 17); X. cassavae and X. melonis (Fig.
1, lines 7 and 16); X. hortorum and X. pisi (Fig. 1, lines 14 and 18); X. hyacinthi and X.
translucens (Fig. 1, lines 15 and 21); X. euvesicatoria and X. perforans (Fig. 1, lines 25 and
26). In addition, the digestions with Cfo I or Hpa II also revealed differences between
species (data not shown), and the restriction profiles generated by Hae 111, Hpa 11 and Cfo 1
were used to construct a similarity dendrogram. The strains were separated in two clusters:
Cluster I, was formed by X. albilineans and X. melonis which showed similarity of 27 %
between them and 19.4 % with the other species. Cluster II was divided in two subgroups:
subgroup I composed by species X. alfalfae, X. dyei, X. citri, X. vasicola, X. euvesicatoria,
X. perforans, X. bromi, X. oryzae, X. axonopodis and X. campestris;, and subgroup II
comprising X. arboricola, X. cynarae, X. gardneri, X. hortorum, X. codiaei, X. pisi, X.
fragariae, X. cucurbitae, X. vesicatoria, X. cassavae, X. hyacinthi, X. translucens, X.
sacchari and X. theicola. Some species presented similarity values of 100 % such as X.
alfalfae and X. dyei; X. euvesicatoria and X. perforans; X. arboricola, X. cynarae and X.
gardneri (Fig. 2).

The PCR-RFLP technique was also used by Simdes et al. (2007) using the rpfB and
atpD genes in order to investigate the variability of different species of Xanthomonas and

the results indicated that these genes could be powerful to differentiate the bacterial species
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within the genus. In our study, species that affect the same plant host were clearly
differentiated such as X. albilineans and X. sacchari, pathogenic to sugarcane; X.
cucurbitae and X. melonis, which cause disease in melon; and X. gardneri, X. vesicatoria
and X. euvesicatoria/X. perforans that affect tomato. Therefore, the technique of PCR-
RFLP of rpoB gene can be used as an efficient, rapid and inexpensive tool in diagnostic
tests for identification and differentiation of Xanthomonas species, mainly in import and
export process of plant material or seeds lots, and it can be easily standardized between

laboratories.

7 8 9 10 11 12 13 M 14 15 16 17 18 19

Fig. 1: PCR-RFLP profiles of the rpoB gene of the Xanthomonas species obtained after digestion with the
restriction enzyme Hae III. M, molecular maker 100pb (Fermentas). 1 X. albilineans, 2 X. alfalfae, 3 X.
arboricola, 4 X. axonopodis, 5 X. bromi, 6 X. campestris, 7 X. cassavae, 8 X. citri, 9 X. codiae, 10 X.
cucurbitae, 11 X. cynarae, 12 X. dyei, 13 X. fragariae, 14 X. hortorum, 15 X. hyacinthi 16 X. melonis, 17
X. oryzae, 18 X. pisi, 19 X. sacchari, 20 X. theicola, 21 X. translucens, 22 X. vasicola, 23 X. vesicatoria, 24
X. gardneri, 25 X. euvesicatoria, 26 X. perforans.
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Fig. 2: Dendrogram obtained for Xanthomonas species based on the PCR-RFLP profile of

the rpoB gene using the enzymes Hae 111, Hpa 1T and Cfo 1.
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Xanthomonas rpoB gene phylogeny

The sequences of part of the rpoB gene with 612 bp of all Xanthomonas species
were aligned, edited and Stenotrophomonas maltophilia K279a (GenBank accession
number NC_010943.1) was used as outgroup. In the phylogenetic tree, constructed using
the neighbor-joining method, the Xanthomonas species were separated in two main groups:
Group I, supported by bootstrap values of 99%, comprised X. euvesicatoria, X. perforans,
X. alfalfae, X. citri, X. dyei, X. axonopodis, X. oryzae, X. hortorum, X. bromi, X. vasicola,
X. cynarae, X. gardneri, X. campestris, X. fragariae, X. arboricola, X. cassavae, X.
cucurbitae, X. pisi, X. vesicatoria, X. codiaei and X. melonis; Group II, also supported by
bootstrap values of 99%, comprised X. albilineans, X. sacchari, X. theicola, X. translucens
and X. hyacinthi (Fig. 3). MP and ML trees produced essentially the same structure in the
NJ tree, except for X. arboricola which did not grouped with X. campestris and X.
fragariae. (Suppl. Figs. S1 and S2). Identical main clusters were also observed in 16S
rRNA gene and ITS region (16S-23S rDNA intergenic spacer) analysis (Hauben et al.,
1997; Gongalves & Rosato, 2002); and MLSA studies using dnak, fyuA, gyrB and rpoD
genes (Young et al., 2008; Young et al., 2010) (Fig. 3). Grouping as X. translucens and X.
hyacinthi; X. euvesicatoria, X. perforans and X. alfalfae; X. cassavae and X. cucurbitae; X.
pisi and X. vesicatoria; X. cynarae and X. gardneri were also observed in MLSA studies
(Young et al., 2008) and gyrB gene analysis (Parkinson et al., 2009; Ryan et al, 2011).
Clustering of X. euvesicatoria, X. perforans and X. alfalfae was also observed in dnaK and
gyrB phylogenetic studies (Ah-You et al., 2009). Moreover, similar groups comprising X.
vasicola, X. oryzae, X. citri, X. axonopodis, X. perforans, X. euvesicatoria and X. alfalfae
were obtained in phylogenetic analysis performed with other conserved house-keeping
including dnak, fyuA, gyrB and rpoD genes based on concatenation of all genes or single
genes analysis (Young et al., 2008). Data presented here suggested that rpoB gene sequence
analysis represents a simple and reliable method for the differentiation of most

Xanthomonas species.
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Fig. 3: Neighbor-Joining tree based on rpoB gene sequences. Numbers on branches indicate the percentage of the
number of times that the node was supported by 1000 replicates of bootstrap analysis. Bar indicates number of
substituitions per site. Stenotrophomonas maltophilia K279a (GenBank NC_010943.1) was used as outgroup strain.
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Comparing the phylogenetic tree based on the NJ algorithm with similarity
dendrogram (Fig. 2) constructed using combined data sets of PCR-RFLP, it was observed
that some species groups were identical, e.g. X. alfalfae, X. dyei, X. citri, X. euvesicatoria
and X. perforans; X. cynarae and X. gardneri; X. hyacinthi and X. translucens; X. sacchari
and X. theicola. Different groups were also observed but it was expected since the PCR-
RFLP analysis was based on restriction profiles while the phylogenetic analysis was carried
out based on nucleotide sequences.

The similarity values obtained ranged from 87.8% to 99.7% among the strains; the
lowest value was observed between X. albilineans and X. cucurbitae; X. albilineans and X.
vesicatoria, while the highest value was observed between X. citri and X. dyei (Suppl.
Table S1).

The deduced amino acid sequences of 26 reference strains were aligned and the
results showed that these sequences were more conserved than the nucleotide sequences.
Sequence similarity was found to range from 90.8% to 100% (Suppl. Table S2). Variations
were observed for 28 of the 204 amino acids of the RNA polymerase  subunit of
Xanthomonas spp. and 21 species presented variation of 11 amino acids.

The sequencing of the rpoB gene has enabled the clarification of the taxonomic and
phylogenetic relationships among different species including Bartonella spp. (Renesto et
al., 2000 ; Renesto et al., 2001) , Borrelia spp. (Lee et al., 2000), Salmonella enterica
subsp. enterica (Kwon et al., 2001), Legionella pneumophila (Ko et al., 2002 ; Ko et al.,
2003), Staphylococcus spp. (Drancourt & Raoult, 2002), non-pathogenic and clinical
Bacillus spp. (Blackwood et al., 2004), strains from environmental samples (Dahllof et al.,
2000; da Mota et al., 2005), Pseudomonas (Tayeb et al., 2005), Streptomyces (Mun et al.,
2007) and Burkholderia, Ralstonia, Comamonas, Brevundimonas and related organisms
(Tayeb et al., 2008). Also, the rpoB gene might enable species reclassification and the
detection of new organisms, including the uncultured ones present in bacterial communities
(Adékambi et al., 2008).

Adékambi et al. (2008) compared published values for DNA-DNA Hybrydization
(DDH) with sequence similarity values of rpoB gene sequences retrieved from GenBank of

230 bacterial species representative of 45 genera and concluded that rpoB gene sequence

59



comparison may be used as a preliminary indication of species and genus delineation,
including as-yet-uncultivated, non-sequenced organisms. In a study of phylogenetic
relationships within the genus Pseudomonas, by comparing partial rpoB gene sequences
(about 1000 nucleotides), it was found that the phylogenetic resolution of the rpoB tree was
approximately three times higher than that of the 16 rDNA tree (Tayeb et al., 2005) ie, the
use of rpoB gene has allowed better separation of closely related species when compared
with data from 16S rRNA gene.

Our data indicated that the rpoB gene was a suitable and efficient molecular marker
for the distinction of the Xanthomonas species and can be used as an alternative molecular

tool for phylogenetic relationships of Xanthomonas genus.
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Supplementary Fig. S1: Maximum Parsimony (MP) tree based on rpoB gene sequences. Numbers on branches indicate the
percentage of the number of times that the node was supported by 1000 replicates of bootstrap analysis. Stenotrophomonas

maltophilia K279a (GenBank NC_010943.1) was used as outgroup strain.
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Supplementary Fig. S2: Maximum Likelihood (ML) tree based on rpoB gene sequences. Numbers on
branches indicate the percentage of the number of times that the node was supported by 1000 replicates of
bootstrap analysis. Bar indicates number of substituitions per site Stenotrophomonas maltophilia K279a

(GenBank NC_010943.1) was used as outgroup strain.
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Supplementary Table S1. Similarity matrix (%) of rpoB gene sequences in Xanthomonas.

Strains 1374" | 13757 | 1444" | 1412" | 1567" | 1163" | 270" | 1389" | 268" | 13717 | 1391" | 1390" | 68"
1374 X. albilineans - - - - - - - - - - - - -
1375% X. arboricola 90.1 - - - - - - - - - - - -
1444" X.axonopodis 88 95.1 - - - - - - - - - - -
1412° X. citri 88.8 96.8 97.7 - - - - - - - - - -
1567" X. bromi 88.6 96.1 96.7 96.8 - - - - - - - - -
1163" X. campestris 89.3 97.2 94.6 96 96 - - - - - - - -
270" X. cassavae 88.4 96.1 94.6 95.6 96 95.6 - - - - - - -
1389" X. codiaei 89.5 97.3 95.6 97 96.1 97 96.7 - - - - - -
268" X. cucurbitae 87.8 96 93.7 94.7 95.3 94.2 95.6 94 - - - - -
1371 X. fragariae 88 96.1 93.7 95.1 94 96.5 94.2 95.6 93.3 - - - -
1391° X. hortorum 89.2 96.3 96.2 97.5 96.5 95.6 95.1 96.1 94.2 94.6 - - -
1390" X. hyacinthi 91.9 92 90.3 91.4 90.8 90.9 90.7 91.2 90.5 89.7 91.1 - -
68" X. melonis 89.4 95.1 93.9 94.9 94.6 94.9 95.3 95.8 93.3 93.5 94.4 91.4 -
1732" X. oryzae 88.4 96.1 96.5 97.5 96.1 95.1 95.3 95.6 94 94.6 96.7 90.8 94
1356" X. pisi 88.6 97.2 94.9 96.3 96 97 97 97 95.4 95.4 96.3 91.8 | 94.6
1313" X. sacchari 92.8 92.2 89.7 91.4 90.8 91.2 90.5 92.1 89.5 89.9 91.4 953 | 91.8
1565" X. theicola 92 91.8 89.5 91.4 90.1 90.7 90.9 91.8 88.9 89.3 91.1 95.8 | 91.1
581" X. translucens 91.7 92.2 90.1 91.6 90.7 91.4 91.2 91.4 90.7 90.3 91.3 98.8 | 91.6
865" X. vasicola 88.4 96.8 94.9 96.7 96.5 96.1 94.9 96.3 94.2 95.1 95.8 90.7 | 944
1338" X. vesicatoria 87.8 97.5 94.8 96.1 96.5 96.7 96.3 97 95.1 95.4 95.6 90.5 | 94.2
2730" X. alfalfae 88.4 95.8 96.3 98 95.8 95.1 94.9 96 94 94 96.5 91 94.2
1532 X. cynarae 88.4 96.8 94.6 95.6 96.3 96.1 95.6 96.1 94.7 94.6 95.1 914 | 946
2363" X. euvesicatoria 89 96.3 96.8 98.5 96.3 95.8 95.5 96.5 94.9 94.4 97 91.8 | 944
2370" X. perforans 88.8 96.5 97.3 99 97.2 95.8 95.6 96.7 95.1 94.8 97.5 91.8 | 94.9
2373" X. gardneri 88.4 96.5 94.9 95.6 96.3 96.1 96.3 96.8 94.7 94.6 95.1 914 | 953
2935" X. dyei 88.4 96.5 97.3 99.7 96.5 95.6 95.3 96.6 94.4 94.8 97.2 91 94.6
S. maltophilia 87.7 91.2 89.7 90.5 90.1 91.3 90.9 91.6 89.9 89.6 90 90.3 | 91.1
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Supplementary Table S1. Continued.

Strains 1732" | 1356" | 1313" | 1565" | 581" | 865" | 1338" | 2730" | 1532" | 2363" | 2370" | 2373" | 2935"
1374" X. albilineans - - - - - - - - - _ _ - .
1375" X. arboricola - - - - - - - - - R R - _
1444" X axonopodis - - - - - - - - - - - - -
1412° X. citri - - - - - - - R _ _ - - -
1567" X. bromi - - - - - - - - - R - _ -
1163" X. campestris - - - - - - - - - - - _ _
270" X. cassavae - - - - - - - - - R R - _
1389" X. codiaei - - - - - - - - - R R - _
268" X. cucurbitae - - - - - - - - - _ _ i .
1371" X. fragariae - - - - - - - - - - - - _
1391 X. hortorum - - - - - - - - - R R _ -
1390" X. hyacinthi - - - - - - - - - - - - i
68" X. melonis - - - - - - - - - R R - _
1732" X. oryzae - - - - - - - - - - - - -
1356" X. pisi 9 - - - - - _ - - - - - -
1313" X. sacchari 90.5 | 91.6 - - - - - - - - R _ -
1565" X. theicola 90.5 92 96.3 - - - - - - - - - -
581" X. translucens 91 92.3 95.4 96 - - - - - - - - R
865" X. vasicola 95.8 96.3 90.5 90.1 90.9 - - - - - - - -
1338" X. vesicatoria 95.3 97.3 91 91.1 91.1 96.3 - - - - - - -
2730" X. alfalfae 96.6 95.6 91 90.7 91.2 95.6 95.1 - - - - - -
1532" X. cynarae 95.3 96.3 90.5 90.7 91.2 97 95.6 95.3 - - - - -
2363" X. euvesicatoria 97.2 96.7 91.1 91.4 92 96.2 95.6 98.2 95.8 - - - -
2370" X. perforans 97.5 96.7 91.1 91.4 92 96.7 96.1 98.3 96 99.2 - - -
2373 x. gardneri 95.3 96.7 90.5 91.1 91.2 96.7 95.6 94.9 99 95.8 96 - -
2935" X. dyei 97.2 96 91 91 91.2 96.3 95.8 97.8 95.3 98.2 98.7 95.3 -
S. maltophilia 89.3 92 91.3 90.7 90.7 89.6 90.5 89.9 89.8 90.7 90.7 90.5 90.1
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Supplementary Table S2. Similarity matrix (%) of rpoB aminoacid acid sequences in Xanthomonas

Strains 1374" | 1375" | 1444 | 1412 | 1567" | 1163" | 270" | 1389" | 268" | 13717 | 1391 | 1390" | 68"
1374 X. albilineans - - - - - - - - - - - - -
1375 X. arboricola 94,5 - - - - - - - - - - - -
1444" X. axonopodis 93,9 99,5 - - - - - - - - - - -
1412" X. citri 93,9 99,5 - - - - - - - - - - -
1567" X. bromi 94,5 100 99,5 99,5 - - - - - - - - -
1163 x. campestris 94,5 100 99,5 99,5 100 - - - - - - - -
270" X. cassavae 94,5 100 99,5 99.5 100 100 - - - - - - -
1389" X. codiaei 94,5 100 99,5 99,5 100 100 100 - - - - - -
268" X. cucurbitae 93,9 99,5 99 99 99,5 99,5 99,5 99,5 - - - - -
1371" X. fragariae 93,9 99,5 99 99 99,5 99,5 99,5 99,5 99 - - - -
1391° X. hortorum 93,9 99,5 99 99 99,5 99,5 99,5 99,5 99 99 - - -
1390" X. hyacinthi 97,5 93,9 93,4 93,4 93,9 93,9 93,9 93,9 93,4 93,4 93,4 - -
68" X. melonis 93,9 99 98,5 98,5 99 99 99 99 98,5 98,5 98,5 93,9 -
1732" X. oryzae 93,9 99,5 100 100 99,5 99,5 99,5 99,5 99 99 99 934 | 98,5
1356" X. pisi 94,5 100 99,5 99,5 100 100 100 100 99,5 99,5 99,5 93,9 99
1313" X. sacchari 97,5 92,9 92,4 92,4 92,9 92,9 92,9 92,9 92,4 92,4 92,4 98 92,9
1565" X. theicola 98 93,4 92,9 92,9 93,4 93,4 93,4 93,4 92,9 92,9 92,9 98,5 | 934
581" X. translucens 97,5 93,9 93,4 93,4 93,9 93,9 93,9 93,9 93,4 93,9 93,4 99 93,9
865" X. vasicola 93,9 99,5 100 100 99,5 99,5 99,5 99,5 99 99 99 934 | 98,5
1338" X. vesicatoria 94,5 100 99,5 99,5 100 100 100 100 99,5 99,5 99,5 93,9 99
2730" X. alfalfae 90,8 96,5 97 97 96,5 96,5 96,5 96,5 96 96 96 90,2 | 95,5
1532" X. cynarae 93,4 99 98,5 98,5 99 99 99 99 98,5 98,5 98,5 92,9 98
2363" X. euvesicatoria 93,9 99,5 100 100 99,5 99,5 99,5 99,5 99 99 99 934 | 98,5
2370" X. perforans 93,9 99,5 100 100 99,5 99,5 99,5 99,5 99 99 99 93,4 | 98,5
2373" X. gardneri 94,5 100 99,5 99,5 100 100 100 100 99,5 99,5 99,5 93,9 99
2935" X. dyei 93,4 99 99,5 99,5 99 99 99 99 98,5 98,5 98,5 92,9 98
95 95,5 95 95 95,5 95,5 95,5 95,5 95 95 95 95 96,5

S. maltophilia
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Supplementary Table S2. Continued

Strains 1732" | 1356" | 1313" | 1565" | 581" | 865" | 1338" | 2730 | 1532" | 2363" | 2370" | 2373" | 2935"
1374" X. albilineans - - - - - - - - R _ _ _ .
1375 X. Arboricola - - - - - - - - R _ _ _ .
1444" X. Axonopodis - - - - - - - - - - - - -
1412° X. Cirri - - - R R _ B R - _ _ - _
-1567" X. bromi - - - - R - _ - - B _ - -
1163" X. Campestris - - - - - - - - - - - - -
270" X. Cassavae - - - - - - - - R _ _ - .
1389" X. Codiaei - - - - - - - R - _ _ _ R
268" X. cucurbitae - - - - - - - - R _ _ - -
1371" X. fragariae - - - - - - - - - - - - -
1391° X. hortorum - - - - - - - - R _ _ _ .
1390" X. hyacinthi - - - - - - - - - - - _ -
68" X. melonis - - - - - - - R R _ _ _ -
1732" X. Oryzae - - - - - - - - - - - - -
1356" X. pisi 99,5 - - - - - - _ _ - - - -
1313" X. sacchari 924 | 929 - - - - - - - - _ - -
1565" X. theicola 929 | 934 | 985 - - - - - R _ B - -
581" X. Translucens 93,4 93,9 98 98,5 - - - - - - - - -
865" X. vasicola 100 995 | 924 | 929 | 934 - - - R - _ R -
1338" X. vesicatoria 99,5 100 929 | 934 | 939 | 995 - - - - - - -
2730" X. alfalfae 97 96,5 | 90,2 | 89,7 | 90,2 97 96,5 - - - - - -
1532" X. cynarae 98,5 99 929 | 924 | 929 | 985 99 96,5 - - - - -
2363" X. euvesicatoria 100 995 | 924 | 929 | 934 100 99,5 97 98,5 - - - -
2370" X. perforans 100 995 | 924 | 929 | 934 100 99,5 97 98,5 100 - - -
2373" X. gardneri 99,5 100 929 | 934 | 939 | 995 100 96,5 99 99,5 | 99,5 - -
2935" X. dyei 99,5 99 91,8 | 924 | 929 | 99,5 99 97 98 99,5 | 99,5 99 -
S. maltophilia 95 95,5 95 95,5 95 95 95,5 | 91,8 | 94,5 95 95 95,5 | 945
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Parte II. Caracterizacdo genética de linhagens classificadas como

Xanthomonas sp. por MLSA e hibridizacao DNA-DNA

As linhagens classificadas como X. sp. pv. eucalypti IBSBF 1738"), X. sp. pv.
paulliniae (IBSBF 828"), X. sp. pv. arracaciae (IBSBF 358%), X. sp. pv. betae (IBSBF
857"), X. sp. pv. esculenti IBSBF 849") ¢ X. sp. pv. viticola (IBSBF 1967") (Tabela 1)
foram investigadas por meio de andlises de multilocus, hibridizacio DNA-DNA e
amplificacdo com primers especificos com o objetivo de se verificar se pertencem a
espécie X. axonopodis, X. campestris ou a alguma outra espécie do género

Xanthomonas.

1. Amplificacdo com o par de primers axolF/axo2R especifico para a

espécie Xanthomonas axonopodis

O par de primers axolF/axo2R (Tabela 2), especifico para a espécie X.
axonopodis e desenvolvido a partir de andlises de sequéncias da regidio espacadora 16S-
23S DNAr foi empregado em experimentos de amplificacdo utilizando-se DNAs das
linhagens de Xanthomonas sp. a serem analisadas. Nestes experimentos foram
utililizados como controles positivos DNAs da linhagem Tipo da espécie, de X.a. pv.
axonopodis (IBSBF 1444"), e dos patovares X.a. pv. vitians (IBSBF1709") ¢ X.a. pv.
mangiferaindicae (IBSBF 873 e 1230). Como controle negativo foi utilizado o DNA da
linhagem Tipo de X.c. pv. campestris IBSBF 1163").

O sinal positivo de amplificacdo com fragmento de aproximadamente 200 pb foi
observado para os DNAs das linhagens controle e ainda para X. sp. pv. paulliniae
(IBSBF 828"), X. sp. pv. betae (IBSBF 857") e X. sp. pv. viticola (IBSBF 1967")
indicando que pertencem a espécie X. axonopodis. Por outro lado, os DNAs das
linhagens de X. sp. pv. eucalypti IBSBF 1738), X. sp. pv. arracaciae (IBSBF 358) e

X. sp. pv. esculenti (IBSBF 849) nio apresentaram produto de amplificagio sugerindo

que estas linhagens ndo pertencem a espécie X. axonopodis (Figura 4).
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200 pb

Figura 4. Amplificagdio por PCR utilizando-se o par de primers
axolF/axo2R. (M) marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); (1)
X.a. pv. axonopodis (IBSBF 1444"); (2) X.c. pv. campestris (IBSBF 1163%);
(3) X.a. pv. vitians (IBSBF 1709%); (4) X. sp. pv. eucalypti (IBSBF 1738%);
(5) X.a. pv. mangiferaindicae (IBSBF 873); (6) X.a. pv. mangiferaindicae
(IBSBF 1230); (7) X. sp. pv. paulliniae (IBSBF 828"); (8) X. sp. pv.
arracaciae (IBSBF 358"); (9) X. sp. pv. betae (IBSBF 857%); (10) X. sp. pv.
esculenti (IBSBF 849); (11) X. sp. pv. viticola (IBSBF 1967").

2. Hibridizacao DNA-DNA

Para confirmacgao dos resultados obtidos nos experimentos de amplificacdo com
os primers especificos para X. axonopodis, foram realizados experimentos de
hibridizagdo DNA-DNA utilizando-se como sonda a linhagem X.a. pv. axonopodis
(IBSBF 1444"). Nesse experimento, foram transferidos para as membranas os DNAs
das linhagens X.a. pv. axonopodis (IBSBF 1444"), X.c. pv. campestris (IBSBF 1163"),
X. sp. pv. viticola IBSBF 1967, 1370 e 1926), X. sp. pv. vitistrifoliae (IBSBF 1968"),
X. sp. pv. vitiscarnosae (IBSBF 2036Y), X.a. pv. vitians (IBSBF 1709"), X. sp.
pv.eucalypti IBSBF 1738"), X.a. pv. mangiferaindicae (IBSBF 873 e 1230), X. sp. pv.
paulliniae (IBSBF 828"), X. sp. pv. arracaciae (IBSBF 358), X. sp. pv. betae (IBSBF
857") e X. sp. pv. esculenti (IBSBF 849") e os resultados revelaram valores de
homologia superiores a 73% entre X. axonopodis e as linhagens de X. sp. pv. betae, X.
sp. pv. paulliniae, X. sp. pv. viticola e outros patdgenos de videira (X. sp. pv.
vitistrifoliae e X. sp. pv. vitiscarnosae) e valores inferiores a 65% com as linhagens de
X.c. pv. campestris, X. sp. pv. arracaciae, X. sp. pv. esculenti e X. sp. pv. eucalypti
(Figura 5, Tabela 4). Esses resultados corroboraram com os resultados obtidos nos
experimentos de amplificacdo com os primers especificos para a espécie X. axonopodis
confirmando que as linhagens de X. sp. pv. betae, X. sp. pv. paulliniae e X. sp. pv.

viticola pertencem a esta espécie.
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Figura 5. Membranas obtidas nos experimentos de hibridizacgio DNA-DNA. (A) DNAs
hibridizados com o gene 16S RNAr da espécie X.a. pv. axonopodis; (B) DNAs hibridizados com o
DNA gendmico de X.a. pv. axonopodis. (1) X.a. pv. axonopodis (IBSBF 1444"); (2) X.c. pv.
campestris (IBSBF 1163"); X. sp. pv. viticola (3) IBSBF 1967°, (4) IBSBF 1370 e (5) IBSBF
1926; (6) X. sp. pv. vitistrifoliae (IBSBF 1968"); (7) X. sp. pv. vitiscarnosae (IBSBF 2036"); (8)
X.a. pv. vitians (IBSBF 1709%); (9) X.a. pv. axonopodis (IBSBF 1444"); (10) X. sp. pv.eucalipti
(IBSBF 1738"); X. sp. pv. mangiferaindicae (11) IBSBF 873, (12) IBSBF 1230; (13) X. sp. pv.
paulliniae (IBSBF 828"); (14) X. sp. pv. arracaciae (IBSBF 358); (15) X. sp. pv. betae (IBSBF
857%); (16) X. sp. pv. esculenti (IBSBF 849").
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Tabela 4. Valores de homologia (%) obtidos nos experimentos de hibridizagdo DNA-
DNA com diferentes linhagens de Xanthomonas sp. utilizando-se como sonda X.a. pv.

axonopodis (IBSBF 1444T) ou X.c. pv. campestris IBSBF 1163T).

Homologia (%)
Linhagens
X.a. pv. axonopodis | X.c. pv. campestris
1444" X.a. pv. axonopodis 100 59
1163" X.c. pv. campestris 57 100
1709" X.a. pv. vitians 81 48
358" X. sp. pv. arracaciae 58 43
857" X. sp. pv. betae 73 36
849" X. sp. pv. esculenti 64 39
1738" X. sp. pv. eucalypti 65 44
873 X.a. pv. mangiferaeindicae 80 35
1230 X.a. pv. mangiferaeindicae 79 40
828" X. sp. pv. pauliniae 77 41
1967" X. sp. pv. viticola 80 54
1370 X. sp. pv. viticola 76 55
1926 X. sp. pv. viticola 84 53
2036" X. sp. pv. vitiscarnosae 81 59
1968" X. sp. pv. vitistrifoliae 85 62

Os resultados de hibridizagdo revelaram que X. sp. pv. eucalypti IBSBF 1738"),
X. sp. pv. arracaciae (IBSBF 358") e X. sp. pv. esculenti IBSBF 849") ndo pertencem 2
espécie X. axonopodis. Assim, foram realizados novos experimentos de hibridizacdo
DNA-DNA utilizando-se o DNA da espécie X. campestris como sonda, uma vez que
essas linhagens estavam alocadas na espécie X. campestris antes da reclassificacdo do
género proposta por Vauterin e colaboradores (1995). Nesses testes foram transferidos
para as membranas os mesmos DNAs empregados nos experimentos em que o DNA da
linhagem de X. axonopodis pv. axonopodis (IBSBF 1444") foi utilizada como sonda e
os resultados revelaram que todas as linhagens apresentaram valores de homologia
inferiores a 62%, exceto o controle positivo X.c. pv. campestris IBSBF 1163" (100% de
homologia) (Figura 6, Tabela 4), indicando que essas linhagens também nao pertencem

a espécie X. campestris.
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Figura 6. Membranas obtidas nos experimentos de hibridizacgio DNA-DNA. (A) DNAs
hibridizados com o gene 16S RNAr da espécie X.c. pv. campestris; (B) DNAs hibridizados com o
DNA gendmico de X.c. pv. campestris. (1) X.c. pv. campestris (IBSBF 1163"); (2) X.a. pv.
axonopodis (IBSBF 1444"); X. sp. pv. viticola (3) IBSBF 1967, (4) IBSBF 1370 e (5) IBSBF
1926; (6) X. sp. pv. vitistrifoliae (IBSBF 1968%); (7) X. sp. pv. vitiscarnosae (IBSBF 20365); (8)
X.a. pv. vitians (IBSBF 1709%); (9) X.c. pv. campestris (IBSBF 1163%); (10) X. sp. pv.eucalypti
(IBSBF 1738"); X. sp. pv. mangiferaindicae (11) IBSBF 873, (12) IBSBF 1230; (13) X. sp. pv.
paulliniae (IBSBF 828"); (14) X. sp. pv. arracaciae (IBSBF 358%); (15) X. sp. pv. betae (IBSBF
857%); (16) X. sp. pv. esculenti (IBSBF 849").

3. Analise de Multilocus (MLSA)

A posicdo taxondmica das linhagens de Xanthomonas sp. também foi
investigada por meio de andlise de multilocus. Os DNAs das espécies Tipo do género e
das linhagens classificadas como Xanthomonas sp. foram submetidos a amplificagdes
com os pares de primers atpA3F/atpA7R, rpoAlF/rpoA3R, rpoB2F/rpoB3R,
recASF/recA7R e pHR/p322anti (Tabela 2) correspondentes a parte dos genes atpA,
rpoA, rpoB, recA e a regido espacadora 16S-23S DNAr, respectivamente. A linhagem
de X. sp. pv. viticola (IBSBF 1967%) ndo apresentou produto de amplificacdo para o
gene atpA e as linhagens de X. arboricola pv. juglandis (IBSBF 1375%) e X. sp. pv.
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esculenti (IBSBF 849") nio apresentaram produto de amplificagio para o gene recA,
embora diversas condi¢des de amplificacdo tenham sido testadas.

Os produtos de amplificacdo obtidos foram purificados, sequenciados, as
sequéncias foram alinhadas, editadas e, posteriormente, utilizadas na construcdo de
arvores filogenéticas para cada gene ou com diferentes combinagdes dos mesmos.

As andlises individuais das sequéncias de parte dos genes atpA, rpoA, rpoB,
recA e regiao espacadora 16S-23S DNAr resultaram em arvores filogenéticas com
topologia semelhante (Apéndices 1, 2, 3, 4 e 5). As linhagens de X. sp. pv. viticola, X.
Sp. pv. betae e X. sp. pv. paulliniae ficaram agrupadas com as linhagens da espécie X.
axonopodis em todas as arvores filogenéticas exceto nas andlises do gene rpoA, em que
apenas a linhagem de X. sp. pv. viticola ficou agrupada com esta espécie. As linhagens
de X. sp. pv. betae e X. sp. pv. paulliniae constituiram um grupo isolado das demais
espécies testadas. As linhagens de X. sp. pv.eucalypti, X. sp. pv. arracaciae e X. sp. pv.
esculenti agruparam com espécies diferentes dependendo do gene analisado. Em
andlises individuais a diferenca de poucos nucleotideos pode resultar em agrupamentos
diferentes, portanto uma andlise completa foi realizada utilizando-se as sequéncias
concatenadas dos diversos genes estudados.

Como a linhagem de X. sp. pv. viticola ndo apresentou produto de amplificacio
para o gene atpA e as linhagens de X. arboricola pv. juglandis e X. sp. pv. esculenti ndo
apresentaram produto de amplificagdo para o gene recA, inicialmente foi construida
uma drvore filogenética utilizando-se as sequéncias concatenadas dos genes rpoA, rpoB
e regido espagadora 16S-23S DNAr (1727 nt com gaps) para que todas as linhagens
pudessem ser analisadas. Os resultados revelaram a formacdo de dois agrupamentos
principais obtidos em 100% das repeti¢des de bootstrap: o primeiro ficou composto por
todas as linhagens testadas exceto X. albilineans , X. sacchari, X. theicola, X. hyacinthi
e X. translucens que constituiram o segundo agrupamento (Figura 7). Estas andlises
também revelaram que as linhagens de X. sp. pv. viticola, X. sp. pv. betae e X. sp. pv.
paulliniae ficaram agrupadas com a espécie X. axonopodis em 80% das repeticdes de
bootstrap. Os altos valores de bootstrap indicaram a confiabilidade dos agrupamentos
obtidos. As linhagens de X. sp. pv. esculenti e X. sp. pv. eucalypti ficaram agrupadas
com a espécie X. vesicatoria em 63% e 29% das repeti¢Oes, respectivamente; e a
linhagem de X. sp. pv. arracaciae ficou agrupada com a espécie X. arboricola em 95%

das repeticoes (Figura 7).
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Figura 7. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias concatenadas dos genes rpoA, rpoB e regido
espacadora 16S-23S DNAr de linhagens do género Xanthomonas, utilizando-se o método Neighbor-joining. A
sequéncia de Stenotrophomonas malthophilia K279a foi utilizada como grupo externo. Os nimeros em cada
um dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos com base em andlises de bootstrap de 1000
repeticdes. A barra indica 1% de diferenca nas sequéncias.

Outra arvore filogenética foi construida a partir das sequéncias concatenadas de
todos os genes utilizados neste estudo: atpA, rpoA, rpoB, recA e regido espacadora 16S-

23S DNAr (2525 nt). Nessa andlise as linhagens de X. sp. pv. viticola, X. arboricola pv.

7l



juglandis e X. sp. pv. esculenti ndo foram incluidas, uma vez que ndo apresentaram

produto de amplificacdo para os genes atpA e recA. Os resultados revelaram os mesmos

agrupamentos principais obtidos nas andlises com trés genes e confirmaram que as

linhagens de X. sp. pv. betae e X. sp. pv. paulliniae pertencem a espécie X. axonopodis,

pois agruparam com esta espécie em 99% das repeticdes de bootstrap. A linhagem de X.

Sp. pv. arracaciae agrupou com a espécie X. hortorum e a linhagem de X. sp. pv.

eucalypti agrupou com a espécie X. pisi em 28% e 27% das repeticodes, respectivamente

1374" X. albilineans

581" X. translucens

(Figura 8). 100 — 1412° X. citri
74 —r— 1709" X.a. pv. vitians
I: 873 X.a. pv. mangiferaeindicae
100 1230 X.a. pv. mangiferaeindicae
| 1444" X. axonopodis
52 857° X. sp. pv. betae
100 828" X. sp. pv. paulliniae
17327 X. oryzae
14 90 865" X. vasicola
40 1567" X. bromi
1338" X. vesicatoria
19b I 1391° X. hortorum |
358% X. sp. pv. arracaciae
ye e ‘!—{ 1356" X. pisi |
27 1738% X. sp. pv. eucalypti
38 270" X. cassavae
1163 X. campestris
“ 13717 X. fragariae
100 ——— 1389"X. codiae
sl — 268" X. cucurbitae
68" X. melonis
100 1313" X. sacchari
Y 1565" X. theicola
99 4|— 1390" X. hyacinthi
99
S. malthophilia K279a
—
0.01

Figura 8. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias concatenadas dos genes afpA, rpoA, rpoB, recA
e regido espagadora 16S-23S DNAr de linhagens do género Xanthomonas, utilizando-se o método Neighbor-
joining. A sequéncia de Stenotrophomonas malthophilia K279a foi utilizada como grupo externo. Os nimeros
em cada um dos ramos sdo as porcentagens de ocorréncia dos agrupamentos com base em analises de bootstrap
de 1000 repeti¢des. A barra indica 1% de diferenca nas sequéncias.
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Ainda, foram construidas drvores filogenéticas utilizando-se sequéncias de
diferentes combinac¢des de quatro dos genes estudados. Novamente, em todas as
andlises as linhagens de X. sp. pv. betae, X. sp. pv. paulliniae e X. sp. pv. viticola
agruparam com a espécie X. axonopodis. Por outro lado, as linhagens de X. sp. pv.
eucalypti, X. sp. pv. arracaciae e X. sp. pv. esculenti agruparam com diferentes espécies
dependendo da combinagdo analisada (Apéndices 6, 7 e 8).

As sequéncias concatenadas dos genes rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S
DNAr foram utilizadas na constru¢do de uma matriz de similaridade. Dentre as espécies
Tipo do género Xanthomonas, o menor valor de similaridade observado foi de 84,7%,
entre X. fragariae e X. albilineans, e o maior valor de similaridade observado foi de
98,1%, entre X. axonopodis e X. citri. Analisando-se as linhagens de Xanthomonas sp.,
as linhagens de X. sp. pv. betae, X. sp. pv. paulliniae e X. sp. pv. viticola apresentaram
os maiores indices de similaridade (acima de 96,6%) com os patovares da espécie X.
axonopodis e com a espécie X. citri. Por outro lado, a linhagem de X. sp. pv. eucalypti
apresentou maior indice de similaridade com X. pisi (96,3%); X. sp. pv. esculenti com
X. campestris (95,3%) e X. sp. pv. arracaciae apresentou maior indice de similaridade

com X. arboricola (97,7%) (Apéndice 9).

Os resultados obtidos nos experimentos de amplificagdo com os primers para a
espécie X. axonopodis, os experimentos de hibridizagio DNA-DNA e as andlises de
multilocus confirmaram que as linhagens de X. sp. pv. betae, X. sp. pv. paulliniae e X.
sp. pv. viticola pertencem a espécie X. axonopodis. Por outro lado, ndo foi possivel se
determinar a posi¢do taxondmica de X. sp. pv. eucalypti, X. sp. pv. arracaciae e X. sp.
pv. esculenti, apenas foi possivel concluir que essas linhagens ndo pertencem as
espécies X. axonopodis ou X. campestris. Os resultados obtidos nos diversos

experimentos estdo resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados obtidos nos experimentos com as linhagens de Xanthomonas sp.

Amplificacio | . Arvore . Arvore Arvore
) Hibridizacio com primer Arvore filogen. filogen. Arvore filogen. filogen. filogen ) -
Llnhagens DNA-DNA especifico (rpoA, rpoB e (atpA, recA, rpoA, (recA, rpoA, rpoB e (atpA, rpoA, rpoB oA A Clasmficagao
P . regido espagadora) rpoB e regido regido espagadora) e regido (‘”1’4 > I “B >
X. axonopodis espacadora) espacadora) rpoA; rpoB)
. . separada das . X. hortorum, Nio
X. sp. pv. arracaciae | # Xaa /Xcc - X. arboricola X. hortorum p . X. arboricola .. .
outras espécies X. pisi conclusiva
X. sp. pv. betae Xaa + Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa X. axonopodis
. . . . . Nao
X. sp. pv. esculenti # Xaa /Xcc - X. vesicatoria n/a n/a X. vesicatoria n/a .
conclusiva
X. hortorum,
X. sp. pv. eucalypti # Xaa /Xcc - X. vesicatoria X. pisi X. vesicatoria X pis.i, X. pisi Nﬁo'
X. arboricola, conclusiva
Xce
X. sp. pv. paulliniae Xaa + Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa X. axonopodis
X. sp. pv. viticola Xaa + Xaa n/a Xaa n/a n/a X. axonopodis

Xaa (X. axonopodis pv. axonopodis); Xcc (X. campestris pv. campestris)
n/a (ndo avaliada — DNA ndo apresentou sinal de amplifica¢do para um dos genes analisados)
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Em 1995, Vauterin e colaboradores propuseram uma grande reclassificacdo do
género Xanthomonas por meio de estudos de utilizagao de fontes de carbono (BIOLOG) e
experimentos de hibridizacdo DNA-DNA envolvendo 183 linhagens. Nesse estudo, os
autores dividiram o género em 20 espécies gendOmicas, entretanto algumas espécies nao
foram investigadas e ficaram classificadas como Xanthomonas sp., subdivididas em
diversos patovares. No presente estudo, a técnica de hibridizagio DNA-DNA foi utilizada
como ferramenta para o esclarecimento da posicdo taxondOmica de algumas dessas
linhagens como X. sp. pv. arracaciae (patogénica a batata-baroa), X. sp. pv. betae
(patogénica a beterraba), X. sp. pv. esculenti (patogénica ao quiabeiro), X. sp. pv. eucalypti
(patogénica ao eucalipto), X. sp. pv. paulliniae (patogénica ao guaranazeiro) ¢ X. sp. pv.
viticola (patogénica a videira). O comité para a reavaliacdo da definicdo de espécies em
bacteriologia recomenda que, para a proposi¢do de novas espécies por meio de técnicas ou
métodos gendmicos, os autores devem demonstrar que, haja em grau suficiente de
concordancia entre os métodos empregados e a técnica de hibridizacio DNA-DNA. Além
disso, esse comité incentiva o desenvolvimento e a utilizacdo de novos métodos que
complementem ou substituam os experimentos de hibridizacdo DNA-DNA e considera
como métodos promissores o seqiienciamento de genes housekeeping e as técnicas de
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), rep-PCR e PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) (STACKEBRANDT et al.,
2002).

A técnica de hibridizacdo DNA-DNA tem sido utilizada para a descri¢do de novas
espécies bacterianas incluindo recentes proposicdes de novas espécies dentro do gé€nero
Xanthomonas como X. cynarae (TREBAOL et al., 2000), X. euvesicatoria, X. perforans e
X. gardneri (JONES et al., 2004), X. citri, X. fuscans e X. alfalfae, divididas em diversas
subespécies (SCHAAD et al., 2005; SCHAAD et al., 2006).

Devido ao fato de que esta técnica é laboriosa, de dificil padronizacdo, e com
possibilidade de erros experimentais, esta tem sido gradativamente substituida por anélises
de multilocus em estudos taxondmicos e filogenéticos de diversos microorganismos da area
clinica, ambiental e fitopatologia. A partir do estudo pioneiro efetuado por Maiden e
colaboradores (1998), andlises de multilocus tém sido amplamente aplicadas na

identificacdo de linhagens bacterianas e para alocd-las em suas posicdes taxonOmicas
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apropriadas, inclusive na investigacao de diversos fitopatégenos (HWANG et al., 2005;
SCALLY et al., 2005). Além disso, de acordo com Young e colaboradores (2008), essas
andlises representam um método simples e rdpido para alocar linhagens as espécies do
género Xanthomonas refletindo as relagdes baseadas em experimentos de hibridizagdao
DNA-DNA.

No presente estudo esta técnica também foi empregada com o intuito de se
esclarecer a posicdo taxondmica de linhagens de Xanthomonas classificadas como
Xanthomonas sp. Vinte e nove linhagens do género Xanthomonas foram submetidas
inicialmente a andlises individuais dos genes atpA, recA, rpoA, rpoB e regido espacadora
16S-23S DNAr e as arvores filogenéticas construidas apresentaram, em geral, topologia
semelhante, embora alguns agrupamentos tenham se mostrado diferentes, fato que nao
impede a sua utilizacdo para a identificacdo de isolados dentro de uma determinada espécie.
Virios fatores sao responsaveis por diferentes topologias resultantes das andlises com genes
housekeeping como, por exemplo, as diferentes taxas de evolucdo devido a diferentes
forcas de selecdo sobre vdrios genes e o tamanho das sequéncias parciais que sao
comparadas (CHRISTENSEN et al., 2007). Segundo Naser e colaboradores (2007), o fato
de diferentes genes poderem resultar em arvores filogenéticas com topologias diferentes,
aliado a variacdo do poder discriminatorio dos genes investigados, leva a necessidade de
andlises simultaneas de vdrios genes housekeeping para que essas andlises se tornem mais
consistentes. Assim, as sequéncias dos genes envolvidos no presente estudo foram
utilizadas em andlises de multilocus utilizando-se diferentes combinacdes. Em todas as
andlises realizadas as linhagens de X. sp. pv. betae, X. sp. pv. paulliniae e X. sp. pv. viticola
agruparam com a espécie X. axonopodis e seus patovares (exceto nas andlises que incluiram
o gene atpA em que a linhagem de X. sp. pv. viticola nao foi incluida, uma vez que seu
DNA ndo apresentou produto de amplificacdo para este gene). Nas diversas combinagdes
efetuadas, alguns agrupamentos ficaram compostos por espécies diferentes como, por
exemplo, o agrupamento de X. sp. pv. arracaciae, X. arboricola e X. pisi observado nas
andlises utilizando-se os genes atpA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S DNAr, e o
agrupamento de X. sp. pv. arracaciae, X. hortorum, X. pisi € X. sp. pv. eucalypti com 0s

genes atpA, recA, rpoA e rpoB. Os resultados obtidos nas andlises de multilocus
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confirmaram os dados obtidos nos experimentos de hibridizacio DNA-DNA de que X. sp.
pv. betae, X. sp. pv. paulliniae e X. sp. pv. viticola pertencem a espécie X. axonopodis.

A correta classificacdo de um patdgeno € fundamental para o desenvolvimento de
programas de melhoramento genético visando resisténcia as doengas, implementacdo de
medidas de controle objetivando a reducao de perdas econdmicas e controle de introdugao
de pragas quarentendrias como € o caso de X. sp. pv. viticola. Este patdégeno, responsavel
pelo cancro bacteriano da videira, € regulamentado no Brasil como praga quarentendria
presente (A2) que engloba espécies de importincia econdmica potencial, ja presentes no
pais, porém de ocorréncia em apenas algumas regides e com programa oficial de controle
(TRINDADE, 2007). A ocorréncia de X. sp. pv. viticola foi inicialmente observada na
regido do submédio do Vale Sdo Francisco, em Petrolina-PE e Juazeiro-BA, tendo sido
posteriormente relatada nos Estados de Ceard, Piaui e Roraima (MALAVOLTA JR., et al.,
2008), e, detectada no Estado de Sao Paulo na regido de Tupi Paulista em 2010
RODRIGUES NETO et al., 2011), sendo que este foco foi erradicado imediatamente apos a
sua detec¢do. Nesse sentido, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) exige a certificagdo de material propagativo (Instrucdo Normativa n°® 9 de
20/04/2006) para garantir a auséncia da bactéria, evitando assim, sua disseminagdo para as
demais regides produtoras, principalmente, do Sudeste e Sul do Brasil (TRINDADE, 2007).
A proposicao de que X. sp. pv. viticola pertence a espécie X. axonopodis fica refor¢ada
pelos resultados obtidos em estudo de comparagdo gendmica efetuado por Takita e
colaboradores (2006).

A alocagdo do patégeno de videira na espécie X. axonopodis poderd contribuir de
forma significativa em estudos futuros de desenvolvimento de novos métodos de detecgdo e
identificacdo desta praga quarentendria.

A partir dos dados obtidos neste estudo, a posicdo taxonOmica de X. sp. pv.
arracaciae, X. sp. pv. esculenti e X. sp. pv. eucalypti permanece indeterminada. Nas
andlises de multilocus, dependendo dos genes analisados, a linhagem de X. sp. pv.
arracaciae agrupou com a espécies X. hortorum (nas andlises utilizando-se os genes atpA,
recA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S DNAr e nas andlises utilizando-se os genes
atpA, recA, rpoA e rpoB) ou com X. arboricola (genes rpoA, rpoB e regiao espacadora 16S-

23S DNAr ou genes atpA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S DNAr) ou com X. pisi
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(genes atpA, recA, rpoA e rpoB). Esta linhagem ¢é patogénica a batata-baroa (Arracacia
xanthorrhiza) pertencente a familia Apiaceae (sin. Umbeliferae), mesma familia botanica
da cenoura (Daucus carota), planta hospedeira do patégeno X. hortorum pv. carotae.
Devido a relagdo entre este dois hospedeiros e aos resultados obtidos nas analises de
multilocus utilizando-se as sequéncias concatenadas dos genes atpA, recA, rpoA, rpoB e
regido espacadora 16S-23S DNAr, e também nas andlises utilizando-se os genes atpA,
recA, rpoA e rpoB, em que a linhagem de X. sp. pv. arracaciae agrupou com a espécie X.
hortorum, esta linhagem, provavelmente, deva ser um patovar desta espécie. Entretanto,
apenas uma andlise de multilocus mais ampla utilizando-se outros genes e/ou experimentos
de hibridizacdo DNA-DNA, utilizando-se a espécie X. hortorum como sonda, poderao
confirmar esta hipdtese.

No caso da linhagem de X. sp. pv. esculenti, como o DNA ndo apresentou produto
de amplificacdo para o gene recA foram construidas arvores filogenéticas utlizando-se as
sequéncias concatenadas dos genes rpoA, rpoB e regido espagadora 16S-23S DNAr e
também utilizando-se as sequéncias dos genes atpA, rpoA rpoB e regido espacadora 16S-
23S DNAr. Nas duas andlises a linhagem de X. sp. pv. esculenti, agrupou com a espécie X.
vesicatoria. Entretanto, os hospedeiros destes patégenos sdo quiabeiro e tomateiro
respectivamente, hospedeiros sem nenhuma relacao botanica. Assim, somente uma anélise
mais ampla envolvendo um maior nimero de genes podera contribuir para o esclarecimento
da posicdo taxondmica essa espécie. Também, experimentos de hibridizacio DNA-DNA
utilizando-se a espécie X. vesicatoria como sonda poderiam elucidar a hipétese de que X.
Sp. pv. esculenti pertence mesmo a essa espécie.

Embora no presente estudo também ndo tenha sido possivel alocar X. sp. pv.
eucalypti em nenhuma das espécies do género Xanthomonas, recentemente, Young e
colaboradores (2010) propuseram, baseado em andlises de multilocus utilizando-se
sequéncias dos genes dnak, fyuA, gyrB e rpoD, que esta linhagem patogénica ao eucalipto
pertence a espécie X. dyei pv. eucalypti. Os autores propuseram que estas linhagens
pertencem a uma nova espécie, X. dyei, uma vez que na drvores filogenéticas, formaram um
agrupamento separado das demais espécies do género Xanthomonas.

Ainda, cabe ressaltar que alguns agrupamentos observados nas arvores filogenéticas

resultantes das diversas combinacdes de genes foram observados em outros estudos
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filogenéticos do género Xanthomonas. Os dois agrupamentos principais obtidos nas
andlises efetuadas com as diversas combinacdes de genes também foram observados em
estudos utilizando-se sequéncias do gene 16S RNAr das diferentes espécies do género
Xanthomonas (HAUBEN et al, 1997). Também, Gongalves e Rosato (2002) obtiveram os
mesmos agrupamentos em estudo das relacdes filogenéticas de 17 espécies do gé€nero
baseado em andlises da regiao espacadora 16S-23S DNAr. Nas andlises de multilocus
utilizando-se as sequéncias dos genes dnak, fyuA, gyrB e rpoD das diferentes espécies de
Xanthomonas também foram obtidos 0os mesmos agrupamentos principais (YOUNG et al.,
2008; YOUNG et al., 2010). Ainda, os agrupamentos de X. translucens, X. hyacinthi e X.
theicola também foram observados nos estudos citados acima e também em andlises
filogenéticas do gene gyrB efetuadas recentemente por Parkinson e colaboradores (2009) e
em andlises deste mesmo gene realizado por Ryan e colaboradores (2011) em estudo da
complexidade genOmica das espécies do género Xanthomonas. Portanto, as andlises de
multilocus efetuadas no presente estudo, forneceram contribuicao significativa para estudos
taxondmicos e filogenéticos do género Xanthomonas.

Um fato interessante do nosso estudo € que nas andlises filogenéticas X. citri sempre
ficou agrupada com a espécie X. axonopodis e seus patovares. Além disso, na matriz de
similaridade construida a partir das sequéncias concatenadas dos genes rpoA, rpoB e regiao
espagadora 16S-23S DNAr, o maior valor observado foi entre X. axonopodis e X. citri
(98,1%). Também, essa matriz revelou que as linhagens de X. sp. pv. viticola, X. sp. pv.
paulliniae e X. sp. pv. betae, confirmadas no presente estudo como X. axonopodis,
apresentaram altos valores de similaridade com a espécie X. citri (98,6%, 97,4% e 97,3%,
respectivamente). Em estudos realizados anteriormente (dados ndo apresentados), a
linhagem Tipo de X. citri apresentou sinal positivo de amplificacdo em experimentos
utilizando-se primers especificos para a espécie X. axonopodis, concordando com os dados
de andlises filogenéticas. O patdgeno causador do cancro citrico, X. citri subsp. citri, foi
reclassificado por Schaad e colaboradores (2005; 2006) como uma nova espécie por meio
de taxonomia polifdsica, incluindo experimentos de hibridizacdo DNA-DNA, que
revelaram homologia inferior a 24 % com a espécie X. axonopodis, e andlises de sequéncias
da regido espacadora intergénica (ITS) em que X. citri apresentou 98,3 % de similaridade

com a referida espécie. Porém, nesse estudo os autores nao incluiram outros patovares da
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espécie X. axonopodis para comparagdo dos valores de similaridade entre eles dentro da
espécie. No presente estudo, outros patovares da espécie X. axonopodis (X.a. pv. vitians e
X.a. pv. mangiferaindicae) foram incluidos nas andlises de sequéncias da regido espacadora
16S-23S DNAr e a matriz de similaridade revelou os seguintes valores: 96,4 % entre X.a.
pv. vitians e X.a. pv. axonopodis ¢ 96,7% entre X.a. pv. mangiferaindicae e X.a. pv.
axonopodis, todas pertencentes a espécie X. axonopodis. Também, foram observados
valores de 99,3% entre X. citri e X. axonopodis; 97,1% entre X.a. pv. vitians e X. citri;
97,5% entre X.a. pv. mangiferaindicae e X. citri. Ainda, na matriz de similaridade
construida a partir de sequéncias dos genes rpoA, rpoB e regiao espacadora 16S-23S DNArr,
as linhagens de X.a. pv. mangiferaindicae e X.a. pv. vitians apresentaram valores de
similaridade de 97,3% e 97,7%, respectivamente com a espécie Tipo X.a. pv. axonopodis.
Quando comparadas com a espécie X. citri, as linhagens de X.a. pv. mangiferaindicae e
X.a. pv. vitians apresentaram valores de similaridade de 98,5% e 98,9%, respectivamente.
Diante dos resultados obtidos no presente estudo, aliado ao fato de que X. citri subsp. citri
(SCHAAD et al., 2005) anteriormente estava classificada como X. axonopodis pv. citri
(VAUTERIN et al., 1995), sugerimos que a posicdo taxondmica desse patdgeno seja
revista. Nosso questionamento fica reforcado pelo fato de que Young e colaboradores
(2008) propuseram que todas as espécies que apresentarem valores de similaridade entre
sequéncias de genes housekeeping superiores a 96% devem ser consideradas membros de
uma mesma espécie.

A confirmacdo de que as linhagens de X. sp. pv. viticola, X. sp. pv. betae e X. sp. pv.
paulliniae pertencem a espécie X. axonopodis através de experimentos de amplificacdo com
primers para esta espécie, hibridizacdo DNA-DNA e andlise de multilocus, representaram

uma contribui¢do significativa nos estudos de taxonomia do género.
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Parte III. Diferenciacio dos patovares da espécie Xanthomonas

campestris, patogénica as cruciferas, e desenho de primers especificos

1. Diferenciacao dos patovares de X. campestris por PCR-RFLP do gene
rpoB

Com o objetivo de se diferenciar os seis patovares da espécie X. campestris, as
linhagens de X.c. pv. campestris (IBSBF 1163%), X.c. pv. aberrans (IBSBF 885), X.c. pv.
armoraciae (IBSBF 1102P), X.c. pv. barbariae (IBSBF 773P), X.c. pv. incanae (IBSBF
2903%) e X.c. pv. raphani (IBSBF 1590") foram submetidas inicialmente 2 amplificacio
com o par de primers rpoB2F/3R (Tabela 2). Os DNAs de todas as linhagens testadas
apresentaram sinal positivo de amplificacdo com fragmento de aproximadamente 800 pb,
correspondentes a parte do gene rpoB. Os produtos foram submetidos a experimentos de
restri¢do enziméatica (PCR-RFLP) utilizando-se as endonucleases Afa I, Alu I, Cfo 1, Dde 1,
Hae 111, Hinf 1, Hpa 11, Hsp 92 11, Mbo 1 e Taq 1.

Quando submetidos a digestdo com Alu 1, Dde 1, Hae 111, Hinf 1, Hsp92 1l e Tagq 1,
os DNAs de todas as linhagens apresentaram o mesmo perfil de restricao. Nas digestdes
com Afa I, apenas X.c. pv. barbarae apresentou perfil distinto das demais linhagens, sendo
que estas se mostraram idénticas entre si. Com a utilizacdo das enzimas Hpa Il e Mbo 1,
apenas o DNA da linhagem de X.c. pv. raphani pode ser diferenciado. As digestdes com a
enzima Cfo I revelaram perfis idénticos entre X.c. pv. aberrans/ X.c. pv. campestris e entre
X.c. pv. barbarael X.c. pv. raphani. As linhagens de X.c. pv. incanae e X.c. pv. armoraciae
apresentaram perfis distintos entre si e das demais linhagens testadas (Figura 9).

As enzimas que apresentaram os melhores resultados foram utilizadas em digestdes
duplas nas seguintes combinacdes: Cfo 1/Afa 1; Cfo 1/Mbo 1 ; Cfo 1/Alu 1. Nas digestdes
utilizando-se as combinacgdes Cfo I/Afa 1 e Cfo I/Mbo 1 as linhagens de X.c. pv. raphani,
X.c. pv. barbariae e X.c. pv armoraciae puderam ser claramente diferenciadas dos
patovares X.c. pv. campestris, X.c. pv. aberrans e X.c. pv. incanae, que apresentaram o

mesmo perfil de restricao entre si (Figura 9).
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Figura 9. Digestiao dos produtos de amplificagdo correspondentes a parte do gene rpoB utilizando-se
as enzimas Cfo I; Cfo l/Afa I; Cfo I/Mbo 1. (M) Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas); (1)
X.c. pv. campestris IBSBF 1163%); (2) X.c. pv. aberrans (IBSBF 885%): (3) X.c. pv. raphani (IBSBF
884"); (4) X.c. pv. barbarae (IBSBF 773%); (5) X.c. pv. incanae (IBSBF 2903%); (6) X.c. pv.

armoraciae (IBSBF 1102F).

As digestdes duplas de Cfo I/Alu I revelaram os melhores resultados uma vez que
todos os patovares da espécie X. campestris puderam ser diferenciados (Figura 10,
canaletas 3, 4, 5 e 6) exceto X.c. pv. campestris e X.c. pv. aberrans (Figura 10, canaletas 1

e 2) que em todos os experimentos apresentaram perfis de resri¢ao idénticos.

Figura 10. Digestdo dos produtos de amplificacdo correspondentes a parte do gene rpoB
utilizando-se a combinagdo das enzimas Cfo I/Alu 1. (M) Marcador de peso molecular 100 pb
(Fermentas); (1) X.c. pv. campestris (IBSBF 1163"); (2) X.c. pv. aberrans (IBSBF 885"); (3)
X.c. pv. raphani (IBSBF 884%); (4) X.c. pv. barbarae (IBSBF 7735): (5) X.c. pv. incanae

(IBSBF 2903%); (6) X.c. pv. armoraciae (IBSBF 1102").
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A técnica de PCR-RFLP do gene rpoB foi empregada em andlises fitossanitdrias no
Laboratério de Bacteriologia Vegetal - Instituto Biolégico, Campinas, SP, a partir de
materiais vegetais de repolho e couve-flor apresentando sintomas de mancha foliar
bacteriana (Junho/2007; Julho/2010, provenientes de inimeras regdes do pais). Bactérias
com caracteristicas morfoldgicas de espécies pertencentes ao género Xanthomonas foram
isoladas das lesdes e submetidas a extracdo de DNA gendmico para os experimentos de
PCR-RFLP. Além dos DNAs das bactérias isoladas, foram incluidos os DNAs dos seis
patovares da espécie X. campestris, X.c. pv. campestris IBSBF 1163"), X.c. pv. aberrans
(IBSBF 885", X.c. pv. armoraciae (IBSBF 1102, X.c. pv. barbariae (IBSBF 773%), X.c.
pv. incanae (IBSBF 2903%) e X.c. pv. raphani IBSBF 1590") e os resultados obtidos nas
digestoes utilizando se as enzimas Cfo I, Cfo VAfa 1, Cfo UMbo 1 e Cfo 1/Afa 1
possibilitaram a identificacao das bactérias isoladas como X.c. pv. armoraciae.

A técnica de PCR-RFLP do gene rpoB desenvolvida neste estudo se constitui na
primeira descricdo de metodologia capaz de efetuar a diferenciacdo dos patovares de X.

campestris, sendo este o primeiro relato do patovar X.c. pv. armoraciae no Brasil.

2. Desenvolvimento de primers para a espécie X. campestris

Diante dos resultados obtidos nos experimentos de PCR-RFLP do gene rpoB, foi
avaliada a possibilidade de se desenvolver primers especificos para cada patovar da espécie
X. campestris. Com esse objetivo, os DNAs dos seis patovares de X. campestris, X.c. pv.
campestris (IBSBF 1163"), X.c. pv. aberrans (IBSBF 885"), X.c. pv. armoraciae (IBSBF
1102%), X.c. pv. barbariae (IBSBF 773%), X.c. pv. incanae (IBSBF 2903") e X.c. pv.
raphani (IBSBF 1590%), foram submetidos 2 amplificacio com o par de primers
rpoB2F/3R (Tabela 2). Posteriormente, os produtos de amplificacdo foram purificados,
sequenciados e comparando-se as sequéncias de parte do gene rpoB dos seis patovares de
X. campestris nao foram observadas diferencas em nivel infra-especifico que permitissem
o desenho de primers especificos para cada patovar. Ainda visando o desenho de primers
para os diferentes patovares de X. campestris, os DNAs destas linhagens também foram
submetidos a amplificacdo com pares de primers correspondentes a partes dos genes atpA,

recA e rpoA (Tabela 2). Os produtos de amplificagdo foram purificados, seqiienciados e a
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andlise das sequéncias também nao revelou diferencas que permitissem o desenvolvimento
de primers em nivel infraespecifico.

Diante disso, as sequéncias de parte do gene rpoB dos seis patovares da espécie X.
campestris foram comparadas com sequéncias de outras espécies Tipo do gé€nero
Xanthomonas obtidas neste estudo e, entdo, diferencas em nivel interespecifico foram
observadas, o que permitiu o desenho de um primer reverso, denominado xcamR (Tabela
2). Devido a impossibilidade do desenho de primer no sentido “forward”, o primer rpoB2F
foi utilizado nos experimentos de amplificacdo. A linhagem de X.c. pv. campestris IBSBF
1163") foi utilizada nos experimentos para se determinar as melhores condicdes de
amplificacdo do par de primers rpoB2F/xcam que resultaram na amplificacio de um

fragmento de aproximadamente 700 pb (Tabela 3).

2.1. Testes de especificidade e determinacao do nivel de sensibilidade da

técnica de PCR utilizando-se o par de primers rpoB2F/xcamR

Testes de especificidade foram efetuados utilizando-se o par de primers
rpoB2F/xcamR incluindo-se além dos seis patovares da espécie X. campestris, outros
microorganismos patogé€nicos as cruciferas dentre eles Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (IBSBF 863", Pectobacterium atrosepticum (IBSBF 1819, Pseudomonas
cichorii (IBSBF 1784") e Pseudomonas syringae pv. maculicola (IBSBF 1121%) (Tabela 1).
Os resultados revelaram que apenas os DNAs correspondentes aos patovares da espécie X.
campestris apresentaram amplificagcdo do fragmento especifico de aproximadamente 700
pb, confirmando que, dentre os patdgenos de cruciferas, o par de primers rpoB2F/xcamR

mostrou-se especifico para a espécie X. campestris (Figura 11).
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700 pb

Figura 11. Produtos de amplificacdo utilizando-se o par de primers rpoB2F/xcamR. (M)
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); (1) X.c. pv. campestris (IBSBF
1163"); (2) X.c. pv. aberrans (IBSBF 885"); (3) X.c. pv. raphani (BSBF 884%); (4) X.c. pv.
barbarae (IBSBF 773%); (5) X.c. pv. armoraciae (IBSBF 1102%); (6) X.c. pv. incanae
(IBSBF 2903"); (7) Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (IBSBF 863"); (8)
Pectobacterium atrosepticum (IBSBF 1819%); (9) Pseudomonas cichorii (IBSBF 1784");
(10) Pseudomonas syringae pv. maculicola (IBSBF 11215).

Posteriormente foram efetuados testes para se determinar o nivel de sensibilidade da
técnica de PCR empregando-se o par de primers rpoB2F/xcamR em reacdes com diferentes
quantidades de DNA de X.c. pv. campestris que variaram de 200 ng a 0,001 pg, sendo que
foi possivel a observacdo do fragmento esperado de 700 pb em quantidade equivalente a

0,1 pg de DNA gendmico (Figura 12).

700 pb

Figura 12. Produtos de amplificagdo utilizando-se o par de primers rpoB2F/xcamR
com diferentes quantidades de DNA da linhagem X.c. pv. campestris (IBSBF
1163"). (M) marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); (1) 200 ng; (2)
100 ng; (3) 10 ng; (4) 1 ng; (5) 0,1 ng; (6) 0,01 ng; (7) 1 pg; (8) 0,1 pg; (9) 0,01 pg.
No detalhe foto ampliada da canaleta 8 contendo 0,1 pg.
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Neste estudo, a andlise de PCR-RFLP do gene rpoB também foi utilizada como
ferramenta para diferencia¢do dos patovares de X. campestris.

A diferenciacdo de espécies bacterianas através desta técnica tem sido relatada na
literatura, como no estudo realizado por al Dahouk e colaboradores (2005) utilizando-se
diferentes genes (omp2, omp25, omp3l, dnakK, ery e rpsL) em andlises de espécies do
género Brucella. Ainda, anélises de PCR-RFLP dos genes rpfB e atpD foram efetuadas por
Simdes e colaboradores (2007) para investigar a variabilidade entre as diferentes espécies
de Xanthomonas e os autores confirmaram a eficiéncia desta técnica para a diferenciagdao
das espécies do género. Ainda dentro do género Xanthomonas, experimentos de PCR-RFLP
da regido espacadora 16S-23S DNAr possibilitaram a diferenciacdo de espécies patogénicas
a cana-de-agtcar (DESTEFANO et al., 2003) e também a diferenciacio de X. citri subsp.
citri e X. fuscans subsp. aurantifolii, patégenos de citros (DESTEFANO; RODRIGUES
NETO, 2002). No presente estudo, a técnica de PCR-RFLP do gene rpoB mostrou-se
eficiente na diferenciacdo da maioria das espécies do género Xanthomonas tendo sido
considerada uma ferramenta molecular que otimizard o processo de identificacdo e
diagndstico de espécies estreitamente relacionadas como por exemplo X. gardneri, X.
vesicatoria e X. euvesicatoria/X. perforans, patdgenos de tomateiro (Resultados - Parte I —
artigo cientifico). Esta mesma técnica também foi empregada para a diferenciacao dos seis
patovares da espécie X. campestris, patogénica a cruciferas. Os perfis de restricdo obtidos
nas digestdes utilizando-se as enzimas Cfo I/Alu I permitiram a diferencia¢do dos patovares
X.c. pv. raphani, X.c. pv. barbariae, X.c. pv armoraciae, X.c. pv. incanae ¢ X.c. pv.
campestris/X.c. pv. aberrans, sendo que esses dois ultimos patovares apresentaram perfis
idénticos entre si. A ndo diferenciacdo dos patovares X.c. pv. campestris e X.c. pv. aberrans
confirmam a proposi¢do sugerida em estudo baseado em testes de patogenicidade de que o
patovar de X.c. pv. aberrans seja incluido no patovar X.c. pv. campestris (VICENTE et al.,
2001). Ainda, Fargier e Manceau (2007) também propuseram que X.c. pv. aberrans deve
ser renomeada como X.c. pv. campestris por meio de ensaios de patogenicidade efetuados
com 47 linhagens pertencentes a espécie X. campestris. Andlises de multilocus utilizando-
se os genes dnak, fyuA, gyrB e rpoD de 42 linhagens pertencentes aos diferentes patovares
da espécie X. campestris revelaram uma alta relacdo filogenética entre X.c. pv. campestris e

X.c. pv. aberrans, ndo sendo possivel a diferenciacao desses dois patovares. Por outro lado,
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embora Alvarez e colaboradores (1994) tenham considerado X.c. pv. raphani e X.c. pv.
armoraciae como o mesmo patégeno e Vicente e colaboradores (2001) tenham proposto
que o patovar X.c. pv. raphani deveria ser alocado dentro do patovar X.c. pv. campestris,
nos nossos experimentos esses patovares puderam ser claramente diferenciados, indicando
que esses patovares devem ser melhor investigados.

Ainda, a técnica de PCR-RFLP do gene rpoB pode ser empregada na identificacdo
de bactérias isoladas de material vegetal de repolho e couve-flor, se constitui na primeira
descricdo de metodologia capaz de efetuar a diferenciacdo dos patovares de X. campestris,
e, também, confirmou o primeiro relato do patovar X.c. pv. armoraciae no Brasil. Estes
resultados poderdo contribuir de forma significativa em estudos envolvendo os patégenos
pertencentes a essa espécie e esta técnica também poderd ser utilizada para o
esclarecimento da ocorréncia ou ndo de diferentes patovares de X. campestris no Brasil.

As andlises de PCR-RFLP representam uma técnica rdpida, de baixo custo e
facilmente reprodutivel, e pode auxiliar a comunidade cientifica em futuros estudos
epidemioldgicos, taxonomicos e de identificacdo de linhagens de Xanthomonas em nivel
inter e infraespecifico.

Outra ferramenta molecular que tem sido bastante utilizada para identificacdo e
deteccdo de microrganismos € o desenho de primers especificos baseado em diferencas
observadas nas sequéncias de diversos genes. O desenvolvimento de primers especificos
tem se mostrado de grande importancia para a deteccdo de bactérias fitopatogé€nicas
(LORETI; GALLELLI, 2001). No presente estudo, analisando-se as sequéncias do gene
rpoB das espécies Tipo do género Xanthomonas e dos diferentes patovares da espécie X.
campestris foi possivel o desenho do primer reverso xacmR que associado ao primer
rpoB2F em experimentos de amplificacio, mostrou-se especifico para a espécie X.
campestris, uma vez que as diferencas observadas nas sequéncias do gene rpoB ndo foram
suficientes para o desenvolvimento de primers em nivel infraespecifico. Resultados
semelhantes foram obtidos por Berg e colaboradores (2005) que descreveram primers para
a deteccdo da espécie X. campestris em sementes, porém também ndo conseguiram a
diferenciacdo em nivel de patovar. Os testes de especificidade do par de primers
rpoB2F/xcamR revelaram que, dentre os outros géneros patogénicos as cruciferas, apenas o

DNA dos patovares X. campestris apresentou produto de amplificacdo de aproximadamente
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700 pb, indicando que esta metodologia pode ser futuramente utilizada em andlises de
sanidade em sementes.

Os experimentos de nivel de sensibilidade da técnica de PCR utilizando-se o par de
primers rpoB2F/xcamR, revelaram capacidade de deteccdo a partir de 0,1 pg de DNA
gendmico de X. campestris. Variacdes nos niveis de deteccdo t€m sido verificadas
dependendo da espécie bacteriana estudada. Pan e colaboradores (1999) desenvolveram
primers especificos para X. albilineans com sensibilidade de 1,25 pg de DNA gendmico;
Balani (2009) alcangou limite de detec¢do de 1 ng para primers especificos para X. citri
subsp. malvacearum. Também, primers desenvolvidos para Pseudomonas corrugata
apresentaram nivel de detec¢do de 20 pg (CATARA et al., 2000) e primers especificos para
Pseudomonas avellanae, desenhados a partir do gene hrpW, 20 pg de DNA gendmico
(LORETI; GALLELLI, 2001). Assim, os resultados obtidos no presente estudo indicam
que o par de primers mostrou-se especifico e altamente sensivel podendo ser indicado na

deteccao e identificac@o de linhagens pertencentes a espécie X. campestris.

Parte IV. Desenvolvimento de primers para X. translucens, patogénica as

gramineas e cereais

1. Desenho do par de primers trans1F/trans2R

DNAs dos diferentes patovares da espécie X. translucens, X.t. pv. translucens
(IBSBF 581"), X.1. pv. cerealis (IBSBF 580"), X.t. pv. undulosa (IBSBF 579", X.1. pv.
hordei (IBSBF 686"), X.1. pv. secalis (IBSBF 827%), X.t. pv. arrhenatheri (IBSBF 1344F),
X.t. pv. graminis (IBSBF 688"), X.t. pv. phlei (IBSBF 1340"), X.t. pv. phleipratensis
(IBSBF 692") ¢ X.t. pv. poae (IBSBF 1339"), foram submetidos 2 amplificacdo com o par
de primers rpoB2F/3R (Tabela 2), correspondente a parte do gene rpoB, com o objetivo de
se desenvolver primers para os patovares de X. translucens de ocorréncia no Brasil
(cerealis, secalis, translucens e undulosa). Os produtos de amplificacdo foram purificados,
sequenciados, mas as sequéncias ndo apresentaram diferencas suficientes que permitissem
o desenho de primers em nivel infraespecifico tendo sido observadas variacdes de poucos

nucleotideos. Os DNAs foram submetidos a amplificagdes com primers correspondentes a
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parte dos genes atpA, recA e rpoA e as sequéncias também se mostraram muito
semelhantes, impossibilitando o desenho de primers para os diferentes patovares.

Diante deste resultado, sequéncias de parte do gene rpoB dos patovares de X.
translucens foram comparadas com sequéncias do mesmo gene de outras espécies Tipo do
género e as diferencas observadas possibilitaram o desenho do par de primers

trans1F/trans2R (Tabela 2), especifico para a espécie X. translucens.

1.1. Testes de especificidade e determinacao do nivel de sensibilidade da

técnica de PCR utilizando-se o par de primers trans1F/trans2R

Ap6s a determinacdo das melhores condi¢des de amplificacdo com o par de primers
trans1F/trans2R (Tabela 3) foram realizados testes de especificidade utilizando-se DNAs
das espécies Tipo do género Xanthomonas (Figura 13), patovares da espécie X. translucens
e, ainda, outros patégenos de gramineas e cereais como Pseudomonas fuscovaginae
(IBSBF 975T) e Pseudomonas syringae pv. syringae (IBSBF 281%) (Figura 14). Os
resultados mostraram sinal positivo de amplificacdo do fragmento especifico de
aproximadamente 300 pb para os DNAs correspondentes aos patovares de X. translucens e

a espécie X. hyacinthi (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Produtos de amplificacdo utilizando-se o par de primers translF/2R. (M) marcador de peso
molecular de 100pb (Amersham Biosciences); (1) X.t. pv. translucens (IBSBF 581"); (2) X.t. pv. undulosa
(IBSBF 579"); (3) X.. pv. cerealis IBSBF 580%); (4) X.c. pv. campestris (IBSBF 1163"); (5) X.citri. subsp. citri
(IBSBF 1412); (6) X .albilineans (IBSBF 1374"); (7) X. arboricola pv. juglandis (IBSBF 1375"); (8) X.a. pv.
axonopodis (IBSBF 1444"); (9) X. bromi (IBSBF 1567"); (10) X. cassavae (IBSBF 270"); (11) X. codiae
(IBSBF 1389"); (12) X. cucurbitae (IBSBF 268"); (13) X. fragariae (IBSBF 1371"); (14) X. hortorum pv.
hederae (IBSBF 1391%); (15) X. hyacinthi (IBSBF 1390"); (16) X. melonis (IBSBF 68"); (17) X.o. pv. oryzae
(IBSBF 1732"); (18) X. pisi (IBSBF 1356"); (19) X. sacchari (IBSBF 1313"); (20) X. theicola (IBSBF 1565%);
(21) X. vasicola pv. holcicola (IBSBF 865"); (22) X. vesicatoria (IBSBF 1338").

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

300 pb
P - e e e — - o

Figura 14. Produtos de amplificagdo com o par de primers trans1F/trans2R. (M) marcador
de peso molecular de 100 pb (Fermentas). (1) X.t. pv. translucens (IBSBF 581"); (2) X.1. pv.
cerealis (IBSBF 580°); (3) X.t. pv. undulosa (IBSBF 579%); (4) X.t. pv. hordei (IBSBF
686"); (5) X.t. pv. secalis (IBSBF 827"); (6) X.t. pv. arrhenatheri (IBSBF 1344%); (7) X..
pv. graminis (IBSBF 688%); (8) X.t. pv. phlei (IBSBF 1340°); (9) X.t. pv. phleipratensis
(IBSBF 692); (10) X.t. pv. poae (IBSBF 1339"); (11) Pseudomonas fuscovaginae (IBSBF
975"); (12) Pseudomonas syringae pv. syringae (IBSBF 2817).
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Ainda, foram realizados experimentos de determinagdo da sensibilidade da técnica
de PCR utilizando-se o par de primers translF/trans2R em reac¢des contendo DNA da
linhagem de X.1. pv. translucens (IBSBF 581") em quantidades que variaram de 200 ng a 1
pg. Os resultados revelaram que foi possivel a observagdo do fragmento esperado de 300 pb

em quantidade equivalente a 0,01 ng de DNA gendmico (Figura 15).

300 pb

Figura 15. Produtos de amplificagado utilizando-se o par de primers trans1F/trans2R
com diferentes quantidades de DNA da linhagem X.t. pv. translucens (IBSBF 5817).
(M) marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); (1) 200 ng; (2) 100 ng; (3)
10 ng; (4) 1 ng; (5) 0,1 ng; (6) 0,01 ng; (7) 1 pg. No detalhe foto ampliada da
canaleta 6 contendo 0,01 ng.

Linhagens pertencentes a espécie X. translucens t€m sido objeto de diversos estudos
taxondmicos, uma vez que a identificacdo e classificacdo dos patovares dessa espécie,
patogénica as gramineas e cereais, é confusa (RADEMAKER et al., 2006). Em testes
serolégicos utilizando-se anticorpos monoclonais e policlonais, os patovares cerealis,
hordei, secalis, translucens e undulosa ndao puderam ser diferenciados, uma vez que
formaram um grupo homogéneo (BRAGARD: VERHOYEN, 1993). Esses mesmos
resultados foram obtidos em andlises de acidos graxos efetuadas por Stead (1989). Além
disso, andlises das sequéncias da regido espagadora 16S-23S DNAr revelaram que os
patovares da espécie X. translucens possuem uma alta similaridade, indicando que estes
patégenos sdo estreitamente relacionados (MAES et al., 1996). Ainda, estudos moleculares
utilizando-se a técnica de rep-PCR possibilitaram a diferenciacdo dos patovares
arrhenatheri, graminis, phlei, phleipratensis, poae e cerealis (RADEMAKER et al., 2006).

No presente estudo, ndo foi possivel o desenho de primers em nivel infraespecifico
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devido a alta similaridade entre as sequéncias dos diferentes genes analisados, entretanto,
foi possivel o desenho do par de primers trans1F/trans2R, que mostrou-se especifico para a
espécie X. translucens, inclusive quando outras espécies de Xanthomonas patog€nicas as
gramineas e cereais como X. albilineans (IBSBF 1374T), X.a. pv. vasculorum (IBSBF
695"), X.o. pv. oryzae (IBSBF 1732"), X. vasicola pv. holcicola (IBSBF 865") foram
testadas. Ainda, nos testes de especificidade efetuados com este par de primers, embora o
DNA da espécie X. hyacinthi também tenha apresentado produto de amplificacio, esse
resultado ndo foi considerado significativo, uma vez que esta espécie € patogé€nica a
ornamentais, especificamente ao jacinto. Primers especificos para a detec¢do da espécie X.
translucens em sementes de trigo foram desenhados a partir de andlises da regido
espagadora 16S-23S DNAr por Maes e colaboradores (1996) e nesse estudo os autores
concluiram que a alta similaridade entre as sequéncias inviabilizou o desenvolvimento de
primers em nivel infraespecifico. Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo
com o par de primers trans1F/trans2R, que apresentou sinal positivo de amplificacdo para
todos os patovares da espécie X. translucens. Também, esse par de primers mostrou nivel
de sensibilidade de 0,01 ng de DNA gendmico, considerado muito bom quando comparado

com dados de literatura (ver Parte II — item 2.1).

Parte V. Desenvolvimento de primers para as espécies X. cucurbitae e X.

melonis, patogénicas ao melao
1. Desenho do par de primers mecF/mecR

Os DNAs das espécies X. cucurbitae e X. melonis foram submetidos a amplificacao
com o par de primers pHR/p322 anti (Tabela 2) correspondentes a regido espacadora 16S-
23S DNAr, com o objetivo de se desenvolver primers especificos para cada um desses
patégenos. Os produtos de amplificagdo foram sequenciados e a andlise das sequéncias
revelou diferengas que possibilitaram o desenho do par de primers mecF/mecR que, apds a
padronizacdo das condicdes, resultou na amplificacio de um fragmento de 300 pb para o
DNA de X. cucurbitae (IBSBF 268") ¢ 350 pb para o DNA de X. melonis (IBSBF 68")
(Figura 16).
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300 pb

Figura 16. Produtos de amplificacdo utilizando-se o
par de primers mecF/mecR. (M) marcador de peso
molecular de 100 pb (Fermentas); (1) X. melonis
(IBSBF 68"); (2) X. cucurbitae (IBSBF 268").

1.1. Testes de especificidade e determinacao do nivel de sensibilidade da

técnica de PCR utilizando-se o par de primers mecF/mecR

Posteriormente foram realizados testes de especificidade deste par de primers
utilizando-se DNAs de outros patégenos de meldo: Acidovorax avenae subsp. citrulli
(IBSBF 1851T), Bacillus licheniformis (IBSBF 955), Pantoea agglomerans (IBSBF 1417T),
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (IBSBF 863T), Pseudomonas cichorii
(IBSBF 1784") e Pseudomonas syringae pv. lachrymans (IBSBF 1258"). Os resultados
revelaram que apenas os DNAs das espécies X cucurbitae e X. melonis apresentaram os
produtos de amplificagdo esperados, confirmando a especificidade deste par de primers e

possibilitando, inclusive, a diferenciacao dessas duas espécies (Figura 17).
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Figura 17. Produtos de amplificacdo utilizando-se o par de primers
mecF/mecR. (M) marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas).
(1) X. cucurbitae (IBSBF 268"); (2) X. melonis (IBSBF 68"); (3) Acidovorax
avenae subsp. citrulli (IBSBF 1851"); (4) Bacillus licheniformis (IBSBF 955);
(8) Pantoea agglomerans (IBSBF 1417%); (6) Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum (IBSBF 863"); (7) Pseudomonas cichorii IBSBF 1784"):
(8) Pseudomonas syringae pv. lachrymans (IBSBF 1258").

Ainda, foram realizados experimentos de determinacdo da sensibilidade da técnica
de PCR utilizando-se o par de primers mecF/mecR em reacdes contendo DNA das
linhagens de X. melonis (IBSBF 68") e X. cucurbitae (IBSBF 268") em quantidades que
variaram de 100 ng a 1 pg. Os resultados revelaram que foi possivel a observacdo do
fragmento esperado de 300 pb para o DNA de X. cucurbitae e 350 pb para o DNA de X.
melonis (Figura 18 e 19).

300 pb

Figura 18. Produtos de amplificagdo utilizando-se o par de primers mecF/mecR
com diferentes quantidades de DNA da espécie X. cucurbitae (IBSBF 268™).
(M) marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); (1) 100 ng; (2) 10 ng;
(3) 1 ng; (4) 0,1 ng; (5) 0,01 ng; (6) 1 pg. No detalhe foto ampliada da canaleta
6 contendo 1 pg.
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300 pb

Figura 19. Produtos de amplificagdo utilizando-se o par de primers mecF/mecR
com diferentes quantidades de DNA da espécie X. melonis (IBSBF 68"). (M)
marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); (1) 100 ng; (2) 10 ng; (3) 1
ng; (4) 0,1 ng; (5) 0,01 ng; (6) 1 pg. No detalhe foto ampliada da canaleta 6
contendo 1 pg.

A familia das cucurbitdceas possui grande nimero de espécies, é taxonomicamente
bem definida e envolve vdrias culturas agricolas como pepino, abébora, melancia e meldo
(LOVIC; HOPKINS, 2003). Dentre as culturas da familia Cucurbitaceae, o meldo (Cucumis
melo) esta entre as mais cultivadas no mundo (RENNER et al., 2007) sendo que, no Brasil,
o cultivo se estabeleceu na década de 60 principalmente nos estados de Sdo Paulo e Rio
Grande do Norte, tendo se expandido também para a regido nordeste no inicio dos anos 80,
portanto, o pais tornou-se um dos maiores produtores da América do Sul
(http://www .hortibrasil.org.br/classificacao/melao/melao.html).

Diversas espécies bacterianas como Acidovorax avenae subsp. citrulli, Bacillus
licheniformis, Pantoea agglomerans, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas syringae pv. lachrymans, X cucurbitae e X. melonis
sdo responsaveis por doengas em cucurbiticeas, sendo que X. melonis foi descrita no Brasil
por Rodrigues Neto e colaboradores (1984). H4 relatos da ocorréncia desta bactéria apenas
no Brasil nos Estados da Regidao Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, incluindo Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sdo Paulo e Distrito Federal (MALAVOLTA JR. et al.,
2008).

Uma vez que a transmissao de X. melonis se da principalmente por meio de

sementes contaminadas, a identificacdo e detec¢do desse fitopatégeno € fundamental para
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se evitar a sua introdu¢do em outras regides e/ou paises. No presente estudo o par de
primers mecF/mecR, desenvolvido a partir de diferencas observadas nas sequéncias da
regido espacadora 16S-23S DNAr, foi empregado em experimentos de amplificacdo
utilizando-se DNAs das espécies X. cucurbitae e X. melonis e também de outros patégenos
de meldo, os quais resultaram em amplificacdo de fragmentos especificos de diferentes
tamanhos para as duas espécies do género Xanthomonas (300 pb para X. cucurbitae e 350
pb para X. melonis). Estes resultados indicaram que este par de primers poderd permitir a
deteccdo simultanea dessas duas espécies bacterianas em um Unico experimento de
amplificacdo. Além disso, experimentos para determinacdo da sensibilidade da técnica de
PCR utilizando-se o par de primers mecF/mecR revelaram sinal positivo de amplificacdo a
partir de 1 pg de DNA gendmico de X. cucurbitae e X. translucens.

O desenvolvimento de ferramentas moleculares para a deteccdo de patdgenos de
cucurbiticeas foi relatado para a espécie A. avenae subsp. citrulli. Randhawa e
colaboradores (2001) obtiveram a deteccao desta bactéria em sementes de meldo e melancia
por meio de Bio-PCR. Também, Walcott e colaboradores (2000) utilizaram a técnica de
IMS-PCR (Immunomagneic Separation and Polymerase Chain Reaction) que possibilitou a
deteccdo da espécie A. avenae subsp. citrulli em sementes de melancia. Experimentos de
PCR-multiplex foram efetuados por Fessehaie e colaboradores (2009) para deteccdo
simultanea de A. avenae subsp. citrulli e Didymalla bryoniae, fungo patogénico a meldo e
abobora, a partir de sementes. Devido a auséncia de relatos de ferramentas moleculares
para a identificacdo e deteccdo das espécies de X. cucurbitae e X. melonis, os resultados
obtidos no presente estudo forneceram uma significativa contribui¢do nos estudos destes
patégenos, uma vez que o par de primers mecF/mecR mostrou-se especifico e altamente
sensivel quando comparado com dados de sensibilidade da técnica relatados na literatura
(ver Parte II — Item 2.1). Ainda, uma vez que os frutos de meldo contaminados por X.
melonis ndo apresentam sintomas externos, os primers desenvolvidos poderdo ser tteis em
amostragens de frutos destinados para os mercados interno e para exportagdo, garantindo,
inclusive, que a espécie X. melonis, de ocorréncia restrita no Brasil, ndo seja introduzida em

outros paises produtores e importadores deste fruto.
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CONCLUSOES
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O gene rpoB mostrou-se um marcador molecular bastante eficiente para diferenciacao
de espécies do género Xanthomonas através da técnica de PCR-RFLP e andlises
filogenéticas;

experimentos de amplificacdo com primers especificos para X. axonopodis, andlise de
multilocus utilizando-se os genes atpA, recA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-
23S DNAr; e experimentos de hibridizacio DNA-DNA permitiram concluir que as
linhagens de X. sp. pv. betae, X. sp. pv. paulliniae e X. sp. pv. viticola pertencem a
espécie X. axonopodis; e que X. sp. pv. eucalypti, X. sp. pv. arracaciae e X. sp. pv.
esculenti ndo pertencem a essa espécie e tdo pouco a X. campestris;

os experimentos de PCR-RFLP do gene rpoB permitiram a diferenciacdo dos
patovares X.c. pv. armoraciae, X.c. pv. barbariae, X.c. pv. incanae, X.c. pv. raphani
e X.c. pv. campestris/X.c. pv. aberrans;

as andlises das sequéncias do gene rpoB revelaram diferencas que permitiram o
desenho do par de primers rpoB2F/xcamR, especifico para a espécie X. campestris
com capacidade de deteccdo a partir de 0,1 pg de DNA gendmico; e trans1F/trans2R,
especifico para a X. translucens e com limite de deteccdo a partir de 10 pg de DNA
gendmico;

andlises das sequéncias da regido espacadora 16S-23S DNAr permitiram o desenho
do par de primers mecF/mecR, especifico para as espécies X. cucurbitae (300 pb) e
X. melonis (350 pb) com limite de deteccdo a partir de 1 pg de DNA gendmico;

as andlises de multilocus dos genes atpA, recA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-
23S DNAr efetuadas nesse estudo contribuirdo para estudos taxondmicos e
filogenéticos de espécies do género Xanthomonas;

os primers desenvolvidos para X. campestris, X. translucens, X. cucurbitae e X.
melonis mostraram-se especificos e sensiveis e futuramente poderdo ser utilizados na
identificacdo e deteccdo destes fitopatdgenos, principalmente nos processos de

importagdo e/ou exportacdo de lotes de sementes e material vegetal.
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APENDICE 1 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do

gene atpA (Neighbor joining — Kimura 2)

65

g1 873 X.a. pv. mangiferaeindicae

9
33 4|— 1230 X.a. pv. mangiferaeindicae

L 1444" X. axonopodis
849° x. Sp. pv. esculenti

857° X. sp. pv. betae
828" X. Sp. pv. paulliniae

270" X. cassavae

1] 41 1732" X. oryzae
49 1375" X. arboricola
20 358" x. Sp. pv. arracaciae

68" X. melonis

1356" X. pisi
12 [ 1412° X. citri

99l 1709" X.a. pv. vitians
1567" X. bromi

1338" X. vesicatoria
11637 X. campestris

66

85

865° X. vasicola
1391° X. hortorum

E'i 1738% X. sp. pv. eucalypti

268" X. cucurbitae

32

—&; 13717 x. fragariae

1389" X. codiae
1374" X. albilineans

[

1313" X. sacchari

83 1390" X. hyacinthi
4?|:|j 1565" X. theicola
40 581" X. translucens

S. malthophilia K279a
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APENDICE 2 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do

gene rpoA (Neighbor joining — Kimura 2)

100

10

1567" X. bromi

24
2
; 857" X.
98

1 828" X. Sp. pv. paulliniae

13717 x. fragariae
Sp. pv. betae

270" X. cassavae
1338" X. vesicatoria
1732 X. oryzae

18
59 865° X. vasicola

849" X. Sp. pv. esculenti
29 1738F X. sp. pv. eucalypti
68" X. melonis
1389" X. codiae
268" X. cucurbitae
— 14447 X, axonopodis

1709F X.a. pV. vitians

17
41

A

80

1412% X. citri
1967F X. sp. pv. viticola

873 X.a. pv. mangiferaeindicae

99

1230 X.a. pv. mangiferaeindicae
1163" X. campestris

358° x. Sp. pV. arracaciae

79

lj 1375 X. arboricola
53— 1356" X. pisi

1391° X. hortorum

1374 X. albilineans

96

77

0.01

.
34

S. malthophilia K279a

B{F X. hyacinthi
581" X. translucens

313" X. sacchari
1565 X. theicola
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APENDICE 3 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do

gene rpoB (Neighbor joining — Kimura 2)

68 1709" X.a. pv. vitians
89 I: 1967 X. sp. pv. viticola
49 1412° X. citri

39 E 857" X. sp. pv. betae

78

20 828" X. Sp. pv. paulliniae

1444 X. axonopodis
1732 X. oryzae
281 1391° X. hortorum

32 873 X.a. pv. mangiferaeindicae
99 I— 1230 X.a. pv. mangiferaeindicae

32

27

1567" X. bromi
865° X. vasicola

849" X. Sp. pv. esculenti

79 li 1163" x. campestris
13717 x. fragariae
1375" X. arboricola
358° x. Sp. pV. arracaciae
1338" X. vesicatoria
270" X. cassavae

268" X. cucurbitae

20

80

99 12 1356" X. pisi
38 1738° X. Sp. pv. eucalypti
1389" X. codiae

68" X. melonis

100 1390" X. hyacinthi

98 —|_—581TX. translucens
67 1313" X. sacchari
?' 1565" X. theicola

1374" X. albilineans

S. malthophilia K279a

0.01
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APENDICE 4 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias do

11

15

gene recA (Neighbor joining — Kimura 2)

48

11

12

55, 1412° X. citri

1709% X.a. pv. vitians
1967F X. sp. pv. viticola

873 X.a. pv. mangiferaeindicae

— 1230 X.a. pv. mangiferaeindicae

857° X. Sp. pv. betae
90

828" X. sp. pv. paulliniae
1444 X. axonopodis
1567" X. bromi

3| —————— 1732" X. oryzae

53 865% X. vasicola

1356 X. pisi

1338" X. vesicatoria

13717 x. fragariae

358" x. Sp. pV. arracaciae

40

1391F X. hortorum

41

1738% X. sp. pv. eucalypti

68" X. melonis

16

270" X. cassavae

33

28

268" X. cucurbitae

1389" X. codiae

12

90

11637 X. campestris

1565" X. theicola
—— 1390" X. hyacinthi

581" X. translucens

0.01

1374" X. albilineans
1313" X. sacchari

S. malthophilia K279a
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APENDICE 5 - Arvore filogenética construida a partir das sequéncias da

regiao espacadora 16S-23S DNAr (Neighbor joining — Kimura 2)

17327 x. oryzae
1 1356" X. pisi
1 11637 x. campestris
L 270" X. cassavae
L 865" X. vasicola
L 1375" X. arboricola

1391F X. hortorum
1 {_’7 1338 X. vesicatoria
90 849° X. sp. pv. esculenti

N 1567" X. bromi
268" X. cucurbitae

358" x. Sp. pv. arracaciae
67| 49 1738% X. sp. pv. eucalypti
- 1371"x. fragariae
68" X. melonis
1389" X. codiae
1444 X. axonopodis

1412° X.a. pv. citri
828% X. sp. pv. paulliniae

873 X.a. pv. mangiferaeindicae
1230 X.a. pv. mangiferaeindicae
1709* X.a. pV. vitians

857° X. Sp. pv. betae

61 19677 X. Sp. pv. viticola
1374" X. albilineans

S
1313" X. sacchari
1565" X. theicola

100
100 1390" X. hyacinthi
92 581" X. translucens

S. malthophilia K279a

2]

N
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APENDICE 6 - Arvore filogenética contruida a partir das sequéncias
concatenadas dos genes recA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S

DNAr (Neighbor joining — Kimura 2)

14127 X. citri
1967F X. sp. pv. viticola

1709" X.a. pv. vitians

76 873 X.a. pv. mangiferaeindicae
1230 X.a. pv. mangiferaeindicae
1444" X. axonopodis

—— 857° X. sp. pv. betae

99

100L—— 828" x. Sp. pv. paulliniae
1567" X. bromi
62 17327 x. oryzae
18 80 865" X. vasicola
13711 x. fragariae
86 1391° X. hortorum

| ————— 1356" X. pisi

1338" X. vesicatoria

oo

36| |21 1738% X. sp. pv. eucalypti

358% X. sp. pv. arracaciae

%] B E— 1163" X. campestris

270" X. cassavae
100 —— 1389 X. codiae

83— 268" X. cucurbitae

68" X. melonis

1374 X. albilineans

1313" X. sacchari
1565" X. theicola
1390" X. hyacinthi

100

64

99

100 5811 X. translucens

S. malthophilia K279a

0.01
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APENDICE 7 - Arvore filogenética contruida a partir das sequéncias

concatenadas dos genes afpA, rpoA, rpoB e regido espacadora 16S-23S

DNAr (Neighbor joining — Kimura 2)

1375 X. arboricola

99

358" x. Sp. pv. arracaciae

17

1356" X. pisi
1391° X. hortorum

[4)]

1738F X. sp. pv. eucalypti

1163 x. campestris
1567" X. bromi

1338" X. vesicatoria

849° x. Sp. pv. esculenti

o——

17327 x. oryzae

82

865" X. vasicola
857° X. sp. pv. betae
L—— 828" X. sp. pv. paulliniae

100

1007 873 X.a. pv. mangiferaeindicae
1230 X.a. pv. mangiferaeindicae
1444 x. axonopodis

— 1412° X. citri

100 —— 1709 X.a. pv. vitians

100

270" X. cassavae

38

85

1371 x. fragariae
1389" X. codiae
268" X. cucurbitae

68" X. melonis

1374" X. albilineans

100

1313 X. sacchari

75

97

1565" X. theicola
1390" X. hyacinthi

0.01

98 581" X. translucens

S. malthophilia K279a
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APENDICE 8 - Arvore filogenética contruida a partir das sequéncias

concatenadas dos genes afpA, recA, rpoA e rpoB (Neighbor joining -

Kimura 2)

100 — 1412° X. citri

79

L 1709 X.a. pvV. vitians

E 873 X.a. pv. mangiferaeindicae
100

1230 X.a. pv. mangiferaeindicae
14447 X. axonopodis

857" x. Sp. pv. betae
828" x. Sp. pv. paulliniae
17327 x. oryzae

21

865" X. vasicola

1567" X. bromi

42

1338" X. vesicatoria

358° X. Sp. pv. arracaciae

27

1391° X. hortorum

1356" X. pisi

19

1738F Xx. Sp. pv. eucalypti

13717 x. fragariae
1163 x. campestris

100

95

270" X. cassavae
1389" X. codiae
268" X. cucurbitae

68" X. melonis

1374" X. albilineans

99

64

1313" X. sacchari
1565" X. theicola

%0 1390" X. hyacinthi
ool 581" X. translucens

0.01

S. malthophilia K279a
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APENDICE 9 - Valores de similaridade (%) das sequéncias concatenadas dos genes rpoA, rpoB e regiio

espacadora 16S-23S DNAr

X. X.

Linhagens albilineans X. arboricola | axonopodis | X. citri X. bromi X. campestris | X. cassavae | X. codiae X. cucurbitae
X. albilineans - - - - - - - - -
X. arboricola 87,3 - - - - - - - -
X. axonopodis 86,6 959 - - - - - - -
X. citri 86,9 96,7 98,1 - - - - - -
X. bromi 85,9 96,2 95,8 95,8 - - - - -
X. campestris 87,2 97,6 95,9 96,5 96,4 - - - -
X. cassavae 86,1 95,9 95 95,4 95,8 95,7 - - -
X. codiae 86,7 95,9 95,6 96,1 95,4 95,9 95,3 - -
X. cucurbitae 86,5 96,6 95,1 95,5 95,9 96,6 95,5 97,2 -
X. fragariae 84,7 94,2 93,4 93,9 93,9 94,7 93,3 93,6 94,3
X. hortorum 86,8 96,6 96 96,6 95,8 96,2 95,3 95 95,3
X. hyacinthi 89,3 87,5 86,7 87,1 86,8 87 86,3 86,8 86,8
X. melonis 86,4 95,1 95 95 94,8 95,3 94,7 95,6 95
X. oryzae 86,1 96,4 96,1 96,9 96,5 96,4 95,6 94,7 95,1
X. pisi 86,4 97,8 95,6 96,3 96,2 97,4 96,2 95,6 96,3
X. sacchari 92,3 89,9 89 89,4 89,3 89,7 88,6 89,8 89,4
X. theicola 90,6 88,3 87,4 88 87,3 87,8 87,5 88,1 87,9
X. translucens 87,8 87,4 86,5 87 86,3 86,9 86,3 86,9 86,9
X. vasicola 86 96,5 95,5 96,6 96,2 96,5 95,3 94,7 95,3
X. vesicatoria 85,6 95,8 94 94,5 95,4 95,5 94,9 94,5 95
X.a. pv. vitians 86,9 96,6 97,7 98,9 95,5 96,1 95,4 95,9 95,2
X. sp. pv. arracaciae 86,2 97,7 95,3 96,1 95,3 96,7 95,2 95,5 96,2
X. sp. pv. betae 86,5 95,9 96,6 97,3 96,1 96,2 95,1 96,1 95,5
X. sp. pv. esculenti 85,4 95 94 94,4 95,1 95,6 94,5 94,8 95,3
X. sp. pv. eucalypti 85,9 96,1 94,2 94,9 95,6 95,9 95,2 94,7 95
X.a. pv. mangiferaindicae 873 86,9 96,9 97,3 98,5 95,9 96,9 95,6 95,9 95,5
X.a. pv. mangiferaindicae 1230 86,9 96,9 97,2 98,4 95,9 96,8 95,5 959 95,4
X. sp. pv. paulliniae 86,4 95,9 96,6 97,4 96,1 96,1 95,3 96 95,6
X. sp. pv. viticola 86,1 96,2 97,1 98,6 95 95,7 94,5 95,3 94,7
S._maltophilia 84,7 89,4 88 88 88.5 89,8 88,5 88,8 89
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X. X.

Linhagens X. fragariae | X. hortorum | X. hyacinthi | X. melonis X. oryzae X. pisi X. sacchari | X. theicola translucens | vasicola
X. albilineans - - - - - - - - - -
X. arboricola - - - - - - - - - -
X. axonopodis - - - - - - - - - -
X. citri - - - - - - - - - -
X. bromi - - - - - - - - - -
X. campestris - - - - - - - - - -
X. cassavae - - - - - - - - - -
X. codiae - - - - - - - - - -
X. cucurbitae - - - - - - - - - -
X. fragariae - - - - - - - - - -
X. hortorum 92,8 - - - - - - - - -
X. hyacinthi 85,3 86,9 - - - - - - - -
X. melonis 92,7 94,2 87 - - - - - - -
X. oryzae 93,8 96,2 86,4 94,2 - - - - - -
X. pisi 93,5 96,4 87,5 94,8 96,2 - - - - -
X. sacchari 87,9 89,1 93,2 89,6 88,7 89,7 - - - -
X. theicola 86,1 87,8 94 87,8 874 88,5 94,7 - - -
X. translucens 85 87,1 95,1 86,9 86,3 87,8 92,7 92,8 - -
X. vasicola 93,7 95,8 86 93,9 96,6 96,2 88 86,6 85,8 -
X. vesicatoria 92,8 94,7 85,3 93,3 95,3 95,6 88 86,6 85,4 95,1
X.a. pv. vitians 93,6 96,2 87 94,7 96,5 96 89,4 87,7 86,9 96,2
X. sp. pv. arracaciae 93,5 95,6 86,6 94,5 95,4 96,8 88,8 87,5 86,3 95,4
X. sp. pv. betae 93,8 95,4 87 95,1 96,6 95,8 89,4 87,7 86,8 96
X. sp. pv. esculenti 92,2 94,4 85,7 93,6 94,8 95,3 87,7 87,1 854 94,5
X. sp. pv. eucalypti 93,1 95,1 86 94 95,8 96,3 88,5 87,1 86 95,2
X.a. pv. mangiferaindicae 873 94,3 96,5 87 94,7 96,8 96,6 89,7 87,9 87 96,8
X.a. pv. mangiferaindicae 1230 94,2 96,4 87,1 94,6 96,7 96,5 89,6 87,9 86,9 96,7
X. sp. pv. paulliniae 93,9 95,4 87,6 95,2 96,4 95,8 89,5 88,1 87 95,8
X. sp. pv. viticola 93 95,8 86,4 94 96,1 95,6 88,6 87,3 86,3 95,8
S._maltophilia 86,8 88,7 85,7 88,5 88 89,5 88,5 87 85,5 87,9
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Linhagens

X.
vesicatoria

X.a. pv.
vitians

X. sp. pv.

arracaciae

X. sp. pv.
betae

X. sp. pv.
esculenti

X. sp. pv.
eucalypti

X.a. pv.
mangiferaindicae
873

X.a. pv.
mangiferaindicae
1230

X. sp. pv.
paulliniae

X. sp. pv.
viticola

X. albilineans

X. arboricola

X. axonopodis

X. citri

X. bromi

X. campestris

X. cassavae

X. codiae

X. cucurbitae

X. fragariae

X. hortorum

X. hyacinthi

X. melonis

X. oryzae

X. pisi

X. sacchari

X. theicola

X. translucens

X. vasicola

X. vesicatoria

X.a. pv. vitians

94,2

X. sp. pv. arracaciae

95,1

95,9

X. sp. pv. betae

94,7

96,9

95,1

X. sp. pv. esculenti

94.8

94,1

94,5

X. sp. pv. eucalypti

95,1

94,8

95,4

94,6

X.a. pv. mangiferaindicae 873

94,7

98,1

96,1

94.4

95,2

X.a. pv. mangiferaindicae 1230

94,6

98,1

96,1

94,3

95,2

99,8

X. sp. pv. paulliniae

94.4

97

95,4

95

94,9

97,2

97,1

X. sp. pv. viticola

93,9

98,1

95,3

93,5

94,2

97,6

97,6

S._maltophilia

87,9

81,7

88,7

88,2

88,3

88,3

88,2

87,3
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